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Sommaire

La protection contre le virus de la diarrhée virale bovine (BVDV) est corrélée par la
réponse immunitaire dirigée contre la glycoprotéine de I’enveloppe E2. Une difficulté dans
la mise au point d’un vaccin contre le BVDV réside dans le fait que de hauts niveaux de
variabilit¢ génétique et antigénique entre les deux génotypes du BVDV (I et II) sont
observés dans la séquence de E2. L’injection intramusculaire d’un vecteur d’expression
eucaryote contenant le géne E2 d’une souche du génotype I confere une réponse
immunitaire protectrice chez le bovin contre le BVDV. Cependant, il comporte des lacunes
importantes. Premiérement, la protection conférée est principalement dirigée contre les
souches du génotype I et deuxiémement, la quantité d’ADN a injecter est trés importante
pour observer I’induction d’une réponse immunitaire (3 mg/veau). Les deux objectifs
généraux de mon projet de recherche sont : (1) d’augmenter le potentiel immunologique du
prototype de vaccin a ADN contre le BVDV et (2) créer un vecteur multivalent pour
générer une protection croisée contre des souches hétérologues de BVDV et élargir le
spectre de protection du vaccin aux deux génotypes. Le premier objectif général se divise
en deux objectifs spécifiques : (a) Développer et caractériser des molécules de transport
pour assurer la livraison de ’ADN vaccinal et améliorer la biodisponibilit¢é de I’ADN
vaccinal, (b) apporter des modifications géniques a la séquence E2 native pour optimiser

I’expression du gene et la présentation de la protéine résultante au systéme immunitaire.

En protégeant I’ADN injecté lors de son voyage vers le noyau, les molécules de transport
augmentent le niveau d’expression de I’ ADN et permettent de diminuer considérablement
la quantité d’ADN nécessaire pour le développement d’une réponse immunitaire adéquate.
Trois familles différentes de molécules de transport cationiques ont été étudiées: (1) les
poly(amidoamine)s, (2) les surfactants bola(amphiphile)s et (3) les poly(amphiphile)s de
type méthacrylate. Pour élargir la compréhension des mécanismes impliqués dans la
livraison de geénes par les molécules de transport et déterminer d’éventuelles relations
structure-fonction, les propriétés physico-chimiques des complexes molécules de
transport/ADN ont été déterminées. Par la suite, plusieurs essais de transfection in vitro ont
été effectués afin de déterminer le potentiel de transfection des différentes familles de
molécules de transport a notre disposition. Les polymeéres de la famille des

poly(amphiphile)s de type méthacrylate se sont avérés des molécules de transport tres
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efficaces pour la transfection in vitro en plus d’étre peu toxiques. Nos études in vifro ont

permis de sélectionner des candidats tres prometteurs pour d‘éventuelles essais in vivo.

Pour optimiser le potentiel immunologique du prototype de vaccin a ADN, des
modifications génétiques ont été apportées a la séquence E2. Premierement, I’optimisation
du choix des codons des geénes E2 pour 1’espéce bovine grice a la synthése chimique a été
faite. Deuxiemement, la séquence native du géne E2 a été modifiée pour maximiser la
présentation de la protéine exprimée au systtme immunitaire. Une région riche en résidus
hydrophobes responsable de 1’ancrage de la glycoprotéine E2 dans la membrane cellulaire a
été substituée par la séquence de translocation de la protéine E™ des pestivirus. Les
résultats de 1’expression in vitro indiquent que les modifications apportées a E2 permettent
sa sécrétion dans le surnageant cellulaire. Une immunisation expérimentale effectuée chez
la souris a démontrée que le plasmide codant la séquence E2 modifiée (AE2) permet une
meilleure induction de la réponse immunitaire humorale et cellulaire, comparativement a la

séquence native.

Pour élargir le spectre de protection du vaccin aux deux génotypes du BVDYV, les
séquences de genes E2 provenant de souches présentes en Amérique du Nord et
représentatives du génotype 1 (E2-1, souche NADL) et du génotype II (E2-2 ou AE2-2,
souche 890) ont été sélectionnées et clonées dans un méme vecteur d’expression eucaryote
sous le controle de promoteurs différents. Des essais de transfection in vitro suivis
d’immunofluorescence indirecte ont indiqué des niveaux d’expression similaires pour les
deux geénes. Une immunisation expérimentale effectuée chez la souris a permis de
déterminer I’impact de la présence d’un second gene dans le vecteur d’expression eucaryote
pBudCE4.1 sur la réponse spécifique. Les résultats indiquent que 1’expression de AE2-2 ou
de E2-2 par un plasmide codant aussi E2-1 affecte I’intensité de la réponse immunitaire E2-
2 spécifique. La réponse immunitaire est inférieure lorsqu’un second géne est présent dans
le vecteur pBudCE4.1. De plus, I’expression de AE2-2 dans le vecteur codant une seconde
protéine ne permet pas une induction immunologique supérieure, telle que remarquée lors

de la comparaison de pBude2-2 et pBud AE2-2.
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SUMMARY

Protection against the virus responsible for bovine viral diarrhoea (BVDV) is correlated
with the immune response directed against the envelope glycoprotein E2. The most
significant obstacle to the development of an efficient protective vaccine against the two
major genotypes (I and II) of BVDV is the high genetic and antigenic variability observed
in the sequence of E2. It has been demonstrated in cattle that intramuscular injection with a
eukaryotic expression vector containing the E2 gene of a genotype I strain, confers a
protective immune response against BVDV. However, the experimental DNA vaccine
possessed serious deficiencies. Firstly, the protection was mainly directed against genotype
I strains and secondly, a considerable quantity of DNA (3 mg/animal) was needed to
induce a protective immune response. The two main objectives of my research project
were: (1) to increase the immunological potential of the DNA vaccine prototype and, (2) to
create a multivalent DNA vaccine which generates cross protection against heterologous
viral strains and induces a wide spectrum of protection to both genotypes. The first main
objective can be subdivided into 2 specific objectives: (a) to develop and characterize gene
delivery systems to insure the delivery of the DNA vaccine and to improve its
bioavailability, (b) to carry out genetic modifications to the E2 native sequence to optimize

the expression of E2 gene and the presentation of the E2 protein to the immune system.

By protecting DNA during it’s transport from the inoculation site to the nucleus, gene
delivery molecules increase the level of gene expression and permit a decrease in the total
quantity of DNA needed for the development of an adequate immune response. Three
different families of cationic molecules were studied: (1) permanently charged
poly(amidoammonium) salt polymers, (2) hemifluorinated bifunctional bola(amphiphile)s
and (3) tail-end (dimethylamino)pyridinium-polymers containing polymethacrylates. In
order to broaden the understanding of the cationic delivery systems and to determine
possible structure-function relationships, the physicochemical properties of the DNA
complexes were analysed. Following these initial characterizations, in vitro transfection
tests were performed to determine the transfection potential of each gene delivery system.
Preliminary tests were carried out in vitro with a view to identify the non cytotoxic and
most effective gene delivery systems which increase DNA expression. The

polymethacrylate polymer family was the most effective at gene delivery and showed little
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toxicity. These interesting in vitro experiments thus identified effective gene delivery

systems for future in vivo experiments.

To maximize the immunological potential of the DNA prototype, we genetically modified
the E2 native sequence. Firstly, we optimized the codons of the E2 genes to be more
applicable to bovine species. This was carried out by chemical synthesis. Secondly, we
modified the native sequence of the E2 gene to maximize its protein presentation to the
immune system. An area rich in hydrophobic residues responsible for the anchoring of E2
to the cell membrane was replaced by the translocation sequence of the E™ prptein from
pestivirus. Our results from in vifro experiments indicated that the modifications made to
E2 allowed its secretion into the culture supernatant. /r vivo, the plasmid encoding the
modified E2 (AE2) induced better humoral and cellular immune responses compared to the

E2 native sequence in mice.

To widen the spectrum of protection against the two BVDV genotypes, E2 gene sequences
from BVDV strains present inANorth America and representative of genotype 1 (E2-1,
NADL strain) and genotype II (E2-2 or AE2-2, 890 strain) were selected and combined in a
single eukaryotic expression vector (pBudCE4.1) under the control of different promoters.
In vitro transfection followed by indirect immunofluorescence indicated similar gene
expression for the two genes. Experimental immunization carried out in mice demonstrated
the impact of a second gene in a eukaryotic expression vector. The results indicated that the
expression of AE2-2 or E2-2 by a plasmid also encoding E2-1 signiﬁcantly reduced the
intensity of the E2-2 immune response. The immune response was lower when E2-1 was
present in the pBudCE4.1 vector. Moreover, the AE2-2 expression by the vector encoding a
second gene did not induce a superieur immune response, as observed with the comparison

of pBudE2-2 and pBudAE2-2 responses.

Key words: bovine viral diarthoea virus, E2 envelope glycoprotein, DNA vaccine,
sequence of translocation, gene delivery system, complex, cationic polymer,

bola(amphiphile), transfection, cytotoxicity.
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I. INTRODUCTION
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Le virus de la diarrhée virale bovine (BVDV) est un virus enveloppé de la famille
Flaviviridea du genre Pestivirus trés répandu parmi les ruminants. Il existe deux génotypes
du BVDV : le génotype I et le génotype II. De hauts niveaux de variabilités existent entre
les deux génotypes. En outre, suivant leur effet en culture cellulaire, des biotypes

cytopathogenes et non cytopathogénes existent pour chacun des génotypes.

La pathologie associée a une infection par le BVDV va de manifestations sub-
cliniques a de la diarrhée, immunosuppression et leucopénie, des défauts congénitaux, et
méme a I’avortement. Un des facteurs épidémiologiques les plus importants associ€s au
BVDV est représenté par les animaux immunotolérants infectés de maniére persistante (PI)
par une souche non-cythopathogéne' de BVDV. Ceci survient lors d’une infection par le
virus durant les stades précoces du développement feetal, et ce avant la maturation
immunitaire du feetus. Dans le troupeau, les PI excrétent de grandes quantités de virus dans
leur environnement méme s’ils ne présentent généralement aucun signe clinique. Il existe
aussi une forme mortelle de I’infection, la maladie des muqueuses, qui surgit lors de

I’infection d’un PI, cette fois, par une souche cytophatique de BVDV.

Pour une réponse immunologique protectrice contre le BVDV, le vaccin idéal
devrait permettre 1’induction d’anticorps neutralisants et 1’induction d’une réponse a
médiation cellulaire. De plus, le vaccin devrait surmonter la forte variabilité antigénique du
virus pour une protection croisée contre les souches hétérologues et finalement, prévenir les
infections intra-utérines reliées a la génération de PI. Les vaccins de type atténués et
inactivés sont utilisés pour contrer les infections au BVDV. Les vaccins atténués induisent
généralement une meilleure réponse immunologique que les vaccins inactivés mais
représentent, un danger potentiel d’infections prénatales lorsque utilisés pour la vaccination
des vaches gestantes. Il y a aussi une possibilité d’interférence avec les anticorps maternels
lors de la vaccination d’un nouveau-né et 1’induction d’une immunosuppression transitoire.
Etant donnés les désavantagés des vaccins traditionnels et leur efficacité, des vaccins de
types sous-unitaires et & base d’ADN [virus recombinant et vecteur d’expression eucaryote]

ont été développés.
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Plusieurs études d’immunisation par ADN chez les animaux de laboratoire ont
démontré que I’injection intramusculaire d’ADN plasmidique induit le développement
d’une immunité humorale et cellulaire efficace contre le pathogéne ciblé. Par contre, les
expériences d’immunisations par ADN chez les humains et les grands animaux se sont
avérées beaucoup moins efficaces. Au niveau de la vaccination par ADN contre le BVDV
chez le bovin, I’équipe du laboratoire du Dr Elhazary a été la premiére a démontrer la
possibilité d’induire une certaine protection immunitaire contre le virus suite a 1’injection
intramusculaire d’ADN codant pour la glycoprotéine E2. Elle a cependant indiqué que le
vaccin ne permettait qu’une protection immunitaire partielle (signes atténués de la maladie
et période de signes cliniques plus courte) suite au challenge et qu’une quantité

considérable d’ ADN était nécessaire (3 inoculations de 1.0 mg/veau).

Malgré leur relative efficacité chez les grands animaux et ’homme, I’engouement
pour les vaccins a ADN s’est poursuivi a cause de leurs nombreux avantages
comparativement aux vaccins conventionnels. Leur principal avantage est de permettre une
synthése endogéne de I’antigéne assurant les processus de glycosylation et de modifications
post-traductionnelles similaires a ceux subis par la protéine au cours d’une infection virale.
Les vaccins a ADN ont aussi le grand avantage de permettre 1’induction d’une immunité
humorale et cellulaire. De plus, au niveau de la commercialisation, les vaccins 8 ADN sont
trés intéressants pour leur facilité et leur faible coiit de production et de purification, leur

stabilité, leur standardisation et leur entreposage.

De nombreuses approches innovatrices ont été investiguées pour augmenter
’efficacité des vaccins & ADN, entre autres: I’utilisation de moyens mécaniques (gene gun
et électroporation), ’optimisation des séquences codantes et des composantes du vecteur
d’expression eucaryote, 1’adjonction de molécules immunostimulantes etc... Une part
importante du succés des vaccins & ADN et de la thérapie génique provient du
développement des molécules de transport aussi nommées, systemes de livraison. Les
stratégies d’optimisation des vaccins a ADN indiquent des résultats fort encourageants
laissant briller 1’espoir de [’utilisation de cette technologie pour contrer différents

pathogénes chez I’humain et les grands animaux.



II. Recension de la littérature



1. Le virus de la diarrhée virale bovine (BYDYV) et la pathologie associée
1.1.Le BVDV

Les symptomes associés a la diarrhée virale bovine ont été décrits pour la premiére
fois en 1946 mais ce n’est que dix ans plus tard que I’agent pathogéne responsable des
symptbmes a été identifié comme étant un virus % Le BVDV a une distribution mondiale
avec une prévalence d’anticorps sériques de 60% a 90% chez le bovin 3. Le virus de la
diarrhée virale bovine est économiquement une des maladies les plus importantes chez le
bovin. Les statistiques américaines indiquent que les pertes €conomiques annuelles
associées au BVDV sont de $7 milliards, soit 20 a 57$ par animal/an selon la virulence de

la souche.

1.1.1. Classification

Le BVDV est un petit virus enveloppé d’un diamétre de 40-60 nm (Figure 1) de la
famille Flaviviridea du genre Pestivirus *. Le genre Pestivirus regroupe aussi le virus de la
maladie des frontiéres (BDV) et le virus de la peste porcine classique (CSFV). Le CSFV
infecte seulement le porc, tandis que le BVDV et le BDV ont été isolés dans plusieurs
espéces telles que le bovin, le porc, le mouton, le cerf et la girafe 5. Les souches de BVDV
démontrent une hétérogénéité prononcée exprimée par différents phénotypes (biotype et
virulence) et deux génotypes distincts. Les deux génotypes du BVDV sont: le génotype I et

le génotype 11 6, eux-mémes divisés en deux sous génotypes (Ia et Ib, Ila et IIb) .89

Figure 1. Le virus de la diarrhée virale bovine. a) Microscopie a transmission du virus du
BVDV. b) Représentation schématique de I’arrangement des protéines structurales dans un
virion du BVDV.
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Aux Etats-Unis, les deux génotypes sont présentes de fagon égale 1 En Amérique
du Nord, les souches appartenant aux sous génotypes Ib et Ila sont les plus répandues alors
que I’isolement de souches appartenant aux sous génotypes la et IIb est un événement rare.
Des différences géniques et antigéniques importantes existent entre les souches de BVDV 1
et I1 . Entre autres, des distinctions considérables sont rapportées au niveau de la structure

secondaire de la région 5’ non traduite et de la séquence en acides aminées 6911

. Le plus
haut niveau de variabilité génique et antigénique est observé au niveau de la séquence de la
glycoprotéine de I’enveloppe virale E2 '2. L’homologie de séquence en nucléotides entre les
génotypes est de 60-65% (Figure 2). Ce&e différence a un impact au niveau de ’efficacité
de neutralisation des souches BVDV II par des antisérums BVDV I spécifiques et vice-
versa et explique pourquoi la majorité des anticorps protecteurs produits suite a une

infection par une souche du génotype 1 sont trés peu efficaces pour neutraliser des souches

du génotype I1 & 3,

CUL1g
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Figure 2. Comparaison de séquences de 36 fragments codant pour la protéine E2 par la
méthode de "Maximum Likehood"'®. Les longueurs des branches sont proportionnelles 4 la
différence entre les souches.
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Pour chacun des génotypes, il existe des biotypes cytopathogénes et non
cytopathogénes qui sont déterminés suivant leurs effets en culture cellulaire '*. In vitro, les
virus cytopathogénes causent la vacuolisation cytoplasmique et la mort des cellules
infectées alors que le biotype non cytopathogéne n’induit aucun effet apparent sur les
cellules. Le biotype cytopathogéne est généralement isolé chez les animaux souffrant de la
maladie des muqueuses et son apparition chez les PI pourrait par des mutations d’une
souche non cytopathogeéne. Soulignons que le biotype cytopathogéne n’est pas reli€ a la
virulence de la souche puisque les virus les plus virulents appartiennent au biotype non
cytopathogéne '°. In vivo, la différence majeure au niveau des biotypes est que seul le
biotype non cytopathogene peut établir des infections persistantes chez les animaux lors
d’une infection intra-utérine. Les infections persistantes sont caractérisées par une
immunotolérance spécifique a la souche infectieuse. Les souches non cytopathogenes
causeraient une immunosuppression chez 1’animal infecté par 1’inhibition des fonctions de
son systéme immunitaire inné (production d’interféron) permettant ainsi le développement

d’une immunotolérance et d’une infection persistante '% !’

1.1.2. Génome et protéines virales

Le génome viral est composé d’un ARN simple brin de polarité positive
d’approximativement 12.5 kilo base (kb). La région 5’ non traduite (composée = 300
nucléotides) ne possede pas de coiffe 5’ mais forme un élément hautement structuré servant
de site interne d’entrée des ribosomes. L’ ARN viral contient un seul cadre de lecture ouvert
codant pour une polyprotéine de 4000 acidés aminés. L’ordre des protéines apres clivages
co- et post-traductionnels par des protéases d’origine virale ou cellulaire est : NH,-p20-p14-

gp48-gp25-gp53-p125(p54/80)-p10-p30-p133(p58/p75)-COOH 19

La partie N-terminale code pour p20 (Npro) qui a une activité de protéase et
autoprotéolytique responsable du clivage entre p20 et pl4 et de celui des quatre protéines
structurales : pl4 (C), gp48 (E™), gp25 (E1) et gp53 (E2). La protéine p14 (C) constitue la
nucléocapside virale. Il s’agit d’une protéine hautement basique, riche en résidus lysine,
avec une charge nette positive permettant des interactions essentielles avec I’ARN viral lors
du processus d’encapsulation. gp48 (E™), gp25 (El1) et gp53 (E2) sont les trois
glycoprotéines de 1’enveloppe virale (Figure 1 b). E™ contient 7-9 sites de N-glycosylation,
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elle est soit associée a I’enveloppe virale de fagon non covalente, soit présente a 1’état libre
dans I’environnement extracellulaire. E™ posséde une activité RNase. E1 posséde 2 a 3
sites de N-glycosylation, est ancrée dans 1’enveloppe virale par un domaine hydrophobe
présent en C-terminal et serait a peine accessible a la surface externe de 1’enveloppe virale
2 E2estla glycoprotéine majeure de ’enveloppe virale. Elle est composée d’environ 370
acides aminés (~ 41 kilo Dalton (kDa)) et contient 4 sites de N-glycosylation lui conférant
une masse de ~ 53 kDa *'. Les glycoprotéines membranaires forment des complexes liés par
des ponts disulfures ; E™ forme un homodimeére (100 kDa), El forme un hétérodimére avec
E2 (75 kDa), et E2 forme aussi un homodimére (100 kDa). Au niveau du virion, les formes

monomériques et dimériques de E2 sont présentes *2.

La partie C-terminale de la polyprotéine contient les protéines non structurales.
pl25 est impliquée dans le "processing" des protéines non structurales et la réplication
virale. Elle possede deux domaines responsables d’activités distinctes. Le domaine situé en
N-terminal est responsable de I’activité sérine-protéase impliquée au niveau du clivage des
protéines non structurales alors que le domaine C-terminal est relié a 1’activité hélicase

4 .
2.2 Dans certains

impliquée dans le déroulement du duplex d’ARN lors de la réplication
- cas, pl25 peut étre la précurseur de p54/p41 et p80. La fonction de p54/p41 est inconnue
alors que la génération de p80 est reliée au phénotype cytopathogéne. L’induction de
I’expression de p80 peut avoir lieu suite a une insertion, une délétion, un réarrangement ou
une mutation du génome d’une souche non cytopathogéne. La protéine p125 est suivie par
les protéines pl0 et p30 dont les fonctions dans la réplication virale sont peu connues. La

protéine pl133 est le précurseur des protéines p58 et p75. p75 serait ’ARN polymérase
ARN-dépendante virale.

1.1.3. Mécanisme d’infection

La transmission du virus d’un animal a I’autre a lieu principalernent par contacts
oro-nasaux. Neuf heures aprés I’infection, le virus se réplique déja dans les cellules
épithéliales de la muqueuse nasale et des amygdales. Par la suite, le virus atteint les tissus
lymphoides et le thymus. La phagocytose du virus par les cellules mononucléaires permet sa

dissémination et sa rétention dans les tissus lymphoides alors que le transport sanguin
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permet la dissémination systémique du virus et I’infection du tractus gastro-intestinal (rate,

jéjunum et Plaques de Peyer) *°.

1.1.3.1. Entrée du virus dans la cellule

Les mécanismes cellulaires permettant la liaison et I’entrée du BVDV dans les
cellules sont peu connus. Les egcoprotéfnes de I’enveloppe virale seraient impliquées dans
le tropisme cellulaire, I'attachement & un récepteur cellulaire spécifique, a la fusion avec la
membrane cellulaire, 4 la pénétration et l'emplacement du bourgeonnement viral . La
liaison du BVDV aux cellules cibles implique des interactions entre les glycoprotéines
virales E™ et E2 2" ?® et les glycosaminoglycans et les protéines membranaires de la cellule
infectée, respectivement >3, L’hétérodimeére E1-E2 plutét que I'homodimére E2-E2 serait
responsable de 1’entrée du virus *2. Etant donné la similarité avec les Flavivirus, il est
supposé que les Pestivirus entrent dans la cellule hote par un mécanisme d’endocytose
spécifique de type clathrine-dépendente **. Suite a I’internalisation, I’environnement acide
de I’endosome permettrait la fusion de I’enveloppe virale a la membrane endosomale pour

la libération du virion dans le cytoplasme ** **.

Bien que les composantes spécifiques impliquées dans I’entrée du virus dans les
cellules ne soient pas clairement élucidées, plusiegrs structures protéiques a la surface des
cellules bovines ont été proposées comme étant un récepteur cellulaire potentiel pour les
Pestivirus : une protéine de 50 kDa " 36 des protéines de 60 et 93 kDa ° ainsi que
récemment, le récepteur CD46 retrouvé a la surface de toutes les cellules nucléées.
Soulignons que CD46 était reconnu depuis longtemps pour son role de cofacteur pour la
sérine protéase responsable du clivage des facteurs C3b et C4b du complément *> 7. De
plus, le récepteur LDL (low-density lipoprotein) serait impliqué dans 1’entrée du virus
puisque I’infection in vitro de cellules MDBK (Madin-Darby bovine kidney) avec le BVDV

s . . . . 34
est inhibée par la présence d’anticorps dirigés contre ce récepteur ~ .
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1.1.3.2. Traduction et réplication

Les protéines virales sont produites dans le cytoplasme par la combinaison de
clivages co- et post- traductionnels par des protéases cellulaires ou virales. La réplication de
I’ ARN viral par les protéines non structurales virales est rendue possible grice a la synthese
d’un ARN intermédiaire de polarité négative. Les étapes suivantes du cycle de réplication
virale sont peu connues. Cependant, 1’absence des glycoprotéines virales a la surface de la
membrane cellulaire de la cellule infectée suggére que la maturation et I’assemblage du
virion se produisent par bourgeonnement dans des vésicules cytoplasmiques 3% Finalement,
la voie normale de sécrétion de I’hdte serait utilisée, les vésicules fusionneraient avec la

membrane plasmique et seraient reldchées dans le milieu extracellulaire par exocytose.

1.2. Manifestations cliniques

Les manifestations cliniques associées a une infection par le BVDV sont diverses
allant d’infections sub-cliniques jusqu’a une forme mortelle (la maladie des muqueuses). La
majorité¢ des infections au BVDV chez un animal immunocompétent adulte sont sub-
cliniques. Les signes cliniques de la diarrhée virale bovine sont généralement observés
chez des animaux dont ’4ge varie de six mois 2 deux ans. L’animal peut montrer de la
diarrhée, une fiévre transitoire, des écoulements oculo-nasaux, de [’anorexie, une
leucopénie, une diminution de la production de lait ainsi qu’une période
d’immunosuppression. La multiplication et la réplication du virus dans les lymphocytes B
et T, les cellules polymorphonucléaires et les neutrophiles affectent fortement le
développement de la réponse immunitaire et expliquent la leucopénie et
I’immunosuppression passagéres observées lors d’une infection par le BVDV. Dans ce type

d’infection, la morbidité est élevée mais le taux de mortalité est faible.

Une forme aigu€ de la maladie [le syndrome hémorragique] de la diarrhée virale
bovine chez l’animal adulte a été¢ rapportée suite 4 une épidémie catastrophique en
Amérique du Nord au début des années 90. Des signes cliniques séveéres tels que des
hémorragies ecchymotiques des muqueuses, des diarrhées liquides profuses et de hauts taux
de mortalité avaient été rapportés. A cette époque, 1’analyse des souches responsables de

cette forme sévere a permis de classer les souches responsable de cette forme aigué€ sous un
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nouveau génotype, le génotype 11 611 est important de noter que ce n’est pas toutes les

souches appartenant au génotype II qui sont associées au syndrome hémorragique.

Chez une vache gestante séronégative, une infection au BVDV peut conduire a
I’infection intra-utérine du feetus. L’impact de cette infection dépend de I’dge du feetus
(Figure 3) et de la souche infectieuse. Seuls les virus du biotype non cytopathogéne
semblent &tre capables d’envahir le placenta, de se répliquer et d’infecter le foetus *°.
Durant le premier trimestre de gestation [avant le développement de I’immunocompétence
du feetus], la réplication du virus dans le feetus peut causer selon le stade de
’organogenése : la mort de I’embryon, ’avortement, des effets tératogénes non fatals ou la
naissance d’animaux immunotolérants infectés de fagon persistante (PI).
L’immunotolérance des PI semble étre spécifique a la souche infectieuse et n’empéche pas
le développement d’une réponse immunitaire contre d’autres souches de BVDV “°, Ils
représentent une sourée élevée de dissémination du virus au sein du troupeau en excrétant
une grande quantité de virus dans leur environnement alors qu’ils ne présentent
généralement aucun signe clinique. Si les PI 4gés de 6 mois 4 2 ans sont exposés au courant
de leur vie a une souche de biotype cytopathogéne, ils peuvent développer la maladie des
mugqueuses. La maladie des muqueﬁses est caractérisée par des signes cliniques tels que :
anorexie, diarrhée profuse sanguinolente et déshydratation. La morbidité est faible mais le
taux de mortalité est trés élevé et d’autant plus si les deux souches présentes chez 1’animal

[cytopathogéne et non cytopathogéne] ont une forte homologie *.

40ys ' 125;: \ 3 280}:

Figure 3. Effets sur le fcetus lors de 'infection de la mére par un virus du BVD non
cytophatogéne en fonction du stade de gestation de la vache.
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1.3. Réponse immunitaire induite suite a une infection par le BVDV

Les infections expérimentales permettent d’étudier I’effet d’un virus sur les
parametres cliniques, hématologiques et immunologiques de ’animal infecté. Elles ont
démontré que le BVDV cause une diminution significative des leucocytes (neutrophiles,
lymphocytes CD4" et CD8" et monocytes) du sang a partir du jour 3 ou 5 post-infection
ainsi qu’une baisse significative du nombre de plaquettes sanguines en circulation a partir et
au-dela du jour 10 post-infection *2. Les résultats immunologiques démontrent qu’il faut
compter environ trois semaines avant I’apparition d’une réponse humorale spécifique. La
lenteur de I’induction des anticorps est expliquée par I’effet immunosuppressif du virus et
par I’absence de virémie durant les 3-10 jours aprés ’infection. Par la suite, le titre
d’anticorps augmente pour les dix 4 douze semaines suivantes pour atteindre un plateau et

. Le titre en anticorps persiste durant plusieurs années,

redescendre graduellement
probablement pour la vie compléte de I’animal et explique la protection de I’animal contre
les réinfections. La réponse immunitaire & médiation cellulaire impliquée dans la protection
contre le BVDV est plus difficile a évaluer. Actuellement, peu de renseignements sont
disponibles sur le réle des lymphocytes T impliqués dans la résolution de I’infection. Il a été
démontré que I’absence des cellules CD4" augmente la durée de la virémie * alors que
’absence des cellules T CD8" chez le bovin n’a aucun effet au niveau de la réponse
immunitaire suite & ’infection. Une étude d’immunisation par ADN a démontré que seuls
les animaux pour lesquels une prolifération lymphocytaire est observable avant le challenge

développent des signes atténués de la maladie et une période de signes cliniques plus courte

suite au challenge *°.

1.3.1. Role immunologique des protéines virales

Une infection chez le bovin par une souche de BVDV génere la production
d’anticorps spécifiques dirigés contre gp53, gp48 et p125 (et/ou p80) % Une faible quantité
d’immunoglobuline G (IgG) spécifiques a gp25 est quelque fois induite chez une petite
proportion des individus infectés *’. Les anticorps neutralisants directement impliqués dans

la protection sont principalement dirigés contre la glycoprotéine de ’enveloppe virale E2 4,

4799 6t aussi contre la glycoprotéine gp48 (E™) ** .
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1.3.1.1. La glycoprotéine E2 (E2)

La protection contre le BVDV est étroitement corrélée a ’induction d’anticorps
neutralisants dirigés contre la glycoprotéine de I’enveloppe E2 ** 47> % A Pintérieur d’un
méme génotype, la variabilité des séquences de E2 est relativement faible. Par exemple, une
homologie d’environ de 90% est observée au niveau de la séquence de E2 des différentes
souches appartenant au génotype Il 30 Cependant, une variabilité génétique et éntigénique
importante existe au niveau de la séquence de la protéine E2 entre les génotypes. Cette
variabilité a un impact considérable au niveau de la protection croisée entre des souches
appartenant & des génotypes différents, les titres d’anticorps neutralisants sont de 15 & 80

fois plus bas vis-a-vis une souche hétérologue .

Dans I’objectif de déterminer la structure antigénique de la protéine E2 et les
épitopes spécifiques et neutralisants, des anticorps monoclonaux dirigés contre la protéine
E2 ont été utilisés. Des différences importantes au niveau des épitopes spécifiques et
neutralisants ont été rapportées entre les génotypes 5052 Dans le cas du génotype I, les
épitopes neutralisants sont trés peu conservés entre les souches et I’analyse des séquences
de virus mutants échappant a la neutralisation indique que les acides aminés situés a la
position 71-74 sont essentiels a la neutralisation virale des souches du génotype I °'. Dans le
cas du génotype II, les épitopes neutralisants sont hautement conservés entre les souches et

sont situés dans 3 domaines antigéniques totalement différents *°.

A cause du role important de la protéine E2 au niveau de la protection immunitaire
contre le BVDV, elle est le candidat de choix pour la mise au point de vaccins sous-
unitaires et de vaccins 3 ADN [virus recombinant et vecteur d’expression eucaryote].
Plusieurs travaux portant sur des vaccins sous-unitaires composés de protéines E2
recombinantes du BVDV 1 et sur des vecteurs d’expression eucaryote codant pour la
protéine E2 du BVDV I démontrent que 1’utilisation de E2 permet une protection partielle
contre un challenge avec des souches hétérologues ** ** * La protection partielle serait -

expliquée par la forte variabilité antigénique des anticorps neutralisants.
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1.3.1.2. La protéine de la nucléocapside

La protéine de la capside virale posséde une séquence hautement conservée entre les
génotypes de BVDV. Bien que pl4 ne semble pas étre impliquée dans la protection
humorale contre le BVDV (puisque les sérums d’animaux convalescents ne contiennent
aucun anticorps pl4-spécifique ou neutralisant), une immunisation expérimentale avec un
adénovirus recombinant contenant la séquence codante de pl4 a démontré des résultats
potentiels chez la souris. L’expression endogéne de pl4 chez les sujets inoculés semble
permettre 1'induction d’anticorps spécifiques non neutralisants ainsi qu’une réponse

cellulaire spécifique contre des souches homologues et hétérologues de BVDV °°,

1.3.1.3. La protéine non-structurale p125 (p54/80)

Dans le cas de p125, une homologie de 90% au niveau de la séquence en acides
aminés existe entre les deux génotypes 111 a été démontré que lorsque exposés 4 un virus
réplicatif du BVDV, les bovins développent une forte concentration d’anticorps spécifiques
non neutralisants contre la protéine p125 des souches non cytopathogenes et contre p125 et
p80 des souches cytopathogeénes ** *7. Toutefois, I’induction d’une réponse immunitaire
protectrice contre le BVDV par les vaccins inactivés (n’incluant pas la production
d’anticorps p125 (p54/80) spécifiques produit seulement chez les virus réplicatifs)- suggere
que p125 n’est pas essentielle pour la protection contre le BVDV ° 8 Malgré cette derniére
observation, la protéine non-structurale p125 a été étudiée pour la mise au point d’un vaccin
capable de protéger I’animal contre des souches hétérologues. Une vaccination
expérimentale chez le bovin avec un vecteur d’expression eucaryote codant pour la protéine
p125 (p54/80) a permis de démontrer I’induction d’une réponse immunitaire protectrice
suite 2 un challenge avec une souche hétérologue *°. Selon cette étude, le niveau de
protection induit par ce vaccin est similaire & celui rapporté pour des constructions
plasmidiques codant pour le géne E2 *. Bien que les mécanismes immunitaires impliqués
dans l’induction de la protection contre le BVDV ne soient pas clairs, les résultats
préliminaires soulignent le potentiel de p125 pour de futurs vaccins protecteurs contre des

souches hétérologues de BVDV.
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1.4. Traitement et contrdle des infections au BVDV
1.4.1. Programme d’éradication

L’impact du BVDV dans I’industrie bovine a été accentué au milieu des années 90
par la mise en place de programmes d’éradication dans plusieurs pays scandinaves

européens dont la Suéde, la Norvége, la Finlande et le Danemark % ¢!

. Les programmes
d’éradication sont possibles dans des régions ou la densité bovine est relativement faible et
ou la vaccination n’est pas une pratique courante pour le contrdle du virus. Ces programmes
sont basés sur une politique de non-vaccination pour permettre la détection indirecte des
infections par le BVDV. Les animaux testés positifs pour la présence d’anticorps sont des
indicateurs d’une infection. Les programmes d’éradication sont fondés sur la prévention des
infections intra-utérines par I’identification et 1’élimination des PI, sur le contrdle des
embryons et des semences importés et sur une augmentation de la biosécurité du troupeau
par ’éleveur 2. Environ une décennie apreés la mise en place de tels programmes, les

statistiques indiquent que 96.3% des troupeaux suédois sont exempts de BVDV,

comparativement a la prévalence initiale estimée a 40%.

1.4.2. Vaccination

Dans les régions ou la densité bovine est importante et le commerce d’animaux
intense, la prévalence des animaux séropositifs et des PI est habituellement tres élevée.
Parallélement aux programmes d’éradication, 1’"Academy of Veterinary Consultants" a
réclamé l'adoption de mesures de contrdle basées sur la vaccination systématique des
animaux pour contrdler et minimiser la circulation du virus ®. La vaccination réduit
I’incidence des PI par la protection fcetale des vaches gestantes pouvant étre exposées au
virus, Présentement, les vaccins disponibles dans le commerce contre le BVDV sont de
types inactivé ou atténué. Ils sont principalement efficaces pour améliorer la santé du
troupeau et empécher la forme clinique de la maladie. Bien qu’ils conférent un niveau de
protection immunitaire raisonnable contre le BVDV, il reste beaucoup d’amélioration a
faire pour fournir une protection adéquate. Premierement, leur spectre de protection vis-a-
vis des variants antigéniques (génotype I et II) est relativement étroit ** . De plus, les
vaccins atténués sont un danger potentiel d’infections prénatales lors de la vaccination

d’une vache gestante : ils occasionnent des interférences avec les anticorps maternels lors
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de la vaccination d’un nouveau-né et ils peuvent aussi induire une immunosuppression
transitoire. Les vaccins inactivés sont beaucoup plus sécuritaires, mais ils induisent une

courte période de protection et interférent aussi avec les anticorps maternels.

De nouvelles stratégies de vaccination sont & 1’étude pour contrer les désavantages
des vaccins traditionnels. L’efficacité d’un vaccin en deux étapes basé sur l'utilisation d’un
vaccin inactivé et sur ’administration subséquente (4 semaines plus tard) d’un vaccin
atténué °® a été démontrée. Ce vaccin permet 1’induction d’une protection immunitaire de
longue durée de méme que la prévention de 1’infection feetale suite au challenge avec des
souches homologues et hétérologues chez des vaches gestantes vaccinées. De plus,
plusieurs groupes de recherche travaillent sur la mise au point de vaccins sous-unitaires ou
a ADN pour contrer les infections par le BVDV. Les vaccins sous-unitaires sont sécuritaires
mais ils doivent étre utilisés en formulation avec un adjuvant pujsqu’ils sont peu
immunogeénes comparativement aux vaccins vivants et atténués. Les vaccins a8 ADN sont
intéressants puisqu’ils ne causent ni d’infection prénatale lors de la vaccination d’une vache
gestante, ni d’interférence avec les anticorps maternels lors de la vaccination d’un nouveau-
né, ni d’immunosuppression transitoire. De plus, ils ont la particularité de permettre

I’induction d’une immunité humorale et cellulaire importantes dans la protection contre le

BVDV 770,

2. Les vaccins a ADN

La premicere étape dans la mise au point d’un vaccin efficace contre un pathogene
débute par la compréhension de la réponse immunitaire nécessaire pour induire la
protection. Pour la majorité des infections bactériennes, la protection primaire est induite
par la production d’anticorps spécifiques alors que pour les infections intracellulaires
virales, bactériennes ou parasitaires, telle que Mycobacterium tuberculosis, Leishmania
major et d’autres parasites, la protection nécessite une immunité cellulaire. Pour les virus,
les parasites et les bactéries intracellulaires, la réponse immunitaire cellulaire est nécessaire

pour induire une protection adéquate.
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Lutilisation de vecteurs viraux ou des vecteurs d’expression eucaryote est une
stratégie de vaccination sous investigation intensive dans plusieurs laboratoires du monde
entier. Ces vecteurs impliquent 1’expression endogéne de 1’antigéne par les cellules de
I’héte permettant que les processus de glycosylation et de modifications post-
traductionnelles soient les mémes que ceux subis par la protéine virale lors d’une infection

naturelle.

2.1. Choix de ‘l’antig'éne lors de I’élaboration d’un vaccin

L’analyse des protéines ciblées par la réponse immunitaire naturelle suite a
I’infection par le pathogéne permet la sélection de I’antigéne. Par exemple, des patients
infectés par le virus de I’immunodéficience humaine (VIH) possédent des anticorps
neutralisants dirigés contre la glycoprotéine de I’enveloppe virale env et des lymphocytes T
cytotoxiques (CTL) reconnaissant spécifiquement des épitopes de la protéine structurale
gag. Par conséquent, de nombreux vaccins expérimentaux a ADN contre le VIH

contiennent les séquences codantes de env ouw/et de gag. TLT2T3,

Un avantage important des vaccins 8 ADN est qu’il est possible d’intégrer plusieurs
genes dans un méme vécteur ou d’administrer un mélange de plusieurs genes (vaccin
multivalent). Ainsi, au lieu de présenter un seul antigéne au systéme immunitaire, plusieurs
séquences codantes différentes peuvent étre sélectionnées pour I’induction d’une réponse
immunitaire se rapprochant de celle développée suite a une infection naturelle. Il s’agit
d’une approche intéressante pour élargir le spectre de protection contre un pathogene
présentant des variations antigéniques importantes; des versions multiples du méme géne
ainsi que pour induire une protection contre une combinaison de génes, contre différentes
souches microbiennes ou contre différents stades du cycle de vie du pathogéne. Par
exemple, une étude récente a démontré ’efficacité d’un vaccin 8 ADN composé de quatre
vecteurs d’expression eucaryote différents, pour I’induction d’une protection contre
I’influenza, le virus respiratoire syncytial et le virus de 1’herpes simplex 1 ™ Lutilisation
d’un seul plasmide multi-promoteurs permettant 1’expression de plusieurs génes semble
étre une stratégie d’immunisation plus efficace que la co-injection d’une combinaison de

plasmides "> 76
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2.2. Choix du vecteur d’expression
2.2.1. Les vecteurs d’expression d’origine virale

La méthode de fabrication des vecteurs viraux consiste au remplacement dans le
génome viral d’un géne par le transgéne d’intérét. Le transgéne peut alors étre exprimé de
fagon endogéne par les mécanismes cellulaires naturellement utilisés par le virus suite a
I’infection. Ces systémes ont les avantages de permettre : i) la protection de ’ADN dans le
milieu extra- et intra -cellulaire, (ii) un haut niveau d’internalisation dans les cellules, (iii)
la libération de I’endosome suite a ’endocytose, (iv) la localisation nucléaire (v) et une

rapide transcription du matériel inséré dans le génome viral.

Les vecteurs viraux les plus utilisés dans les études de vaccinations expérimentales
sont les rétrovirus, le virus de 1’herpes simplex, les poxvirus et les adénovirus 7. Des génes
de plusieurs pathogénes humains et animaux tels que le virus de I’herpes simplex (VHS), le
virus de I'hépatite B (VHB), le virus du papillome humain (VPH), le virus de la rougeole, le
VIH, le virus d'immunodéficience simieh (VIS), et le virus de la rage ont été efficacement
exprimés par ce type de systéme . Deux démonstrations trés prometteuses proviennent
d’études indiquant 1’induction d’une résistance contre le virus Ebola et le VIH suite a une
immunisation de primates avec des vecteurs viraux codant pour la glycoprotéine Z de

I’enveloppe virale ou la protéine gag, respectivement - *,

Cependant, certains dangers potentiels sont reliés a I’utilisation des vecteurs viraux
tels que la possibilité de recombinaison et retour de virulence, des effets oncogéniques, de
la mutagenése insertionnelle et le développement d’une réponse immunitaire contre le
vecteur lui-méme suite 4 des inoculations répétées. De plus, les vecteurs viraux sont

limitants au niveau de la quantité totale de matériel génomique que 1’on peut y introduire 8,
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2.2.2. Les vecteurs d’expression eucaryote

L’engouement entourant 1’expression endogéne d’une protéine codée dans un
vecteur d’expression eucaryote découle de travaux effectués au début des années 1990. 1l
avait ét¢ démontré pour la premiére fois que I’injection intramusculaire chez la souris d’un
vecteur d’expression eucaryote codant pour un géne rapporteur, permettait le transfert du
gene, la transcription au noyau et la synthése de la protéine recombinante par les cellules
musculaires. Des étudés subséquentes ont démontré que les cellules du coeur, du foie, de la
peau et de la thyroide peuvent étre transfectées par I’injection directe d’ADN plasmidique
8285 Par la suite, Iefficacité des vecteurs d’expression eucaryote pour I’induction d’une
réponse immunitaire a été démontrée. L’injection d’ADN plasmidique [codant le géne de
I’hormone de croissance humaine (HGH)] permet I’induction d’anticorps spécifiques chez

la souris.

2.2.2.1. Les composantes

Un vecteur d’expression eucaryote est composé du geéne d’intérét cloné dans un
plasmide bactérien modifié pour une expression optimale dans les cellules eucaryotes. Le
plasmide contient essentiellement une origine de réplication active dans E.coli, un géne de
résistance a un antibiotique pour la sélection des bactéries transformées, un promoteur pour
une forte expression de I’antigene dans les cellules de mammiféres ainsi que des séquences
de polyadénylation pour la stabilisation des transcrits d’ARN messager (ARNm) et pour la

stimulation de ’expression autant in vivo qu’in vitro .

2.2.2.2. Efficacité immunologique

Depuis la derni¢re décennie, plus de 1000 publications rapportent 1’habilité des
vecteurs d’expression eucaryote a induire une réponse immunitaire, entre autre, contre la
malaria, la tuberculose, le virus de la rage, le VHB, le VHS, le virus Ebola et le VIH 87, 88
L’efficacité des vaccins a ADN pour !’induction d’une protection immunitaire a
principalement été démontrée chez les animaux de laboratoire et les primates. Ces études
démontrent que I’expression endogéne d’un antigéne permet la présentation des épitopes
aﬁtigéniques par les complexes majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) I et II des cellules et

explique I’efficacité et la particularité des vaccins a ADN de stimuler autant une réponse
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immunitaire humorale que cellulaire. Par contre, trés peu de résultats concluants ont été

rapportés chez les grands animaux et les humains 8991

Actuellement, aucun vaccin 8 ADN n’est disponible sur le marché. Cependant, trois
vaccins & ADN doivent bientot faire leur apparition. Un vaccin & ADN efficace chez les
chevaux contre le virus du Nil risque d’étre le premier vaccin 2 ADN sur le marché *2. Les
deux autres vaccins 8 ADN ont déja regu une licence d’évaluation de commercialisation de
la "National Institutes of Health" (NIH). Il s’agit de vaccins 8 ADN humains dirigés contre
le virus Ebola [Vical Incorporated] ou contre le VIH [National Institute of Allergy and
Infectious Diseases (NIAID)].

2.3. Méthodes d’inoculation des vecteurs d’expression eucaryote
2.3.1. Méthodes traditionnelles

L’injection intramusculaire ou intradermique d’une solution saline contenant I’ADN
plasmidique est la méthode d’inoculation la plus utilisée *>. La majorité des cellules
transfectées au site d’inoculation par cette méthode sont les myocytes lors d’une inoculation
intramusculaire ou les kératinocytes et les fibroblastes lors d’une inoculation intradermique.
Les quelques cellules présentatrices d’antigénes (APCs) présentes au site d’injection

peuvent aussi étre transfectées lors de I’injection.

2.3.2.Méthodes mécaniques
2.3.2.1. L’¢électroporation

L’¢électroporation est utilisée in vivo pour permettre la diffusion et I’internalisation
des plasmides dans les cellules du tissu ciblé **. Cette technique est trés efficace pour le
transfert de génes dans le muscle 9, 96, la peau97, les poumons 98, la cornée *° et le foie >
190 1’efficacité de I’électroporation est expliquée par I’augmentation de la perméabilité de |
la membrane cellulaire en créant plusieurs pores temporaires (d’une taille de 1 4 120 nm) et
par une meilleure distribution du plasmide dans le tissu inoculé ', L’effet adjuvant de
I’électroporation pourrait aussi s’expliquer par la production de cytokines pro-

inflammatoires qu’elle déclenche au site d’inoculation 12 De plus, il a été démontré que

1’électroporation au site d’inoculation suite a I’injection intramusculaire d’ADN permet
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d’augmenter la stabilité, la durée et le niveau d’expression du transgéne, comparativement a
Iinjection intramusculaire seule. L’augmentation de I’expression du géne par
I’électroporation a un impact important au niveau de la réponse immunitaire.
L’¢électroporation permet (avec des doses d’ADN beaucoup plus petites) I’induction d’une
réponse immunitaire de 10-100-fois supérieure a celle induite par I’administration d’un

1 102-104

plasmide seu et permet de diminuer les variations interindividuelles de la réponse

immunitaire normalement observées aprés l’injection intramusculaire d’ADN chez un

groupe d’animaux ' 196,

2.3.2.2. Le "gene gun"

Le "gene gun", initialement utilisé pour le transfert de génes chez les plantes, a été
adapté pour 'utilisation chez les animaux. L’ADN est recouvert de microparticules d’or
(d’une taille de 1 pum) et est bombardé directement dans le cytoplasme des cellules du tissu
visé, en utilisant de ’hélium '°’. La peau (derme et épiderme), le foie, les muscles et le

pancréas ont été efficacement transfectés par cette technique ‘%"

. Le "gene gun", permet
d’utiliser des quantités beaucoup moindres d’ADN pour induire une réponse immunitaire
relativement comparable a celle induite par I’inoculation a [’aiguille. Seulement quelques
nanogrammes par immunisation sont nécessaires lors de [’utilisation du "gene gun",

-comparativement 4 50-100 pg d’ ADN lors d’une injection traditionnelle '*'!,

L’immunisation au "gene gun" permet généralement 1’induction d’une réponse
immunitaire préférentiellement de type T auxiliaires (Tux2), comparativement a

. L . . . . . 110, 112 114-
I’inoculation intramusculaire ou intradermique avec ou sans électroporation ''® ''* 13,

16 1’induction préférentielle d’une réponse de type Taux2 serait expliquée par le fait que la
faible quantité d’ADN utilisée ne contient et ne présente pas suffisamment de motifs CpG
responsables de 1’induction de la réponse Tau1 et/ou que la livraison de ’ADN directement
dans le cytosol cellulaire ne permet tout simplement pas la présentation des motifs CpG (Se

référer a la section 2.4.1.) ',

En dépit de l'utilisation répandue du "gene gun" dans les systémes expérimentaux,
plusieurs inconvénients limitent son utilisation. Premiérement, une quantité limitée de

plasmide (~1 pg) peut étre administrée a la fois. Deuxiémement, la préparation des
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particules d'or recouvertes d’ADN comporte de nombreux problémes tels que 1’instabilité
des complexes particules d'or/ADN, la difficulté d’adhésion de I’ADN aux particules d'or,
la modification de la structure de 'ADN et I’entreposage. De plus, bien que ’efficacité de
I’utilisation du "gene gun" soit rapportée chez la souris; peu de résultats pertinents ont été
rapportés chez les grands animaux #1912 Chez ces derniers, I'épaisseur de la peau limite
les endroits ou ce type d’inoculation peut avoir lieu. Par exemple, les meilleurs résultats
chez le bovin sont obtenus lorsque I’inoculation a lieu a la surface des muqueuses de la

vulve 122,

2.4. Réponse immunitaire a la vaccination par ADN

Les vaccins 8 ADN induisent une réponse cellulaire autant qu’une réponse humorale
puisque 1’expression endogeéne de 1’antigéne par les cellules transfectées permet une
présentation simultanée de I’antigéne sur les CMH I et les CMH II. La réponse immunitaire
induite par un vaccin @ ADN est généralement proportionnelle 4 la quantité d’ADN injecté
et paralléle a la quantité de protéines exprimées. La dose optimale d’ADN a injecter pour
I’induction d’une réponse immunitaire dépend de plusieurs paramétres dont la méthode
d’inoculation, le type de I’antigéne et I’espéce immunisée. Chez la souris, une dose de 25 a
150 pg d’ADN nu est généralement suffisante alors que chez I’humain 500-2500 pg d’ADN
sont nécessaires par injection intramusculaire et deux & trois injections pour I’induction
d’une réponse immunitaire "protectrice" >4,

2.4.1. Propriété immunostimulante intrinséque des vecteurs

d’expression eucaryote

La présence de motifs CpG non-méthylés dans les composantes bactériennes des
vecteurs d’expression eucaryote joue un rdle important dans I’induction de la réponse
immunitaire ' %, Les motifs CpG non méthylés sont des séquences palindromiques de
dinucléotides particuliéres a I’ADN bactérien qui agissent en tant que “Pathogen Associated
Molecules Pattern” (PAMPs). 1ls sont reconnus spécifiquement par un récepteur particulier
a la surface de certaines cellules du systéme immunitaire, les récepteurs de type « toll-like »
9 (TLR9) '%°. L”interaction des motifs CpG avec les TLR9 des macrophages et/ou des CDs

active une série coordonnée de réponses immunitaires incluant I’immunité innée
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[macrophages, CDs, et cellules "natural killer" (NK)], I’immunité humorale, et I’immunité
cellulaire 7> '#13% [ 3 reconnaissance de ces motifs par le systéme immunitaire initie la
réponse immunitaire en générant la production d’interféron o et p (INF -a -B), d’IL-12 et
d’IL-18 par les macrophages et les monocytes et d’IL-18 et d’INF-y par les cellules NK.
L’IL-12 stimule les cellules NK & produire de I'IFN-y '2® ! qui' favorise alors le
développement d’une immunité de type Tauxl 132 Les motifs CpG ont aussi un effet
adjuvant sur les cellules B. Ils stimulent la production de facteur de nécrose des tumeurs o
(TNF-a) et d’IL-18 qui favorisent la production d’anticorps, la survie des cellules B et la
stimulation des cellules CTL. De plus, les motifs CpG stimulent la production d’IL-12,
I’expression de CD86, CD80 et des CMH II par les CDS 117,133,

L’importance de ces motifs au niveau de I’induction de la réponse immunitaire des
vecteurs d’expression eucaryote a initialement été démontrée par I’incorporation d’un ou
deux motifs CpG dans la section non codante d’un plasmide d’ADN codant pour la p-
galactosidase. Leur présence cause, chez la souris, une induction dose dépendante de la

réponse cellulaire et humorale, comparativement au vecteur standard **.

2.4.1.1. Les récepteur de type « toll-like » 9 (TLR9)

Le patron d’expression, la séquence codante, la structure et la spécificité¢ des TLR9
semblent particuliers a chaque espéce animal ' et les cellules qui expriment les TLR9

varient selon ’espéce

. Ainsi, les motifs CpG immunostimulants chez la souris ne sont
pas actifs chez ’humain et les grands animaux et vice-versa >>!*’. La synthése chimique de
différents oligodéoxynucléotides a démontré que la séquence et le nombre de répétitions de
motifs CpG immunostimulants sont spécifiques a I’espece. Par exemple, des

oligonucléotides de 30 mers contenant des répétitions de la séquence palindromique 5'-
126, 138, 139,138, 140-142

>

GACGTT-3' sont trés immunostimulants chez la souris et le lapin
I’inoculation d’ADN plasmidique contenant de tels motifs active les macrophages murins

131 143, 144 . alors qu’ils ont trés peu d’effets

, stimule les CDs et les cellules B murines
immunostimulants sur les leucocytes humains et de d’autres mammiféres '*> '¢!47_ Pour le
bovin, les études in vitro indiquent que les motifs CpG stimulent les cellules B, les CDs

myéloides (dérivées de monocytes CD14"), les monocytes et les macrophages 148,19 Pour
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la souris, les cellules B, les plasmacytoides (pCD), les CDs my¢loides et les macrophages
répondent directement aux motifs CpG '*°. Ces différences importantes au niveau des
cellules impliquées dans la reconnaissance des motifs CpG expliquent, entre autre, les

variations d’efficacité des vaccins 8 ADN selon I’animal utilisé.

2.4.2. Maturation et présentation de I’antigéne

Les différentes méthodes d’inoculation permettent I’introduction de I’ADN dans des
endroits distincts de la surveillance immunitaire, ce qui cause un impact significatif au
niveau du type de stimulation du systtme immunitaire. Par exemple, I’injection
intramusculaire d’ADN plasmidique permet préférentiellement I’induction d’une forte
immunité cellulaire de type T,xl associée a I’induction des CTL spécifiques et a la
production d’IgG2a "' alors que I’injection intradermique permet 1’induction d’une réponse
humorale caractérisée par une rapide progression des cellules T,x2 et la production de

I:IgGl 152,153

2.4.2.1. Cellules présentatrices d’antigénes (APCs)

Plusieurs études suggerent que les quelques APCs dérivées de la moelle osseuse
présentes au site d’inoculation jouent un réle clé au niveau du développement de la réponse
immunitaire aprés une injection d’ADN plasmidique puisqu’elles ont la particularité¢ de
présenter trés efﬁcaceinent desvantigénes sur leur CMH aux cellules T,y naives et de

permettre leur activation '>*%,

2.4.2.2. Cellules dendritiques (CDs)

Dans les tissus périphériques, les CDs immatures ont une forte activité phagocytaire
caractérisée par un faible niveau d’expression des CMH et des molécules de co-stimulation
et sont de mauvaises inductrices de la réponse immunitaire. Les CDs matures constituent un
ensemble hétérogéne de cellules ayant en commun une forte expression de molécules du
CMH 11, de molécules d’adhésion et de costimulation (CD40, CD80, CD86) et une capacité
élevée a stimuler les lymphocytes T. Lors d’une vaccination par ADN, I’induction des
cytokines pro-inflammatoires stimule fortement les CDs immatures et permet leur
migration dans les ganglions avoisinants. Durant leur migration, il y a maturation des CDs

leur permettant d’activer efficacement les cellules Ty CD4" naives. La communication
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avec les cellules Toy CD4" permet I’expression de la molécule de co-stimulation CD40

157, 158

nécessaire aux CDs pour activer les cellules T CD8" naives ainsi que 1’établissement

d’une forte réponse de longue durée des CD4" mémoires.

Bien que ces cellules soient retrouvées en faible quantité (< 1%), de plus en plus
d’études démontrent qu’elles jouent un rble dominant dans I’initiation de la réponse
immunitaire des vaccins 3 ADN '*. Premiérement, une étude in vitro a démontré qu’une
tres faible quantité (< 0,4%) de CDs transfectées avec de I’ADN plasmidique est suffisante
pour présenter efficacement 1’antigéne aux cellules Toyx 10 Deuxiémement, une étude in
vivo a démontré que suite a une injection intradermique d’ADN, il y a migration des
quelques CDs transfectées vers les ganglions lymphatiques pour la présentation de

11 Troisiémement, plusieurs études ont démontré que I’inoculation d’ADN

’antigéne
plasmidique permet ’activation générale et la migration d’un grand nombre de CDs non-
transfectées aux ganglions '2* €% 12 [ 4 maturation des CDs semble étre influencée par la
méthode d’inoculation utilisée ainsi que par les propriétés immunostimulantes intrinseques
de ’ADN plasmidique. Par exemple, I’utilisation du "gene-gun" ou de I’injection a la
seringue pour I’inoculation indradermique cause des microdommages physiques qui

stimulent le recrutement des cellules de Langerhans 162,

Les CDs jouent trois rdles essentiels dans la stimulation du systéme immunitaire,
soit : (i) la présentation de peptides antigéniques sur leur CMH II suite a la capture de
I’antigéne exprimé par le cellules transfectées; (ii) la présentation des peptides antigéniques
sur leur molécules CMH I suite a leur transfection directe et (iii) la présentation de peptides
provenant d’antigénes sécrétés présentés normalement sur des CMH II et de peptides non
sécrétés présent dans les cellules somatiques transfectées, pour une stimulation adéquate

+ . . . . . : 1
des cellules CD8" par un mécanisme particulier nommé "cross presentation” 8,

La premiére évidence in vivo du mécanisme de "cross presentation" provient de la
démonstration que le transfert de myoblastes exprimant une nucléoprotéine du virus de
I’influenza chez des souris hybrides, permet I’induction d’une réponse CTL restreinte a
I’haplotype de la souris receveuse '* '%>. Les antigénes non sécrétés produits par les

cellules somatiques peuvent aussi étre présentés par les CDs aux cellules CD8" par le
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mécanisme de "cross presentation” suite a la récupération des corps apoptotiques ou
nécrotiques des cellules somatiques transfectées par les CDs 166188 e plus en plus
d’études indiquent que le mécanisme de "cross presentation” par les CDs est responsable de
I’activation de la réponse a médiation cellulaire et que les cellules somatiques seraient
seulement des "usines de fabrication" et des réservoirs d’antigénes pour I’induction et le
maintien de la réponse immunitaire a cause de leur implication dans le mécanisme de "cross

presentation” 17°.

2.4.2.3. Cellules somatiques

La premiére étude impliquant I’inoculation d’ADN plasmidique a démontré que
’inoculation des cellules musculaires avec de I’ADN plasmidique permettait 1’expression
de protéines par les cellules transfectées '®. Par la suite, il fut démontré que I’inoculation
intramusculaire d’ADN plasmidique permettait I’induction d’une forte réponse des cellules
T cytotoxiques '’°. Au site d’inoculation, la transfection et I’expression protéique sont
majoritairement confinées aux cellules des tissus périphériques; les myocytes et
kératinocytes. Par exemple, I’injection intramusculaire d’un plasmide induit I’expression du
transgéne en moins de 2 minutes par les myocytes de souris '’'. La rapidité avec laquelle le
plasmide est introduit et exprimé par les cellules musculaires s’explique par [’entrée
favorisée de I’ADN par les microtubules T et par le nombre important de noyaux par cellule

musculaire "% 17,

La transfection des cellules somatiques permet la présentation de 1’antigéne sur leur
CMH I aux cellules T CD8" et dans le cas d’une protéine soluble/sécrétée, la libération de
I’antigéne dans I’environnement extracellulaire. L’antigéne soluble est phagocyté par les
APCs et présenté sur leur CMH II aux cellules T,,x CD4". La suggestion que les cellules
somatiques agissent a titre d’inducteur de la réponse immunitaire a suscité¢ des
questionnements puisque bien qu’elles aient la capacité de présenter des épitopes sur leurs
CMH I, elles ne possédent pas les signaux de co-stimulation nécessaires et ne peuvent pas

produire les molécules immunostimulantes (cytokines) pour ’expansion des cellules T

CD§* ™4,
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Une équipe a démontré que le transfert de myocytes transfectés de fagon stable ex

vivo protégeait aussi efficacement contre le challenge que I’injection intramusculaire chez
la souris '*. Cependant, il a été démontré que le retrait du muscle dans les 10 minutes qui
suivent 1’inoculation intramusculaire n’altére en rien la force de la réponse immunitaire et
indique que les myocytes ne seraient donc pas directement impliqués dans I’induction de la
réponse immunitaire ', Ces études suggérent que la réponse immunitaire observée suite a
la I’inoculation intramusculaire serait expliquée par l'entrée du matériel dans le systéme
lymphatique ou circulatoire plutdt que par la transfection directe des myocytes. Par la suite,
des études d’immunisations intramusculaires ont été effectuées chez des souris dépourvues
de toutes APCs. Les résultats indiquent que la transfection des myocytes ne permet pas
I’induction d’une réponse spécifique des cellules CTL & moins que les myocytes soient co-
transfectés avec un géne codant pour une molécule de co-stimulation (CD86) '’ A Ia
lumi¢re de ces résultats, il est établi que les myocytes sont seulement des usines de

production d’antigenes.

Dans I’objectif de déterminer 1’implication des kératinocytes et des cellules de
Langerhans dans la réponse immunitaire induite suite & une inoculation intradermique, il a
été démontré que le retrait immédiat de la peau suite & I’inoculation empéche le
développement de la réponse immunitaire, contrairement au retrait du muscle 15 De plus,
la transplantation de peau inoculée avec de I’ADN plasmidique 12 heures auparavant
permet une réponse immunitaire alors que si la période de transplantation excéde 24 h, peu
ou pas de réponse immunitaire n’est observée '’®. Ces résultats suggérent que les cellules
impliquées dans I’induction de la réponse immunitaire primaire émigrent de I’épiderme. .

2.4.3. Réponse des cellules Taux CD4"

Selon le type et la concentration des cytokines produites suite a la présence d’un
élément pathogeéne, les cellules CD4" primaires se différentient en Taul et Tax2. Une
production importante d’IL-12 par les APCs -associée un antigene intracellulaire- permet la
différentiation préférentielle des cellules T naives en T,y1 alors qu’une production élevée
d’IL-4 -associée a un antigéne soluble/sécrété- stimule la différentiation des cellules Tpyyui2.

Chaque type de cellules T, matures est responsable de la production de cytokines
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spécifiques reliée a I’induction d’une réponse immunitaire précise. Les cellules Tl
produisent principalement de I’INF-y et sont associées a une réponse a médiation cellulaire
impliquant les cellules CD8", alors que les T,x2 produisent de 1I’IL-4, IL-5 et IL-13 et sont

principalement associées a une réponse humorale.

Plusieurs études démontrent que 1’inoculation intramusculaire d’ADN plasmidique
favorise préférentiellement le développement d’une réponse immunitaire de type Taul.
Cette préférence s’explique par la présence de I’antigéne dans le cytoplasme cellulaire lors
de son expression endogéne et par la présence de motifs CpG non-méthylés dans le vecteur
d’expression. La présentation de tels motifs aux cellules du systéme immunitaire déclenche
la production de plusieurs cytokines pro-inflammatoires qui stimulent les cellules NK a
produire de I’IFN-y et favorise ainsi le développement des cellules Tyl 140 Les vaccins a
ADN peuvent dans certain cas, stimuler le développement préférentiel d’une réponse
immunitaire de type Tax2. Par exemple, une réponse de type T2 sera favorisée par
I"utilisation du "gene gun" pour la livraison de I’ADN '* et I’expression d’un antigéne sous

forme sécrétée '8!

2.4.4. Réponse des lymphocytes T cytotoxiques (CTLs)

Le succes de la vaccination par ADN provient surtout de son aptitude a générer une
réponse immunitaire des CTLs. Il s’agit d’un avantage considérable en raison des soucis de
sécurité associés aux vaccins atténués couramment utilisés lorsque ce type de réponse est
important. L’expression endogéne de 1’antigéne permet la présentation des épitopes a la
surface cellulaire par les CMH I et la stimulation des cellules T CD8" spécifiques

impliquées dans la réponse cellulaire '™

. Selon le modéle expérimental utilisé, les
immunisations par ADN indiquent que la réponse des CTLs protectrices peut étre détectée
soit aprés I’immunisation (comme dans le cas des vaccins atténués), soit aprés 1’étape de

challenge '#%1%,

2.4.5. Réponse immunitaire humorale

Les antigénes solubles ou sécrétés produits par les cellules transfectées au site
d’inoculation sont capturés par les cellules phagocytaires (macrophages, CDs et cellules B),

transformés en de petits peptides et présentés sur leur CMH II aux cellules Taux CD4" pour
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permettre I’activation et la différenciation des cellules T naives en Taux2. La production de
cytokines par les cellules T,.2 activées et leur interaction spécifique avec les cellules B
permettent la production d’anticorps spécifiques a ’antigéne '®. Les anticorps induits suite
a une vaccination par ADN sont les IgG2a, IgGla, les IgM et les IgA. La présence des
motifs CpG d’origine bactérienne dans I’ADN vaccinal induit la production d’INF- vy par les
cellules Tax] et a comme effet de favoriser la production d’IgGG2a, comparativement a
I’isotype IgG1 plutét induit par la présence d’IL-4. La nature de I’antigéne peut influencer

la nature de I’isotype majeur; un antigéne sécrété peut générer des niveaux plus élevés

d’IgG1 '8,

La démonstration que 1’expression endogéne d’une protéine codée par un vecteur
d’expression eucaryote et que sa présentation au systéme immunitaire permet 1’induction
d’une réponse humorale protectrice n’est pas en soi exceptionnelle puisque les vaccins
sous-unitaires, inactivés et atténués le permettent déja. De plus, la réponse humorale induite
par les vaccins @ ADN est relativement faible, comparativement aux vaccins traditionnels
'8. 187 Ppar contre, la vaccination par ADN est trés efficace en terme de quantité totale
d’anticorps produits par rapport a la quantité totale de protéines présentées au systeme
immunitaire. L’inoculation de microgrammes d’ADN résulte en la production de 1’ordre
des nanogrammes d’antigénes. De plus, une seule immunisation par ADN est généralement

137 ot selon le

nécessaire pour induire un titre maximal d’anticorps contre 1’antigéne ciblé
vaccin a ADN et le modéle animal utilisé, la période de protection humorale spécifique peut
durer toute la vie de I’animal ' '*7, Enfin, la vaccination par ADN permet de générer des
anticorps neutralisants similaires a ceux produits lors d’une infection naturelle. Cet
avantage énorme réside dans la synthése endogéne de I’antigéne qui permet les processus de
glycosylations et les modifications post-traductionnelles. La configuration de la protéine

produite est donc similaire a la protéine native du pathogéne et assure ainsi la production

d’anticorps dirigés contre des épitopes conformationnels.
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2.4.6. Réponse immunitaire mémoire
2.4.6.1. Réponse immunitaire mémoire humorale

Un vaccin efficace a la capacité d'induire une réponse mémoire a long terme. Les
vaccins traditionnels (sous-unitaire, atténué, inactivé) parviennent a produire une réponse
humorale durable. Les études ont démontré que les vaccins 4 ADN peuvent aussi permettre
I’induction d’une réponse humorale a long terme. Cependant, la réponse mémoire humorale
semble particuliére a ’antigéne utilisé. Par exemple, des souris vaccinées avec de ’ADN
codant pour I’hémagglutinine (HA) de I’influenza développent des anticorps anti-HA

persistant plus d’un an ' '¥7

alors que celles immunisées avec un vecteur d’expression
eucaryote codant pour la nucléocapside du virus démontrent une réponse humorale

fortement affaiblie 4 mois aprés I’inoculation '*.

2.4.6.2. Réponse immunitaire mémoire cellulaire

Bien qu’il a été¢ démontré que le nombre de cellules Tax CD4" spécifiques peut
demeurer élevé jusqu’a 40 semaines aprés une vaccination par ADN 18 comment la
réponse mémoire est produite et maintenue n'est pas clair. Un élément important expliquant
l'induction de la réponse mémoire des cellules T CD8" suite 4 une vaccination par ADN est
que les motifs CpG sont d’excellents inducteurs de la production des INF de type 1 et d’IL-
12 189190, Expérimentalement, trés peu d’études ont évalué l'induction de la réponse des
cellules T CD8" sur une lonigue période. Une étude indique qu’une réponse des CTL est
encore observée 6 mois aprés linjection intradermique d’ADN codant pour la

nucléoprotéine du virus de grippe 191

Contrairement aux études initiales qui avaient démontré que I'inoculation
intramusculaire d'’ADN permettait 'expression d’antigénes pendant plus d’un an 192
plusieurs évidences actuelles semblent indiquer que la réponse immunitaire a long terme
induite par un vaccin a ADN est maintenue en absence d’un niveau détectable d’antigenes
123 Ces résultats opposés soulevent des mécanismes différents quant a la fagon dont les
vaccins a ADN induisent une réponse cellulaire a long terme. Les hypothéses sont que

I’antigéne est exprimé continuellement au-dessous de la limite de la détéction mais

suffisamment pour une présentation au systéme immunitaire ou que, 'ADN plasmidique et
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I'antigéne ont complétement disparu et que la réponse est indépendante de la présence
d’antigénes '2 ; et/ou que les cellules mémoires induites par les vaccins a ADN different

qualitativement de celles induites par les autres types de vaccins.

2.5. Risques et problémes associés a la vaccination par ADN

Etant donné que la vaccination par ADN est une technique relativement récente, les
effets secondaires a long terme associés a son administration répétée ne sont pas
déterminés. La communauté scientifique a été fortement questionnée a propos des risques
associés a I’utilisation de matériel génétique dans le domaine de la vaccination et de la

thérapie génique '*°.

2.5.1. Intégration aléatoire

L'intégration chromosomale aléatoire du matériel génétique utilisé lors de la
vaccination pouvant causer des transformations cellulaires dangereuses est un élément de
crainte. En réalité, la recombinaison homologue est un phénomeéne peu probable suite a
I’inoculation d’un vecteur d’expression eucaryote puisqu’il n'y a aucune homologie entre
I’ADN des mammiferes et 'ADN d’origine bactérien. De plus, |’utilisation d’ADN sous
forme plasmidique diminue les chances d’intégration puisque des extrémités d’ADN
linéaires sont généralement nécessaires pour P’intégration. Des techniques trés précises
(permettant la détection de 1 copie/150 000 noyaux) ont permis de démontrer que
I’intégration chromosomique est un phénomeéne extrémement peu probable suite a

. . . qe .. . . 194.195
I’inoculation d’ADN plasmidique par voie intramusculaire chez la souris '9*1*41%%,

2.5.2. Induction d’une tolérance

L’induction d’une tolérance immunologique lors de la vaccination par ADN plut6t
qu'une immunité protectrice est aussi une inquiétude soulevée puisque la quantité d'antigéne
produit et présenté est relativement faible et qu’il peut y avoir persistance de I'expression de
l'antigéne pendant des semaines ou des mois. Pour répondre a cette hypothése de risque, il a
été démontré que plusieurs facteurs sont a considérer pour I’induction de la réponse

immunitaire et du fait méme de I’induction d’une tolérance (1’dge, 1’espéce des animaux
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immunisés et la méthode d’administration sont des variables importantes). Par exemple,
’injection d’ADN plasmidique (codant pour un antigéne de la malaria) chez des souris de
2-5 jours d’age prévient le développement d’une réponse immunitaire lors d’une injection
subséquente du méme vecteur 6 semaines plus tard. Cependant, I’injection d’ADN
plasmidique [codant pour un antigéne de surface du virus de I’hépatite B] chez les
chimpanzés naissants et a 2 et 4 mois permet le développement d’une réponse immunitaire

identique 4 celle du groupe contréle vacciné seulement 4 2, 4 et 6 mois '*°.

2.5.3. Induction d’une réponse autoimmune

Un risque théorique de I'utilisation de vecteurs d’expression eucaryote est qu’elle
peut causer une réaction autoimmune chez les sujets vaccinés par la destruction massive et
le relargage des constituants des cellules transfectées présentant les peptides antigéniques.
Cet éveénement se produit lors d’infections virales et bactériennes naturelles et il est
théoriquement peu probable que les vaccins a ADN soient un plus grand danger
immunologique. De plus, étant donné que le nombre total de myocytes transfectés suite a

169

une inoculation intramusculaire d’ADN est relativement faible “™, il est peu probable que la

destruction d’un si petit nombre de cellules cause une forte réaction autoimmune.

Le développement d’une réaction autoimmune dirigée contre I’ADN plasmidique
lui-méme est aussi un élément de risques qui a été soulevé. Plusieurs évidences indiquent
que cet événement a trés peu de chance de se produire. Premierement, I’ADN purifié
double brin ne permet pas 1’induction d’anticorps anti-ADN double brin, '’ 4 moins d’étre
dénaturé, complexé avec 1’albumine bovine méthylée et co-administré avec 1’adjuvant
complet de Freund. Deuxiemement, des méthodes récentes trés sensibles permettant la
détection d’anticorps anti-ADN indiquent que trés peu ou aucun anticorps anti-ADN double

brin n’est détectable suite a I’inoculation d’ ADN plasmidique '** '*°.

2.5.4. Inconvénients actuels des vaccins 8 ADN

La majorité des démonstrations actuelles de I’efficacité des vaccins & ADN a été
rapportée. chez les animaux de laboratoire. Jusqu’a ce jour, les essais cliniques chez les
humains et les grands animaux indiquent des résultats encourageants mais trés peu de

résultats totalement concluants ont été rapportés >* 3% 9% 200 des problémes majeurs des
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vaccins 28 ADN est que chez I’humain et les grands animaux des doses importantes d’ADN
ainsi que plusieurs rappels sont habituellement nécessaires pour obtenir une réponse
immunitaire adéquate. Bien que des doses élevées d’ADN aient la capacité d’induire une
réponse des CTL chez les humains et les grands animaux, la production des anticorps et des

cytokines de type T,ux1 sont plus problématiques.

3. Mécanismes cellulaires impliqués dans la vaccination par ADN

Pour une expression efficace du transgéne dans des conditions in vivo, I’ADN
plasmidique doit franchir plusieurs barrieres. Chacune d’elles diminue la quantité finale
d’ADN disponible pour la production de protéines. Par exemple, le premier obstacle
rencontré par I’ADN plasmidique suite a son injection est sa rapide dégradation par les
désoxyribonucléases extracellulaires 2°!- ®2, Dans 1’objectif d’optimiser les vaccins & ADN,
. les mécanismes cellulaires impliqués de 1’entrée a 1’expression du vecteur d’expression

eucaryote sont résumés dans les sections suivantes.

3.1. Mécanismes cellulaires : de I’internalisation de I’ADN plasmidique a
I’expression de 1’antigéne

3.1.1. Internalisation du vecteur d’expression eucaryote

La membrane cellulaire est composée d’une double couche de phospholipides
comprenant de nombreuses protéines insérées et associées. Elle posseéde une charge nette
négative expliquée par la présence de nombreuses glycoprotéines. La répulsion
électrostatique entre la membrane cellulaire et ’ADN (tous deux chargés négativement) est

une barriére importante a I’internalisation de ce dernier 2.

L’expression du transgéne suite a I’injection d’une solution saline contenant de
I’ADN plasmidique est un événement qui se produit seulement in vivo et qui prend
plusieurs heures ***. Les phénomeénes responsables de 1’internalisation et de I’expression de
I’ADN représentent alors des mécanismes difficiles a étudier chez des modéles
expérimentaux in vitro. Une équipe a tenté de déterminer le mécanisme d’internalisation de
I’ADN dans les cellules en utilisant un modele in vitro composé de cultures primaires

204

matures de myotubes de rats ou d’hépatocytes Leur étude a démontré que

I’internalisation de ’ADN semble étre complétement inhibée lorsque les cellules sont
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retirées de leur environnement tissulaire. Malgré I’absence de modéle in vifro jusqu’a ce
jour, différents mécanismes hypothétiques ont été proposés et présentés dans les sections

suivantes.

3.1.1.1. Rupture de la membrane cellulaire

Une rupture temporaire de la membrane cellulaire causée par une pression
hydrostatique élevée d’une injection rapide d’un volume important dans un endroit restreint
est une hypothése proposée pour l’internalisation de I’ADN dans les cellules. Cette
hypothése provient de 1’observation que I’injection intramusculaire d’une solution saline
contenant de I’ADN plasmidique permet une forte expression du transgéne par les myocytes
situés a proximité du site d’inoculation. En raison de leur grande taille et de leur nombre
important de noyaux, les grandes fibres musculaires pourraient survivre a la perturbation
d’une partie de leur membrane contrairement aux autres types de cellules. Cependant, ce
mécanisme n’est pas suffisant pour expliquer pourquoi des cellules situées loin du site

d’injection expriment aussi le transgéne '* "2,

3.1.1.2. Formation de larges pores membranaires

Une seconde hypothése proposée pour I’internalisation de I’ADN serait que des
pores de grande taille formés temporairement dans la membrane cellulaire lors de
I’inoculation seraient responsables de ’internalisation 2. Il a été démontré grice a un
systtme de membranes artificielles, que des pores pouvant atteindre quelques micrometres
de rayon, peuvent étre formés temporairement (8 secondes) dans la membrane cellulaire 206,
Ces pores permettraient le transport de I’ADN et le temps d’ouverture laisserait largement
le temps a ’ADN de trouver le pore et d’y pénétrer (basé sur le coefficient de diffusion de
1’ ADN dans ’eau qui est de 4 x 10 cm?/sec et 10® cm?%/sec dans le cytoplasme) 2”7, Suite a
la publication de ces résultats, une étude a par contre démontré que 1’entrée de I’ADN dans
les cellules est un mécanisme beaucoup plus lent que celui proposé par la formation de

larges pores membranaires 2.

3.1.1.3. Formation de petits pores membranaires

La troisiéme hypothése proposée pour !’internalisation de I’ADN dans les cellules

est que de petits pores membranaires formés temporairement a la surface cellulaire
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serviraient de porte d’entrée. De petits pores transitoires d’un diamétre comparable a celui
de ’ADN plasmidique superhélicoidal (~ 10 nm) dans la membrane cellulaire seraient
formés par I’injection d’un volume important avec une forte pression. Il s’agit d’un
mécanisme limitant puisque I’ADN doit trouver le pore et pénétrer rapidement puisque les
pores s’ouvrent et se referment en quelques secondes 2%, De plus, la formafion de petits
pores membranaires est un phénoméne rare et trés peu probable qui ne permettrait pas

d’expliquer I’entrée de I’ ADN plasmidique dans les cellules .

3.1.1.4. Endocytose

Les cellules eucaryotes utilisent une variété de mécanismes regroupés sous le terme
endocytose (phagocytose, macropinocytose/pinocytose, endocytose clathrine-dépendante,
endocytose caveolae-dépendante, endocytose adsorptive et I’endocytose clathrine/caveolae-
indépendante) pour I’internalisation de matériel extracellulaire de taille importante.
L’endocytose permet la prise de nutriments extracellulaires, d’antigénes, de facteurs de
croissance et de pathogénes, la régulation de 1’expression des récepteurs cellulaires et la

maintenance de la polarité cellulaire 2%,

L’endocytose  clathrine-dépendante, 1’endocytose . caveolae-dépendante, la
macropinocytose/pinocytose et endocytose adsorptive sont des mécanismes soulevés par la
communauté scientifique pour expliquer I’internalisation de I’ADN plasmidique dans les
cellules. L’évidence la plus plausible jusqu’a présent a propos de I’internalisation de ’ADN
est la démonstration qu’un récepteur saturable est responsable de 1’internalisation.
Effectivement, la co-injection dans des cellules musculaires ou du foie de vecteurs
d’expression avec des molécules polyanioniques (par exemple, de ’ADN de sperme de

saumon soniqué), démontre ’existence d’une compétition au niveau de I’internalisation
204,210, 211

L’endocytose clathrine-dépendante est la voie principale d’entrée de plusieurs

2

molécules dans les cellules 2% et est aussi utilisée par de nombreux virus tels que les

rétrovirus, virus de 1’herpes, orthomyxovirus, paramyxovirus, alphavirus, rhabdovirus,

togavirus, adénovirus, papovavirus, réovirus et les picornavirus 209, L’endocytose clathrine-
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dépendante utilise un récepteur spécifique a la surface des cellules. Plus de 20 récepteurs
différents impliqués dans I’internalisation clathrine-dépendante ont été identifiés. Il s’agit
d’un événement spécifique et constitutif trés bien caractérisé 213 1 ’existence d’un récepteur
spécifique a la surface des cellules responsables de I’internalisation de I’ADN plasmidique
par endocytose clathrine-dépendante a été suspectée suite & la détermination de récepteurs
responsables de |’internalisation des courts fragments d’ADN 2'*2!% Une étude a démontré
que les leucocytes humains ont la capacité de lier et d’internaliser de ’ADN de phage

lamda grice 4 un récepteur particulier de 30 kDa '

alors qu’une autre a plutét décrit la
présence de trois protéines (28, 59 et 79 kDa) sur les leucocytes humains impliqués dans la
liaison et I'internalisation de I’ ADN 2!, Les récepteurs "scavenger" (CD36, CD68) présents
sur les macrophages et les neutrophiles ont aussi été suggérés pour I’internalisation de
I’ADN puisqu’ils ont la particularité de lier une variété de ligands polyanioniques et que
I’ajout de ligands spécifiques aux récepteurs "scavenger" inhibe la prise de I’ADN par les

cellules %',

Cependant, 1’utilisation de ce dernier mécanisme pour expliquer
Iinternalisation de I’ADN plasmidique est questionnée depuis la démonstration que
I’internalisation et 1’expression de I’ADN plasmidique ne sont pas affectées chez des souris
mutantes n’exprimant pas le récepteur "scavenger'. Ce méme groupe de recherche a
suggéré un mécanisme particulier d’endocytose impliquant le systeme des microtubules T

. . . . 7 4
et les caveolaes pour expliquer ’internalisation de I’ ADN 7> 173,204, 218.210

La macropinocytose permet l'internalisation de matériaux d’une taille pouvant
atteindre 2 um de diamétre 2'°. Elle est aussi exploitée par les bactéries pour envahir les

cellules épithéliales et les macrophages **.

La macropinocytose est déclenchée
généralement grice a une stimulation; sauf dans le cas des CDs ou il s’agit d’un mécanisme
constitutif et important pour I’ingestion et la présentation d’antigénes 221 Dans le cas de
I’internalisation de I’ADN plasmidique, le mécanisme de macropinocytose a été proposé
suite & observation de Iinternalisation d’oligonucléotides par les hépatocytes de souris .
De plus, ’internalisation de I’ADN par ce mécanisme a été appuyée par la démonstration
que ’inhibition de la macropinocytose (par 1'utilisation d’amiloride et de N,N-dimethyl
amiloride) réduit la prise de I’ADN plasmidique de plus de 85%, alors que I’inhibition de la
formation des puits de clathrine et des caveolaes (par 1’utilisation de chlorpromazine et de

nystatin/filipin III, respectivement) n’a aucun impact *2,
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3.1.2. Les compartiments intracellulaires
3.1.2.1. L’endosome et le lysosome

Si nous considérons que I’internalisation de I’ADN a I’intérieur de la cellule a lieu
par endocytose, I’ADN plasmidique internalis€ est acheminé vers la voie classique
endosome/lysosome et y sera rapidement dégradé. Les mécanismes par lesquels I’ ADN est
libéré de la voie endosomale suite a son internalisation par endocytose sont trés peu

¢élucidés, mais théoriquement existants puisque 1’expression in vivo a lieu.

3.1.2.2. Le cytoplasme

Le cytoplasme représente une barriére importante pour la livraison et 1’expression

173, 223-225

de ’ADN plasmidique au noyau . Des études indiquent effectivement que

I’expression de I’ADN plasmidique est plus efficace lorsque celui-ci est directement micro-
injecté dans le noyau, comparativement & sa micro-injection dans le cytoplasme 173, 224, 226
Le cytoplasme est caractérisé par une forte concentration de protéines (100 mg/mL),
plusieurs organelles (RE, appélreil de Golgi, mitochondrie, réseau de filaments d’actine)
occupant de 10-15 % de I’environnement *” en plus de plusieurs molécules multivalentes et
cationiques lors de la mitose (histone et spermine) 2. La viscosité de la phase fluide du
cytoplasme est d’environ 1.2-1.4 fois plus grande que celle de I’eau et influence beaucoup
la mobilité des macromolécules 2** 2*°, A titre indicatif, la mobilité translationnelle de
macromolécules inertes d’une taille inférieure a 500-750 kDa (Ficoll ou Dextran) est 3-a 4
fois inférieure a celle observée dans I’eau **!. De plus, la diffusion cytoplasmique des
protéines et autres macromolécules tel que de ’ADN plasmidique est habituellement plus
lente que celle des particules inertes a cause de la possibilité de liaison avec des
composantes intracellulaires. Le coefficient de diffusion cytoplasmique (vitesse a laquelle
se déroule la diffusion dans le cytoplasme) des protéines et autres macromolécules n’est pas

directement en corrélation avec leur taille 2.

A propos du passage de I’ADN plasmidique dans le cytoplasme, une étude a
démontré que sa demi-vie suite & sa micro-injection dans le cytoplasme est de 50-90
minutes et qu’elle est indépendante du nombre de copies (1000-10,000 plasmides/cellule)

et de la conformation du plasmide **°. La disparition rapide de I’ADN dans le cytoplasme
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s’explique principalement par la présence de nucléases cytosoliques plutdt que par la
division cellulaire puisque ce phénomeéne a aussi été observé dans des cellules quiescentes.
De plus, la majorit¢ du matériel injecté dans le cytoplasme reste séquestré au site
d’injection. Les obstacles immobiles et/ou la possibilité d’association avec des protéines
cytosoliques expliquent la mobilité restreinte de I’ADN dans le cytoplasme 201.232.233 1] g
été¢ démontré que la mobilité de I’ADN plasmidique dans le cytoplasme est trés faible et
inversement proportionnelle & sa taille '”>***. Par exemple, le coefficient de diffusion de
I’ADN dans le cytoplasme diminue de 65-fois avec 1’augmentation de la taille de I’ADN de
21 a 6000 paires de base (bp) 2°”. Une étude a démontré que la réduction au maximum de la
taille du vecteur d’expression ("minicercle") favorise sa diffusion dans le cytoplasme et

induit de fagon significative I’efficacité de transfection in vitro que in vivo =°.

3.1.2.3. Le noyau

L’enveloppe nucléaire est constituée de deux bicouches de phospholipides, d’une
lamina nucléaire et est perforée par environ 3000 a 4000 Complexes de Pore Nucléaire
(CPNs). L’enveloppe nucléaire sépare le contenu nucléaire du cytoplasme. Durant la
division cellulaire, I’enveloppe nucléaire des cellules se dissout pour permettre la libération
de matériel nucléaire dans le cytoplasme puis se reforme. Excepté durant ce phénomene,
’acces a I’intérieur du noyau est limité par le passage des molécules au travers des CPNs de

la membrane nucléaire.

Les CPNs sont des structures de 120 nm de diamétre composées de 30
nucléoprotéines distinctes. Chaque CPN posséde une symétrie octogonale ressemblant a un
panier de basket-ball (Figure 4). Les CPNs contiennent un ou plusieurs canaux aqueux a
travers lesquels les particules solubles non polaires d’une taille inférieure & 9 nm (< 40-60
kDa) peuvent traverser rapidement la membrane nucléaire par diffusion passive. Les CPNs
possedent aussi un canal central de 40 nm impliqué dans 1’entrée ou la sortie sélective du
noyau des macromolécules telles que protéines et ribonucléoprotéines 2** 7. Pour étre
internalisées par les CPNs, les macromolécules doivent posséder une séquence signal
spécifique, appelée séquence de localisation nucléaire (SLN) 238, 239, 20 (Cette séquence

permet des interactions spécifiques avec des protéines impliquées dans la translocation
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nucléaire des macromolécules (les kariophilines). Les principales étapes du mécanisme de
translocation nucléaire sont déterminées (Figure 5). Briévement, le cargo a transloquer
possédant une SLN situé dans le cytoplasme est reconnu par une protéine cytoplasmique,
I’importine-o. (IMP-a). Par la suite, une interaction du cargo-SLN/IMP-o. avec I'IMP-$3
permet la présentation du cargo-SLN a la face cytoplasmique du CPN 41 1’interaction du

cargo-SLN/IMP-o/IMP-f avec la protéine Ran guanosine diphosphatase (Ran/GDP) permet

la translocation énergie-dépendante du cargo vers le noyau. Suite a la translocation, le

cargo-SLN/IMP-o/IMP-f est défait et la conversion de Ran/GDP en Ran/GTP permet aux
42

importines de retourner dans le cytoplasme 2

Filaments ————»

cytoplasmiques Anneau cytoplasmique

TS

Enveloppe nucléaire

anneau

cage nucléaire nucléoplasmique

Figure 4. Schématisation du transport nucléaire par un CPN.

Cytoplasme

Figure 5. Représentation tri-dimensionnelle d’un complexe de pore nucléaire **°.
g p

L’expression in vivo d’un transgéne par un vecteur d’expression eucaryote existe
mais les mécanismes impliqués dans I’internalisation nucléaire de I’ADN plasmidique sont

peu élucidés. La mitose peut théoriquement permettre I’entrée aléatoire de matériel génique
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exogene présent dans le cytoplasme dans le noyau et ainsi expliquer I’expression de
transgénes dans les cellules en division suite a I'inoculation d’ADN plasmidique **.
Cependant, dans le cas des cellules quiescentes, telles que les myocytes et les kératinocytes,
la membrane nucléaire représente théoriquement un obstacle considérable 4 Trés peu
d’études proposent des mécanismes expliquant 1’internalisation nucléaire de I’ADN dans
les cellules quiescentes. De plus, des hypothéses contradictoires ont été rapportées suite a
des expériences in vitro. Premiérement, une équipe a démontré [grace a une technique de
reconstitution nucléaire in vitro], que le transport nucléaire de fragment d’ADN linéaire ne

nécessite pas d’énergie >*°

. L’équipe suggére que I’accumulation de I’ADN au noyau se
produit par un transport passif via les CPNs gouverné par la rétention de I’ADN
initialement entré a I’intérieur du noyau. La rétention de I’ADN exogéne s’expliquerait par
la capacité de condensation de la chromatine dans I’environnement nucléaire ou par des
interactions avec des composantes nucléaires (lamine et chromatine). Cette hypothése est
peu réaliste puisque le transport passif ne permet théoriquement que la diffusion rapide de
particules solubles non polaires d’une taille inférieure a 9 nm (40-60 kDa) alors que les
vecteurs d’expression eucaryote ont une taille pouvant varier de 2 a 10 MDa.
Deuxi¢mement, une équipe a suggéré que la translocation nucléaire de 'ADN plasmique
serait assurée par un mécanisme actif (énergie dépendant) impliquant les CPNs 2%, Cette
hypothése a été appuyée par plusieurs groupes de recherches différents. lls ont tous
démontré que I’attachement de signaux de localisation nucléaire (SLNs) & des plasmides
d’une taille variant de 4000 pb a 14 kpb permet et ce, en absence de division cellulaire,

. - . . 247-249
d’augmenter 1’accumulation nucléaire et I’expression des plasmides .

3.1.2.4. Transcription et expression du transgene

Ce n’est pas tout de se rendre au noyau, encore faut-il que tous les obstacles
rencontrés aient préservé la structure superhélicoidale I’ ADN plasmidique ; essentielle pour

un bon niveau d’expression.

La transcription du transgéne dans les cellules de mammiféres est effectuée par les ARN-
polymérases ADN-dépendantes. L’ ARN polymérase II est impliquée dans la transcription
de la forme précurseur de I’ARNm. Suite a son importation dans le cytoplasme, I’ARNm

est transcrit en protéine. Selon les caractéristiques de la protéine synthétisée, la protéine est
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relargée dans le milieu extracellulaire et/ou acheminée vers le protéasome pour sa
dégradation et son éventuelle présentation en association avec les CMH I a la surface de la

cellule.
4. Optimisation des vaccins 3 ADN

L’€claircissement des mécanismes et des barriéres reliés au transport de I’ADN du
site de son injection jusqu’a son expression a permis le développement de différentes
stratégies pour augmenter la livraison et I’expression du transgene ainsi que 1’amélioration

du potentiel immunologique des vaccins 8 ADN **.

4.1. Le vecteur d’expression eucaryote

Les vecteurs d’expression eucaryote offrent ’avantage d’étre tres flexibles lors de
1’élaboration d’un vaccin 5 ADN puisqu’ils sont facilement modifiables par des techniques
de biologie moléculaire. Pour une expression maximale de la protéine immunogene, des
optimisations au niveau du dispositif de transcription du vecteur d’expression eucaryote
et/ou au niveau de la séquence codante de 1’antigéne se sont avérées trés intéressantes

sy 2 Y ., . . ., s 252
autant pour augmenter la quantité d’antigénes exprimés que la réponse immunitaire 2,

4.1.1. L’appareil transcriptionnel
4.1.1.1. Le promoteur eucaryote

Le promoteur eucaryote contenu dans les vecteurs d’expression eucaryote est
responsable de la transcription du gene. Une séquence "enhancer” ou un intron peut étre
utilisé pour augmenter 1’efficacité de transcription du promoteur. La séquence "enhancer"
permet la liaison de facteurs de transcription spécifiques, augmente le niveau d’expression
du geéne, alors que la présence d’un intron permet la régulation de la transcription et
I’induction de I’expression du géne *>*. Généralement, des promoteurs d’origine virale sont
utilisés pour assurer une expression forte de 1’antigéne mais des promoteurs eucaryotes
responsables de 1’expression de génes cellulaires spécifiques sont aussi utilisés 2>* 25> 2%,

Lors de la construction d’un vecteur d’expression, le choix du promoteur est trés important

puisque son efficacité d’expression peut varier en fonction du tissu visé. Par exemple,
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I’activité du promoteur du CMV est 1000 fois plus élevée dans les cellules musculaires que
dans les cellules de I’épiderme alors que celle de la phosphoenolpyruvate (PEP) est aussi

efficace que celle du promoteur CMV pour I’expression dans les cellules du derme 27,

Dans le cas des promoteurs d’origine virale, le promoteur du CMV, du virus Simien
(SV40), de I’adénovirus et du virus du sarcome de Rous (VSR) sont couramment utilisés
dans la construction des vecteurs d’expression eucaryote 2°*2%°. Le promoteur viral CMV
est le promoteur le plus,employé puisqu’il permet de tres forts niveaux d’expression dans
plusieurs types de cellules utilisées in vitro et dans plusieurs types de tissus de différentes

espéces de mammiféres in vivo 2% 27 2%8. 261

, comparativement aux autres promoteurs
viraux. Le seul coté négatif de 1’utilisation des promoteurs d’origine virale est la possibilité
d’une régulation négative de la transcription du transgéne par la production d’INF-y
stimulée par la présence de motifs CpG d’origine bactérienne dans les composantes

intrinséques du vecteur d’expression %%,

Une alternative intéressante aux promoteurs viraux est I’utilisation de promoteurs
cellulaires permettant de cibler ’expression de I’antigéne seulement dans le tissu désiré.
Plusieurs études rapportent que I’utilisation de promoteurs cellulaires spécifiques [le
promoteur du géne de la phosphoglycérate kinase (PGK), du géne de la PEP, du géne de la
desmine, du geéne de la créatine kinase (CKP), du géne du facteur d’élongation humain la
(EF-1 a), de la B-lactoglobuline bovine, de la B-actine, de ’a globine ou de la prolactine
bovine (PL)] permet, dans certains cas, des niveaux d’expression in vitro et in vivo
similaires a ceux du célébre promoteur viral CMV 27263267, Cépendant, ’efficacité de ces
promoteurs semble varier en fonction du transgéne a exprimer. Par exemple, dans le cas de
’utilisation du promoteur du géne ubiquitine humain (UbC) pour I’expression "tissu
spécifique” de la neurotoxine de Clostridium botulinum de type F, ce promoteur permet une
induction d’anticorps spécifiques et une protection contre lé challenge supérieure a la méme
construction sous le contréle du promoteur CMV alors qu’un résultat immunologique

inverse est observé pour le géne V de Yersinia pestis cloné dans les mémes constructions
267



43
4.1.1.2. Nouveauté : appareil de transcription dérivé des

alphavirus

L’utilisation de nouveaux types de vecteurs d’expression dérivés des alphavirus
permet d’augmenter la quantité totale de protéines produites. Le mode d'expression d’un
géne contenu dans ce type de vecteur différe de celui des plasmides conventionnels. Les
vecteurs dérivés des alphavirus contiennent des séquences spécifiques du Sindbis virus
(Alphavirus) qui codent pour les protéines non structurales virales (NSP1-4) responsables
du mécanisme de réplication auto-amplificative de I’ARN dans le cytoplasme (réplicon).
Au lieu de conduire directement a 1’expression du gene, la transcription primaire d’un
vecteur d’expression dérivé des Alphavirus produit un ARN servant de patron pour la
synthése d’un brin complémentaire négatif par les protéines NSP1-4 qui permet une forte
amplification du nombre de copies d’ARN positifs dans le cytoplasme cellulaire et par
conséquent, une production amplifiée de la protéine. pSIN1.5 est le vecteur dérivé des
Alphavirus le plus étudié (Figure 6). Il est composé¢ du promoteur CMV suivi de: (i)
I’extrémité 5° du génome viral nécessaire a la réplication en cis, (ii) les génes codant pour
les protéines non structurales (NSP1-4), (iii) un promoteur subgénomique du Sindbis virus
(SP) fortement actif pour ’expression du géne, (iv) le geéne codant pour I’antigéne a
exprimer (gene x), (v) ’extrémité 3” du génome viral impliquée dans la réplication en cis et
(vi) des séquences additionnelles [une séquence synthétique de polyadénylation (poly (A)),
une séquence rybozyme (RS) du virus de I’hépatite et une séquence du signal de

terminaison de transcription de 1’hormone de croissance bovine (TT)] 268,

—>{1 || Il [ 1

CMV 5’ Sindbis NSP1-4 SP génex 3’ poly(a) RS TT

Figure 6. pSIN1.5, vecteur dérivé des Alphavirus.
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4.1.2. Séquence de I’antigéne

4.1.2.1. Optimisation des codons

Les différences dans la fréquence d’utilisation des codons entre le virus ciblé et 1’animal
immunisé ont initialement été un obstacle dans le développement des vaccins & ADN car
elles influengaient largement le niveau d’expression protéique du transgéne. L’ optimisation
des codons de la séquence codante consiste a I’élimination des codons rarement utilisés et
le remplacement par ceux les plus utilisés par les cellules de I’espéce ciblée afin de

maximiser 1’expression du géne microbien. L’efficacité de I’optimisation des codons a été

269,270 271-274,273, 275,276

démontrée pour des génes de parasites ainsi que pour plusieurs virus
L’optimisation des codons a un impact significatif au niveau de ’efficacité immunologique
des vaccins & ADN 27> 275276 [ o5 immunisations expérimentales ont démontré que cette
procédure augmente la production de protéines; accélere la séroconversion, augmente le
titre d’anticorps de 100 fois et induit de maniére générale la réponse immunitaire.
Actuellement, il s’agit d’une procédure standard pour optimiser I’expression d’un gene. Des

logiciels publiques existent pour faciliter le processus 277

4.1.2.2. Optimisation de la présentation de |’antigéne

Un critére important lors du "design" d’un vaccin a ADN pour assurer une induction
maximale de la réponse immunitaire est I’habilité de I’antigéne 4 moduler la réponse des
cellules T,y La séquence microbienne peut étre modifiée pour moduler la localisation
finale de la protéine exprimée et ainsi ajuster le type de réponse immunitaire désirée 78 Par
exemple, I’inoculation d’un plasmide exprimant une forme sécrétée de la glycoprotéine gE
de [’enveloppe du virus Varicella zoster chez la souris, permet I’induction préférentielle
d’une réponse humorale alors que la forme native (non sécrétée) favorise plutot une réponse
cellulaire ™ ?**. Parallélement a ce résultat, une étude a démontré que la délétion de la
portion transmembranaire de la séquence codante permettant ainsi la sécrétion de la
protéine E de I’enveloppe du Japanese encephalitis virus ou des antigénes de surface du
virus de I’hépatite B induit significativement le titre d’anticorps et la protection
immunitaire contre le virus, comparativement aux protéines sauvages 2" 2. Une autre
exemple, I’addition d’une séquence ubiquitine en C-terminal de la séquence de I’antigéne

[permettant de diriger la protéine synthétisée dans le cytoplasme vers le protéasome pour
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une présentation sur les CMH 1] s’est avérée trés intéressante pour diriger le développement

d’une réponse immunitaire des CTLs %% 284,

La modification de la présentation naturelle d’une protéine microbienne par
I’addition d’une séquence de translocation permettant, suite & son expression dans les
cellules transfectées, sa dispersion dans les cellules avoisinantes est une stratégie employée
pour augmenter la présentation de I’antigéne aux APCs et l’intensit¢ de la réponse
immunitaire. Le phénoméne de translocation a initialement été démontré par la capacité
particuli¢re de la protéine TAT (Transactivateur de transcription) du VIH-1 de pénétrer a
I’intérieur de cellules en culture *** ?*, Par la suite, la propriété de translocation a été
déterminée chez d’autres protéines telles que [’hélice-alpha de 1’homéodomaine
d’ Antennapedia de la drosophile, VP22 du virus de I’herpes simplex, E™ des pestivirus,

etc. 286

2% Un domaine de translocation est généralement caractérisé par une courte
séquence (20-35 acides aminés) riche en résidus hydrophobes. La translocation est
essentiellement un mécanisme non spécifique qui ne nécessite ni récepteur particulier ni
énergie >**. Les séquences de translocation sont utilisées in vitro pour la translocation de
protéines, de peptides, d’oligonucléotides et de nanoparticules au travers des membranes

290, 291

cellulaires . Cependant, les démonstrations in vivo rapportant [’utilisation de

séquences de translocation sont plutdt rares 2% 289 292293

mais quelques résultats
immunologiques intéressants ont été démontrés dans le cadre de vaccinations par ADN **¢
% Des immunisations expérimentales chez la souris et le bovin indiquent que la présence
d’une séquence de translocation a la suite du géne d’intérét permet d’augmenter le potentiel
immunogéne des plasmides utilisés griace a: (1) la propagation de I’antigéne dans les
cellules avoisinantes et (2) I’induction de la présentation de I’antigéne sur les CMH I des
APCs P30 14 présence d’une séquence de translocation sur l’antigéne permet une
induction significative de la réponse des cellules Tauxi, de la réponse des celiules T
cytotoxiques antigéne-spécifiques et dans la majorité des cas, de l’augmentation

considérable du niveau de protection suite 4 un challenge 2*°>%,
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4.2. Livraison de I’ADN : molécules de transport

Une part importante du succés des vaccins & ADN et de la thérapie génique provient
du développement des molécules de transport aussi nommées, systémes de livraison. Les
molécules de transport ont été largement étudiées pour la livraison in vivo **! et in vitro *®
de matériel génétique dans les cellules. Malgré une efficacité de transfection inférieure a
celle des vecteurs viraux recombinants, un engouement important pour les molécules de .
transport non virales, naturelles ou synthétiques persiste dans la communauté scientifique.
Les molécules de transport non virales sont non immunogenes, elles permettent la livraison
de génes de trés grande taille, elles sont facilement synthétisables, modulables et
modifiables, peu dispendieuses, biocompatibles et biodégradables. Différents types de
molécules de transport existent, il y a les vecteurs viraux recombinants et les vecteurs non
viraux naturels et synthétiques. En protégeant I’ADN injecté lors de son voyage vers le
noyau, les molécules de transport augmentent le niveau d’expression de I’ADN et
permettent de diminuer considérablement la quantit¢é d’ADN nécessaire pour le

développement d’une réponse immunitaire adéquate >®.

Par exemple, I’injection
intramusculaire chez des souris de 1 pg d’ADN plasmidique absorbé sur des molécules de
transport syn;[hétiques permet une induction significative de la réponse humorale
comparativement a une quantité 10 fois plus importante d’ADN injecté dans la saline en

plus de permettre I’induction d’une réponse cellulaire des CTLs * 5

Selon leurs caractéristiques chimiques, les molécules de transport peuvent étre
classées en deux grandes familles différentes: les systémes neutres et les systémes
cationiques (polymeére, peptide ou lipide). Les polyméres cationiques ont la particularité de
permettre la formation spontanée de nanocomplexes avec une charge de surface positive
grace a des interactions électrostatiques entre leurs groupements chargés positivement et les
groupements phosphates chargés négativement de I’ADN 3% La condensation de I’ADN
par les polyméres cationiques a plusieurs avantages; elle permet la protection de I’ADN de
la dégradation par les DNases, favorise la livraison et I’internalisation de I’ADN dans les
cellules et permet une forte expression de I’antigéne. Les mécanismes de transfection
particuliers des principaux systémes de livraisons naturelles et synthétiques sont discutés

dans les prochaines sections.
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4.2.1. Les polymeéres neutres

Les polymeéres neutres sont des molécules amphiphiles possédant a la fois une
portion hydrophile et une portion hydrophobe 395 En solution, ce type de polymére a la
particularité¢ de s’autoassembler en micelles dont le corps est formé de composantes
hydrophobes et la couronne de segments hydrophiles °%. La portion hydrophile du
polymere interagit avec I’ADN plasmidique principalement par des liaisons hydrogénes
mais des interactions de van der Waals et/ou des interactions ioniques peuvent aussi avoir
lieu alors que les unités hydrophobes s’organisent entre elles par des interactions de van der

Waals pour permettre la formation d’un revétement hydrophobe de vinyl autour de I’ ADN.

Le polyvinyl alcool (PVA) et la polyvinylpyrrolidone (PVP) furent les deux
premiers polymeres neutres non condensants rapportés dans la littérature pouvant permettre
la livraison et I’expression de matériel génétique dans les cellules musculaires in vivo. Par
exemple, chez la souris et le rat, I’injection intramusculaire d’une formulation PVP/ADN
permet une induction significative (> 10 x) de I’expression d’un transgéne,
comparativement 4 I’injection d’ADN dans la saline >”’. Actuellement, les systémes neutres
non condensants sont les seuls systémes de livraison non viraux, capables de permettre la

livraison et I’expression de matériel génétique dans les cellules musculaires in vivo.

Récemment, une nouvelle classe de polymeéres neutres permettant' la livraison de
génes dans les cellules musculaires iz vivo a été synthétisée . Le nombre de segments
hydrophiles et hydrophobes peut étre modifi€ pour faire varier la taille, I’hydrophilicité et la
lipophilicité du polymére. Comparativement a la premiere génération de polymeéres neutres,
cette classe de polymeéres permet une grande stabilité et une faible précipitation des
complexes en solution. De plus, ils permettent I’utilisation d’une quantité moindre d’ADN
que la premiére génération des polymeéres neutres pour la production de la méme quantité
de protéines. Par exemple, I’injection intramusculaire chez la souris d’une combinaison de
polymeres neutres/ADN plasmidique permet d’observer une augmentation jusqu’a 20 fois
de ’expression de 1’antigéne, comparativement a 1’administration d’ADN dans de la saline

30 . \ e
¥ De plus, certains polyméres neutres non condensants peuvent, lorsque utilisés en co-



48
formulation avec des systtmes de livraison cationiques, augmenter |’efficacité de

transfection in vitro de ces derniers >%-3!1,

Aucune étude explique les mécanismes impliqués dans la transfection des cellules
musculaires in vivo par ce type de polymeéres. Il a été suggéré que I’efficacité de transfection
de ce type de systeme pourrait étre reliée a: (i) la protection de ’ADN des nucléases
présentes dans 1I’environnement extracellulaire, (ii) la dispersion de 1’ADN dans le tissu, (ii)
la rétention de I’ADN dans le muscle ainsi (iv) qu’a I’augmentation de I’internalisation de
I’ADN a l’intérieur des cellules grice a des interactions hydrophobes avec la membrane

cellulaire 32,

Actuellement, sur le marché, une formulation de polymeéres neutres efficace pour la
transfection in vivo des cellules musculaires est disponible sous le nom SP1017 (Supratek
Pharma Inc., Montréal) 308, 313 A noter, ’efficacité de transfection du SP1017 est
observable seulement in vivo dans des modéles animaux et non in vitro, dans des cellules en

culture 3¢,

4.2.2. Les lipides cationiques

Les lipides cationiques en formulation avec différents lipides neutres [liposomes
cationiques] ont été durant plusieurs années les molécules de transport non virales les plus
étudiées. La Lipofectamine ™ 2000 (formée d’un mélange de lipide polycationique 2,3-
dioleyloxy-N-[2(sperminecarboxamido)ethyl]-N,N-dimethyl-1-propanaminium
trifluoroacetate et le lipide neutre dioléoylphosphatidyléthanolamine (DOPE)) est sans
aucun doute, la molécule commerciale la plus connue et utilisée pour la transfection de
genes in vitro. Les liposomes cationiques se présentent comme des vésicules formées d'une
ou de plusieurs bicouches de phospholipides possédant un compartiment aqueux qui peut
accueillir des molécules hydrophiles telles que 'ADN, des composés pharmacologiques ou
des protéines. Les lipides cationiques entrant le plus souvent dans la composition des
liposomes cationiques comprennent la dioctadécylamidoglycyl-spermine (DOGS ou
Transfectam), le bromure de dioléoyloxy-propyl-triméthylammonium (DOTMA), le
dioléoyloxy-3-(triméthylammonio) propane (DOTAP). Les phospholipides tels que la



49
dioléoylphosphatidyléthanolamine (DOPE), le cholestérol et ses dérivés, sont les molécules

neutres les plus utilisées *'*.

42.2.1. Caractéristiques physico-chimiques des complexes

ADN/liposomes cationique (lipoplexes)

Plusieurs hypothéses différentes ont été proposées a propos des mécanismes de
formation et de la structure des particules formées par la complexation de I’ADN et de
liposomes cationiques. Certains groupes de recherche suggérent qu’au lieu de condenser
I’ADN, les liposomes cationiques ne feraient que s’absorber a la surface de I’ADN chargé
négativement ; la taille et la structure originales de I’ADN étant ainsi préservées *'% 3'6,
Cependant, d’autres groupes de recherche soutiennent plutét qu’a une densité critique de
liposomes, 1’ADN plasmidique cause la fusion des liposomes induisant la condensation de
I’ADN en nanostuctures, I’encapsulation de I’ADN entre une bicouche lipidique et la
formation de lipoplexes avec une charge nette positive. Les interactions responsables du

17

phénoméne de condensation seraient principalement de type ionique *'7. L’observation de

la formation et de la structure des lipoplexes par microscopie électronique a transmission

(MET) a permis de vérifier ces hypothéses contradictoires *'*>*!

. Les résultats indiquent
que lors de I’ajout des liposomes cationiques a I’ADN,; il y a formation d’agrégats de grande
taille composés d’un assemblage de plusieurs petites vésicules denses et trés condensées, ou
formation de systémes hétérogénes composés de structures sphériques irrégulieres et

agrégées et de fibres d’ADN entourées de lipides (structure spaghetti).
4.2.2.2. Internalisation cellulaire des lipoplexes

La nature de la membrane cellulaire variant d’un type de cellules & 1’autre et la
possibilité de différents mécanismes d’internalisation en fonction de la composition des
lipoplexes rendent difficile I’établissement d’un seul et unique mécanisme explicatif pour
I’internalisation cellulaire par ces molécules de transport.Des hypothéses contradictoires ont
été proposées a propos des mécanismes impliqués dans la livraison intracellulaire de I’ADN
par les systémes lipidiques. Premiérement, il fut suggéré qu’une fusion entre les lipoplexes
315, 322-324

et la surface cellulaire permettait 1’internalisation de I’ADN dans la cellule

Deuxi¢mement, un mécanisme d’endocytose a €té suggéré suite a la démonstration, que des
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lipoplexes sont présents dans les compartiments endosomaux suite a la transfection de
-cellules en culture *%. Par contre, étant donné I’incompatibilité entre la taille des lipoplexes
(souvent de l’ordre de 1 pm) et celle des vésicules de clathrine impliquées dans
I’endocytose clathrine-dépendante (~100 nm), il a été suggéré qu’un type particulier
d’endocytose clathrine-indépendante serait responsable de 1’internalisation des lipoplexes
326328 Des interactions électrostatiques entre les charges positives des lipoplexes
cationiques et la charge négative de la membrane cellulaire pourraient permettre un

mécanisme d’endocytose adsorptive 2% 3%,

Troisitmement, une étude a démontré
indirectement qu’il est peu probable que les lipoplexes soient internalisés par un mécanisme
d’endocytose puisque I’utilisation de la chloroquine [une substance chimique utilisée in
vitro pour induire le bris des vésicules endosomales et pour inhiber les nucléases

lysosomiales] ne permet pas d’augmenter 1’efficacité de transfection des lipoplexes 330,

4223, Efficacit¢é de transfection in vitro et in vivo des

lipoplexes

In vitro, les lipides cationiques sont largement utilis€s pour leur forte efficacité de
transfection. Leur efficacité de transfection in vitro dépend largement de la formulation
chimique du systéme lipidique utilisé et du type de cellules transfectées **!. In vivo, selon la
formulation utilisée, ’expression de génes exogenes par I’utilisation de lipoplexes a été
démontrée au niveau des muqueuses nasales, des poumons, du cerveau, de différents types
de tumeurs, du foie, du thymus, des ganglions, du cdlon, du cceur et de la peau 2%,
Quelques liposomes cationiques ont aussi fait 1’objet d’essais cliniques dans le cadre du

336, 337 338

traitement de certains cancers , de la fibrose kystique et de problémes

cardiovasculaires **°. De plus, des immunisations expérimentales par ADN chez la souris,
indiquent que I’injection intramusculaire d’une formulation liposomes cationiques/ADN

augmente I’immunogénicité du vaccin **% 3!, L’

effet adjuvant des liposomes sur le systeme
immunitaire dépend du lipide cationique utilisé et est caractéris€¢ par le relachement

systémique de cytokines pro-inflammatoires telles que I’IL-6, IL-12, TNF-a et ’INF-y 342
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L’efficacité in vivo des lipoplexes s'avére relativement basse comparativement aux
vecteurs viraux >*. De plus, les lipoplexes sont fortement toxiques avec ’utilisation répétée

344 . . . 34
en plus de causer une réponse inflammatoire importante s,

4.2.3. Les polyméres cationiques

Suite a la détermination des inconvénients reliés a ’utilisation in vivo des lipides
cationiques, les polymeéres cationiques (polycations) ont été largement étudiés comme
systéme de livraison. Ce systéme de livraison cationique a la particularité de condenser trés
efficacement I’ADN, de permettre la formation de complexes avec une charge nette de
surface positive et de former des particules beaucoup plus stables en solution que les
lipoplexes 6. Les principaux polymeéres cationiques rapportés dans la littérature sont la

302

polyéthyléneimine (PEI) et ses dérivés ~ -, les dendrimeres de poly(amidoamine)s

(PAMAM) >’ 1a poly-L-lysine (PLL) **® et la chitosane **.
4.2.3.1. Propriétés de surface des complexes

Lors de I’ajout progressif de polycation a I’ADN, les charges positives du polymére
masquent graduellement les charges négatives de ’ADN. La charge €lectrique nette a la
surface du complexe (le potentiel zeta (£)) est largement influencée par le rapport (¢) de
charges positives du polycation sur celui des charges négatives de ’ADN. En absence de
sels, il y a formation de complexes avec une charge nette négative lorsqu’un nombre
supérieur de charges négatives est présent (¢ < 1), des complexes neutres sont formés
lorsque des quantités équimolaires de charges positives et négatives sont présentes (¢ = 1)
et des complexes positifs sont formés lorsque les charges négatives de ’ADN sont en

majorité neutralisées (¢ > 1).

4.2.3.1.1. Potentiel { des complexes et internalisation

cellulaire

Le potentiel £ peut étre une caractéristique utilisée pour prédire I’efficacité de

transfection des complexes; il représente en quelque sorte le niveau d’affinité des

351,353,354

complexes avec la membrane cellulaire . Généralement, ’efficacité de transfection
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in vitro est optimale pour des valeurs positives élevées de potentiel £ 351,330, 355, 356, 1 ¢
potentiel { optimal pour s’assurer d’une efficacité de transfection maximale est propre a
chaque polycation utilisé. En général, les polycations doivent permettre la formation de

complexes avec un potentiel £ d’environ 20-40 mV 330,353

La formation de complexes avec un potentiel & positif facilite les interactions non
spécifiques avec les composantes anioniques de la membrane cellulaire (protéoglycans,
glycoprotéines et glycolipides) et augmente le niveau d’internalisation des complexes dans
la cellule par un mécanisme d’endocytose absorbante non spécifique. Ce mécanisme est
caractérisé par des interactions électrostatiques entre les particules cationiques et les
composantes anioniques présentes 2 la surface des cellules **°?*2, Ces derniéres servent de
"récepteur non spécifique" aux particules cationiques. L’efficacité de transfection des
cellules d’ovaires de hamster chinois mutantes (CHO), déficientes en protéoglycans, par des
complexes chargés positivement est 53x plus faible que la transfection des cellules
sauvages. La concentration variable des protéoglycans a la surface des différents types de
cellules pourrait expliquer pourquoi certains des cellules sont plus susceptibles que d’autres

4 la transfection par ce type de molécules .
4.2.3.2. Diamétre et morphologie des complexes

L’ADN est un biopolymeére semi-flexible caractérisé par une structure chimique trés
organisée et une certaine rigidité expliquée par la présence de répulsions électrostatiques
mutuelles entre les groupements phosphates adjacents chargés négativement. En présence
d’ions cationiques multivalents, I’ADN subit une compaction spectaculaire et spontanée en
une structure dense et trés ordonnée >°7%2, Dans cette conformation, I’ADN n’occupe que
10-10"* de son volume initial **®. 11 y a une diminution des forces répulsives entre les brins
d’ADN par la neutralisation des charges négatives et/ou la réorientation des molécules
d’eau pres de ’ADN et une augmentation des forces attractives entre les brins d’ADN
favorisant I’enroulement de I’ ADN sur lui-méme. Approximativement 85-90% des charges
de PADN doivent étre neutralisées pour un état de condensation optimal *%3. Lors du
phénomeéne de condensation de I’ADN, la réorientation des molécules d’eau peut modifier

I’état d’hydratation de I’ADN, ce qui aura un impact au niveau de la structure secondaire et
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de I’expression de I’ADN. La majorité des polycations préservent la conformation de type
B de ’ADN lors du phénoméne de condensation *** bien que différentes conformations

résultant de différents états d’hydratation aient été rapportées 365, 366,367,368, 369,

Dans le cas du transfert de génes, la condensation de I’ADN diminue
significativement la dimension du matériel a internaliser, masque les charges négatives de
I’ADN nuisant aux interactions électrostatiques avec la membrane cellulaire et protége
’ADN des nucléases *"°. Reégle générale, la seule exigence pour qu’un cation condense
I’ADN est qu’il posséde au minimum trois charges positives; peu importe le type d’ions
multivalents ou de polymeres cationiques utilis€s, I’ADN subira le méme processus de
condensation **°. Généralement, a un ¢ particulier 4 chacun, tous les cations peuvent former

des nanoparticules d’ADN d’un diametre moyen de 100 nm 355,362,364, 371,372

La masse moléculaire du polycation influence la taille des complexes. Par exemple,
la chitosane d’une masse moléculaire de 7000 Da permet la condensation de I’ADN en des
nanostructures de 150 nm alors que la chitosane de 540 kDa forme des complexes d’un
diamétre > 500 nm *”. Le méme phénomeéne est observé avec la PLL 31 Des complexes
formées avec de la PLL d’une masse moléculaire de 224 kDa ont un diamétre variant de
120-300 nm, alors que de la PLL de 3970 Da produit des complexes d’un diametre de 20-30

1
nm37.

Les nanoparticules ont principalement une structure toroidale mais des structures
intermédiaires ("rods-like") sont quelque fois observées en faible proportion (Figure 7 b)
321,37 14 morphologie toroidale est un modele idéal pour I’étude de la formation de
particules par le repliement d’un polymeére semi-flexible, pour la compréhension des
systémes biologiques nécessitant un niveau d’empaquetage important du matériel génétique
(capside virale, spermatozoide) et pour son potentiel d’utilisation dans les systémes de
livraison de génes. D’excellentes revues de littérature ont été publiées a propos de
I’architecture toroidale adoptée par I’ADN et des mécanismes impliqués dans la formation

de ce type de structure >°%37%376,
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Figure 7. Condensation de I’ADN par la poly-L-lysine. Microscopie a force atomique. (a)
ADN plasmidique seul (6800 pb), (b) Toroides et "rod-like" structures formés par la
complexation de I’ADN plasmidique par la poly-L-lysine *”*

La morphologie toroidale suggére que les brins d’ADN sont enroulés
successivement autour d’un cercle imaginaire en ne passant jamais par le centre de ce
cercle, tel que I’enroulement d’une corde ou d’un boyau d’arrosage autour d’un cylindre.
De plus, pour un compactage maximum, les brins d’ADN doivent théoriquement étre
empaquetés en un réseau hexagonal hautement ordonné (Figure 8). Cette disposition
particuliére a été démontrée grice a des €études en microscopie électronique a transmission
(MET) de type "freeze-fracture" °”’. L’ADN semble effectivement s'enrouler
"circonférentiellement” & la surface de la structure toroidale. La diffraction des rayons X a
permis de confirmer I’arrangement structural de I’ADN dans les toroides. L’espace inter-
hélice de I’ADN dans les toroides supporte ’hypothése de la condensation hexagonale 7%,
Finalement, la MET cryogénique a permis d’observer 1’architecture tridimensionnelle de
PADN a lintérieur des nanoparticules et de confirmer définitivement 1’organisation

hexagonale de 1’ ADN dans les toroides *"*%,

La formation de toroides est indépendante de la nature de I’agent condensant, de la
séquence et de la taille de ’ADN **°. Par exemple, des particules toroidales de 100 nm ont
été observées pour des fragments d’ADN variant de 1 a 50 kb **. L’ADN de 50 kb
formerait des toroides monomoléculaires alors que des toroides résultant de la condensation

359, 383 A partir des

de fragments d’ADN de petite taille seraient polymoléculaires
dimensions des toroides et de ’empaquetage hexagonal de I’ADN (Figure 8), il a été
déterminé que le nombre moyen de molécules d’ADN par toroide serait de 13 +/- 4 et 26

+/- 11 pour des condensats formés avec de I’ADN de 2700-bp et 1350-bp, respectivement
359, 383
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Figure 8. Structure toroidale. (a) Schématisation idéalisée d'un toroide dans lequel 'ADN
est "circonférentiellement” empaqueté dans un trellis hexagonal ™, (b) Image de MET
cryogénique de |’organisation hexagonale de I’ADN a I’intérieur d’un toroide 81

Bien que la séquence et la taille de I’ADN aient peu d’impact sur la formation des
toroides, I'impact de la topologie de I’ADN semble cependant contradictoire. Alors que
qu’il a été démontré que le diamétre des particules est relativement équivalent lorsque de

384 15
,d

I’ADN linéaire, superenroulé ou circulaire est utilisé autres groupes de recherche ont

plutét démontré que les vecteurs superenroulés et circulaires forment des toroides avec un

diamétre inférieur de 25-30% par rapport aux vecteurs linéaires *°% %,

Le large éventail de conditions permettant la formation de toroides d’une taille
limite et constante suggére que cette morphologie particuliére représente un état d’énergie
minimum, thermodynamiquement favorable, pour I’ADN condensé 3% Initialement, les
études avaient cherché a expliquer la formation des toroides par un modéle purement

359, 366, 385

thermodynamique . En réalité, la formation des toroides s’est avérée étre un

mécanisme beaucoup plus complexe; regroupant a la fois des facteurs thermodynamiques et
cinétiques *"* 3¢, L’existence de facteurs cinétiques pour expliquer la formation et la taille
limite des toroides a été proposée >”°. La dynamique de la formation d’une boucle initiale
(phénoméne de nucléation) serait le facteur déterminant du diamétre interne du toroide et
dicterait la taille des boucles suivantes. La nucléation se produit par un contact étroit entre
deux régions d’une molécule d’ADN. Par la suite, plusieurs recherches ont appuyé
I’hypothése de ce modele et ont ajouté des évidences supportant que la formation de

toroides d'ADN serait initialement induite par des contraintes cinétiques %2,
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4.2.3.2.1. Diamétre et efficacité de transfection

A la lumiére des différents mécanismes cellulaires [présentés a la section 3.1]
permettant I’internalisation de particules dans la cellule et des contraintes associées a la
taille des particules internalisées, le diamétre des complexes est un parameétre important
puisqu’il influencera son niveau d’internalisation. Des corrélations entre la taille des
complexes, I’efficacité¢ de transfection in vitro et les mécanismes responsables de leur
internalisation ont rarement été rapportées dans la littérature. La majorit¢ des études
rapportent seulement I’efficacité de transfection en fonction de la taille des complexes et ne

suggerent pas de mécanismes particuliers pour expliquer I’internalisation.

Les complexes d’un diamétre variant de 100 4 200 nm ont d’excellents niveaux de
transfection in vitro®>>*°, Par exemple, une forte corrélation entre la taille de complexes
formés de PLL, d’un ligand transferrine (permettant la liaison a un récepteur particulier
pour une endocytose spécifique des complexes) et d’ADN (PLL-Tf/ADN), et
I’internalisation cellulaire a été démontrée. Les complexes PLL-Tf/ADN d’un diamétre de
80-100 nm ont une forte efficacité de transfection, comparativement a des complexes de
tailles supérieures *°° . Des résultats similaires ont été rapportés pour une banque de 70
polycations (poly(beta-amino esters)) différents : les complexes de petits diamétres (< 200

nm) transfectent nettement mieux que les plus larges (= 400 nm) S

Cependant, plusieurs études ont démontré le phénoméne contraire 330,397,398 Deg
complexes de PLL d’un diamétre de 500 nm ont des niveaux d’expression supérieurs a des
complexes de PLL d’un diamétre de 50 nm *%. Il a aussi été démontré que I’efficacité
d’expression de petits complexes de PEI de 30-60 nm est 10 & 100 fois plus faible que celle
d’agrégats de PEI d’un diamétre de ~1000 nm *”’. Pour expliquer la plus faible efficacité
des petits complexes de PEI il a été suggéré que : (i) les petits complexes ont plus de
difficulté a déstabiliser 1’endosome a cause de leur faible concentration en PEI,
comparativement aux agrégats et que (ii) les petits complexes doivént rester plus longtemps
en suspension et avoir ainsi moins de chance de rencontrer la membrane cellulaire,
comparativement aux plus grosses particules qui auraient plutét tendance a rapidement

sédimenter sur les cellules. Pour vérifier cette hypothése, il a ét¢ démontré grace a une
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technique de cytométrie en flux que les complexes PEI/ADN d’un diamétre de 100 nm sont
rapidement internalisés, comparativement aux complexes agrégés qui ont plutot tendance a
se déposer a la surface de la membrane cellulaire et a étre peu internalisés 3% Cependant,
au niveau de 1’expression du géne rapporteur, les résultats de la méme étude indiquent que
les complexes PEI/ADN agrégés ont une efficacité supérieure comparativement aux plus

petits, malgré qu’ils soient moins bien internalisés.

Récemment, des résultats intéressants ont été publiés & propos des mécanismes
cellulaires impliqués dans I’internalisation de complexes formés avec de la PLL ou de la
PEI en fonction de leur taille **’. La MET et la microscopie confocale ont été utilisées pour
examiner le transport intracellulaire des complexes in vitro. Les complexes d’une taille
inférieure ou égale a 100 nm sont internalisés par un mécanisme d’endocytose caveolae-
dépendante, et acheminés par la suite vers le RE. Cette observation est consistante avec la
taille des caveolae (50-80 nm) *°'. Pour les complexes > 200 nm, la macropinocytose est
responsable de I’internalisation. Finalement, dans le cas des complexes contenant un ligand
pour une endocytose récepteur-spécifique et d’une taille intermédiaire (100-200 nm), les
résultats indiquent que 1’internalisation est rapide et a principalement lieu grice a une

4 ‘
® Dans le cas des complexes chargés

endocytose spécifique clathrine-dépendante
positivement d’une taille inférieure a 150-200 nm ne possédant pas de ligands spécifiques,
plusieurs études ont démontré qu’ils sont internalisés par macropinocytose ou par un

mécanisme d’endocytose absorbante non spécifique >°' 396 402 403,

4.2.3.2.2. Diameétre et transport cytoplasmique

La taille des complexes est aussi un facteur a considérer lors de leur transport
cytoplasmique vers le noyau. Théoriquement, des particules d’un diamétre supérieur a 54
nm sont complétement immobiles dans le cytoplasme *** mais la migration de complexes
d’un diamétre supérieur dans le cytoplasme vers le noyau s’expliquerait par des interactions

405 Plusieurs études supportent cette

avec les microtubules ou les filaments d’actine
hypothése. Premieérement, des expériences in vitro ont démontré que les complexes
PEI/ADN ont une forte attraction pour les microtubules purifiés (observations non publiées

. . , 4 .y , .
mais discutées dans *°®). Deuxiémement, une étude rapporte que les microtubules



58
permettent un transport actif et rapide des complexes PE/ADN d’une taille de 156 + 9 nm

vers la région périnucléaire **7,

Finalement, I'implication des microtubules pour
I’accumulation nucléaire des complexes PEI/DNA et de PLL/ADN a été démontrée par ‘
I'inhibition compléte du transport périnucléaire des complexes par l’induction de la .
dépolymérisation des microtubules par la présence d’un composé chimique (la colchicine)
408

4.2.3.23. Diameétre, morphologie et internalisation

nucléaire

Dans le cas des complexes formés de polyméres cationiques et d’ADN, de
nombreuses études ont démontré que ’ADN et les polyméres sont présents dans le noyau

22 409411 . . - \
3, 400, 409481 © ¢ omparativement aux lipoplexes dont les évidences actuelles suggérent que

seul I’ADN est internalisé dans le noyau 2% 3% #12,

Pour étre internalisées au noyau, les particules d’un diamétre supérieur a 9 nm
doivent utiliser la mitose ou le transport actif via les CPNs (section 3.1.2.3.). Le diamétre
des complexes devient alors une caractéristique importante pour assurer un transfert
efficace dans le noyau. Théoriquement pour étre importées par transport actif a travers les
CPNss, les particules doivent avoir au maximum un diamétre de 25 a 40 nm. En réalité tres
peu de complexes polyméres’/ADN démontrant une bonne efficacité de transfection
possédent la taille théorique requise. La majorité des études ne suggerent pas de
mécanismes pour |’internalisation nucléaire des complexes d’un diamétre supérieur & 40 nm
mais rapportent seulement 1’efficacité de transfection et la cinétique de 1’apparition
nucléaire des complexes (I’ADN plasmidique est i)résent dans le noyau entre 1h et 6h apres
’initiation de la transfection). Par exemplé, bien qu’il a été démontré que I’efficacité de
transfection de complexes de PEI de 30-60 nm de diamétre est 10 a 100 fois plus faible que
celle des agrégats de PEI d’un diameétre de ~1000 nm, aucune explication n’est disponible a
propos du fait que I’internalisation nucléaire devrait théoriquement étre supérieure pour les

petits complexes > .

Point intéressant, certaines études ont souligné que la morphologie des complexes

serait une caractéristique physico-chimique plus importante que la taille %> *** *° Des
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particules d’un diamétre de 40-60 nm possédant une morphologie toroidale permettent des

niveaux d’expression plus élevés que des particules circulaires et irréguliéres de 27 nm ***

353,405,413

4.2.3.3. Stabilité des complexes

La nature de I’agent condensant influence fortement la stabilité et 1’agrégation des
complexes en solution. La stabilité des particules en solution s’explique par la dominance
de forces répulsives, majoritairement de type €lectrostatique, qui éloignent les particules les
unes des autres. Les forces attractives, généralement des forces de van der Waals, sont
responsables de 1’agrégation des particules. L’agrégation se produit lorsque les forces de
répulsion sont réduites et que les forces attractives sont augmentées; il y a alors association
physique entre les particules. Généralement, les complexes agrégés observés par MET sont
composés d’un ensemble de toroides interconnectés par des segments d’ADN non
condensés: Trés peu d’études démontrent les €léments impliqués dans le mécanisme
d’agrégation et les conditions particuliéres sous lesquelles il se produit; les études
indiquent seulement que la ligne est fine entre la stabilisation et 1’agrégation des particules

en solution.

Tang et Szoka ne sont pas en accord avec le modele "attraction/répulsion”
électrostatique pour décrire le phénomene d’agrégation observé dans le cas des polymeéres
cationiques ***. Selon eux, les caractéristiques intrinséques du polycation influencent la
stabilité et 1’agrégation des complexes en solution. Ils ont démontré que des complexes
d’une taille de 40-60 nm formés avec des dendriméres "intacts” ou de la PLL ont tendance a
agréger rapidement en des particules de ~1 pm, alors que les complexes formés avec de la
PEI ou des dendriméres "fracturés” [avec le méme potentiel £, la méme morphologie et la

méme taille que ceux formés avec la PLL et les dendriméres intacts] ne démontrent pas de

phénomeéne d’agrégation en solution.

Des complexes stables sont formés lorsqu’il y a un excés de charges positives ou
négatives [£ positif (¢ > 1) ou £ négatif (¢ < 1)] alors que les complexes insolubles sont
généralement observés prés de la zone d’électroneutralité (£ = 0, ¢ = 1). Une étude rapporte

I’évolution du diameétre et de la stabilité des complexes formés avec de la PLL en fonction
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du ¢ ¥, Elle rapporte que lorsque ¢ < 1, le diamétre des complexes (~ 200 nm) augmente
progressivement et atteint un maximum (~ 700 nm) a I’électroneutralité (p = 1). Pour des
¢>1, le diameétre des particules diminue progressivement et & un ¢>3, des particules stables
de 200 nm sont formées. Habituellement, pour favoriser la stabilité¢ d’un complexe, son

potentiel £ doit étre ~ 20-40 mV %35

Un exemple de I’influence de la nature de 1’agent condensant sur la stabilité des
complexes et le phénomene d’agrégation des particules est la différence qui existe entre les
complexes formés avec des cations multivalents de faible masse moléculaire (spermine,
spermidine) et ceux formés avec des polyméres cationiques. Bien que les cations
multivalents de faible masse moléculaire forment des particules toroidales similaires a
celles formées par des polymeéres cationiques >>>*372%% 362, j|g ont une affinité relativement
faible pour I’ADN . L’association et la dissociation rapides des cations multivalents avec
I’ADN diminuent la stabilité des complexes en solution. Méme en exces, ils ont seulement
la capacité de former des particules avec une charge nette de surface prés de
I’€lectroneutralité (p=1). Contrairement aux cations multivalents, les polymeéres cationiques
ont une forte affinité de liaison pour I’ADN. En exces, ils forment des complexes avec une

charge de surface fortement positive qui assure les répulsions électrostatiques entre les

complexes et la stabilité des particules en solution.

4.2.3.3.1. Méthode de préparation des complexes et
stabilité

L’addition du polycation a ’ADN (ou vice-versa), la concentration d’ADN, la
concentration en sels de la solution ainsi que la dilution des complexes suite a leur
préparation sont des facteurs qui influencent 1’efficacité de condensation et la stabilité des
complexes *!°. Le procédé de complexation est un élément trés important : des complexes
de petite taillle sont facilement obtenus par I’addition graduelle de petites quantités de
polyméres cationiques a 1’ADN, comparativement & 1’ajout rapide de tout le polycation ou
de I’ajout de ’ADN au polycation 416 1’addition graduelle de polycations a I’ADN,
favorise la condensation graduelle de chaque molécule d’ADN en nanoparticules et prévient

I’agrégation intermoléculaire de I’ADN. De plus, a forte concentration d’ADN, les



61
complexes sont instables et ont tendance a agréger facilement. Par exemple, 1’ajout PLL a
une solution d’ADN & une concentration de 20 pg/mlL, permet la formation de
nanoparticules d’un diamétre variant de 30 2 60 nm avec une faible polydispersité de taille
alors qu’a une concentration d’ADN de 400 pg/ml., des particules d’un diamétre moyen de
~160 nm avec une polydispersité importante sont formées ***. Finalement, I’agrégation des
complexes est un probléme ine’vitable a forte concentration de sels (forte force ionique) et
dans les conditions de tamponnement physiologiques. I.’augmentation des forces ioniques
dans un systéme colloidal réduit les répulsions électrostatiques et augmente les forces
attractives entre les particules favorisant 1’agrégation des particules. La précipitation de
I’ ADN par les polycations augmente graduellement avec I’augmentation de la concentration
de sels et a trés forte concentration de sel (> 0.12 M), il y a précipitation compléte des
particules en solution et prévention de la formation de complexes solubles chargés

positivement *!”.

Pour augmenter la stabilité des complexes en solution et pour diminuer les
interactions avec les biomolécules lors de leur utilisation in vivo, des polyméres hydrophiles
non cationiques (tels que le dextran ou le polyethyléne glycol (PEG)) peuvent étre ajoutés
directement aux complexes ou liés chimiquement lors du processus dé synthése du

368, 418 Quite a4 la complexation avec I’ADN, les segments hydrophiles

polymeére
s’organisent a I’extérieur du complexe et grace a I’encombrement stérique, favorisent la
solubilité des complexes. De nombreuses études rapportent que le greffage de dextran ou de
PEG a la PLL permet la formation des complexes solubles et beaucoup plus stables et ce,
méme a plus forte concentration d’ADN, comparativement a la formation standard de

complexes PLL/ADN *1841%,
4.2.3.4. Forces d’association et de dissociation des complexes

La force des interactions électrostatiques liant les polycations a I’ADN est un facteur
important tant au niveau de la formation des complexes qu’au niveau de la dissociation de
I’ ADN des polycations. Si I’affinité entre les deux est trop faible, les complexes peuvent se
défaire prématurément durant la livraison du géne au noyau alors que si elle est trop forte,

la dissociation peut n’avoir jamais lieu empéchant ainsi 1’expression du transgene. Lorsque



62
la force des interactions électrostatiques est suffisante, elle prévient la dissociation du
complexe par les petites molécules anioniques et permet en présence de polyions des

3149 1e phénoméne

échanges ioniques causant la dissociation du complexe
“association/dissociation” est un €vénement complexe influencé par plusieurs parameétres
différents tels que la force ionique du milieu, la nature du contre-ion, la densité de charge

du polymére et les paramétres moléculaires des polyions rencontrés *> " #2421,

Les caractéristiques d’association et de dissociation des polycations ont un effet crucial
sur les propriétés biologiques des complexes, elles influencent la résistance aux nucléases et
I'efficacité de transfection. Par exemple, un groupe de recherche a déterminé les
caractéristiques d’association et de dissociation de la PLL, du poly(2-(dimethylamino)éthyl
méthacrylate) (pDMAEMA) et du poly(2-(triméthylamino)éthyl  chlorhydrate)
[P(TMAEMA)] avec I’ADN par I’ajout d’un excés de sels ou de polyméres anioniques a la
solution de complexation **2. Le p(DMAEMA) et la PLL ont approximativement les mémes
caractéristiques d’association et de dissociation alors que le p(TMAEMA) a une forte
affinité d’association pour I’ADN qui nuit au phénomeéne de dissociation. Cette différence
d’affinité pour ’ADN explique la faible efficacité de transfection des complexes de
P(TMAEMA), comparativement a celles des complexes de PLL ou de p(DMAEMA).
Parall¢lement & cette étude, une constante de dissociation (kg) de la PLL et du
P(DMAEMA) 2 a été déterminée et comparée. La kg du p(DMAEMA) est plus importante
que celle de la PLL et suggerent que cette différence pourrait expliquer ’efficacité de

transfection supérieure du p(DMAEMA), comparativement a celle de la PLL.

La localisation cellulaire ou se produit la dissociation du polycation de I’ADN semble
varier selon le type de polycation utilisé. Bri¢évement, dans le cas des systémes cationiques
lipidiques, des techniques de micro-injection permettant de déposer les lipoplexes
directement au noyau ont démontré que leur brésence au noyau ne permet pas les processus
de transcription et/ou de traduction *** **_ Parallélement, il a été démontré que ’ADN
marqué avec un fluorescent apparait au noyau alors que le lipide cationique marqué n’y
apparait pas ‘**. Basée sur ces expériences, I’hypothése la plus probable est que la
décomplexation des lipoplexes se produit avant ’entrée de ’ADN au noyau. Pour les

polyméres cationiques, il a été démontré qu’en plus de permettre le transport et de protéger
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I’ADN jusqu’au noyau ‘*’, la PEI et PLL perméttent I’expression du transgéne méme s’ils

sont initialement complexés 4 I’ADN dans le noyau 2 *%,

4.2.3.5. Efficacité de transfection in vifro

L’expression in vitro de génes rapporteurs dans des cellules en culture demeure
actuellement le moyen le plus rapide et le moins dispendieux pour [’évaluation de
’efficacité de transfection des complexes et de leur cytotoxicité avant d’envisager leur
utilisation in vivo. La comparaison directe de 1’efficacité de transfection in vifro des
polyméres cationiques rapportés dans la littérature représente cependant une épreuve
d’envergure puisque plusieurs différences existent entre les études au niveau : (i) de la
méthode de préparation des complexes (concentration en ADN, force ionique de la solution
de cbmplexation, etc.), (ii) des caractéristiques physico-chimiques des complexes (taille,
morphologie, potentiel C, stabilité en solution, force d’association/dissociation), (iii) des
conditions de transfection (temps d’incubation, présence ou absence de sérum, etc.), (iv) du
plasmide rapporteur (plasmide codant pour le géne de la luciférase, la B-galactosidase, la
chloramphénicol acétyle transférase) (v) ainsi que le type de cellules (cellules en

. . . T 425 426
suspension, cellules adhérentes, culture de cellules primaires) utilisés 330, 425, 426

4.2.3.6. Efficacité de transfection in vivo

Comparativement aux nombreuses études de transfection in vifro, un nombre restreint
de rapports a été publié a propos de I’efficacité de transfert de génes par des polycations in
vivo. L’utilisation in vivo de complexes (polyméres cationique/ADN) a jusqu’a présent
démontré des succés limités et des problemes de reproductibilit¢é importants.
L’extrapolation des résultats positifs obtenus in vitro a I’in vivo est difficile et 1’absence de
corrélation entre les efficacités de transfection rend les expériences in vivo compliquées *'.
Des complexes possédant une charge de surface positive pour obtenir des niveaux de
transfection élevés in vitro réduit fortement 1’efficacité in vivo des complexes puisqu’elle
favorise des interactions avec les protéines sériques en plus de causer une toxicité cellulaire
importante. De plus, le potentiel £ positif des complexes efficaces in vitro a un impact
immunologique important in vivo: un excés de charges positives cause l’activation du

complément 428
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L’efficacité de transfection in vivo des systemes cationiques semble étre particuliere au
polycation utilisé, au site d’injection ainsi qu’aux cellules ciblées. La majorité des études
rapportant P’efficacité de transfection de complexes in vivo ont utilisé 1’administration
intraveineuse de complexes contenant des ligands particuliers (transferrine, galactose,

mannose, lactose, peptide, anticorps) pour cibler la tranfection des cellules désirées 396, 429-

431

4.2.3.7. Les principaux polymeéres cationiques

4.2.3.7.1. La poly-L-lysine

La PLL est un polymére cationique linéaire (Figure 9 (b)) possédant des amines
primaires sur ses chaines latérales. Au pH physiologique, les amines primaires sbnt presque
totalement protonées. La PLL condense I’ADN plasmidique en des particules d’une taille
de ~100 nm. La PLL a été abondamment utilisée pour élucider les mécanismes particuliers
de condensation de ’ADN en structures toroidales >°*. La PLL disponible sur le marché
posséde une hétérogénéité au niveau de sa masse moléculaire influengant la taille, la
distribution de tailles et la stabilité des complexes formés. L’augmentation de la masse
mol€culaire de la PLL de 3900 a 244 000 Da éléve la taille moyenne des complexes de 20-
30 nm 4 120-130 nm 7"

In vitro, les complexes formés avec la PLL ont un trés faible pouvoir transfectant
comparativement aux autres types de polymeres cationiques populaires (PEI branchée ou

355, 336432 1 faible efficacité de transfection in vitro de la PLL

dendriméres fracturés)
s’explique par |’emprisonnement des complexes dans I’endosome suite a leur
internalisation !> **>**5_ La PLL ne posséde pas de caractéristiques chimiques intrinséques
permettant la libération des complexes de 1’endosome suite a 1’internalisation par
endocytose.

436-441

In vivo, la PLL a trés peu été utilisée seule . Cependant, en présence de

groupements  fonctionnalisés, I’injection intraveineuse de complexes PLL-
Transferrine/ADN ou de PLL-galactose/ADN d’une taille homogéne de 15 nm, permet

d’obtenir une expression  long terme du géne rapporteur dans le foie 4.
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(a) Potyestyloniming .\C-K‘ - (b) Pyysia ,
a TR
‘ . g

(e) Chitosane

Figure 9. La structure chimique et la schématisation de I’organisation physique des

principaux polyméres cationiques *°**%,

4.2.3.7.2. La polyéthyléneimine

En 1995, l1a PEI (Figure 9 a) a fait son apparition dans la communauté scientifique
comme étant un polycation trés polyvalent pour le transfert de génes **2. Actuellement, la
PEI est disponible a petit prix sur le marché dans une vaste gamme de poids moléculaires
(200-800 000 Da) et de degrés de branchement. La PEI linéaire de 22 kDa et la PEI

branchée de 25, 50 et 800 kDa sont les plus utilisées 443,444,
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La PEI est un polymere cationique; elle posséde un nombre élevé de groupements
amines (1 atome sur six est un azote). La PEI branchée de 25 kDa est composé de 25%
d’amines primaires, de 50% d’amines secondaires et de 25% d’amines tertiaires **>. Au pH
physiologique, les amines de la PEI sont partiellement protonées et le niveau de protonation
augmente de 20 4 45% pour des valeurs de pH passant de 7 a 5 *°. 1l s’agit d’une qualité
intrinséque importante lorsque la PEI se retrouve dans I’environnement acide de
I’endosome. Le changement de pH induit la protonation des amines qui cause une cascade
de réactions (tamponnement du pH endosomal, accumulation de protons, entrée d’ions
chlorure, entrée de molécules d’eau) permettant 1’éclatement de I’endosome et la libération

des complexes dans le cytoplasme.

Les évidences actuelles suggérent que 1’efficacité de transfection in vivo et in vitro
élevée de la PEI est, entre autre, attribuée a sa nature fortement cationique qui lui permet de
condenser efficacement I’ADN en nanoparticules toroidales stables avec une taille
homogéne moyenne de ~ 90 nm et & sa capacité de former des particules avec une charge

355, 371, 372, 396, 446 L’

nette de surface positive efficacité de la PEI est aussi expliquée par une

forte internalisation des complexes par les cellules par endocytose absorbante, a sa capacité
élevée de protéger I’ADN de la dégradation 4 I’extérieur et 4 I’intérieur de la cellule *”, a
sa nature particuliére de permettre la libération des complexes de I’endosome **® et 4 sa
capacité de transporter efficacement et rapidement les nanocomplexes vers la région

(e . . n \ . . . . 407
périnucléaire grice a des interactions avec les microtubules cytoplasmiques ™ .

In vitro, la PEI 25 kDa est actuellement le polymére cationique le plus utilisé pour le
transfert de geénes. Plus de 25 lignées cellulaires ont été efficacement transfectées avec la
PEI 9% 449451 Ay niveau de la corrélation entre 1’efficacité de transfection évaluée in vitro
et le transfert de génes in vivo, les complexes de PEI 50 kDa ou 800 kDa avec un potentiel
¢ légérement positif démontrant une transfection optimale in vitro, sont efficaces pour la
livraison in vivo **. Cependant, dans le cas de la PEI branchée de 25 kDa, I’efficacité de
transfection optimale in vitro est observée avec des complexes fortement chargés
positivement alors que le transfert de génes in vivo est possible avec des complexes au

potentiel £ prés de I’électroneutralité 446 45> 4%,
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In vivo, plusieurs études rapportent que 1’injection au cerveau, aux reins, dans les
tumeurs et aux poumons de formulations particuliéres préparées avec de la PEI sont
relativement peu cytotoxiques et permettent une expression génique significativement
supérieure, dans de nombreux cas, a I’injection d’ADN dans la saline *** 446, 452, 454, 455,456
L’efficacité de transfection in vivo des complexes de PEI est fortement influencée par le
type de PEI utilisé (linéaire ou branché, de faible ou de haute masse moléculaire), le
potentiel £ des complexes, le type d’administration et le tissu ciblé. Par exemple, lorsque
injectés directement au foie, les complexes formés avec de la PEI linéaire de 22 kDa ont
d’excellents niveaux de transfection comparativement a ceux formés avec les formes
branchées de PEI **®. Au niveau des cellules pulmonaires, bien qu’une étude indique que
Iefficacité de transfection de complexes formés de PEI linéaire (22 kDa) est supérieure
(350 fois) a celle des complexes de PEI branchée (25 kDa)*'!, trois autres équipes ont
cependant démontré que les complexes formés de PEI 25 kDa permettent des niveaux de
transfection supérieurs a I’injection d’ADN dans la saline ou de complexes formés avec
d’autres types de PEI *** 5% 437438 Einalement, pour le transfert de génes directement dans
le cerveau de souris adultes, 1’évaluation de 1’efficacité de transfection de la PEI a indiqué
que les complexes de PEI 25 kDa/ADN dont le potentiel £ se situait pres de
|’électroneutralité permet les plus hauts niveaux de transfert de génes in vivo. Cette étude a
aussi démontré que D’efficacité de transfection de la PEI branchée est inversement
proportionnelle a sa masse moléculaire; les complexes formés avec la PEI 25 kDa sont
significativement plus efficaces que ceux formés avec de la PEI de 50 et 800 kDa *. A
noter, aucune étude ne rapporte 1’efficacité des complexes de PEI au niveau du transfert de

génes in vivo dans les cellules musculaires.

Bien que la PEI soit un systéme de livraison synthétique efficace in vivo, il est
cependant associé a une toxicité dose dépendante chez la souris et explique pourquoi il n’a
pas été utilisé jusqu’a présent chez 1’humain 4% La toxicité de la PEI est en fonction de sa
masse moléculaire. La PEI branchée de 25 kDa est particulierement toxique
comparativement aux autres formes branchées de PEI de plus petites masses moléculaires.
Lorsque administrés aux poumons de I’animal, les complexes de PEI causent une
inflammation par l'infiltration des neutrophiles et une diminution de la saturation d’oxygéne

artériel *% %' De plus, I’administration systémique de complexes de PEI cause une nécrose



68
du foie et une mort rapide (< 30 minutes) de I’animal occasionnées par |’activation du

complément et un effet cytolytique important **°.

4.2.3.7.3. Les dendrimeres

Les dendriméres sont des supramolécules possédant une structure tridimensionnelle
branchée et sphérique (Figure 9 ¢ et d). La charge de surface (le nombre d’amines
primaires) et le diamétre des dendrimeres influencent largement les interactions avec
I’ADN lors du processus de condensation. Contrairement a la synthése des macromolécules
linéaires et branchées qui génére des produits avec une masse moléculaire variable, la
synthese des dendriméres permet de contrdler I’architecture du polymére et de générer des
macromolécules de tailles homogénes. Le diameétre et la charge de surface des dendrimeéres
sont déterminés par le nombre d’étapes de polymérisation. Des dendrimeres dits de

. . , . . . . , ;. . 3
cinquiéme génération ont subi cing étapes de polymérisation 336

Les dendriméres ont la particularit¢ de condenser ’ADN plasmidique en des
structures compactes (dendriplexes) d’environ | pum par des interactions électrostatiques
entre ses amines primaires terminales et les groupements phosphates de I’ADN. Les
dendriméres les plus étudiés sont les dendriméres de PAMAM, communément nommés
dendrimeres Starburst™. Cette classe particuliére de dendriméres possede une structure
unique, hautement branchée et sphérique, une taille uniforme (variant de 10 a 130 A, selon |
le nombre d’étapes de polymérisation) et une forte densité de charge. Notons qu’au pH
physiologique, les amines primaires des dendriméres de PAMAM ont la particularité de

n’étre que partiellement protonées.

In vitro, les dendrimeéres sont trés efficaces pour la livraison de génes dans une
variété de cellules eucaryotes adhérentes et non-adhérentes ainsi que pour la livraison de
génes dans les cellules primaires **> *. Les niveaux de transfection optimums sont obtenus
avec des dendriplexes dont le potentiel £ est positif. 11 a été rapporté que la "fracturation" a
la chaleur de la structure sphérique tridimensionnelle des dendrimeres de type Starburst™

(Figure 9 d) permet une induction significative de leur efficacité de transfection in vitro 3

- N ) « . [ . . . ,
464 ot in vivo *®. L’induction de I’efficacité de transfection des dendriméres fracturés
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semble étre reliée a I’augmentation de leur flexibilité facilitant les interactions avec I’ADN
et permettant une meilleure compaction de I’ADN. Des nanoparticules d’une taille de ~130
nm sont formées avec des dendriméres fracturés, comparativement a celle de 1 um formées
par les dendriméres non fracturés >>°. In vitro, I’effet cytotoxique des dendriméres est
dépendant de leur génération et de leur morphologie. Les dendriméres de haute génération
et non fracturés sont plus toxiques ‘% *’. Comparativement aux liposomes cationiques et
aux autres types de polyméres cationiques, les dendrimeéres sont des molécules de transport

peu cytotoxiques et trés efficaces in vitro 463,

In vivo, plusieurs études rapportent I’efficacité des dendriméres de type Starburst™
de différentes générations pour la livraison d’agents thérapeutiques dans des cellules

cancéreuses *°®, pour la livraison de drogues dans des traitements antibactériens et

465, 469 ainsi que pour la

livraison d’oligonucléotides aux poumons pour combattre la fibrose kystique 470,

antiviraux, pour la livraison de génes dans le muscle cardiaque

4.2.3.7.4. La chitosane

La chitosane est un polysaccharide naturel, non toxique, biocompatible, peu
immunogéne et biodégradable composé de deux unités (la D-glucosamine et la N-acétyl-D-
glucosamine) liés par un lien beta-1,4-glycosidique (Figure 9 e). La densité de charge de la
chitosane peut étre contrdlée par la préparation d’une solution composée de différentes
fractions d’unités N-acétyl-D-glucosamine ainsi que par la variation du pH de la solution de

471

complexation *"*. Dans les conditions optimales, la chitosane cationique permet la

condensation de I’ADN plasmidique en structures toroidales d’une taille moyenne de 100

471,472-474
nm

In vitro, les expériences de transfection ont démontré que 1’efficacité de la chitosane
est dépendante du type de cellules utilisé **> ** 476, Dans certain cas, les complexes
chitosane/ADN peuvent permettre des niveaux de transfection similaires a ceux de la PEI,

L . . 7,47
tout en étant beaucoup moins cytotoxiques. 477,478

In vivo, la chitosane est utilisée comme molécule de transport a cause de son

adhérence efficace aux muqueuses. Des résultats de transfection avec des complexes
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chitosane/ADN ont été rapportés dans le cas des muqueuses nasales 49 des cellules
oculaires, des poumons, de I’épithélium gastro-intestinal et des cellules du systéme
immunitaire des tissus lymphoides de I’intestin ****®3_ Par exemple, ’administration intra-
nasale d’un cocktail composé de plasmides d’ADN [codant pour des protéines
immunogénes du virus respiratoire syncitial (VRS)] complexés avec de la chitosane chez la

souris permet de diminuer significativement I’inflammation pulmonaire causée par le virus
484

4.2.4. Fonctionnalisation des molécules de transport

Puisque les molécules de transport synthétiques et naturelles sont facilement
modulables et modifiables, plusieurs stratégies visant a la création de systémes de livraison

fonctionnalisés plus efficaces que les polymeéres originaux ont été investiguées.
4.2.4.1. Ligand spécifique

Plusieurs ligands différents spécifiques a des récepteurs présents a la surface des
cellules ont été incorporés chimiquement aux molécules de transport cationiques pour
permettre une endocytose récepteur spécifique et ’expression du transgéne seulement dans
les cellules possédant le récepteur correspondant. 1.’asialoglycoprotéine ou des résidus de
sucre **?, la transferrine ** **7_ différents anticorps dirigés contre des protéines de surface et

. 440, 441
des facteurs de croissance ~

ont été étudiés. Les résultats indiquent que dans les
conditions physiologiques in vivo, ’ajout de tels ligands au systéme de livraison favorise

généralement 1’agrégation des complexes et diminue leur efficacité.

4.2.4.2. Composante endo-lysomo-lytique

La libération des complexes des vésicules endosomales suite a leur internalisation
dans la cellule par endocytose est essentielle pour permettre la localisation nucléaire de
I’ADN et I’expression du transgéne. Lorsque les polyméres ne possédent pas de
caractéristiques intrinséques permettant la libération des complexes de 1’endosome, des
composantes chimiques particuliéres stimulant la libération des complexes de 1’endosome

ou la lyse du lysosome peuvent étre utilisées. La chloroquine et le DOPE (un lipide
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fusogénique) ** sont des substances chimiques utilisées in vitro pour induire le bris des
vésicules endosomales lors des essais de transfection. La libération des complexes
emprisonnés dans I’endosome par ces molécules chimiques augmente le niveau

) . -~ .. 330, 397, 418 e e
d’expression génique in vitro . Cependant, leur utilisation in vivo est limitée

puisqu’elles s’avérent trés toxiques.

Dans le cas de la PEI et des dendriméres, il semble que ces polyméres possedent des
caractéristiques intrinséques permettant leur libération de 1’endosome 302,355 1 s’agit de
I’hypothése de "I’éponge a protons"**. Au pH physiologique (pH 7), les amines de la PEI
(pKa 5.5) et des dendriméres (pKa 3.9 et 6.9) sont partiellement chargées et lorsqu’elles se
retrouvent dans ’environnement acide de ’endosome, le changement de pH induit leur
protonation. Il y a alors tamponnement du pH endosomal accompagné d’une accumulation
de protons, de I’entrée d’ions chlorure causant I’entrée de molécules d’eau qui font éclater
I’endosome avec la libération des complexes dans le cytoplasme. Pour promouvoir la
libération des complexes de I’endosome, I’hypothése de "I’éponge a protons" a été
exploitée lors de la synthése de nouveaux polyméres. La synthése de polyméres contenant -
des amines tertiaires ou des groupements chimiques dont le pKa est voisin du pH
endosomal démontre I’induction de la libération des complexes dans le cytoplasme et une

efficacité de transfection élevée®.

Des peptides viraux ou des peptides synthétiques particuliers (nommés peptides
fusogéniques) sont aussi utilisés en combinaison avec les complexes pour promouvoir la
libération de I’endosome et I’induction de I’expression génique *** **°, Par exemple, des
séquences précises de 1’hémagglutinine (HA-2) du virus de I’influenza et la protéine TAT
du VIH sont utilisées sous forme de peptides pour leur efficacité naturelle de permettre la
libération du virus du compartiment endosomal suite a son internalisation*®’. Au pH
endosomal, ces deux peptides subissent une modification conformationnelle importante ; il
y a formation d’une hélice-o amphiphatique qui interagit avec les membranes lipidiques

endosomales et cause leur bris.
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4.2.4.3. Séquence de localisation nucléaire (SLN)

La membrane nucléaire des cellules eucaryotes quiescentes ou post-mitotiques
représente une barriére importante pour la livraison nucléaire de I’ADN plasmidique seul
ou complexé & des molécules de transport **!. Dans le cas de la thérapie génique et des
vaccins a ADN, I’addition de SLNs permet (la reconnaissance spécifique de I’ADN par les
importines cytoplasmiques o et [, le transport vers le CPN et la translocation nucléaire 24"
249,492,493 1 5 séquence classique de ’antigéne grand T du virus SV40 [Pro-Lys-Lys-Lys-
Arg-Lys-Val (PKKKRKV)], des séquences bipartites telles que :
KRPAATKKAGQAKKKK de Xenopus, des séquences riches en arginine:
RQARRNRRRRWRERQRQ du VIH-1 ainsi que des protéines d’origines virales ont
démontré des résultats intéressants ***, Les peptides correspondants aux séquences SLNs

peuvent étre complexés & ’ADN par des interactions électrostatiques 493

496

, par des
attachements covalents ** - ou par des sites d’attachements spécifiques **’. L hybridation
in situ a permis de démontrer que les plasmides contenant les SLNs sont localisés
seulement dans le noyau des cellules alors que les plasmides sans séquences sont dispersés

dans I’ensemble du tissu et rapidement éliminés.

Le nombre de peptides SLN requis pour induire la livraison nucléaire de I’ADN est
un sujet controversé. Une étude démontre qu’un seul peptide SLN lié chimiquement a
I’extrémité d’un plasmide linéarisé est suffisant et nécessaire pour induire la livraison
nucléaire alors que plusieurs séquences distribuées sur le méme plasmide sont censées
inhiber I’internalisation nucléaire en interagissant simultanément avec plusieurs protéines
kariophiliques ou avec plusieurs CPNs 2*/. Par contre, il a aussi été démontré que la
présence de ~ 70-100 peptides SLN [liés par une réaction de photoactivation ou par un
groupement cyclopropapyrroloihdole] par plasmide permet un niveau de localisation

. « ey, 249,493
nucléaire tres élevé < 7.

Bien que d’excellents résultats de translocation nucléaire sont démontrés avec
Iutilisation de peptides SLN, les études rapportent cependant que les méthodes utilisées
pour lier les peptides aux plasmides empéchent généralement la transcription du géne

contenu dans le plasmide. De plus, malgré le succés de l'importation nucléaire de I'ADN



73
plasmidique par les SLNs observé sur des cellules en culture, 1’efficacité in vivo des SLNs
pour I’induction de la livraison nucléaire et de I’expression de 'ADN est trés peu rapportée.
Les rares études indiquent que I’incorporation d’une séquence de localisation nucléaire a la
suite d’un géne rapporteur ou immédiatement aprés le promoteur du vecteur d’expression

eucaryote, permet I’induction de I’expression in vivo du transgéne de 20 a 200- fois 497498

L’efficacité¢ des SLNs a récemment été évaluée pour la translocation nucléaire de
complexes polymeéres cationiques/ADN. La présence de peptides SLN préalablement
complexés a ’ADN avant sa condensation par la PEI n’augmente pas I’efficacité¢ de
transfection des complexes **°. Ce manque de gain d’efficacité s’explique par le fait que les
peptides SLN seraient masqués suite a la condensation de I’ADN par le polycation. Pour
une présentation efficace des SLNs a la surface des complexes, quelques études ont analysé
la liaison de peptides SLN directement sur le polycation *° *”!, Les complexes formés de
PEI-SLN ont démontré un niveau d’importation nucléaire élevé et d’expression génique de

10 a 16 fois supérieure aux complexes sans SLN.
4.3. Molécules immunostimulantes

Pour étre efficace, un vaccin a ADN doit étre internalisé dans les cellules, doit
perfnettre I’expression de I’antigéne, doit alerter le systéme immunitaire et initier la réponse
immunitaire. De plus, I’expression et la présentation de 1’antigéne par les APCs sont
importantes au niveau de ’induction de la réponse immunitaire **>. Pour maximiser
I’expression et la présentation de I’antigéne par les APCs, une livraison spécifique du
vecteur d’expression a ces cellules grace a des ligands spécifiques et I’augmentation de la
biodisponibilité de I’antigéne peuvent étre utilisées comme stratégies. De plus, différentes
molécules immuno-modulatrices telles que les cytokines, les chimiokines, les molécules de
co-stimulation et les molécules d’adhésion permettent d’augmenter I’immunogénicité des

vaccins 8 ADN et/ou diriger la réponse immunitaire vers le type désiré.
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4.3.1. Cytokines

Les cytokines sont impliquées dans la régulation de I’intensité et de la durée de la
réponse immunitaire des cellules du syst¢tme immunitaire. Dans I’objectif de stimuler,
augmenter et/ou diriger la réponse immunitaire des vaccins a ADN, de nombreuses
cytokines ont été co-administrées sous forme de protéines recombinantes ou sous forme de

séquences codantes clonées dans des vecteurs d’expression eucaryote.

4.3.1.1. Induction d’une réponse immunitaire a médiation

cellulaire

Pour une protection spécifique contre certains virus et pathogénes intracellulaires,
une réponse a médiation cellulaire est essentielle. Ce type de réponse est induit par la
production des cytokines IL-2, 1L-12, IL-15, IL-18 et INF-y. Les séquences codantes ou les
protéines recombinantes de ces cﬁokines ont été utilisées dans des immunisations
expérimentales par ADN **°%_ Par exemple, la co-injection de plasmides codant pour I’IL-
12 avec des plasmides codant »pour un antigéne viral chez la souris, stimule la production
d’IL-2 et d’IFN-y et augmente ainsi la réponse a4 médiation cellulaire spécifique ***. Chez
les macaques, la co-administration de plasmides codant pour I’IL-12 ou I’'IL-18 avec un
vaccin & ADN contre le VIH permet d’augmenter de fagon significative la prolifération des

cellules Tqux | spécifiques >®.

4.3.1.2. Induction d’une réponse immunitaire humorale

Dans le cas de pathogénes ou la réponse immunitaire de type humorale est
importante, la co-administration de plasmides codant pour les cytokines IL-4, IL-5 ou IL-10
s’est avérée trés efficace pour le développement des cellules T,ix2 et la production
d’anticorps 306, 507 par exemple, la cd-injection d’IL-4, d’IL-10 et de la chimiokine MIP-a.
(macrophage-inflammatory protein 1-o) avec un plasmide codant pour la protéine gp120 du

VIH chez le chimpanzé, augmente significativement le titre d’anticorps spécifiques **.
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4.3.1.3. Induction générale-de la réponse immunitaire

Une maniére intéressante d’augmenter I’immunogénicité générale des vaccins a
ADN est de stimuler I’expansion des cellules présentatrices d’antigénes au site
d’inoculation par la co-injection de la cytokine du facteur de stimulation des granulocytes et
des macrophages (GM-CSF). La présence de la cytokine GM-CSF au site d’inoculation et
au site de production de I’antigéne permet le recrutement des cellules présentatrices
d’antigénes (CDs et macrophages) impliquées dans le processus de présentation de
lantigéne et dans le développement de la réponse immunitaire autant humorale que
cellulaire. Son utilisation peut étre appropriée lorsque la réponse nécessaire a la protection
contre le pathogéne est inconnue ou lorsque I’induction de la réponse humorale autant que
cellulaire sont bénéfiques. Le GM-CSF ne fait qu’amplifier la réponse immunitaire
naturellement induite par [’antigéne 509, 510 1 effet adjuvant du GM-CSF ‘pour le
développement de vaccins a ADN a été démontré in vivo; le GM-CSF augmente la
production d’anticorps et la lymphoprolifération et dans certain cas, la réponse protectrice

lors du challenge >**'%-3!1,

4.3.2. Molécules de co-stimulation

Pour le développement d’une réponse immunitaire, les cellules transfectées doivent
présenter deux éléments aux cellules T pour permettre ’activation et I’expansion de ces
derniéres en cellules Tay spécifiques: (i) le complexe CMH/peptide reconnu par le TCR du
lymphocyte T et (ii) une molécule de co-stimulation (B7.1, B7.2 ou CD40) reconnue par le
récepteur CD28/CTLA4 a la surface des cellules T. L’injection intramusculaire d’un
plasmide codant pour la molécule de co-stimulation B7.2 avec un vaccin a ADN contre le
VIH permet une augmentation étonnante de la prolifération des cellules T,ux antigéne
spécifique et de la réponse des CTL . En plus de stimuler directement les cellules T,
I’expression endogéne de B7.2 favorise le développement d’un environnement pro-
inflammatoire [par I’apoptose des cellules transfectées B7.2 positives par les cellules T]

propice a la présentation de I’antigéne par "cross presentation” (section 2.4.2.2.) 176,
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4.3.3. Molécules d’adhésion et chimiokines

La co-injection de plasmides contenant une séquence codant pour une molécule
d’adhésion [ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule 1) et LFA-3 (lymphocyte function-
associated antigen-3)] et pour une chimiokine [RANTES (regulated upon activation, normal
T-cell expressed, and presumably secreted) et MIP-la (monocyte chemotactic protein-1
alpha)] avec un vaccin & ADN permet une induction significative de la réponse
immunitaire, comparativement au vaccin administré seul °'*°'* L’expression de RANTES
ou de MIP-1a attire les cellules inflammatoires au site d’injection et d’expression de
I’antigéne et module les fonctions des lymphocytes T et B alors que la présentation de
ICAM-1 ou de LFA-3 & la surface des cellules transfectées permet des interactions

essentielles avec les cellules T pour le développement de la réponse immunitaire.

4.3.4. Récepteur fas

L’induction de I’apoptose des cellules transfectées exprimant I’antigeéne par la co-
administration d’ADN codant pour le récepteur fas a un impact positif au niveau de
I’induction de la réponse immunitaire des vaccins a ADN. Cette stratégie permet
d’augmenter la présentation de'l’antigéne par les CDs, la réponse CTL spécifique et
d’induire la production des cytokines de I’immunité cellulaire °*°. L’amplification de la
mort des cellules renforce I’immunité cellulaire par ’augmentation du mécanisme de "cross

presentation” de I’antigéne aux cellules T par les CDs.

4.3.5. Motifs CpG non-méthylés d’origine bactérienne

L’addition de motifs CpG non-méthylés d’origine bactérienne dans le vecteur
d’expression ou la co-injection d’oligodéoxynucléotides CpG est largement utilisée comme
adjuvant pour améliorer la réponse immunitaire des vaccins a ADN °'%°!8, La séquence, le
nombre de répétitions et les aspects structuraux des CpG influencent le type de réponse
immunitaire. Selon leurs impacts immunologiques, les motifs CpG sont classés en deux
classes différentes, les classes A et B >'°. La classe A a I’habilité particuliére d’induire une
réponse de type cellulaire par I’activation des cellules NK et la production d’INF-a/p par
les pCDs alors que les CpG de la classe B, sont associés au développement d’une réponse

humorale gréce a une prolifération significative des lymphocytes B 320,521
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4.4, Combinaison de vaccins

Plusieurs études immunologiques ont démontré que la combinaison de différents
types de vaccins augmente leur efficacité individuelle. Un vaccin "combiné" débute par une
ou plusieurs doses d’un premier type de vaccin (le "prime") et est suivi d’un deuxiéme type
de vaccin (le "boost"). Habituellement, cette stratégie utilise une combinaison de vaccins a
effets complémentaires au niveau de la réponse immunitaire. Par exemple, la combinaison
d’un vaccin 4 ADN et d’un vaccin composé d’un virus recombinant stimule
préférentiellement ’induction d’une réponse a médiation cellulaire *** alors que la
combinaison d’un vaccin & ADN et d’un vaccin sous-unitaire permet l’induction de la

réponse CTL et I’induction des anticorps neutralisants >>* 324526,

4.5. Ciblage des cellules dendritiques (CDs)

Les cellules présentatrices d’antigenes dérivées de la moelle osseuse jouent un réle

crucial dans I’induction de la réponse immunitaire '*> 1% 16!

. Récemment, plusieurs
stratégies ont été développées pour cibler la transfection des CDs et des cellules de
Langerhans ou pour permettre la livraison de I’antigéne synthétis€ de novo par les cellules
transfectées aux CDs. Des évidences indiquent que 1’efficacité des vaccins & ADN serait
significativement augmentée par le ciblage des CDs. Premiérement, 1’ajout de séquences de
régions variables d’anticorps spécifiques a des récepteurs des CDs (DEC-205 et CD11c) &
la séquence de I’antigéne *?’, permet une stimulation supérieure de la réponse humorale et
cellulaire, comparativement a la séquence native de ’antigéne. Deuxiémement, des résultats
immunologiques trés intéressants ont ét¢ obtenus par la création d’une protéine
recombinante contenant la région de CTLA4 reconnue par les récepteurs CD80 et CD86 a
la surface des CDs **%, Chez la souris, I’expression de protéines recombinantes CTLA4+,
augmente le titre d’anticorps spécifiques de 10 000 fois, comparativement au vaccin 8 ADN
conventionnel. Troisiémement, 1’utilisation de promoteurs eucaryotes spécifiques aux CDs
tels que le promoteur de la fascine (protéine impliquée dans la migration des CDs) et de la
dectine-2 (récepteur cellulaire) lors de la construction de vecteurs d’expression eucaryote a
démontré chez la souris, que malgré I’expression restreinte de ’antigéne par les quelques
163, 529

CDs au site d’inoculation, plusieurs cellules CD8" spécifiques sont induites

Quatriéemement, I’encapsulation d’ADN plasmidique dans des vésicules recouvertes de
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mannose (dont le récepteur spécifique est fortement exprimé a la surface des CDs) permet

530, 331 Cinquiémement, des molécules de

une induction de la réponse immunologique
transport synthétiques favorisant la transfection des CDs ont été évaluées. Les
caractéristiques des microsphéres et des nanoparticules de polyesters polyglycolique (PGA)
et de polylactate-co-glycolate (PLG) permettent de cibler la capture de 1’ADN et
I’expression de I’antigéne par les APCs in vitro, ex vivo et in vivo % 53534 In vivo,
l'injection intramusculaire d’une formulation PLG/ADN permet une induction de la réponse
CTL et la production d’anticorps antigéne-spécifiques, comparativement a 1’injection
d’ADN dans la saline qui ne permet que I’induction de la réponse CTL 303, 535, 536,
L’utilisation in vivo des microparticules de PLG indique aussi que des quantités moindres

d’ADN sont nécessaires pour induire une réponse immunitaire similaire a celle induite par

de I’ADN administré dans la saline.



III. HYPOTHESES ET OBJECTIFS

Mon projet de recherche présente des stratégies pour améliorer 1’efficacité du
prototype de vaccin 8 ADN contre le BVDV développé dans le laboratoire du Dr Elhazary
2 11 avait été démontré que le prototype permettait une protection immunitaire partielle
(signes atténués de la maladie et période de signes cliniques plus courte) suite au challenge
et qu'une quantité considérable d’ADN était nécessaire (3 inoculations de 1.0 mg/veau)
pour induire cette protection. Le vaccin consistait 4 un vecteur plasmidique codant pour la
séquence native de la protéine E2 du BVDYV dissous dans de la saline et injecté par voie

intramusculaire,

La premiére hypothése de recherche étant abordée dans cette thése est que la
protection de I’ADN plasmidique lors de son voyage vers le noyau cellulaire par des
molécules de transport augmentera la biodisponibilité et le niveau d’expression de I’ADN et
permettra ainsi de diminuer la quantité d’ADN nécessaire pour le développement d’une
réponse immunitaire adéquate. La deuxiéme hypothése abordée dans cette thése est que le
potentiel immunologique du prototype de vaccin pourrait étre augmenté en apportant
certaines modifications sur la séquence native de E2. Une meilleure expression de la
protéine E2 et une meilleure présentation au systéme immunitaire permettraient 1’induction
d’une réponse immunitaire supérieure. La troisiéme hypothése abordée dans cette thése est
que la combinaison de génes E2 provenant des deux génotypes principaux en Amériques du
Nord permettra I’induction d’une protection immunitaire contre les deux génotypes de

BVDV.

Les deux objectifs généraux de mon projet de recherche sont : (1) d’augmenter le
potentiel immunologique du prototype de vaccin a ADN contre le BVDV et (2) créer un
vecteur multivalent pour générer une protection croisée contre des souches hétérologues de
BVDYV et élargir le spectre de protection du vaccin aux deux génotypes. Le premier objectif
général se divise en deux objectifs spécifiques: (a) Développer et caractériser des
molécules de transport pour assurer la livraison de I’ADN vaccinal et améliorer la

biodisponibilité de I’ADN vaccinal, (b) apporter des modifications géniques a la séquence
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E2 native pour optimiser ’expression du géne et la présentation de la protéine résultante au

systeme immunitaire.



IV. MATERIEL, METHODES ET RESULTATS

ARTICLEI
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Résumé de L’Article I
Synthesis and Characterization of New Permanently Charged

Poly(amidoammonium) Salts and Evaluation of their DNA Complexes for Gene Transport

Les poly(amidoamine)s (PAMAMs) (des polymeres cationiques) ont été les premicres
molécules de transport étudiées dans mon.projet de recherche. Ce type de molécules m’a été
proposé par le chimiste relié a notre groupe de recherche, un spécialiste de la synthése
chimique des polymeres. Les polymeres de cette famille étaient trés intéressants a cause de
leur architecture particuliére. Nous avons étudié 1’impact de 1’architecture du polymere [(i)
densité de charge, (ii) localisation des charges (sur les chaines latérales et squelette)] sur les
caractéristiques physico-chimiques (efficacit¢ de condensation, taille des complexes,
morphologie et charge nette de surface (potentiel &)) et les propriétés biologiques (efficacité

de transfection et cytotoxicité in vitro) des complexes formés.

Initialement, j’ai d décider d’un protocole a suivre pour la complexation de I’ADN avec
les polyméres. Suite a la revue de la littérature concernant !’utilisation de polymeéres
cationiques comme molécules de transport, j’ai été surprise de voir le nombre de protocoles
différents de complexation. Je devais tenir compte de mon objectif final qui était d’utiliser
ces complexes in vivo. Par exemple, dans quel type de solution effectuer la complexation?
Dans de I’eau ou dans une solution saline 150 mM plus appropriée pour I’inoculation in
* vivo? Est-ce que la solution d’ADN sera au, polymére- ou le polymere a I’ADN lors de la
complexation? A quel ratio (quantité de polymére/quantité d’ADN) effectuer la
complexation? A quelle concentration d’ADN effectuer les complexations? J’ai eu a
effectuer plusieurs essais de complexation et effectuer des ajustements au courant des
expériences avant de pouvoir faire 1’analyse physico-chimique des complexes. Par
exemple : (1) j’avais commencé avec une concentration d’ADN de 100 pg/mL mais, étant
donné que I’ADN précipitait en présence du polymére, il a fallu effectuer la complexation a

10 pg/mL d’ADN.

Par la suite, j’ai effectué des études physico-chimiques : détermination de la charge de
surface des complexes et des tailles des molécules a I’aide du Zetasizer (Malvern, NanoZS

ZEN3600 (quasielastic light scattering (QELS)), la morphologie des complexes grice a
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microscope électronique a transmission avec 1’aide d’une spécialiste du CRDA. Les
résultats obtenus ont permis de démontrer que la présence de charges sur le squelette a un’
impact considérable sur la condensation de I’ADN et la morphologie des complexes
formés. Une forte densit¢ de charge positives (70% du squelette) obtenue par une
quaternisation €élevée du squelette du polymére permet la formation de complexes

sphériques définis d’une taille de 50-100 nm.

Parallélement aux études physico-chimiques, j’ai effectué des essais de transfection pour
évaluer I’efficacité de mes molécules de transport. Je me suis servi d’une molécule de
transport cationique disponible sur le marché (PEI) comme contrdle positif et en guise de
comparaison d’efficacité de transfection. Plusieurs essais de transfection ont été réalisés car
il est clairement rapporté dans la littérature que le ratio de complexation influence
grandement |’efficacité de transfection; elle peut étre faible ou nulle & un ratio de 1.1 et
optimale & 1.29. L’analyse des résultats de transfection a tout d’abord démontré
que I’architecture du polymeére influence I’efficacité de transfection des complexes. Une
forte densité de charge sur le squelette est essentielle pour obtenir un maximum de
transfection. En outre, les niveaux de transfection dépendent des caractéristiques physico-
chimiques : les complexes PAMAMSs/ADN les plus efficaces ont une taille inférieure a 200
nm, un potentiel £ fortement positif et une morphologie toroidale. Par contre,
comparativement au test de référence in vitro des polyméres cationiques [la PEI branchée],
les PAMAMs étudiés se sont avérés peu intéressants (soit, 2000 fois moins que la PEI) dans
les conditions testées en plus d’étre trés cytotoxiques. A cause de ces deux derniéres
démonstrations importantes, nous avons décidé de ne pas envisager ’éventuelle utilisation
in vivo de cette famille de molécules de transport et de s’orienter vers d’autres molécules de

transport.

En résumé, j’ai contribué considérablement a la conception de I’article, j’ai effectué toutes

les expériences et participé a la rédaction de 1’article.
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ABSTRACT. A new series of linear and permanently charged poly(midoamoniuﬁ) salts
were synthesized in order to investigate the inﬂuenée of their ionic and hydrophobic
contents on both the cytotoxicity and the transfection mediated by polycation-DNA
complexes. The poly(amidoammonium) salts were prepared by chemical modification of a
parent poly(amidoamine) containing two tertiary amino groups per structural unit, one
incorporated into the main chain, the other fixed at the end of a short bismethylene spacer.
The permanent charges were introduced through a quaternization reaction involving
iodomethane or l-iodododecane as an alkylating agent. Under appropriate conditions, the
methylation reaction was found to be regioselective, allowing the quaternization of either
the side chains or both the side chains and the backbone. Under physiological salt
conditions (150 mM NaCl), all the poly(amidoammonium) salts self-assembled with DNA
to form complexeé. High proportions of highly quaternized polycation provided better
defined morphology to the polycation-DNA complexes. Complexes formed from
unquaternized polycation were less cytotoxic than branched poly(ethyleneimine) (25 kDa).
At high polycation-DNA weight ratios, the introduction of permanent charges generated a
significant increase in the cytotoxicity, but no patent correlation could be established with
the amount and the position of the permanent charges. Only complexes formed from
polycations with quaternized backbone were able to generate significant gene expression,
whi;:h was putatively attributed to a better defined toroidal-like morphology together with a
higher stability, as suggested by zeta potential measurements. The incorporation of
dodecane side chains on highly charged polycations severely amplified the cytotoxicity so

that, in return, the transfection level was dramatically affected.
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INTRODUCTION

The transport and delivery of DNA to cells is of major biological importance for
therapeutic applications such as gene therapy and DNA vaccines. So far, viral vectors are
the most efficient carriers in delivering DNA into specific organelles. However, the use of
viral vectors, as with recombinant viruses, presents serious limitations due to their potential
immunogenicity and oncogenicity when used in vivo.! Nevertheless, viral vectors have
inspired chemists to prepare alternative synthetic vectors. Among the numerous strategies
employed to produce DNA-carrier complexes, electrostatic self-assembly between an .
oppositely charged polycation and DNA is probably one of the most promising methods.
These complexes can transfect mammalian cells in vitro and in vivo.? Polycation-based
DNA complexes represent a simple way to increase gene delivery into cells. However, the
main drawback of these nonviral vectors is their relatively low in vivo gene transfection
efficiency when compared with viral vectors. There are several explanations for this
observation, such as the inability of the complex to be internalized in the cell,3 the difficulty
to permeablize the endosomal membrane,* the problems of migration of the complex within
the cytoplasm, and its entry into the nucleus.>® Consequently, there is a significant need to
design new carriers in order to enhance delivery of DNA and at the same time to better

understand the properties that are crucial for efficient transfection.

Considerable efforts have been made to design functional polycations capable of
overcoming cellular barriers to transfection. Poly(ﬁ-aminoester)s,7’8
poly(aminoalcoholester)s,” poly(L-lysine) (PLL),'® polyethylenimine (PED'"'? and its

6 and

conjugates,13 chitosane," poly(methacrylate)s,15 aliphatic jonenes,’'
poly(amidoamine)s (PAMAM)s'"!® are among the most widely tested polycations for gene

transfer and delivery.

Ideally, polycations should be able to condense DNA into nanoparticle-size neutral
complexes in order to avoid interactions with biological elements. However, there is a
consensus opinion that complexes should possess an overall positive charge in order to

ensure adhesion to the negatively charged cell membrane and also to prevent nanoparticle
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aggregation in solution. However, as it has been demonstrated with PEI, the disadvantage of
an increase in charge density is its association with an increase in cytotoxicity.'> Other
parameters such as the architecture of the polycation may also play a fundamental role in

the development of cytotoxicity.'?

PAMAMs represent a class of versatile polycations with a great potential for biological
applications’® due to their relatively low toxicity?® and their degradability in aqueous
solution.”! These polycations are generally prepared by the reaction of bisacrylamide
derivatives with bis(secondary) amines or monofunctional primary amines. Their chemical
structure generally alternates amide groups with tertiary amines, presenting an overall basic
character due to the presence of free amines regularly arranged along the backbone.
PAMAMs are not strong polyelectrolytes and, consequently, are not completely charged at
all pH values. However, when PAMAMs contain amino groups whose pK, values are close
to or higher than the physiological pH, they are considered as good potential vectors for
carrying DNA into cells. Given that the number of protonated amines of PAMAMs is
related to the basicity constant of their different amino groups, the ionic content can only be

modulated by appropriate modifications of the chemical structure.**

So far, although a large library of linear PAMAMSs has been designed and prepared for

2 .. .
19, 4, traditional chemical

various biological applications, notably by Ferruti and coworkers.
modifications are rather scarce. To the best of our knowledge, attempts to examine the
effect of permanent charges on the side chains and backbone of poly(amidoammonium)

> jonenes,'®

salts have not yet been reported. Other systems such as PAMAM dendrimers,’
and PEI*® have however been investigated with regard to their ionic content. In the work
presented here, we focused on a linear PAMAM that contains a versatile building block for
subsequent chemical modifications. This represents the first step towards the preparation of

a new type of multifunctional DNA carrier.

A PAMAM (S0) that could be dissolved at room temperature in classical dipolar aprotic
solvents was prepared in order to permit chemical modifications under optimal conditions.
This polymer contained two tertiary amino groups per structural unit, one located in the

backbone between the two amide groups, the second at the end of a bismethylene spacer
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(Figure 1). The first synthesis step was followed by systematic chemical modifications of
polymer SO. Firstly, in order to promote a strong ionic complexation and to gauge the
optimum ionic make up in terms of biophysical response, the ionic content on the backbone
of the polycation at physiological pH was finely adjusted by quaternization N-alkylation.
Three series of polycations were produced to assess the effects of the variation of the ionic
content on the transfection efficiency. The first series, termed Sm, varied the amount, m
(mol %), of permanent charges on the side chains, while the second series, Bp, varied the
amount, p (mol %), of permanent charges on the backbone in addition to the complete
quaternization of the side-chain ‘amino group. Finally, hydrophobically modified
poly(amidoammonium) salts were also prepared in order to promote hydrophobic
interactions between the cell membrane and the complex and thus to facilitate cellular
uptake.?”? This third series of polycations, BpAz (where z represents the molar fraction of
segments bearing aliphatic side chains), was composed of highly charged polycations of the

Bp series that contained a variable amount of aliphatic side chains.

In this study, the complexes formed from polycations of the three series were investigated
for their physico-chemical properties at physiological salt concentration since the results

needed to be relevant for subsequent ix vivo experiments.
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Figure 1. Schematic route for the synthesis of poly(amidoammonium) salts of the Sm [m,
amount (mol %) of permanent charges on the side chains], Bp [p, amount (mol %) of
permanent charges on the backbone in addition to the complete quaternization of the side-
chain amino group], and BpAz [z, the molar fraction of segments bearing aliphatic side
chains] series. (a), (b), (c), (d), and (e) are the different polycations obtained by
quaternization of the parent poly(amidoamine) S0. "A" represents the segment of the

polycation containing the methylene bisacrylamide.
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EXPERIMENTAL SECTION

Chemical Materials. N,N'-methylenebisacrylamide (99%), 2-diethylaminoethylamine
(99%), iodomethane (98%), 1-iodododecane (98%), and branched PEI (25 kDa) were
obtained from Aldrich and used as received. Dialysis membranes (SpectraPor, VWR) had a
nominal cutoff of 3500 and 6000-8000 Da. Solvents (Aldrich) were of analytical grade.
Dimethylformamide (DMF) and dirﬁethylacetamide (DMAC) were transferred directly from
Sure/Seal bottles to the reactive flask via a cannula system. Dimethylsulfoxide (DMSO)
was distilled under vacuum over CaH; and kept over molecular sieves. Water used for
polymerization and dialysis was purified by a Millipore Milli-Q water purification system
(resistance 18.2 MQ). '

Characterization of Polycations. Elemental analysis and NMR spectroscopy were used to
verify the purity as well as the structure of the prepared polycations, respectively. (a)
Elemental analysis of the elements C, H and N was performed at Université de Montréal
(Montréal, PQ) and at Chemical and Chemisar Laboratories (Guelph, ON). (b) NMR
spectra were obtained with a 300-MHz Chemagnetics CMX Infinity spectrometer. 'H
chemical shifts, 8, are given in ppm relative to the solvent residual resonance fixed at 2.49
ppm for DMSO. To simplify the report of chemical shifts, nitrogen atoms were identified as
Np and Ny, depending on whether they were located in the backbone or in the side chain,
respectively. The one-dimensional (1-D) BC NMR spectra were recorded with the
wideband-alternating phase low-power technique for zero residue splitting (WALTZ)
proton decoupling.30 The 1-D attached proton test (APT)’! and the 2-D heteronuclear
correlation (HETCOR)*? experiment were performed with 7 and 3.6 ms evolution times,
respectively. The 2-D magnitude heteronuclear multiple-bond correlation (HMBC) was
performed with an evolution time of 83.3 ms without carbon decoupling.*® For polycations
of the Sm and Bp series, the methylation content in mol % was determined by using the
triplet signals at 0.92, 1.20, and 1.27 assigned to ethyl methyl proton resonances of the
nonmethylated, monomethylated, and dimethylated units, respectively. The peaks were
deconvoluted using Lorentzian functions. For hydrophobized polycations of the BpAz
series, the aliphatic content was determined from the ratio of the integrated peak of the
chain-terminal methyl group at 0.84 ppm and the methylene bisacrylamide unit at 4.6-4.3

ppm. The content of unquaternized backbone amino groups was obtained from the ratio of
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the integrated peak of the methylene bisacrylamide units at 4.6-4.3 ppm and the methylene
groups at 2.4-2.2 ppm in a-position to tfle carbonyl. (¢) Infrared spectra were recorded on a
Bio-Rad spectrometer (Excalibur Series) and were obtained from samples ground in KBr
pellet§ or deposited from a polycation solution of methanol or chloroform or a mixture of
both on a CsF crystal. The chamber was flushed for 5 min with dry nitrogen before each
measurement. A number of scans (64) at a resolution of 2 cm™ were averaged. (d) The
molar mass of polymer SO was determined by gel permeation chromatography according to
a procedure described elsewhere.>® The separation was performed at room temperature
using a TSK gel G5000WXI column calibrated with poly(oxyethylene) (Polymer Source,
Montréal, PQ), Tris buffer at pH 8.1 as mobile phase, and a HP 1050 UV detector fixed at
230 nm. The apparent molar mass measured was 6000 g-mol™, namely 22 structural units.
(e) pK, values were predicted using the ACD/I-Lab Web service (ACD/pK, 7.02). (f) The
calculated length between the ammonium groups was estimated using Hyperchem 7
(Hypercube Inc.) for one structural unit in the all-trans conformation.

Biological Materials. Water used for complexation (DNase free, molecular biology
reagent) was from Sigma (Oakville, ON). Cultureware was from Fisher Scientific
(Montréal, PQ). Zeocin, plasmid pBudCE4.1/LacZ/CAT, Escherichia coli Top 10
chemically competent cells were from Invitrogen (Burlington, ON). The cell proliferation
kit MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide]. and the B-GAL
ELISA kit were from Roche Diagnostics (Laval, PQ). Dulbecco's modified Eagle's medium
(DMEM) and OPTI-MEM I reduced serum medium were purchased from GIBCO
Invitrogen (Burlington, ON). Fetal bovine serum (FBS) was from Medicorp (Montréal,
PQ). Endotoxin-free Giga Kit was from QIAGEN (Mississauga, ON). COS7 cell line
(Simian virus 40-transformed kidney cells of an African green monkey) was from American
Type Culture Collection (ATCC) (Valencia, CA).

Complexation with DNA. Polycation-DNA complexes were prepared at different weight
ratios (w/w) at a final DNA concentration of 10 pg/mL. In each case, the appropriate
amount of polycation was dissolved in 500 puL of Sigma water containing 150 mM NaCl
(pH 7.3). The DNA solution (20 pg/mL) was gradually (50 uL each addition) added to the

polycation solution, with a vortex time of 30 s between each addition. After complete
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addition, the solutions were stirred for 2 min and incubated at room temperature for 30 min
to improve stabilization.

Electrophoresis. Agarose gel electrophoresis retardation assays were performed on
polycation-DNA complexes. Complexes (40 uL containing 400 ng of DNA) were subject to
electrophoresis on a 0.8% (w/v) agarose gel [Tris-acetate-EDTA buffer (TAE) pH 8.5, 90
V, 90 min]. DNA bands were visualized by UV illumination after coloration with ethidium
bromide (0.5 pg/mL) for 30 min and photographed.

Transmission Electronic Microscopy (TEM). Observations were performed on a Phillips
EM 410 at 80 kV. Complexes were prepared according to the procedure described above.
Samples were: stained with a drop of 1% aqueous uranyl acetate (without pH adjustment
and filtered on 0.22 pm) before being deposited on a 150-mesh copper grid covered with
Formvar. The excess solution was gently wicked off with filter paper. Unstained samples
were prepared according to the same procedure.

Size and Zeta (§) Potential. Size and {-potential of the particles were measured by
quasielastic light scattering (QELS) by using a Zetasizer (Malvern, NanoZS ZEN3600) with
the same disposable cell (Folded capillary cell DTS 1060) containing 750 pL of a freshly
prepared complex solution. Experiments in triplicate were performed, starting by the size
measurement and then followed by the {-potential measurement. The instrument was
equipped with a monochromatic coherent helium neon laser (A = 633 nm) as a light source.
The scattered light was recorded at an angle of 90°, and the analysis of the autocorrelation
function was performed automatically to yield the diffusion coefficient, D, taking the
values 1.33 and 25 °C for refractive index and temperature, respectively. Weighted intensity
distributions were given relatively to the hydrodynamic diameter using a bimodal
distribution. The {—potential was calculated by using the Smoluchowsky® approximation.
Transfections. One Shot TOP10 chemically competent E. coli grown in Luria Broth (LB)
medium containing Zeocin (50 pg/mL) were transformed with the plasmid
pBudCE4.1/1acZ/CAT (8433 bp) encoding B-galactosidase under the control of the CMV
promoter. The plasmid was isolated and purified using the endotoxin-free Giga Kit and then
dissolved in Sigma pure water containing 150 mM NaCl (pH 7.3). The DNA concentration
was measured by UV absorption at 260 nm, and the purity was confirmed with Ajgo/Azso

and by 0.8% (w/v) agarose TAE gel electrophoresis followed by ethidium bromide staining.
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Restriction analysis was used to confirm the successful amplification and isolation of the
plasmid. The DNA aliquots were stored at -20 °C prior to use. COS7 cells were used for
transfection and cell viability tests. Cells (2.7-10° per well) were grown to 90% confluence
24 h after plating in 6-well tissue culture plates using compléte medium [90% (v/v) DMEM
containing L-glutamine, 10% FBS] at 37 °C in a humidified atmosphere containing 5% CO,
(v/v). Immediately before the initiation of plasmid transfection, the medium was removed,
the cells were washed twice with phosphate buffered saline (PBS), and 1 mL of OPTI-
MEM 1 serum-free medium was added before the addition of the polycation-DNA complex
solution (500 uL, 5 ug of DNA/well). Serum-free transfection mixtures were incubated for
4 h and the medium was replaced with complete medium without antibiotics for 18 h. After
this time, B-galactosidase activity was assayed using a commercially available kit. Results
were expressed as pg of galactosidase/ug of total protein using the BCA (Bicinchonic acid)
assay (Pierce). Experiments were repeated three times. Negative controls were performed
with the naked DNA plasmid using the same concentration as that employed for
transfection assays. Transfection with PEI was performed by using a PEI-DNA weight ratio
of 1.29:1 (N/P ratio of 10), i.e. corresponding to optimal conditions defined elsewhere.'" In
the case of the assays carried out in the presence of chloroquine, cells were incubated for 10
min in the presence of 100 uM chloroquine before the addition of complexes.
Cytotoxicity Assays. The cytotoxic effect of the complexes was evaluated by measuring the
viability of treated cells. The metabolic activity of viable COS7 cells was measured using
the MTT Cell Proliferation Assay kit 24 h after incubation with the polycation-DNA
complex. Cells were grown in 96-well plates 24 h before transfection at an initial seeding
density of 1.9-10* cells/well in 100 pL of complete medium. Complexes were formed in the
same way as transfection experiments except that 60 pL (600 ng of DNA) were added per
well containing 40 ulL of OPTI-MEM I without serum. Experiments in triplicate were
performed. Cells were grown for 24 h in the presence of complexes and then tested for
metabolic activity. MTT reagent (10% v/v) was added to each well (final concentration 0.5
mg/mL). After 4 h of incubation at 37 °C, the purple insoluble salt was dissolved by adding
100 uL of solubilization solution. The plate was incubated in the dark at 37 °C for 24 h.
Absorbance was measured at 550 nm using a reference wavelength of 650 nm. The results

were expressed as a percentage of cell viability related to the control (untreated cells). Cell
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viability (%) = (OD (s50-650)sample/ OD(550-650)controt) 100. Cytotoxicity of PEI-DNA complexes
was evaluated by using PEI-DNA weight ratios of 1.29:1 as for the transfection efficiency
assays.

Statistical Analysis. The statistical significance of the experimental variation for the
cytotoxic effect between the naked DNA and polymer treatment groups was evaluated with
the non-parametric Kruskal-Wallis test. The overall éssessment of significance and post-
hoc tests with adjusted p values were conducted to compare values from every treatment
with those from the naked DNA treatment. The statistical significance between the Sm and
Bp series was evaluated by a linear mixed model with treatment as a random factor. The
statistical significance of the experimental variation for the transfection efficiency between
the two (three) different polymer treatment groups (Sm, Bp, and BpAz) was also evaluated
with a linear mixed model with a treatment as a random factor. The level of statistical
significance for all tests was set at minimum p < 0.05.

Synthesis of Polymer S0. The synthetic route corresponding to the preparation of polymer SO is
shown in Figure 1. Polymer SO was prepared in an aqueous solution at 60 °C containing an
equimolar amount of N,N'-methylenebisacrylamide and 2-diethylaminoethylamine. No
precipitate was observed during the reaction. The final purification procedure involved
dialysis against water using 6-8 kDa dialysis bags and was followed by freeze drying and
storage under vacuum in the presence of P,Os.

(S0) '"H NMR: & = 8.47 [t, 2H, NH-CH,-NH]; 4.34 [t, 2H, NH-CH,-NH]; 2.62 [t, 4H, CO-
CH,-CH»-Np]; 2.43 [q, CH,-CH3]; 2.4-2.35 [broad, Np-CH,-CH,-Ng]; 2.19 [t, 4H, CHo-
COJ; 0.92 [t, 6H, CH,-CH5]. 1>C APT: 8 = 171.8 [CO]J; 51.1 [Nge-CH,-CH3-Np]; 50.6 [Nec-
CH,-CH,-Np]; 49.7 [CO-CH,-CH,-Np]; 46.7 [Ng-CH,-CH3]; 43.1 [HN-CH,-NH]; 33.0
[CH,-CO]; 11.7 [CH,-CH3]. HMBC: [%J, CO-NH]; [*J, CO-NH-CH,-NH-CO]; [*J, CO-
CH,-CHa-Ny]; [*J, CO-CH,]; [*J; CHa-Ny-CHy-CHy-Nio]; [%, Np-CHa-CHa-Nic]; [P, Nip-
CH,-CH,-N-CH,-CHs]; [2J, CO-CH,-CH,-Ny-CH,-CH,-COJ; [, CO-CH,-CH,-Ny]; [V,
Nb-CH,-CH,-Ng.-CH,-CHs]; [%J, HN-CH,-NH]; [%J, CO-CH,-CH,-Ny]; [%/, CH,-CH;3].
Anal. Calc. for [Ci3H26N4Oz]n: C, 57.75; H, 9.69; N, 20.72; C/N = 2.79; Found: C, 57.43;
H, 9.79; N, 20.54; C/N = 2.80. FTIR [KBr, selected bands (cm™)] [3290, v(NH) amide];
[2971, v(CH3) asym.; 2872, v(CHj3) sym.]; [2936, 2820, v(CH,-N)]; [1657, v(C=0) amide
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I], [1535, v(C=0) amide 11]; [1462, 6(CH3) asym.; 1383, 6(CH3) sym.]; white hygroscopic
powder. |
Quaternization of Polymer S0. Dry polymer SO was dissolved in an anhydrous dipolar
aprotic solvent (DMF, DMAC, or DMSO). Appropriate amounts of iodomethane were
added to the mixture. The homogeneous mixture was stirred for a minimum of a few hours
up to a maximum of two days at room temperature under an argon atmosphere and
protected from light. The quaternized polymer was precipitated from the reaction solvent
into a mixture of cold acetone/ether and directly dialyzed against water for at least two days
with a membrane cut-off of 3500 Da. Dialyzed polycations were recovered by
lyophilization and kept under vacuum in the presence of P,Os prior to use.

Dodecane side chains were introduced by dissolving dry polymer SO in DMF in the
presence of an excess of 1-iodododecane and reacting at 50 °C overnight. The weakly
quaternized polymer was then purified according to the procedure described for the
methylated polycation. It was then reacted with an appropriate amount of methyl iodide in
order to quaternize completely the remaining side-chain and main-chain amino groups.
(B98) 'H NMR: & = 8.70 [t, 2H, NH-CH,-NH]; 4.5-4.3 [broad, 2H, NH-CH,-NH]; 4.0-3.75
[broad, 4H, "Ny-CH,-CH,-"N]; 3.75-3.55 [broad, 4H, "N,-CH>-CH,-CO]; 3.5-3.3 [q,
"Nyo-CH,-CHs]; 3.14 [s, 3H, "Ny-CH3); 3.07 [s, 3H, "Ng-CHs]; 2.8-2.6 [broad, 4H, CH,-
COJ; 1.27 [t, 6H, CH,-CH;); C: 8 = 168.4, [CO]; 58.3 [CO-CH,-CH,-"Ny]; 57.0 [CH,-
CHs]; 54.0 ['Ng-CH,-CHy-"Ny]; 52.1 [Ny-CH,-CH,-"Ny]; 48.6 [CH3-'Ny]; 47.3 [CHa-
"Nicl; 43.8 [NH-CH,-NH]; 28.4 [CH,-CO]; 8.01 [CH,-CH3]. Anal. Calc. with addition of
3H,0: C, 30.91; H, 6.65; N, 9.02; C/N = 3.43; Found: C, 30.75; H, 6.11; N, 9.39; C/N =
13.27. FTIR [KBr, selected bands (cm™)]: [3261, v(NH)]; [3007, v(CHj3) asym.; 2976,
v(CHs;) sym.]; [1667, v(C=0) amide 1], [1523, v(C=0) amide II]; [750-400, NH wag];
yellowish hygroscopic powder.
(B57) '"H NMR: 5 = 8.73, 8.64, 8.49, 8.40 [ill-defined, CO-NH, 4 signals due to long-range
effects]; 4.55-4.3 [broad, NH-CH,-NH]; 4.0-3.8 [broad, "N,-CH,-CH,>-"Ng]; 3.75-3.6
[broad, "Ny-CH,-CH»-CO,]; 3.5-3.4 [broad, ill-defined quartet, CH3-CHa-"N.-CH,-CH,-
"Nyp]; 3.4-3.25 [broad, ill-defined quartet and triplet, CH3-CH,-"Ng-CH,-CHp-Np, N~
CH,-CH-Ny]; 3.14 [s, "Ny-CH3]; 3.07 [s, "Np-CHy-CHa-"Nge-CHi]; 2.96 [s, Ny-CHp-CH,-
"Nge-CHj3]; 2.85-2.55 [broad, "Ny-CH;-CH>-CO, Ny-CH,-CH,-"Ny, Np-CH,-CHp-CO ;
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2.35-2.15 [broad, Ny-CH,-CH,-CO]; 1.28 [t, "Ny-CHy-CH,-"Ng-CH,-CH3]; 1.20 [t, Np-
CH,-CH,-"N;.-CH,-CH;]. °C APT: §=171.7, 171.5, 168.3, 168.1 [CO]; 58.1 [CO-CH,-
CH,-N"p]; 57.2 [Np,-CH,-CHa-"Ny.]; 56.8 [CH3-CH)-"Ny-CH,-CH;-"Ny]; 55.9 [CH3-CH,-
"Nge-CH,-CH,-Np]; 53.4, 51.9 ["Ng-CH,-CH-"Ny]; 48.8 [Np-CH,-CH,-CO]; 48.3 [CH;-
"Np]; 47.1 [CHs-"Ng-CH-CH,-"Nyp]; 47.0 [CHi-"N-CH,-CH,-Np]; 46.2 [Np-CH,-CH,-
"Ngo]; 43.4 [NH-CH,-NH]; 32.5 [Np-CH,-CH,-COJ; 28.3 ['Np-CH,-CH,-CO]; 7.82 ['Ny-
CH;-CH,-"N;.-CH,-CHj], 7.70 [Ny-CHz-CH,-"Ny-CH,-CH;3]. HMBC: [%J, NH-CO]; [*,
CO-NH-CH,-NH-CO]; [*J, Ny-CH-CHy-"Nyo-CHo-CH;]; [2J, CHs-"Nge-CH,-CH,-Ny];
[*J, "Np-CH,-CH,-"Ng-(CH,-CH3)-CH,-CHs); [PJ, "Ny-CHz-CHa-"Nye~(CH3)-CH,-CH;;
[%J, "Ny-CH,-CH,-"Nge-CH,-CHs]; [2J, Np-CH,-CHa-"Nye-(CH3)-CHy-CHs]; [2, Np-CHa-
CHy~"Nie-CH,-CH3]; [*J, CHs-"Nee-(CHa-CH3)-CH,-CHy-"Niy-J; [*J, CHs- Nie-(CH,-CHy)-
CH,-CH,-Ny-]; [2J, CH3-CH,-"Ny-CH,-CH,- "Ny ]; [2J, CH3-CHa-"Ny-CHy-CH-Ny]; Anal.
Calc. with addition of one H,O: C, 35.88; H, 6.69; N, 10.99; C/N = 3.26; Found: C, 35.36;
H, 6.76; N, 12.01; C/N = 2.94. FTIR [CsF, selected bands (cm'l)]: [3261, v(NH) amide];
[3005, v(CH3) asym.; 2976, v(CH3) sym.]; [1667, v(C=0), amide I], [1523, v(C=0), amide
IT]; yellowish crystals.

(B73A6) 'H NMR: § = 8.8-8.55 [four péaks, NH-CH,-NH]; 4.5-4.3 [broad, NH-CH,-NH];
3.95-3.75 [broad, "Ny-CH,-CH,-"Nq.]; 3.75-3.55 [broad, "Ny-CH,-CH,-CO]; 3.55-3.0
[broad, CH3-CH,- "N -CH,-CHa-"Np, CH3-CHa-"Nyo-CH,-CH-Ny, Np-CH,-CH,- "N "Ny-
CH,-CH;-"Ny-CH;-(CHy) 10, Np-CH,-CHa- N o-CH,-(CHa) 10, "Np-CHj]; 3.07 [s, "Np-CH,-
CH,-"Ng-CHj] ; 2.96 [s, Np-CH,-CH,- Nyo-CHi]; 2.85-2.55 [broad, "Ny-CHy-CH,-CO, N-
CHy-CHp-"Nyo, Ny-CHy-CH,-COJ; 2.35-2.15 [broad, Ny-CHy-CHy-COJ; 1.35-1.15 [m, "Ny
CH,-CH,-"N-CH,-CHj;, Np-CH,-CH;,-"Ny-CH,-CH;, "Nyp-CH,-CH,-"N-CHy-(CHa)10-
CHs, Np-CH,-CHy-"Ng-CH,-(CH,)10-CHs]; 0.85 [t, (CH2)i;-CHs); Anal. Calc. with
addition of 3H,0: C, 30.75; H, 6.11; N, 9.39; C/N = 3.27; Found: C, 31.15; H, 6.69; N,
9.12; C/N = 3.42. FTIR [CsF, selected bands (cm™)]: [3265, v(NH) amide]; [3009, v(CH3)
asym.; 2977, v(CHs) sym.]; [2927, v(CH;) asym.; 2853, v(CH;) sym.]; [1663, v(C=0)
amide I], [1526, v(C=0) amide II]; [1462, &(CHj) asym; 1383, 8(CH3) sym.]; white

powder.
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RESULTS
Polymerization, Chemical Modifications, and Structure Determination. The synthetic
pathway for the Sm (m > 0) and Bp series of poly(amidoammonium) salts involved two
main steps which are schematized in Figure 1. Firstly, polymer SO was synthesized by
reacting N,N'-methylenebisacrylamide with 2-diethylaminoethylamine. Secondly, Sm (m >
0), Bp, and BpAz polycations were then obtained by quaternization of the tertiary amines
with iodomethane or 1-iodododecane. The basis for using this pathway is the solubility of
polymer SO in various dipolar aprotic solvents, making it possible to perform the SN,
Mentshuskin reaction under mild conditions (ambient temperature), thus avoiding .
undesirable off-reactions.

Typical 'H and *C APT NMR experiments were carried out to verify the molecular
structure of polymer SO (Figure 2). The assignment of several signals observed in the 'H
NMR spectrum was straightforward for the proton reso)nances of the methyl (Hy, 8 0.92),
the amide (Hc, & 8.47), and the methylene group between the two amide groups (Hg, 4.34).
However, to elucidate the 'H and "*C spectral regions corresponding to the methylene
groups in the o position of the tertiary amines, 2-D heteronuclear NMR experiments were
used. HETCOR and HMBC were employed to assign 'H and '*C NMR resonance signals
appearing in the aliphatic regions. Regarding the structure of polymer S0, the 2-D HMBC
spectrum also showed cross peaks corresponding to *Jc  indicating the alternation of amide

“and tertiary amine groups in the backbone. FTIR spectra also supported the presence of
such functional groups in the structure, showing amide bands I and II at 1657 and 1535 cm’
!, respectively, as well as a band at 2820 cm™ that indicates the presence of nonquaternized

tertiary amino group. These results are in agreement with previous étudies that have shown
that tertiary amine groups do not interfere with the Michael-type reaction.? 8 Quaternization
reactions of polymer SO were carried out at room temperature in dry dipolar aprotic solvents
with various amounts of iodomethane. The reaction was first experimented in an NMR tube
in (CD3),SO with a large excess of iodomethane, while monitoring the position of the
signal shifts appearing for the polycations. Time-dependant 'H NMR spectra (not shown)
indicated that the side-chain tertiary amine was much more reactive to nucleophilic
substitution than the main-chain amine. Under such conditions, all side-chain amino groups
were quaternized first [Figure 1(b)]. Indeed, methylation of the side-chain amino groups

was completed within the time required to prepare the NMR sample.
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Figure 3. 'H and >C NMR spectra of polycation B98.

This was indicated by the shift from & 0.92 ppm to & 1.20 ppm in the '"H NMR
spectrum corresponding to the amino ethyl methyl protons of the side chain. The
methylation reaction of the main-chain amines was much more difficult as indicated by the
progressive appearance of a new signal at 1.28 ppm (spectra not shown). Complete
methylation of the backbone tertiary amine took about 4 h. The reaction was found to be
regioselective when appropriate experimental conditions were used. Indeed, side-chain
tertiary amine sites could be selectively quaternized because the backbone amine groups reacted
slowly. In consequence, polycations containing a small amount of nonquaternized side-
chain amine groups [Figure 1(a)] were prepared using small amounts of iodomethane, i.e.
less than stoechiometry. The structure of the almost completely quaternized polycation (B98),
obtained with a huge excess of iodomethane and an overnight reaction, was elucidated with
the help of NMR experiments. NMR spectra displayed in Figure 3 revealed major changes after
quaternization when compared to the spectra of polymer SO. The broad signal containing several
multiplets observed at 2.4-2.35 ppm, normally assigned to the resonance of protons of the
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side-chain methylene groups, was shifted to 4.0-3.75. The FTIR spectrum of B98 confirmed
the presence of new methyl groups by the appearance of two peaks centered at 3007 and
2976 cm™ corresponding to the symmetric and anti-symmetric vibration of the CH
stretching. The absence of tertiary amine group is indicated by the disappearance of the
band at 2820 cm™.

General Characteristics of the Polycations

Structural Considerations. Poly(amidoammonium) salts were synthesized by
quaternization of the parent polymer SO. The Mentshuskin reaction led to the selective
methylation of the side chain and backbone amino groups. Side-chain tertiary amines react
first and rapidly compared with the backbone amines, despite the potential steric effects of
the ethyl groups which are the major factors in the quaternization reactions of amines.”’
Given optimal experimental conditions (polar solver;ts, homogeneous medium) and the
absence of significant neighboring group effects, the deviations from ideal behavior should
not be significant for moderate conversions, and the unit distribution should be accurately
described by a Bernoullian distribution. |

Acido-Basic Properties. Polymer SO presents two amino groups with different Lewis base
characters. The pK, related to the two different H binding sites cannot be obtained
experimentally with confidence due to the superposition of the two jumps in the titration
curve corresponding to the neutralization of basic amines. Instead, pK, values were
calculated from a model compound which was constructed with the A-B-A motif, where A
represents methylene bisacrylamide and B 2-diethylaminoethylamine, with the end
acrylamide double bonds left unpolymerized. The results were 8.6 and 4.1 for the side-chain
amine and the main-chain amine of an unquaternized A-B-A motif, respectively, and 3.8 for
the main-chain amine when the side chain was quaternized. This indicates that, at
'physiological pH, side-chain amino groups are fully protonated. In consequence,
polycations of the Sm series all present the same net total chérge, originating either from
permanent charges from the partial methylation of some amino groups or from the
protonation of the remaining amines. On the other hand, the pK, of the main-chain amine
appeared to be slightly depressed to 3.8 by full quaternization of the amine side chain. Since
proton binding to tertiary amine sites is influenced by both the inherent affinity of the site

towards the proton and the electrostatic repulsion between protonated sites, it is reasonable
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that the pK, of the main-chain amine group decreases when the overall degree of
methylation of the macromolecule increases.

Complexation of Poly(amidoammonium) Salts with DNA. The formation of the
complexes close to physiological conditions was investigated using DNA mobility
retardation assays. The images of agarose gel electrophoresis are represented in Figure 4.
Low polycation-DNA weight ratios, i.e. less than 2, were used in order to evaluate the
ability of each polycations to bind DNA. In the left lane, naked DNA was used as a negative
control. For the complexes formed from polycations of the Sm and Bp series, DNA
migration was completely retarded for w/w ratios above 0.75. This suggested a complete

neutralization of the phosphate groups of DNA by the ammonium groups of the polycation.

B85A24

Figure 4. Representative gel electrophoresis shift assay of poly(amidoammonium) salts of
the Sm, Bp, and BpAz series bound to the pBudCE4.1/LacZ/CAT plasmid. The gels were
loaded with 400 ng of DNA/well. From left to right the figure shows naked DNA,
complexes at polycation-DNA weight ratios of 0.25, 0.5, 0.75, 1, and 2, respfectively.
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At a polycation-DNA weight ratios of 0.25 the presence of uncomplexed DNA was
clearly visible despite the decrease in the fluorescence intensity. Surprisingly, for
complexes prepared from polycations of the Bp series, it was noted that an increase in the
ionic cortent did not require less polycation to achieve complete retardation. For the
complex based on B98, uncomplexed DNA were still observed at a weight ratio of 0.5
while for the complex based on B52, a DNA band was not visible above the ratio of 0.25.
Polycations with low hydrophobic content (< 6 mol %) were also capable to retard
completely the DNA at a similar weight ratio to those made from the other series, namely ~
0.5. However, as exemplified for the polycation B85A24, a further increase in hydrophobic
content made the complexation complete at higher weight ratios between 1.0 and 2.0. In
addition, complexes based on B73A6 and B85A24 displayed fluorescence on the anode side
of the well up to a weight ratio of 2, suggesting that complexes were still negatively
charged and that ethidium bromide diffused easily within the complexes.
Morphology and Size Characterization of Poly(amidoammonium) Salt-DNA
Complexes. Negative stain transmission electron microscopy of complexes based on
polycations with variable amounts of permanent charges was employed under similar
experimental conditions as those used for transfection to obtain a visual characterization of
their size and morphology. Such a procedure has already been widely used for previous
analyses of polycation-DNA complexes.*® The reverse negative contrast results from the
electron scattering due to the differences in the electron density between the heavy metal
stain versus the lower atomic elements. Negative control tests were performed on two
polymers, namely SO and B57 (see conditions in the Experimental Section). Surprisingly,
the control samples (images not shown) revealed the presence of small particles typically
around 15-30 nm with little contrast and ill-defined contours. For the moment, the reasons
for such observations are unclear and the driving force leading to the phase separation
remains to be understood. On the one hand, observations of complexes based on polymer
SO with different polycation-DNA weight ratios [see Figures 5 (a)-(c)] showed a pattern
similar to those described above for the blanks. On the other hand, the presence of distinct
particles with a diameter of around 35-70 nm and a much more contrasted outline were also
clearly identified [Figure 5 (a)]; these particles were assumed to correspond to the
polycation-DNA complexes. At a weight ratio of 100, SO-based DNA complexes clearly

showed the presence of unorganized and uncondensed material between the small particles
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[Figure 5 (b)]. Some particles appeared clearly interconnected through a bundle of threads
but an attribution to either the polycation or the DNA is for the moment purely speculative
despite the fact that the diameter of the small threadlike objects was commensurable with
the thickness of the DNA double helix (24 and 25.5 A for A and B-DNA forms,
.respectively).® By increasing the polycation-DNA weight ratio to 200 [Figure 5 (c)],
aggregation of polycation-DNA complexes was still present. The introduction of a small
number of permanent charges (< 5 mol %) on the polycation promoted the formation of a
large, elongated, and nonuniform morphology, in the range 55-150 nm with a contrasted
envelope [Figure 5 (d)]. Further increase in the proportion of rhethylated side chains
promoted the formation of more spherical and regular particles' as exemplified on Figure 5
(e). The common feature of the complexes formed from polycations of the Bp series was
the presence of well-defined particles with a spherical geometry and a size typically around
50-100 nm [Figures 5 (f)-(g)]. Complexes based on polycation B72 formed, as shown on
Figure 5 (g), a large number of particles with a toroidal morphology and whose diameter
was close to 100 nm. No visible interconnections between particles could be easily
observed at a polycation-DNA (w/w) ratio of 20, contrasting with all other complexes for
which uncondensed DNA and/or excess of polycation were clearly observed in the

extraparticular medium.

In addition, Figure 5 (g) indicates that complexes had a broad size distribution (50-350 nm).
Large toroids (350 nm) in diameter as well as ill-defined toroidal morphologies reminiscent
of the intermediate structures (pointed by arrows), reported elsewhere,*® were also observed
in some cases under similar experimental conditions. Complexes based on hydrophobically
modified poly(amidoammonium) salts were characterized by a small size (~ 35 nm) and
spherical particles easily identified by TEM [Figure 5 (h)]. However, according to the high
magnification presented on Figure 5 (i), the morphology of complex B85A24 is not

completely achieved, especially when compared to that of complex B72.
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Figure 5. Representative TEM images showing the morphology of poly(amidoammonium)

salt-DNA complexes under physiological salt conditions (150 mM NaCl) [unless otherwise
mentioned, magnification x175000, bar = 50 nm, polycation-DNA weight ratio 20]: (a) SO ;
(b) S0, weight ratio 100; (c) SO, weight ratio 200; (d) S5, x62500; (e) S51; () BS7; (g) B72,
x62500; (h) B85A24, (i) B85A24, x 455000; arrows indicate imperfect toroids.
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Size and C-potential of the Poly(amidoammonium) Salt-DNA Complexes. QELS was
used to complement the observations performed by TEM measurements. The particle sizes
of the polycation-DNA complexes were first measured under physiological salt conditions
on freshly prepared complexes. The common feature of all results was the presence of a
maiﬁ population of particles whose mean sizes were roughly between 700 and 1000 nm,
suggesting the formation of aggregates. Under those conditions, no straightforward
correlations between the ionic content and the size of particles could be clearly identified by
QELS. The complexes formed from polycations with low ionic content (Sm series),
principally those having less than 6 mol % of permanent charges, were characterized by the
presence of more than one population. In contrast, the complexes based on polycations of
the Bp series were characterized by only one distribution of size. The apparent discrepancy
between the TEM observations and the size of the particles obtained by QELS likely
resulted from the overly strong contribution of the largest particles to stronger scattering
intensity, giving more weight to larger particles. The fact that clear solutions were obtained
indicates that the number of large particles was probably small as confirmed by TEM
observations. Given the presence of aggregates in complexes solution, {-potential values
were difficult to obtain with accuracy. For this reason, we only reported a range of -
potentials obtained for each series of polycations. At a polycation-DNA weight ratio of 20,
the C-potential of all freshly prepared complexes was always positive, thus corroborating
the observations made from gel electrophoresis experiments (results not shown at a weight
ratio of 20). Complexes formed from Sm polycations presented a C-potential in the range 7-
12 mV. The relatively large mean standard deviations observed (~ 13 mV), together with
the weakly positive values of the {-potential, gave a reason for the poor stability of the
complexes. Complexes prepared from polycations with high ionic content (Bp series) were
characterized by a higher {-potential, varying in the range 19-22 mV and with a standard
deviation of 9-14 mV. Similarly to the two other series, the complexes formed from
hydrophobized polycations (BpAz) displayed lower values of C-potential (9-19 mV) than
those from the Bp series with similar ionic content. This could be attributed to the
incorporation of aliphatic segments into the hydrophobic complex diluting the charge

density of the polycations.



106
Cytotoxicity of the Complexes. The cytotoxic effect of the complexes, reflected as the
relative percentage of viable cells as a function of the ionic content of the polycations, is
represented in Figure 6 for the polycation-DNA weight ratio of 20. Complexes formed from
the unmethylated polymer SO were less cytotoxic than the other polycations. Around 80%
of the cells were still viable after 24 h of incubation. Further increases in the amount of
polymer SO did not decrease significantly the cell viability. The introduction of a small
number of permanent charges on the side chains (see polycations S2, S5, and S6) conferred
a slight but significant cytotoxic effect, cell viability decreasing by around 15-20% relative
to complexes formed from SO. A further increase in the ionic content only slightly
accentuated this effect, the cell viability achieving 40-50%. Interestingly, quaternization of
the backbone did not enhance the cytotoxicity significantly. It was also shown that the
cytotoxicity of the complexes formed from the various poly(amidoammonium) salts
presented comparable cytotoxicity to that of branched PEI at a weight ratio of 1.3, which
corresponds to its optimum transfection ratio, regardless of the localization of the
permanent charge (side chain or side chain and backbone) and the weight ratio used for the
complexation. Besides the effect of the ionic content, the effect of the introduction of a
small amount of aliphatic side groups on cell viability was not statistically significant. Only
the polycation with the highest hydrophobic content tended to impart higher cell toxicity,
with cell viability of 35%.
In Vitro Transfection. Complexes formed from polycations of the three series at
physiological salt concentration and the pBudCE4.1/1acZ/CAT plasmid were tested for in
vitro gene expression in the COS7 cell line. Figure 7 (a) displays the transfection
efficiencies of complexes at a weight ratio of 20 as a function of the ionic content of the
polycations. Transfection efficiencies of complexes formed from protonated and
quaternized side-chain polycations (Sm) were almost comparable with those of naked
DNA, the introduction of permanent charges onthe side chains appearing not to play a
significant role. In contrast, quaternization of the backbone enhanced significantly the
transfection efficiency [Figure 7 (b)]. The maximum in transfection efficiency (eight times

naked DNA) was observed for complexes formed from polycation B72.

It is worth noting that all complexes formed from poly(ammidoammonium) salts were

characterized by a low protein expression typically four orders of magnitude less than
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branched PEL A further increase in the ionic content as well as the incorporation of
hydrophobic side chains did not increase the efficiency of gene delivery. In contrast,
increasing the amount of hydrophobic side chains appears to decrease significantly the level

of transfection.
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Figure 6. In vitro cytotoxicity of poly(amidoammonium) salt-DNA complexes against
COS7 cells. The viability of COS7 cells after a 24-h exposure is expressed as a function of
the degree of quaternization for a polycation-DNA weight ratio of 20. Naked DNA is

shown as a reference control.
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Figure 7. Transfection of COS7 cells (a) using the plasmid pBudCE4.1/lacZ/CAT

complexed with various poly(amidoammonium) salts of the Sm, Bp, and BpAz series at a

weight ratio of 20 after incubation for 24 h (standard deviation bars are shown). (b) Mean

values of protein expression of the Sm, Bp, and BpAz series obtained from the linear mixed

model (p = 0.05). Standard error bars are shown. Asterisk (*) represents significant

differences uncovered by post hoc tests.
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DISCUSSION
Selective chemical modification of polycations is a flexible approach to investigate
structure-(bio)function relationships. A PAMAM polymer containing backbone and side-
chain tertiary amino groups (S0) was chemically modified selectively in order to vary the
amount and the position of the charges as well as to vary the hydrophobic character of
highly charged polycations. Both backbone and side-chain amino groups can be
permanently charged by N-methylation reaction while only side-chain amino groups are
protonable under biological conditions. If no charges are present on the backbone, side-
chain amine groups are protonable at physiological pH and are not prone to be active in the

endosome.

It was initially observed that all the various polycations were able to self-assemble into
complexes with a DNA plasmid under physiological salt conditions. This occurs because of
the electrostatic interactions prevailing between the ammonium of the polycations and
phosphate groups of the DNA. According to gel electrophoresis analysis, apparent DNA
chafge neutralization was achieved at similar polycation-DNA weight ratios (~ 0.5) for all
the Sm polycations. This can be reasonably explained since each member of the series had a
similar effective degree of ionization at physiological pH, regardless of the nature of the
charges. For the Bp series, side-chain amino groups were no longer available for
protonation. Thus, quaternization of the backbone made the Bp polycations more positively
charged than Sm polycations. However, Bp polycations did not bind DNA tighter with the
increase in the degree of quaternization of the backbone, maybe because, in the presence of
salt, the compact structure of such highly charged poly(amidoammonium) salts provided
them with a similar effective charge density.*' Even, the introduction of a small amount of
dodecane segments (z < 6 mol %) did not affect the binding ability towards DNA to a great
extent, thus demonstrating the subtle role of nonelectrostatic interactions in the mechanism
of polycation-DNA complex formation.””> However, when a large amount of aliphatic
segments was introduced (24 mol %), the binding abilities of the polycation to DNA tended
to diminish, indicating a dilution of the total charges together with a weakening of the

electrostatic interactions between oppositely charged partners.
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We also explored the physico-chemical properties of the complexes at a polycation-DNA
weight ratio of 20. Indeed, the best transfection results were obtained at high weight ratio as
has also been reported for poly(4-vinyl pyridinium) salts.*> Under salt conditions of 150
mM, different factors could have accounted for the weak stability of the complexes. Firstly,
it was noted that aggregation of poly(amidoammonium) salts-DNA complexes could not be
completely avoided by the adjustment of the ionic and thé hydrophobic contents of the
poly(amidoammonium) salts. As demonstrated elsewhere, the addition of low molecular
weight electrolytes promotes the destabilization of polycation-DNA complexes.”® In the
case of poly(amidoammonium) salts-DNA complexes formed in pure water, no aggregation
could be clearly evidenced (data not shown). The small sizes of the complexes (72-163 nm
obtained from QELS), that was in fact very close to that reported above from TEM
observations, and the significantly higher C-potentials (47 £ 5 mV) suggest a superior
stability of the complexes formed in the absence of salt. Secondly, as reported by
Izumrudov and Zhiryakova, N-alkylation of the tertiary amine can also have a negative
impact on the stability of the complexes due to the steric hindrance around the permanent
charge.* Both incorporation of salts and quaternization of the tertiary amine groups
generate a similar screening effect that likely reduces the cooperative interactions between
the two complementary partners and therefore the stability of the complexes. Thirdly, the
inefficient DNA condensation process also probably resulted from the low ionic density of
Sm polycations. Indeed, the lowest critical chain length required for cooperative assembly
of both partners is a minimum of one charge for each six bonds in a repetitive unit, 424445
This is far from the case for the polycations of the Sm series. In the same line of reasoning,
the inappropriate distance between ionizable amino groups might account for the poor
stability of the complexes. It has been shown by Vijayanathan et al. that polyamines with
trimethylene units (length = 4.9 A) link preferentially with adjacent phosphate groups while
tetramethylene units (length = 6.1 A) favor the bridging of ammonium groups between two
different strands.*® For the complexes based on polycations of the Sm series, the intercharge
distances between ionizable amino groups of side chains should facilitate intermolecular
associations of the polycation with different DNA strands. In contrast, when the backbone
becomes highly charged as in our Bp ahd BpAz series, the presence of short cationic charge
interdistances, ~ 4.0 A, promotes the recognition of ammonium groups with adjacent

phosphate groups.*’
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Cytotoxicity of the complexes was evaluated for each polycation series. Complexes based
on the unquaternized poly(amidoamine) (S0) were found to be much less toxic than
branched PEI, even at high polycation-DNA ratios. This confirmed the low toxicity
generally reported for linear poly(amidoamine)s.’® Quaternization of a small proportion (2-
6 mol %) of the amino side-chain groups led to a signiﬁcant increase in cytotoxicity.
However, no significant differences were observed between complexes made from Sm (m >
0) or Bp polycations. It appears that cytotoxicity is not strictly connected with the number
of permanently charged ammonium groups on the polymer. This was also demonstrated for
a series of ionenes for which Langer and coworkers have noted that cytotoxicity depends
much more on the chemical nature of the center of the charge rather than the charge density
of the polycations.'® Also, the position of the charges seemed to have no influence on the
cytotoxicity level. On the other hand, cytotoxicity of BpAz polycations appeared to depend
on the amount of hydrophobic segments. Permanent charges were accountable for cell
interactions while hydrophobic effects appeared to be detrimental to the viability of cells
probably because of their detergent effect, a well known property of cationic amphiphiles
and polyamphiphiles.

Poly(amidoammonium) salts were characterized by a relatively low transfection activity
as also demonstrated for other polymeric quaternary ammonium salts 25830 Howevér, this
does not preclude a comparison of the ability of the polycations to transfect cells, with
respect to their structural characteristics. A comparison of the transfection efficiency of the
Sm, Bp and BpAz series showed statistical differences between the various groups. Firstly,
in contrast with the Sm and BpAz polycations series, complexes based on Bp polycations
displayed much higher transfection efficiencies. The increased level of quaternary
ammonium groups appeared to have a beneficial effect probably because they promoted a
better DNA condensation. The small (50-100 nm) and regular toroidal morphology of the
Bp polycation complexes together with their relatively high surface charge are associated
with their significant level of transfection. This result is in agreement with literature data
indicating that small size (< 200 nm) and spherical morphology of complexes is crucial in
nonspecific adsorptive endocytosis’' and nuclear trafficking.”> Within the Bp series, it is
intriguing to observe the presence of an apparent transfection optimum for the complex

based on polycation B72. In fact, a clear correlation can probably be drawn between the



112
good transfection performance and the lack of uncondensed materials coupled with the well

defined spherical and compact toroidal structure.’

Complexes formed from hydrophobized polycations did not transfect cells better than
naked DNA even if they had a permanent ionic content similar to the polycations of the Bp
series. Naively, the incorporation of lipid-like segments would be expected to enhance the
interaction with the cell membrane and improve the transfection efficiency. According to
the literature, the impact of the hydrophobic content on the transfection efficiency mediated
by DNA-polycation complexes appears somewhat puzzling. Contrasting effects have been
observed for both quaternized PEI and new polycationic lipids.”>** Thomas et al. have
reported that the quaternization of tertiary amino groups of PEI (25 kDa) leads to a strong
reduction in the transfection efficiency while the quaternization of low molecular weight
PEI (2 kDa) had an opposite effect.”® Other groups have predicted or demonstrated the
beneficial effect of introducing aliphatic (butyl, lauryl, and cetyl) residues on the
transfection efficiency.?’? In the present case, it is clear that the incorporation of covalently
attached dodecyl aliphatic segments to the tertiary amino side chains reduced the level of
transfection, regardless of the amount of hydrophobic segments. Given both the strong
shielding of side-chain amino groups by ethyl and dodecyl groups and the intrinsic
hydrophilicity of the poly(amidoamine) backbone, aliphatic segments would be expected to
minimize their exposure to water by facing toward the interior of the complexes to avoid a
prejudicial clustering. This was confirmed by TEM observations that gave no sign of
clustering but revealed the presence of regular small complexes. The lack of transfection of
BpAz complexes compared to those of the Bp series can be explained in part by the severe
cytotoxicity resulting from the introduction of aliphatic segments together with the

significant reduction of their surface charge.

In closing, it is worth noting other plausible reasons for the generally low transfection
abilities of poly(amidoammonium) salts. One possibility would be imputable to the
relatively low molar mass of the polycations. Indeed, a transfection efficiency optimum is
often observed in the range of molar masses of 15-25 kDa, notably for branched and linear
PEL'"”® However, the efficiency of nonviral vectors does not depend only on ﬁqolar mass

but also on both chemical nature and microstructure.?®***” Also, high molar-mass polymers
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are potentially more cytotoxic.58 In addition, we tested the endosomal activity by employing
analogues of polycations SO possessing three methylene units in the spacer (data not
shown), and capable of endosome buffering due to the presence of the tertiary amine (pK,
5.9). Such amino groups in the form of free bases that protonate only in the acidic
environment of the endosomal-lysosomal comparfment are expected to mediate the escape
of polycation-DNA complexes from the endosomal pathway through the proton-sponge
effect and osmotic swelling-lysis.!! Secondly, transfection assays were also performed in
the presence of chloroquine (data not shown) which is also known to promote endosomal
release. In the present case, the two approaches described above did not lead to any
beneficial effects in terms of transfection yield. This indicates that buffering the endosome
is likely not the way out for any improvement in the polycation design. According to other
investigations reported, using linear PAMAM, endosomal escape would be more related to

the membrane activity caused by a conformational change of the polycation coil 3¢

CONCLUSIONS. The present work was intended to correlate the effects of systematic
variations of the permanent ionic and hydrophobic contents of poly(amidoammonium) salts
with the transfection ability of their complexes with DNA. The results indicate that, at a
relatively high polycation-DNA weight ratios, only polycations with permanent charges on
both backbone and side chains (high ionic content) generated a significant gene expression.
The generally low protein expression that characterized all complexes formed from
poly(amidoammonium) salts of the different series cannot be enhanced by attaching
dodecane fragments to the tertiary amines. This study confirms that poly(amidoammonium)
salts can be used as transfectant but need to be appropriately functionalized in order to

—

increase their stability and bypass the endocytic pathway.
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Résumé de L’ Article II
Synthesis and preliminary biological studies of hemifluorinated bifunctional

bolaamphiphiles designed for gene delivery

Les bola(amphiphile)s bicaténaires asymétriques ont été la seconde famille de
molécules de transport étudiées dans mon projet de recherche. Ce type de molécule est
completement différent des poly(amidoamine)s (PAMAMSs) présentées dans le premier
article. Contrairement & ces derniéres, il s’agit de petites molécules et non de polymeres.
Elles m’ont immédiatement paru trés intéressantes pour la livraison de génes puisqu’elles
possédaient une téte hydrophile cationique pour la complexation de I’ADN, un segment
hydrophobe central permettant la formation de systémes membranaires favorables a la
complexation de I’ADN et une téte hydrophile neutre assurant la stabilité¢ des complexes en

solution.

Mes objectifs avec cette famille de molécules de transport étaient d’évaluer I’impact
de la nature chimique de la téte hydrophile cationique (lysine ou histidine) ainsi que la
nature du segment central hydrophobe (monofluoré ou bifluoré) sur les caractéristiques
physico-chimiques et les propriétés biologiques in vitro des complexes formés. Cet article
présente le design, la synthése, et la caractérisation des bola(amphiphile)s asymétriques
ainsi que les travaux préliminaires de 1’évaluation du potentiel d’un des bola(amphiphile)s
comme molécule de transport. Au début de mes expériences, j’ai dii effectuer plusieurs
essais de mise en solution dans I’eau des bola(amphiphile)s car ces derniers se sont avérés
peu solubles a cause de la nature hydrophobe de leurs chainons centraux. J’ai réussi a
complétement solubiliser deux bola(amphiphile)s, ceux contenant 1 ou 2 segment(s) fluorés
[les moins hydrophobes : les Bola C et E], grice a une sonication de 1 heure & 60°C. En
conséquence les expériences qui devaient avoir lieu sur une famille complete de

bola(amphiphile)s ont été restreintes aux Bola C et E.

Jai  effectué toutes les expériences de  caractérisation  physico-
chimique [détermination de la charge de surface des complexes et de la taille des
molécules a I’aide du Zetasizer (Malvern, NanoZS ZEN3600 (QELS), étude de la

morphologie des complexes grice a la microscopie électronique a transmission avec ’aide
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de la spécialiste du CRDA]; J’ai aussi assumé les expériences biologiques (transfection et
cytotoxicité). J’ai démontré que le Bola C (bola(amphiphile) hemifluoré avec une téte
cationique lysine) lie et condense efficacement I’ADN en nanoparticules d’une taille variant
entre 65 et 150 nm alors que le Bola E (téte cationique lysine et segments centraux
complétement hydrocarboné) lie et condense difficilement 1’ADN. En comparaison avec la
référence des standards de transfection in vitro (la PEI branchée), les complexes Bola
C/ADN ont une efficacité de transfection 45 fois inférieure, méis ils sont peu cytotoxiques.

Aucune capacité de transfection n’a été démontrée pour le Bola E.

L’inoculation in vivo des meilleurs complexes transfectants présentés dans cet
article n’a pas été effectuée car, suite a des discussions avec les chimistes du laboratoire du
Dr Pucci, nous avions premierement décidé de modifier le mode de dispersion des
bola(amphiphile)s en solution pour pouvoir étudier et comparer une famille compléte de
bola(amphiphile)s. Deuxi¢mement, puisqu’il s’agissait de molécules facilement modifiables
chimiquement, nous avions décidé de modifier chimiquement le Bola C [la téte hydrophile
neutre originale a été remplacée par : (a) un segment PolyEthylene Glycol (PEG) ayant
comme propriété de minimiser le phénoméne d’agrégation, d’augmenter I’efficacité de
transfection et de masquer le surplus de charges cationiques des complexes, ou par : (b) un
peptide TAT dont la capacité d’augmenter I’internalisation cellulaire et le ciblage nucléaire
ont été clairement démontrés dans le passé] pour le rendre encore plus efficace et

intéressant pour son utilisation in vivo.

En résumé, j’ai contribué a la conception de I’article, j’ai déterminé et effectué
toutes les expériences. J’ai effectué toute la rédaction de [’article concemant la
complexation des bola(amphiphile)s avec I’ADN, les expériences physico-chimiques, et les

études de cytotoxicité et de transfection.
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The multistep synthesis of a new series of dissymmetric hemifluorocarbon bolaamphiphiles designed for gene transport is
described. The dissymmetric functionalization of diiodoperfluoroctane leads to bolaamphiphile molecules composed of a
partially fluorocarbon core end-capped with a glycoside and an ammonium salt derived from histidine or lysine. Initial
biological results indicate that one of the bolaamphiphile — end-capped with a lysine and a lactobionamide residues —
induces a remarkably low cytotoxicity on COS-7 cells and, when self-assembled with DNA plasmid, generates a
significant in vitro transfection efficiency without the addition of any fusogenic lipid.

Introduction

Applying drug controlled release technology to the DNA delivery has become one of the
major challenges of biomedical research.! For the purposes of gene therapy and DNA
vaccines, oligonucleotides or DNA plasmids must be targeted to the nucleus of the cells
where gene expression can take place. On the other hand, transfection efficiency depends,
‘among other things, on the intake by the cells of the DNA-vector complex, the stability of
the complex in the cytosol and its unpackaging. So far, viral vectors are the most efficient
carriers in terms of transfection efficiency but their potential immunogenicity and
oncogenicity seriously restrict their use for in vivo expen’ments.l’2 On the other hand,
synthetic delivery systems are safe and versatile when appropriately designed but remain
obviously much less sophisticated and efficient than viruses. In this context, the
electrostatically self-assembled complexes based on DNA and (poly)cationic lipids or
synthetic surfactants have emerged as a credible alternative because of their capacity to
transfect cells. However, complexes based on these types of cationic species are prone to
serious limitations such as the low stability of the complexes in the serum and the
cytotoxicity that both affect the level of gene delivery®. High cationic content*’ is the cause
of the hepatic toxicity.® Other amphiphilic cationic species™® such as gemini surfactants and

bolaamphiphiles deserve a particular attention for gene delivery because such species may
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also display a high level of functionalities. These amphiphilic compounds are also capable
of significant gene transfection especially when co-formulated with the presence of a helper
fusiogenic lipid that generally favours the fusion of the cationic amphiphiles with the
endosomal membranes via a phase transition sensitive to the pH variations.”

Herein, we report the rational design, synthesis and the characterization of a new series of
dissymmetric bolaamphiphiles.'® The five novel bolaamphiphiles whose the two different
polar head groups are connected together via an apolar fluorinated or hydrocarbon segment
are schematically depicted in Fig. 1. In the following, we will also describe preliminary
biological investigations. The biological data will show that bolaamphiphiles with an
appropriate design can generate significant in vitro transfection efficiency without inclusion

of helper lipid low cytotoxicity.

Bolaam phiphiles A and B

d Non ionic headgroup

Bolaam phiphiles Cand D ,),:;_'«f‘ Cationic head

R a
@.—_«* 5 s &

Bolaam phiphiles E

R
L
I B

wwsmey Perfluorinaed segment

Hy drocarbon segment

Fig. 1 Schematic representations of dissymmetric bolaamphiphiles.

Results and discussion

Design and Synthesis

In the present case, the designed bolaamphiphiles possess one or two apolar fragments
connected with two polar heads. One of the two polar heads is a cationic ammonium head
group derived from either lysine or histidine. This part of the molecules should be involved
in the formation of bolaamphiphile/DNA complexes (bolaplexes) due to the interacltions
with the phosphate groups of nucleic acids.

The other polar head group is neutral and derived from galactose or lactobionamide and is
expected to provide the required hydrosolubility to the bolaplexes and avoid the formation
of bulky polyaggregates.“’12 By preventing the presence of electric charges at the outer
surface of the Bolaplexes, global electric neutrality may also reduce cytotoxicity.

The apolar segment links together end to end a hydrocarbon and fluorocarbon segments and

forms the hydrophobic core of the molecule. A second hydro or perfluorocarbon chain is



123
grafted onto the main chain through a lysine or a histidine residue. The position of the
perfluorocarbon segment within the main chain has been adjusted in order to provide a
series of four different bolaamphiphiles (Fig. 2). The perfluorooctyl segments are located
close to either the cationic part (A and B) or the sugar polar head (C and D) whereas the
hydro or perfluorinated nature of the lateral chain is always the same as the facing

hydrophobic segment of the main chain.

We also synthesized a fully hydrocarbon bolaamphiphile (E) (see Fig. 2) in order to
evaluate the impact of fluorinated segment on DNA complexation by hemifluorinated
bolaamphiphiles and transfection. It is well known that fluorocarbon chains self-organize in
water due to their high hydrophobicity'®> and usually lead to stable and highly tidy
supramolecular systems. For the formation of the bolaplexes, the impact on their
organization and stability should be notable. The stability enhancement of the packaging
brought by hydrophobic interactions between the fluorocarbon chains may avoid the use of
polycationic polar heads (derived for instance from spermine) that generate irreversible
complexation of the nucleic acid'* and increase cytotoxicity of the carrier. The hydrophobic
core may also favour the stacking of the molecules by increasing the cationic charge density
around nucleic acids through hydrophobic interactions. Moreover, considering the strong
ability of the perfluorocarbon chains to not interact to a great extent with hydrocarbon
chains'®, a partial or full segregation of hydrocarbon and fluorocarbon surfactants in
aqueous solution is expected, thus forming two kinds of micelles, one rich in hydrocarbon
the other in fluorocarbon surfactants.'® In the designed hemifluorocarbon bolaamphiphiles,
the presence of this central fluorocarbon segment should avoid the hydrophobic chain
refolding. The hydrocarbon and fluorocarbon chains demixion should induce the formation
of a monolayer exhibiting both polycationic and non-ionic polar surfaces. This possible
dissymmetric organization should lead to one level of DNA complexation, restricting the
size of the DNA-bolaamphiphile complex and favouring the global neutrality of its outer

surface.

According to this chemical design, the central hydrofluorocarbon segment was synthesized
from 1,8-diiodoperfluorooctane as starting material (scheme 1). Following the methodology

developed by Commeyras,'® one molecule of undecenoic acid was grafted onto the
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perfluorocarbon chain by using zinc dust as radical initiator. This monofunctionnalisation
provided the compound 1 in 70% yield. The chemical conditions used did not lead to the
compound resulting from a double condensation. Thus, radical addition of Z-allylamine or
Boc- allylamine on compound 1 was carried out in good conditions in the presence of
sodium dithionite."” It has to be underlined that the Huang’s method allowed to isolate
compounds 2a-b in 65-80% yields, widely higher than those obtained by using the
Commeyras’ procedure (40-60% yield). The diadduct so obtained was treated with
tributyltin hydride in the presence of AIBN to remove the iodine atoms and to give

compounds 3a-b in 60% yield.

Amphiphiles A and B were derived from compound 3a as new starting material (Scheme 2)
following a convergent synthetic pathway. In a first sequence, galactosylation of Z-
ethanolamine following the Helferich procedure provided compound 6."% After
hydrogenolysis of benzyloxy-carbonyl group, the condensation of this glycosidic amine
onto the hemifluorinated compound 3a was performed in the presence of BOP as coupling
reagent to provide compound 7. Thus, treatment with TFA in methylene chloride led to the
deprotected amine that was then grafted, in the presence of TBTU, onto the carboxylic
function of histidine or (N°-Z)-lysine derivatives Sa-b to give compounds 8a-b. Compounds
Sa-b were obtained by grafting the pentafluorophenyl ester 4 of the 2H,2H,3H,3H
perfluoroundecanoic acid on (N°-Z)-lysine or 2-amino-3-(N-trityl-imidazolyl) propionic

acid in an acetone/water mixture.
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After purification of the compounds 8a-b by successive size exclusion chromatography and

chromatography on silica gel column, the sugar moieties were deacetylated by

transesterification in a MeONa/MeOH mixture. Then, the protective groups of amino acid

moieties were removed either by hydrogenolysis in acidic medium (lysine derivative) or

acid hydrolysis (histidine derivative) to provide compounds A and B which were purified

by size exclusion chromatography (Sephadex LH20).
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Fig. 3 Representative gel electrophoresis shift assays of naked DNA (lane 1), a) C-bolaplexes
at N/P ratios of 0.5, 0.75, 1, 1.5, 1.75; (lane 2-6) and b) E-bolaplexes at N/P ratios of 0.75, 1,
1.5,1.75, 2.5, 5 (lane 2-7).

Compounds C and D were prepared from dodecylamine as starting material (Scheme 3). Z-
(N*-Boc)-lysine and 2-Fmoc-amino-3-(N-trityl-imidazoly!) propionic acid were coupled
with dodecylamine in the presence of DCC/HOBT to give compounds 9 and 10. After
removal of the a-amino protective groups, 9 and 10 were coupled with compound 3b in the
presence of TBTU to give derivatives 11a and 11b in good yields (77-84%). The
hydrogenolysis of benzyloxy-carbonyl group supported by their propyl amine residue
allowed their condensation with

the lactobionolactone in boiling methanol. To carefully purify these derivatives through
chromatographies on silica gel column, their sugar residue was temporarily acetylated with
a mixture of anhydrid acetic-pyridine to give compounds 12a and 12b in 58-68% yields (2
steps). Removal of acetyl groups with sodium methylate and protective groups of amino
acids with TFA finally afforded compounds C and D. Compound E was prepared in 58 %
yield from mercaptoundecanoic acid as starting material (scheme 4). Compound 14 was
obtained following a substitution reaction of benzyl bromoundecanoate by
mercaptoundecanoic acid in DMF with NaH as a strong base. Compound 6 was deprotected
by hydrogenolysis and the amine obtained was then coupled with compound 14 in the
presence of TBTU and DIEA to provide 15, the median segment of compound E. Amino
group of compound 10 was deprotected by hydrogenolysis, then grafted in the presence of
TBTU on compound 15 preliminary submitted to a catalytic hydrogenation in order to
hydrolyse its acidic function. Removal of protected groups with trifluoroacetic acid and
sodium methylate provided finally compound E which was submitted to a last purification

by size exclusion chromatography (LH 20).
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Fig. 4 Representative TEM images showing the morphology of a) bolaamphiphilé C
(x150K), b) bolaplex C at N/P=5 (x300K), c) bolaamphiphile E (x 86K), d) bolaplex E at
N/P=1.75 (x 86K); (arrows indicate the bolaplex with its internal ordering).

Aggregation behavior of bolaamphiphiles

When directly sonicated in water at a concentration of ~4-10° M, bolaamphiphiles A-E
formed turbid suspensions. The poor stability of the suspensions prepared from
bolaamphiphiles A and B [rapid sedimentation at room temperature (~15 min), detected by
the naked eyes] probably results from their greater fluorine content. In contrast, when
compared to the other (A-D) bolaforms, boléamphiphile E showed a better dispersibility
and stability. TEM observation of bolaform E revealed the presence of vesicles (~85 nm)
and fibers-like aggregates (Fig. 4c), such two-dimensional growth of the aggregates
testifying of a rather good solubility. Nevertheless, it was not possible to rely on QELS data
given the non spherical aspect of the objects. Sedimentation was also noticed for
bolaamphiphile D but to a lesser extent when compared with bolaamphiphiles A and B.
Finally, Bolaamphiphile C appeared much more stable than the others fluorinated

compounds when dispersed in aqueous conditions. Its greater stability was experienced by
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storage in a cold (4 °C) place for at least 12 h. As expected, these observations suggest that
both the presence of lysine (much more hydrophilic than histidine) and lactobionamide
residues confer a greater hydrophilic character to the bolaamphiphile C and therefore, a

greater stability to the suspensions than the other bolaamphiphiles.

In more dilute conditions (~10® M, concentration at which complexation is carried out),
quasi-elastic light scattering measurements (QELS) performed on suspensions made from
bolaamphiphile C, indicated the absence of significant evolution of the size of the particles
over a period of 1h. The suspension was constituted of a lafge proportion of particles with
small size [238 nm (intensity), 95 %; 115 nm (number), 100%] and also of a small fraction
of large size [~5.4 pm (intensity), 5 %] that indicated the occurrence of some aggregation.
The bolaamphiphile C was examined by transmission electron microscopy (TEM) in the
same (dilute) conditions. The observations revealed the presence of vesicles whose sizes
were in the range 100-160 nm (Fig. 4a) Bolaamphiphile C also presented better capacities
for complexing DNA than the other bolaamphiphiles (A, B, D). For all the reasons
mentiéned above, bolaamphiphile C was used to demonstrate the transfection capacities of
asymmetric fluorinated bolaamphiphiles without the addition of a helper lipid. A detailed
comparison of the physico-chemical and biological properties of the bolaamphiphiles A-D

is out of the scope of this paper and will be detailed elsewhere."

Preliminary biological results

Bolaamphile-DNA complexation. The ability of bolaamphiphiles A-E to complex plasmid
DNA was tested using agarose gel shift assay that allowed the separation of
macromolecules on the basis of both charge and size. It must be stressed that all of the
bolaamphiphiles were able to complex DNA due to the electrostatic interactions between
the ammonium and the phosphate groups of the two oppositely charged partners (data not
shown). The proportion of bolaamphiphiles required to immobilize DNA varies with their
chemical structure; for instance bolaamphiphiles with histidine head group appear less
efficient in complexing DNA This is not surprising given that a large proportion of free
amines of the imidazole groups is probably not protonated (pKj, is close to the physiological

pH) under electrophoresis buffering conditions (see experimental part).? 0
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Gel mobility shift assays performed at various N/P [number of amine/number of phosphate]
charge ratios for C/DNA bolaplexes are illustrated on Fig. 3a. In the left lane, naked DNA
was used as a negative control. At a N/P ratio of 0.50 and 0.75 (lanes 2 and 3), the visible
band can be reasonably associated with the free plasmid when compared with the negative
control (lane 1). These formulations were also characterized by a negative -potential (-21.4
+6.2 mV). At higher N/P ratios (N/P>1.0), all of the bands disappeared, indicating the
complete neutralisation of DNA plasmid (lanes 4-6).
On the other hand, a complete DNA neutralization by the non fluorinated bolaamphiphile E
was much more difficult to achieve. Indeed at similar ratios, i.e. at N/P~1.0, bolaamphiphile
E failed to retain DNA (Fig. 3b). The complete DNA retardation was only evidenced at
higher ratios, namely in the N/P range 2.5-5.0. Contrasting with C-bolaplexes, a marked
fluorescence was observed in the wells even when high amounts bolaform E were used.
This indicates that ethidium bromide can diffuse within the DNA strands. Therefore,
bolaform E probably fails to efficiently compact DNA. The above comparison between the
two bolaamphiphiles (C and E) would suggest that fluorine segments plays a major role in
the mechanism of bolaplexes formation, reducing the hydrophilic character of the conjugate
and allowing for the increase of the driving force needed for DNA compaction.
Size and morphology of bolaplexes. Size is a crucial factor for particles internalization by
non-specific endocytosis. It is well documented that internalization is efficient when
particle size is less than 200 nm.*"** Therefore, the size of bolaplexes formed from
bolaamphiphile C was investigated by QELS for different N/P ratios. For bolaplexes
formed with an excess of bolaamphiphile C (i.e. for N/P ratios of 2.5 and 5) or with a
stoechiometric ratio (N/P=1) QELS revealed the presence of a bimodal distribution that
consists in a fraction of small particle size averaging 225-300 nm (intensity) [130-250 nm
(number), 100%] and a significant proportion of aggregates [0.7-1.2 um (intensity), 27-
59%)]. For N/P ratios of 1.17 and 1.35, larger particles were observed with a mean diameter
of ~835 nm (intensity, ~100%) [430 nm (number), 100%]. Such a noticeable increase in the
size of the particles is generally related to the instability of electroneutral DNA/lipid
lipoplexes. The morphology of the particles has also an impact on the transfection
e'fﬁciency,23 in particular on the nuclear trafficking.®* At a Aratio N/P of 1.7, TEM
observations indicated the presence of distinct and relatively spherical particles with a

contrasted outline and a diameter of around 65-140 nm [see Fig. 4b]. These particles
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were assumed to correspond to bolaplexes. In fact, the propensity of C-bolaplexes to
aggregate was also confirmed by TEM at other N/P ratios. At high N/P ratios (N/P>1.35), a
mixture of membrane debris and well-defined particles were also observed. A closer
examination of Fig. 4b also revealed the internal lamellar ordering of the bolaplexes.

TEM examinations of E-bolaplexes (Fig. 4d) revealed, on a large range of ratios
(1<N/P<5), the persistence of a fiber-like morphology, reminiscent of that observed for the
uncomplexed bolaamphiphile E. DNA appeared to be aggregated according an
heterogeneously fashion onto the surface of the fibers, confirming the inefficient

complexation process occurring between the non fluorinated bolaamphiphile and DNA.
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Transfection and cytotoxicity.

In order to evaluate the gene delivery potential of bolaamphiphile C and its
hydrocarbonated analogous compound E, the in vitro cytotoxicity as well as the transfection
efficiency of bolaamphiphiles C and E/pBudCE4.1LacZ/CAT based-bolaplexes were
performed on COS-7 cell lines, as described in the experimental section. Cell viability tests
were carried out in the presence of bolaamphiphiles C or E and compared with those
obtained from 25 kDa branched poly(ethylenimine) (PEI) which is known to be a very
potent transfectant but with an acute cellular cytotoxicity (Fig. 5b). The LCso of PEI was 9
pg/mL whereas at the same dose of bolaamphiphiles C and E (data not shown), the cell
viability was ~89 %. The profile under the form of a plateau of the cell viability as a
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function of the increasing weight of bolaamphiphile testified the notably low cytotoxicity
for high amount of bolaamphiphiles.

To estimate the transfection efficiency of bolaplexes formed from bolaamphiphile C or E,
B-gal protein (encoded by LacZ gene) expressed in COS-7 cells was quantified. The assays
were performed in the absence of any helper lipid or co-formulated multifunctional
(bola)amphiphile that commonly enhances ir vitro transfection.® As illustrated on Fig. 5a,
the transfection efficiency as a function of N/P ratios followed an asymmetric bell-shaped
profile. The maximal level of transfection was observed at a N/P ratio of 1.75 but gene
expression was still significant at higher N/P ratios (2.5 and 3.75). In fact, despite the fact
that the transfection level was significantly lower than PEI, (~45 times less efficient than
PEI/DNA polyplexes), C-bolaplexes generated a significant transfection level, typically
higher than three orders of magnitude than naked DNA. This result contrasted with the
relatively low transfection efficiency generally obtained with (fluorinated) bolaamphiphiles

27f

when used alone, i.e. without the addition of any helper lipids®" or other functional

(bola)amphiphile*™

. A plausible reason to explain the relative difference measured between
the PEI-polyplexes and the C-bolaplexes could be the ability of PEI-polyplexes to easily
leave the vacuoles of lysosomes.”® In the case of lipoplexes, efficient release in the
cytoplasm would origin from a lamellar to a fusogenic inverted hexagonal phase in the
acidic environment of the endosomal compartments.” TEM observations revealed the
lamellar-like packing of the DNA-bolaamphiphile complexes but so far we have no
evidence for such phase transition. It is rather uncommon that such pH phase sensitive
behaviour is an intrinsic properties of surfactant.” In fact, DNA-surfactant complexes
generally appear undergo the appropriate structural change when helper lipids are
incorporated in the formulation.

In closing, it is worth noting that transfection experiments performed with the E-bolaplexes
were characterized by the absence of any protein expression. The difference in the
transfection efficiencies observed between bolaform C and E maybe due in part to the
inability of the non fluorinated bolaform to bind and condense efficiently DNA. This last
result suggests that the partial fluorination of the hydrophobic core of these

bolaamphiphiles seems to increase not only the self association and DNA complexation

abilities of these compounds but also their DNA transfection efficiency.
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Conclusion
The synthesis and the characterization of a new series of fluorinated asymmetric
bolaamphiphiles, designed for gene delivery, were reported. We demonstrated that
fluorinated bolaamphiphiles were capable of binding and condensing DNA in nanoparticles
whose sizes were, according TEM observations, in the range 65-150 nm. Preliminary
biological data based on transfection and cytotoxicity assays indicated the strong potential
of these bolaplexes as DNA delivery system. Indeed bolaamphiphile can present a low
cytotoxicity and a significant in vitro transfection efficiency without the addition of helper
lipids. In this éontext, post-functionalisations of bolaamphiphiles with a translocation
peptide are currently underway with the aim to enhance gene delivery through a co-

formulation process.

Experimental

Abbreviations

AcOEt, ethyl acetate; AIBN, 2,2'-azobis isobutyronitrile; Ar, argon; Boc, fert-
butoxycarbonyl; BOP, (benzotriazol-1-yloxy)tris(dimethylamino)-phosphonium
hexafluorophosphate; DCC, dicyclohexylcarbo diimide; DCM, methylene dichloride;
DIEA, diisopropyl ethylamine; cHex, cyclohexane; Fmoc, 9-fluorenylmethoxycarbonyl,
His(Tr), 2-amino-3-(N-Trityl-imidazolyl) propionic acid; HOBT, 1-hydroxy benzotriazole;
PFP, pentafluorophenol, Pyr, pyridine; TBTU, O-benzotriazol-1-yl-N,N,N",N"-tetramethyl
uronium tetrafluoroborate; TEA, triethylamine; TFA, trifluoroacetic acid; THEF,
tetrahydrofurane; Tr, trityl; Z, benzyloxycarbonyl; phosphate buffered saline, PBS;
polyethylenimine, PEI; Dulbecco's modified Eagle's medium; DMEM; FBS, feotal bovine
serum; BCA, bicinchonic acid.; CMV, cytomegalovirus; QELS: quasi elastic light

scattering; TEM, transmission electron microscopy
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Materials and methods
All solvents were purchased from Acros organics. DCM was distilled from P,Os and THF
from sodium. Other solvents were used without further purification. All chemicals were
purchased from Sigma-Aldrich or Acros Organics and were used without further
purification. Reactions were monitored by thin layer chromatography using Merck
precoated 60F,s4 silicagel plates. Purifications were achieved by column chromatography
over silica gel (Merck 60). Melting points were measured on an electrothermal apparatus
and have not been corrected. "H NMR and >C NMR spectra were recorded on Bruker AC
250 spectrometer and processed using xwinnmr (Bruker). Chemical shifts are given in ppm
relative to tetramethylsilane using the deuterium signal of the solvent as a heteronuclear
reference for 'H, >C and '°F. Mass spectra were recorded on a APT III Plus Sciex
apparatus. Elemental analysis were performed by the service central de microanalyses of the
CNRS (Vernaison, France).
Sterile water (DNase free, molecular biology reagent; PBS, PEI (Mw 25000 g.mol’,
branched), and ethydium bromide were obtained from Sigma-Aldrich (Oakville, On). Cell
culture plastics were purchased from Coming Costar (Corning, NY). Zeocin,
pBudCE4.1/LacZ/CAT (8433 bp), Escherichia coli Top 10 chemically competent cells
were from Invitrogen (Burlington, On). Cell proliferation kit MTT | [3-(4,5-
dimethylthiazole-2-yl)-2,5-diphenylpyrazolium)bromide)] assay and B-gal ELISA kit were
purchased from Roche Diagnostics GmbH (Laval, PQ). DMEM and OPTI-MEM 1 reduced
serum medium and FBS were purchased from GIBCO Invitrogen Corporation (Burlington,
On) and Medicorp (Montréal, PQ), respectively. Endotoxin-free Giga Kit was from QIAgen
(Mississauga, On). COS-7 cell line (Simian virus 40-transformed kidney cells of an African
green monkey) was from American Type Culture Collection (ATCC) (Manassas, VA).
DNA preparation
pBudCE4.1/lacZ/CAT plasmid encoding B-galactosidase under the control of the CMV
promoter was used. One Shot TOP10 chemically competent Escherichia coli grown in
Luria Broth (LB) medium containing Zeocin (50 pg/ml) were transformed with the
plasmid pBudCE4.1/1acZ/CAT. The plasmid was isolated and purified using the endotoxin-
free Giga Kit and then dissolved in PBS (pH 7.3). The DNA concentration was measured
by UV absorption at 260 nm, and the purity was confirmed with Axgo/Azs0 and by 0.8%
agarose gel electrophoresis [Tris-acetate-EDTA buffer (TAE, pH 8.0)]. DNA bands were
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visualized by UV illumination after coloration by ethidium bromide. DNA restriction
analysis was used to confirm the nature of the plasmid. The DNA aliquots were stored at -
20 °C prior to use.

Bolaamphiphiles and bolaplexes preparations

Bolaamphiphiles A-E were sonicated in H,O for 2 hours at 60 °C and pH was adjusted at 7
at a final concentration of 5Smg/mL (~4:10" M). Only bolaamphiphiles C and E were found
to be sfable as observed by the naked eyes (no sedimentation detected after a period at room
temperature of at least 4 h). Bolaplexes were prepared in H,O by directly mixing equal
volume of diluted bolaamphiphiles and DNA solution (20 pg/mL DNA). Final DNA
concentration was 10 pg/mL.

Gel electrophoresis shift assay

Bolaamphiphile C/DNA or E/DNA complexes were formed at various nitrogen
(N)/phosphate (P) ratios [N/P of 0.5, 0.75, 1, 1.5, 1.75, 2.5 and 5]. 40 uL of freshly
prepared bolaplexes solutions (0.4 ug of DNA) were loaded with bromophenol blue in
glycerol into 0.8% agarose gel in buffer TAE (pH 8.0) and electrophoresed at 90 V for 1 h.
Gel stained with ethydium bromide solution (0.5 mg/L) was transilluminated on ultraviolet
light to visualised the DNA and photographed.

Size distribution and zeta (£) Ypotential measurement

Size distribution of bolaamphiphile C and E was obtained from quasielastic light scattering
(QELS) using Zetasizer (Malvern, NanoZS ZEN3600). The instrument was equipped with a
monochromatic coherent helium neon laser (633 nm) as a light source. The scattered light
was recorded at an angle of 90°, and the analysis of the autocorrelation function was
performed automatically to yield the diffusion coefficient, Dr, taking the values 1.33 and 25
°C for refractive index and temperature, respectively. Size distributions by intensity or
nurﬁber (see text for details) were given relatively to the hydrodynamic diameter using a
bimodal distribution. For bolaplexes , both size and £ potential measurements were carried
out at different N/P ratios with the disposable cell (folded capillary cell DTS 1060).

potential was calculated by using the Schmoluchowsky approximation.
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Transmission electron microscopy (TEM)
Bolaamphiphile C and E and C or E-bolaplexes prepared at different N/P ratios were
analyzed for their morphological characteristics. 10 pL of the sample was added onto a 150-
mesh copper grid covered with Formvar. The excess of solution was gently weaked off with
filter paper and the preparation was negatively stained with a droplet of 1% uranyl acetate
(aqueous solution at a pH of 4.5) for 2 min. After removal of the stain the grid was air-
dried. Samples were observed under transmission electron microscope Philips EM 410
operating at 80 kV.
Transfection protocol
COS-7 cells were used for transfection and cell viability tests. Cells (2.7-10° per well) were
grown to 90% confluence 24 h after plating in 6-well tissue culture plates using coniplete
medium [90% (v/v) DMEM containing L-glutamine, 10% FBS] at 37 °C in a humidified
atmosphere containing 5% CO; (v/v). Immediately before the initiation of 3-galactosidase
transfection, the medium was removed, the cells were washed twice with PBS, and 1 mL of
OPTI-MEM I serum-free medium was added before the addition of the freshly bolaplexes
solution (500 puL, 5 pug of DNA/well). Serum-free transfection mixtures Wf;re incubated for
4 h, and replaced by complete medium without antibiotics for an additional 18 h. B-
galactosidase quantity was assayed using a commercially available kit (Roche). Results
were expressed as pg of B-galactosidase/pg of total protein using the BCA assay (Pierce).
Control experiments were performed with naked DNA plasmid (5 pg/well) and PEI/DNA
polyplexes at weight ratios of 1.29 [equivalent to a N/P ratio of 10].2% Experiments were
performed in triplicate.
Cytotoxicity
Cytotoxicity of bolaamphiphiles was evaluated by measuring the viability of treated cells as
a function of the concentration of bolaamphiphile (ng/mL). The viability of metabolically
viable COS-7 cells was measured by using the MTT Cell Proliferation Assay kit, 24 h after
incubation with the bolaamphiphile. Cells were grown in 96-well plates 24 h before at an
initial seeding density of 1.9-10% cells/well in 100 puL of DMEM. Bolaamphiphile were
directly dissolved in OPTI-MEM 1 at different concentration (ug/mL) [related to the
transfection experiments]. Untreated cells were used as positive control and PEI cells

treated for comparison model. Cells were grown for 24 h in the presence of complexes and



139
then immediately tested for metabolic activity. MTT reagent (10% v/v) was added to each
well (final concentration 0.5 mg/mL). After 4 h of incubation at 37 °C, the purple insoluble
salt was dissolved by adding 100 pL of solubilization solution. The plate was incubated in
the dark at 37 °C for 24 h. Absorbance was measured at 550 nm using a reference
wavelength of 650 nm. The results were expressed as a relative percentage of cell viability
related to the control (untreated cells). Cell viability (%) = (ODssg (sample)/ QD550 (negative control))

x 100. Experiments were performed in triplicate.

Synthesis

10,19-diiodo-12,12,13,13,14,14,15,15,16,16,17,17,18,18,19,19-hexadecafluorononade-
canoic acid (1)
Undecylenic acid (0.289 g, 1.53 mmol), 1,8-diiodoperfluorooctane (2 g, 3.06 mmol) and

zinc dust (0.4 g) were dissolved in freshly distilled and degassed DCM (10 mL) under
argon. The mixture was refluxed for 2 hours. The mixture was diluted with DCM (20 mL)
and filtered over celite. The solvent was removed from the filtrate in vacuo. The crude
product was purified by flash chromatography on silica gel (cHex:AcOEt 9:1) to yield 900
mg (1.07 mmol, 70 %) of monoadduct intermediate 1 as a white solid. Rf: 0.5 (cHex:AcOEt
7:3), mp: 66-68°C. 'H NMR (CDCls, 250 MHz): § 1.29-1.45 (10H, s, CH; chain), 1,66 (2H,
m, HO,C-CH,-CH,), 1.80 (2H, m, CHZ-CHZ-CHI), 2.38 (2H, t, HO,C-CH,, J = 7.5 Hz),
2.85 (2H, m, CH,-CF,), 4.34 (1H, m, CHI). *C NMR (CDCl; 62.86 MHZ): 20,9 (HO,C-
CH>-CH,), 24,6 (CHI), 28,4-29,4 (CH; chain), 34,0 (HO,C-CH,), 40,0 (CH,-CHI), 41,9
(CH,-CF>), 106.9-117.9 (CF,), 180.3 (CO). "’F NMR (CDCl;, 235.19 MHz): 6 -60 (2F, s,
CF,l), -111.0 to -115.3 (4F, m, CH,-CF,, CF,-CF,l), -120.8 t0 -123.5 (10F, m, 5 CF>).

22-N-(tert-butyloxycarbamoyl)-10,21-diiodo-12,12,13,13,14,14,15,15,16,16,17,17,18,18,
19,19-hexadecafluorodocosanoic acid (2a)
Compound 1 (2 g, 2.38 mmol) and Boc-allylamine (1.5 g, 9.55 mmol) were dissolved in 15

mL freshly distilled acetonitrile. Sodium dithionite (0.414 g, 2.38 mmol) and sodium
hydrogenocarbonate (0.4 g, 4.76 mmol) dissolved in 5 mL of distilled water were added to
the mixture. After stirring for 16 h at room temperature, the mixture was acidified to pH=3
with 2M HCI. Acetonitrile was removed in vacuo and the mixture was extracted with ethyl
acetate. The organic layers were washed with 1 M HCI then water and dried over anhydrous
NaySO4. The solvent was removed in vacuo. The crude product was purified by flash
chromatography on silica gel (cHex:AcOEt 8:2) to yield 1.9 g (1.9 mmol, 80 %) of
compound 2a as a white solid. Rf: 0.51 (cHex:AcOEt 6:4). mp: 93-95°C. 'H NMR
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(CDCl3, 250 MHz): & 1.27-1.40 (10H, s, CH; chain), 1,47 (9H, s, C(CH3)3), 1,63 (2H, m,
HO,C-CH,-CH,), 1.79 (2H, m, CH,-CH,-CHI), 2.35 (2H, t, HO,C-CH,, J = 7.5 Hz), 2.83
(4H, m, 2 CH,-CF,), 3.58 (2H, m, CH,-NH), 4.37 (2H, m, 2 CHI), 5.09 (1H, s, NH). *C
NMR (CDCl;, 62.86 MHz): & 18.8 (CHI-CH,-NH), 20.9 (HO,C-CH,-CH), 24.6 (CHI-
CH,-CF3), 26.9-33.9 (CH3 chain, C(CHs)3), 33.9 (HO,C-CH,), 38.6 (CF,-CH,), 40.3 (CH,-
CHI), 41.7 (CH,-CF»), 49.0 (CH,-NH), 81.1 (C(CH3);), 106.1-121.9 (CF,), 155.7 (NH-
CO), 179.1 (CO;H). 'F NMR (CDCls, 235.19 MHz): § -112.2 to -114.1 (4F, m, 2 CH,-
CF,), -120.8 to -123.5 (12F, m, 6 CF,).

22-N-(tert-butyloxycarbamoyl)-12,12,13,13,14,14,15,15,16,16,17,17,18,18,19,19-hexa-
decafluorodocosanoic acid (3a)
Compound 2a (1.85 g, 1.86 mmol) was dissolved in 20 mL of anhydrous and degassed

acetonitrile with argon. The solution was refluxed and then Bu;SnH (1.10 mL, 4.09 mmol)
and AIBN (0.34 g, 2.04 mmol) dissolved in 2 mL of dry acetonitrile were added slowiy via
a syringe. The mixture was refluxed for 16 h under argon. The solvent was removed in
vacuo and the crude product was purified by flash chromatography on silica gel
(cHex:AcOE:t 8:2) to yield 830 mg (1.11 mmol, 60 %) of compound 3a as a white solid. Rf:
0.53 (cHex:AcOEt 6:4). mp: 99-100°C. "H NMR (CDCl3, 250 MHz): & 1.23-1.39 (12H, m,
CHa chain), 1.47 (9H, s, C(CHj3)3), 1.61 (4H, m, HO,C-CH,-CH,, CH,-CH,-CF»), 1.80 (2H,
m, CH,-CH,-NH(Boc)), 2.15 (4H, m, 2 CH,-CF,), 2.35 (2H, t, HO,C-CH,, J = 7.5 Hz),
3.24 (2H, m, CH,-NH), 4.67 (1H, s, NH). *C NMR (CDCl; 62.86 MHz): § 20.1-21.3
(CH,-CH,-NH, HO,C-CH,-CHy), 24.8-31.2 (CH; chain, C(CH3)3, 2 CH,-CF>), 34.0 (HO,C-
CH,), 39.6 (CH,-NH), 79.6 (C(CHjs)3), 106.5-122.4 (CF,), 156 (NH-CO), 179.7 (CO,H).
'F NMR (CDCl,, 235.19 MHz): § -114.27 (4F, s, 2 CH,-CF3), -121.86 to -123.59 (12F, m,
6 CF,).

22-N-(benzyloxycarbamoyl)-10,21-diiodo-12,12,13,13,14,14,15,15,16,16,17,17,18,18,19,
19-hexadecafluorodocosanoic acid (2b)
The same procedure as used for compound 2a was applied to 2b. From compound 1 (2 g,

2.386 mmol), Z-allylamine (1.37 g, 7.158 mmol), sodium dithionite (0.415 g, 2.39 mmol)
and sodium hydrogenocarbonate (0.4 g, 4.77 mmol), 1,6 g (1.55 mmol, 65%) of compound
2b was obtained as a white powder after purification by flash chromatography on silica gel
(cHex:AcOEt 9:1), Rf: 0.32 (cHex-AcOEt 8:2). mp: 74-76°C. '"H NMR (CDCl;, 250 MHz):
8 1.25-1.55 (10H, m, CHj chain), 1.66 (2H, m, CH,-CH,-CO,H), 1.82 (2H, m, CH;-CH,-
CHI), 2.37 (2H, t, H02C-CH2,.J3 = 7.5 Hz), 2.86 (4H, m, 2 CH,-CF,), 3.55 (1H, m, CHI),
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3.66 (1H, m, CHI), 4.38 (2H, m, CHI-CH,-NH), 5.16 (2H, s, CH,-®), 7.27 (1H, s, NH),
5.39 (5H, s, CHyrom). *C NMR (CDCl;,62.86 MHz): § 18,4 (CHI-CH,-NH), 20,9 (HO,C-
CH,-CHs,), 24,6 (CHI-CH,-CF,), 28,4-29,5 (CH; chain), 34,0 (HO,C-CH,), 38,7 (CF,- CH,),
40,3 (CH,-CHI), 41,7 (CH,-CF,), 49,3 (CH,-NH), 67,3 (CH,-®), 106,3-121,8 (CF>), 128,4
(CH aom), 146,2 (CH 4om), 156,3 (NH-CO), 179,1 (CO,H). '’F NMR (CDCls, 235.19
MHz): § -111 to -115.1 (4F, m, 2 CH,-CF,), -121.7 (8F, s, 4 CF), -123.2 (4H, s, 2 CF,).

22-N-(benzyloxycarbamoyl)-12,12,13,13,14,14,15,15,16,16,17,17,18,18,19,19-hexadeca-
fluorodocosanoic acid (3b)
Deiodination was carried out with the same procedure used for compound 3a. from

compound 2b (1.5 g, 1.46 mmol), BuzSnH (863 pL 3.21 mmol) and AIBN (0.263 g 1.60
mmol), 610 mg (0.78 mmol, 54%) of compound 3b was obtained as a white powder after
puriﬁcatiqn by flash chromatography on silica gel (cHex:AcOEt 8:2) and recrystallization
frgm heptane. Rf : 0.36 (cHex-AcOEt 6:4). mp: 97-98°C. '"H NMR (CDCls, 250 MHz): §
1.32 (12H, m, CH; chain), 1.63 (4H, m, CH,-CH,-CO,H, CH,-CH,-CF>), 1.86 (2H, m, CH,-
CH,-NH), 2.07 (4H, m, 2 CH,-CF,), 2.35 (2H, t, HO,C-CH,, > = 7.5 Hz), 3.31 (2H, t,
CH,-NH, I? = 6 Hz), 4.88 (1H, s, NH), 5.14 (2H, s, CHy-®), 7.36 (5H, s, CH aom). °C
NMR (CDCl;, 62.86 MHz): 6 20.1-30.6 (CH3 chain, 2 CH,-CF,, CH,-CH,-NH(Z)), 34.0
(HO,C-CH»), 40.,2 (CH,-NH(Z)), 66.9 (CH,-®), 106.5-123.1 (CF;), 128.1-128.6 (CH zom),
136.1 (C arom.), 156,9 (NH-CO-0), 179.4 (HO,C). "°F NMR (CDCl;, 235.19 MHz): § -114.3
(4F, s, 2 CH,-CF>), -121.8 (8F, m, 4 CF»), -123.5 (4F, s, 2 CFy).

Pentafluorophenyl 4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-hepta decafluoroundecanoate
“)
4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-perfluoroundecanoic acid (3 g 6.1 mmol) and

pentafluorophenol (1.23 g, 6.7 mmol) were dissolved in 20 mL of freshly distilled DCM.
The mixture was cooled to 0°C and DCC (1.63 g, 7.9 mmol) was added. After stirring for
12 h at room temperature the solvent was removed in vacuo and the crude product purified
by flash chromatography on silica gel (cHex:AcOEt 9:1) then recrystallized from
AcOEt/Hexane to yield 3.9 g (5.92 mmol, 97 %) of compound 4 as white crystals. Rf : 0.44
(cHex-AcOEt 7:3), mp: 48-50°C. 'H NMR (CDCls, 250 MHz): & 2.55 (2H, m, CH,-CF>),
3.05 (2H, t, CH,CO, I’ = 7.5 Hz). *C NMR (CDC13, 62.86 MHz): 6 25.09 (CH,-CO), 26.5
(CF»-CHy), 106.6-121.7 (CF,), 136.0 (2 CF prp), 138.7 (CF prp), 143.1 (2 CF prp), 167.5
(CO). ”F NMR (CDCls, 235.19 MHz): & -80.9 (3F, s, CF3), -114.8 (2F, s, CFZ;CHZ), -121.8
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to -123.5 (10F, m, 5 CF,), -126.2 (2F, s, CF5-CF,), -152.8 (2F, s, 2 CF pgp), -157.3 (1F, s,
CF pr), -162.1 (2F, S, 2CF pr).

N°-(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-heptadecafluoroundecanoyl)-N°-(benzyloxy-
carbonyl)lysine (5a)
Lys(Z)OH (0.5 g 1.78 mmol) and HOBT (0.12 g, 0.89 mmol) were dissolved in 10 mL of

acetone/distilled water (1:1). The solution was basified to pH=8-9 with TEA. Compound 4
(1.29 g, 1.96 mmol) dissolved in 2 mL of acetone was added dropwise. After stirring for 12
h at room temperature the mixture was acidified to pH=2 with 3M HCI solution and the
solvent removed in vacuo. The aqueous layer was extracted with ethyl acetate three times.
The organic layer was washed with 1M HCI solution and water, dried over sodium sulfate
and concentrated in vacuo. The crude product was purified by flash chromatography on
silica gel (cHex:AcOEt 5:5 to cHex:AcOEt 3:7) to yield 834 mg (1.10 mmol, 62 %) of 5a
as a white solid. Rf: 0.46 (AcOEt), mp: 112-114°C, [u]p™: +3,94° (C, 1, CH,Cly). 'H
NMR (CDCls, 250 MHz): 6 1.31-1.52 (4H, m, CH;-(CH;);-CH3), 1.83 (2H, m, CH-CH3),
2.46-2.57 (4H, m, CH,-CH,- CF,), 3.19 (2H, m, CH,-NH(Z)), 4.57 (1H, m, CH-CH), 5.09
(2H, s, CHp-®), 5.25 (1H, s, NH), 7.29 (5H, s, CH uom), 7.87 (1H, s, NH). ')C NMR
(CDCl;, 62.86 MHz): & 22.1-30.9 (CH,-CH;-CF,, CH-(CH,)3), 40.1 (CH;-NH(Z)), 52.4
(CH), 67.3 (CH;-®), 106.5-122.2 (CF;), 126.5-128.6 (CH arom.), 138.6 (C arom), 151.8 (NH-
C0-0), 169.5 (NH-CO-CH3,), 173.1 (HO,C). ’F NMR (CDCls, 235.19 MHz): § -80.7 (3F,
s, CF3), -114.6 (2F, s, CF,-CH3), -121.9 to -126.1 (12F, m, 6 CF3).

N°-(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-heptadecafiuoroundecanoyl)-N""-(trityl)
histidine (Sb)
The procedure described for the synthesis of compound 5a was applied to Sb. From

His(Trt)OH (0.640 g, 1.61 mmol), HOBT (0,109 g, 0,81 mmol) and compound 4 (1,165 g,
1,77 mmol) and after purification by flash chromatography on silica gel (AcOEt:cHex 9:1
to AcOEt-MeOH 9:1) and recrystallization from AcOEt/n-Heptane 1.15 g of compound Sb
was obtained (1.32 mmol, 82 %) as white crystals. Rf : 0.33 (AcOEt-MeOH 9:1). mp: 109-
111°C. [a]p*": +14.03° (C, 1, CH,Cly). "H NMR (DMSOds, 250 MHz, 45 °C): & 2.34-2.51
(4H, m, CH;-CH,-CF,), 2.88 (2H, m, CH;-CH), 4.52 (1H, m, CH-CH,), 6.9-7.4 (17H, m,
CH arom, CH nis), 8.04 (1H, s, OH), 8.37 (1H, d, NH, > = 8 Hz ). *C NMR (DMSOds, 62.86
MHz): & 26.1-28.8 (CO-CH;-CH,-CF;), 39.6 (CH-CHy), 52.2 (CH-CH;), 76.4 (C(®)3),
105.8-119.3 (CF2, CF3), 120.6 (N-CH=C y;5), 128.8-130.1 (CH arom.), 134 (C nis), 137.6 (N-
C=N 1is), 141.7 (C arom), 169.7 (NH-CO), 172.9 (CO-OH). '’F NMR (DMSOd¢, 235.19
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MHz): § -80.2 (3F, s, CF3), -113.3 (2F, s, CH,-CF), -121.4 to -122.9 (10F, m, 5 CF3), -
125.5 (2F, s, CF,-CF3).

O-benzyl-N-|2-((2,3,4,6-tetra-0O-acetyl)-p-D-galactopyranosyl oxy)ethyl]carbamate (6)
O-benzyl-N-hydroxyethylcarbamate (4 g, 20.51 mmol), Hg(CN), (7.77 g, 30.76 mmol) and

moleculér sieves (3 A) (2 g) were stitred in 50 mL of anhydrous and degassed acetonitrile
under argon. After stirring for 15 min, 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-galactopyranosyl bromide
(12.64 g, 30.76 mmol) was added and the reaction mixture was stirred for 1 day at room
temperature. The resulting mixture was filtered and the solvent was removed from the
filtrate in vacuo. The crude product was dissolved in ethyl acetate (100 mL) and the organic
layer washed successively with 10 % NaHCOj; solution, 10 % KI solution, 10% sodium
thiosulfate solution. The solution was dried over sodium sulphate, concentrated in vacuo
and the crude product was purified by flash chromatography on silica gel (cHex:AcOEt 6:4)
to yield 6.78 g (12.91 mmol, 63 %) of compound 6 as a white solid. Rf: 0.46 (cHex:AcOEt
4:6), mp: 46-48°C. [a]p>: +20,7° (C, 1, CH,Cl,). "H NMR (CDCls, 250 MHz): § 1.95-2.13
(12H, m, CH;CO), 3.38 (2H, m, CH,-NH), 3.89 (2H, t, O-CH,, P - 6 Hz), 4.11 (3H, m,
CHgs), CHy)), 4.45 (1H, d, CHgy, I = 7,5 Hz), 4.96-5.49 (6H, m, CH), CHg), CHy,
CH,-®, NH), 7.31 (5H, s, CH gom ). *C NMR (CDCl3, 62.86 MHz): § 20.6 (CH;3CO), 61.3-
70.6 (CH,-®, CH(3), CH3), CH4), CHys), CHg)), 101.5 (Cip) 128.3 (CH arom.), 136.4 (C arom.),
156.4 (CO-CH,-®), 169.7-170.5 (CO-CHs).

N-[2-((2,3,4,6-tetra-0;acetyl)-B-D-galactopyranosyloxy)ethyl]-22-N-(tert—butyloxy-
carbamoyl)-12,12,13,13,14,14,15,15,16,16,17,17,18,18,19,19-hexadecafluorodocos-
anamide (7) ‘ '

Compound 6 (604 mg, 1.15 mmol) was dissolved in 10 mL of ethanol. The solution was

stirred and cooled at 0°C and palladium on charcoal (69 mg, 60 mg/mmol) was added
portionwise. The mixture was stirred under hydrogene pressure (8 bars) for 12 h at room
temperature. The mixture was filtered over celite and the solvent removed in vacuo. The
crude product was dissolved in 5 mL of freshly distilled DCM. Compound 3a (713 mg,
0.96 mmol) and BOP reagent (508 mg, 1.15 mmol) were added. The mixture was basified
to pH=8 with DIEA. After stirring for 12 h under argon, the solvent was removed in vacuo
and the crude product was purified by flash chromatography on silica gel (cHex:AcOEt 5:5
to cHex:AcOEt 2:8) to yield 514 mg (0.46 mmol, 48 %) of compound 7 as a white solid.
Rf: 0.6 (AcOEt). mp: 45-47°C. 'H NMR (CDCls, 250 MHz): § 1.35 (12H, m, CH; chain),
1.46 (9H, s, C(CHs)3), 1.61 (4H, m, NH-CO-CH,-CH,, CH,-CH,-CF>), 1.76 (2H, m, CF»-
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CH,-CH,-CH,-NH(Boc)), 1.96-2.30 (18H, m, CH;CO, 2 CH,-CF,, NH-CO-CHy), 3.15
(2H, t, CH-NH(Boc), I’ = 6,5 Hz), 3.37 (2H, m, CH,NH), 3.70 (1H, m, OCHy), 3,86 (1H,
m, OCHy), 4,15 (3H, m, CHay, CHs)), 4,68 (1H, d, CHy1y, , J = 7.25 Hz), 4.91-5.51 (4H,
m, CHgy, CHgs), CHwy, NH). '°C NMR (CDCl; 62.86 MHz): § 19.1-20.7 (CH3-CO, CHa-
CH,-NH(Boc), NH-CO-CH,-CHy), 25.6-29.1 (CHz chain, 2 CHa-CFa, C(CHs)s, NH-CO-
CH,), 35.7 (CH,-NH(Boc)), 38.9 (OCH,-CH,-NH), 61.2 (CHy)), 67.4-71 (OCH,-CH,-NH,
CHg), CHg), CHuy, CHs)), 78.7 (C(CHs)s), 100.8 (Cyp), 105.3-122.5 (CF2), 157.1 (CO poo),
170.1-170.6 (CO-CHs), 175.1 (NH-CO-CHy). °F NMR (CDCls, 235.19 MHz): & -115.3
(4F, s, 2 CH,-CF,), -122.8 to -124.5 (12F, m, 6 CFy).

N-[2-((2,3,4,6-tetra-O-acetyl)-p-D-galactopyranosyloxy)ethyl]-22-N-[2-(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,
9,9,10,10,11,11,11-heptadecafluoroundecacarbamoyl)-6-(benzyloxycarbamoyl)
hexacarbamoyl]-12,12,13,13,14,14,15,15,16,16,17,17,18,18,19,19-hexadecafluorodoco-
sanamide (8a)

Compound 7 (200 mg, 0.179 mmol) was dissolved in 5 mL of TFA/CH,Cl, 2:8 mixture

After stirring for 1 h the solvent was removed in vacuo. The crude product was dissolved in
10 mL of ethyl ether and the solvent removed in vacuo. The operation was repeated twice
until total removal of TFA. The crude product was dissolved in 5 mL of freshly distilled
DCM. Compound 5a (162 mg, 0.215 mmol) and TBTU (75 mg, 0.233 mmol) were added.
The mixture was basified to pH=8-9 with DIEA. After stirring for 16 h under argon in
boiling DCM (CH,Cl, ), the solvent was removed in vacuo, the crude product was purified
by flash chromatography on silica gel (AcOEt:cHex 8:2) and filtration over size exclusion
chromatography LH20 (MeOH:CH,Cl, 1:1) to yield 220 mg (0.12 mmol, 70 %) of fully
protected compound 8a as a white solid. Rf : 0.46 (AcOEt) mp: 100-101°C. [a]p>": -4.17°
(C, 1, CH,Cl,), "H NMR (DMSOdg, 250 MHz): & 1.21-1.72 (24H, m, CH; ¢hain, CHo-CH,-
CH,-NH(Z), CF,-CH,-CH,-CH,-NH, CH-CH,), 1.90-2.11 (18H, m, CH3CO, 2 CH,-CF>,
NH-CO-CH,), 2.39 (4H, m, CgF7-CH,-CH,), 2.97 2H, m, CH»-NH-(Z)), 3.17 (4H, m,
CF,-(CH,),-CH,-NH, OCH,-CH,-NH), 3.51 (1H, m, OCH,), 3.64 (1H, m, OCH,), 4.04
(3H, m, CH-CH,, CHy)), 4.18 (1H, m, CHsy), 4.82 (1H, d, CHqya, 7 = 8 Hz), 4.90-5.00
(3H, m, CHg;, CHx-®), 5.15 (1H, dd, CHg), J* = 3.25 Hz, I’ = 10.5 Hz), 5.26 (1H, m,
CHgy), 7.25 (1H, m, NH), 7.29 (5H, s, CH arom), 7.78 (1H, m, NH), 7.99 (1H, m, NH), 8.25
(1H, m, NH-CH). >C NMR (DMSOdg, 62.86 MHz): § 20.0-31.3 (CO-CH3, CH, chain, CFa-
CH,-CH,-CO, CH;-CF,, CF,-(CH;),-CH,-NH, CH-CH,-CH,-CH,), 35.7-41.0 (OCH,-CH>-
NH, CF-(CH;),-CH,-NH, CH,-NH(Z)), 54.2 (CH-CH,), 61.7 (CHy), 65.5-71.1 (CHp),
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CHg), CHy), CHgs), CHp-®, OCH,-CHy), 100.5 (Cyp), 105.9-119.8 (CF,, CF3), 128.2 -128.8
(CH wom)s 137.7 (C wom), 156.5 (NH-CO-0), 169.6-172.8 (CO-CH;, NH-CO-CH,, NH-
CO-CH, CH-NH-CO). °F NMR (DMSOds, 235.19 MHz):  -80.2 (3F, s, CF3), -114.3 (6F,
s, 3 CFy), -121.8 to -123.4 (22F, m, 11 CFy), -126 (2F, s, CFy). m/z (FAB'MS): [M+H"]
1753, [M+Na'] 1775.

N-[2-(B-D-galactopyranosyloxy)ethyl]-22-N-[2-(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-

" heptadecafluoroundecacarbamoyl)-6-(benzyloxycarbamoyl)hexacarbamoyl}-12,12,13,13,14,
14,15,15,16,16,17,17,18,18,19,19-hexadecafluorodocosanamide(deacetylated compound 8a)
Compound 8a (180 mg, 0.103 mmol) was dissolved in 10 mL of MeOH. Catalytic amount

of sodium methylate was added. After stirring for 6 h, IRC50 ion exchange resin (1 g) was
added. After 10 min the mixture was filtered. The solvent was removed in vacuo and the
crude product purified by filtration over size exclusion chromatography LH20 (MeOH) to
yield 153 mg (0.096 fnmol, 94 %) of deacetylated compound 8a as a white solid. Rf : 0.67
(AcOEt:MeOH:H,0 7:2:1). '"H NMR (CD;0D, 250 MHz): § 1.18-1.85 (24H, m, CH2 chain,
CH,-CH,-CH,-NH(Z), CF;-CH,-CH,-CH,-NH, CH-CH,), 2.08-2.26 (6H, m, 2 CH,-CF,
NH-CO-CH,), 2.46-2.64 (4H, m, CgF;7-CH,-CHy), 3.11-3.97 (14H, m, CH,-NH(Z), CF-
(CH;);-CH;-NH, OCH,-CH,-NH, CH(3), CH), CH), CH(s), CHyg)), 4.26 (2H, m, CH(y)q,
CH-CH>), 5.09 (2H, s, CH,-®), 7.33 (5H, s, CH aom). “C NMR (CD3;OD 62.86 MHz): §
19.9-30.9 (CH3 chain, CF2-CH,-CH,-CO, CH,-CF,, CF,-CH;-CH,-CH>-NH, CH-CH,-CH,-
CH,), 35.7-40.0 (OCH,-CH,-NH, CF,-(CH,),-CH,-NH, CH,-NH-(Z)), 54.1 (CH-CHa;),
61.1 (CHyg), 65.9-73.3 (CH(), CHy, CHuy, CHs), CHy-®, OCHz-CH,), 103.7 (Cyp),
104.5-123.6 (CF,, CF3), 127.3-128.1 (CH arom), 137 (C arom), 157.6 (NH-CO-0), 168.5-
175.0 (NH-CO-CH,, NH-CO-CH, CH-NH-CO). *F NMR (CD;0D, 235.19 MHz): § -82.2
(3F, s, CF3), -115.1 (6F, s, 3 CF,), -122.6 to -124.3 (22F, m, 11 CF»), -127.0 (2F, s, CF>).

N-[2-(B-D-galactopyranosyloxy)ethyl]-22-N-[2-(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-
heptadecafluoroundecacarbamoyl)-6-(ammonium trifluoroacetate)hexacarbamoyl]-
12,12,13,13,14,14,15,15,16,16,17,17,18,18,19,19-hexadecafluorodocosanamide (A)
Deacetylated compound 8a (153 mg, 0.0966 mmol) was dissolved in 10 mL of methanol.

The solution was stirred and cooled at 0°C and palladium on charcoal (20 mg, 200
mg/mmol) was added portionwise. TFA (22 mg, 0.193 mmol) was added and the mixture
was stirred under hydrogen pressure (8 bars) for 48 h. The mixture Wwas filtered over celite
and the solvent removed in vacz)o. The crude product was dissolved in diethylether and the
solvent removed in vacuo. The operation was repeated twice until total removal of TFA.

The crude product was purified by filtration over size exclusion chromatography LH20
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(MeOH) to yield 142 mg (0.090 mmol, 94 %) of final compound A as a white solid. mp
(dec) > 123°C. [a]p®: -3.07° (C, 1, MeOH). 'H NMR (CDCls, 250 MHz): & 1.35-1.86
(24H, m, CH; ¢hain, CH2-CH,-CH,-NH;", CF,-CH,-CH,-CH,-NH, CH-CH3,), 2.07-2.25 (6H,
m, 2 CH,-CF,, NH-CO-CHy,), 2.44-2.67 (4H, m, CgF,;-CH,-CH,), 2.90-3.96 (14H, m, CH>-
NH;*, CF,~(CHy),-CH,-NH, OCH,-CH,-NH, CHg,, CHg), CHuy, CHys), CHagg), 4.27-4.30
(2H, m, CH(yy,, CH-CH,). °C NMR (CD;0D, 62.86 MHz): § 22,4-30,7 (CH, chain, CF»-
CH,-CH,-CO, CH,-CF,, CF,-CH,-CH,-CH,-NH, CH-CH,-CH,-CHy), 35.7-42.0 (OCH,-
CH,-NH, CF,-(CHy),-CH,-NH, CH,-NH;"), 53.7 (CH-CH,), 61.1 (CHyg), 68.2-75.3
(CHg), CHg), CHwy, CH(s), OCH,-CHy), 103.7 (Cyp), 106.9-123.2 (CF,, CF3), 171.5-173.1-
175.1 (3 NH-CO)."F NMR (CD;OD, 235.19 MHz): § -76.8 (3F, s, CF5-COy), -82.2 (3F,
s, CF3), -115.3 (6F, s, 3 CF, ), -122.6 to -124.3 (22F, m, 11 CFy), -127 (2F, s, CF,). m/z
(FAB'MS): [M'] 1451 (without CF3;COO"). Elemental analysis calculated for
Ca9HgoF36N4O11, 2HL0: C: 36.76, H 4.03, N: 3,50 found C: 37.19, H: 4.14, N: 3.72.

N-[2-((2,3,4,6-tetra-O-acetyl)-B-D-galactopyranosyloxy)ethyl]-22-/V-[2-(4,4,5,5,6,6,7,7,
8,8,9,9,10,10,11,11,11-hepta-decafluoroundecacarbamoyl)-3-(N'"-(trityl)imidazoyl)
propacarbamoyl]-12,12,13,13,14,14,15,15,16,16,17,17,18,18,19,19hexadecafluoro-
docosanamide (8b)

The same procedure as used for compound 8a was applied to compound 8b. From

compound 7 (226 mg, 0.20 mmol), compound 5b (209 mg, 0.24 mmol) and TBTU (83.5
mg, 0.26 mmol), 277 mg (0.15 mmol, 73 %) of compound 8b was obtained as a white
powder after purification by flash chromatography on silica gel (AcOEt) and filtration over
size exclusion chromatography LH20 (MeOH:CH,Cl, 1:1). Rf: 0.7 (AcOEt-MeOH 9.5:0.5).
mp: 72.7-74.5°C. [a]p>: +2.76° (C, 1, CH,Cl,). 'H NMR (CDCl;, 250 MHz, 45°C): § 1.25-
1.32 (12H, m, CHj ghain), 1.62 (4H, m, NH-CO-CH,-CH,, CH,-CH,-CF), 1.82 (2H, m,
CF,-CH,-CH,-CH,-NH), 2.00-2.22 (18H, m, CH;CO, 2 CH,-CF,, NH-CO-CH)), 2.55 (4H,
m, CgF,7-CH,-CHy), 2.89 (1H, m, CH-CH,), 3.05 (1H, m, CH-CH,), 3.31 (2H, m, CF,-
(CH,),-CH,-NH), 3.50 (2H, m, OCH,-CH,-NH), 3.72 (1H, m, OCH,-CH,-NH), 3.92 (2H,
m, OCH,-CH,-NH, CHys)), 4.16 (2H, d, CHy), I* = 6.75 Hz), 4.50 (1H, d, CH1yq, > = 7.85
Hz), 4.60 (1H, td, CH-CH,, J* = 5.15 Hz), 5.05 (1H, dd, CHp, I’ = 3.35 Hz, J’ = 10.45 Hz),
5.21 (1H, dd, CHgy, J* = 2.55 Hz, J? = 10.4 Hz), 5.43 (1H, m, CH4), 5.86 (1H, m, NH-CO-
CH), 6.70 (1H, s, N-CH=C p;), 7.10-7.16 (6H, m, N-CH=N s, CH aom), 7.29-7.38 (10H,
m, CH aom), 7.61 (1H, d, CH-NH, J® = 6.25 Hz), 7.69 (1H, s, NH). °C NMR (CDCl;,
62.86 MHz): & 20.1-20.8 (CF,-CH,-CH,-CH,-NH, CH,-CH,-CF,, CH;CO), 25.7-30.9
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(CH3 ¢hain, NH-CO-CH,-CH,, 2 CH,-CF,, CgF}7-CH,-CH,, CH-CHy), 36.7 (NH-CO-CH),),
38.5-39.1 (CF,-(CH,),-CH,-NH, OCH,-CH,-NH), 53.5 (CH-CH,), 61.3 (CHy), 67.0-70.8
(OCH,-CH,-NH, CHz), CHz), CHy, CHys)), 75.5 (C(®)3), 101.5 (Cyp), 106.2-118.9 (CF,
CF3), 119.7 (N-CH=C 1), 128.1-129.7 (CH arom), 136.8 (N-CH=N 4;s), 138.2 (CHz-C nys),
142.1 (C arom), 169.7-173.2 (CH3CO, NH-CO-CH,, NH-CO-CH, CH-NH-CO). "F NMR
(CDCl3, 235.19 MHz): & -80.7 (3F, s, CF3), -114.2 to -114.6 (6F, m, CH,-CF,, CF,), -121.9
to -123.5 (22F, m, CF,), -126.1 (2F, s, CF,-CF3). m/z (FAB*MS): [M+H'] 1870, [M+Na']
1892.

N-[2-(B-D-galactopyranosyloxy)ethyl]-22-N-[2-(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-
heptadecaﬂuoroundecacarbamoyl)-3-(Ni"‘-(trityl)imidazoyl)propacarbamoyl]-
12,12,13,13,14,14,15,15,16,16,17,17,18,18,19,19-hexadecafluorodocosanamide
(deacetylated compound 8b)

The same procedure as used for the deacetylation of compound 8a was applied to

deacetylated compound 8b. From compound 8a (267 mg, 0.143 mmol), 228 mg of
deacetylated compound 8b (0.13 mmol, 94%) was obtained as a white powder after
purification by filtration over size exclusion chromatography LH20 (MeOH). Rf: 0.63
(AcOEt-MeOH-H,0 7:2:1). 'H NMR (CD;0D, 250 MHz): § 1.31-1.47 (12H, m, CH; chain),
1.62 (4H, m, NH-CO-CH,-CH,, CH,-CH,-CF;,), 1.80 (2H, m, CF,-CH,-CH,-CH,-NH),
2.05-2.25 (6H, m, 2 CH,-CF,, NH-CO-CH,), 2.39-2.49 (4H, m, CgF;7-CH,-CH,), 2.84 (1H,
dd, CH-CH,), 2.92 (1H, dd, CH-CH;), 3.21-3.89 (12H, m, CF;-(CHz),-CH,-NH, OCH,-
CH,-NH, CHp), CHg), CH), CH(s), CHa), 4.26 (1H, d, CH()e, I° = 6.85 Hz), 4.54 (1H,
m, CH-CHy), 6.76 (1H, s, N-CH=C y;s), 7.12-7.16 (6H, m, N-CH=N y;5, CH arom.), 7.36-7.41
(10H, m, CH 4om), 8.54 (3H, m, NH). *C NMR (CD;0D 62.86 MHz): 8 19.9 (CF,-CH,-
CH,-CH,-NH, CH,-CH»-CF3), 25.6-30.4 (CH; chain, NH-CO-CH,-CH,, 2 CH,-CF,, CgFs-
CH,-CH;, CH-CHy), 35.7 (NH-CO-CH,), 37.9-39.2 (CF;-(CH2),-CH,-NH, OCH,-CH,-
NH), 53.9 (CH-CH,), 61.1 (CHy)), 68.3-75.5 (OCH,-CH,-NH, CH;), CH)y, CH4), CHgs),
C(D)3), 103.7 (Cyp), 106.9-119.3 (CF;,, CF3), 119.7 (N-CH=C 4;5), 127.9-129.5 (CH arom)),
136.2 (N-CH=N 4;s), 138.1 (CH-C yis), 142.2 (C arom.), 171-175 (NH-CO-CH,, NH-CO-CH,
CH-NH-CO). "’F NMR (CD;0D, 235.19 MHz): 6 -82.2 (3F, s, CF3), -115.1 (6F, s, 3 CF, ),
-122.5t0 -124.3 (22F, m, 11 CF,), -126.9 (2F, s, CFy).
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N-[2-(B-D-galactopyranosyloxy)ethyl]-22-N-[2-(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-
heptadecafluoroundecacarbamoyl)-3-
(imidazolyniumtrifluoroacetate)propacarbamoyl]-12,12,13,
13,14,14,15,15,16,16,17,17,18,18,19,19-hexadecafluorodocosa namide (B)

Deacetylated compound 6a (213 mg, 0.125 mmol) was dissolved in 5 mL of ethanol.

Et;SiH (15.5 mg, 0.125 mmol) and 15 mL of DCM/TFA 8:2 were added to the mixture.
After stirring for two days, ethanol and TFA were removed in vacuo. The crude product
was dissolved in diethylether and the solvent removed in vacuo. The operation was repeated
twice. 175 mg of final compound B (0.11 mmol, 89%) was obtained as a white powder
after purification by filtration over size exclusion chromatography LH20 (MeOH). mp (dec)
> 145°C. [a]p™® : +2.61 ° (C, 1, CH,CL). '"H NMR (CD;0D, 250 MHz): & 1.23 (12H, m,
CH2 chain), 1.50 (4H, m, NH-CO-CH,-CH,, CH,-CH,-CF;), 1.70 (2H, m, CF,-CH,-CH;-
CH,-NH), 2.07-2.13 (6H, m, 2 CH,-CF,;, NH-CO-CH,), 2.39-2.46 (4H, m, CgF7-CH;-
CHy), 2.89-3.85 (14H, m, CH-CH,, CF,-CH,-CH,-CH,-NH, OCH,-CH,-NH, CH(3), CHgs),
CHyy, CHgs), CHy)), 4.17 (1H, d, CHqyo), 4.52 (1H, m, CH-CH,), 7.21 (1H, s, N-CH=C
his), 8.62 (1H, s, N-CH=N ;). >*C NMR (CD;OD, 62.86 MHz): & 19.9 (CF,-CH,-CH,-
CH,-NH, CH;-CH,-CF7), 25.6-39.1 (CH; chain, NH-CO-CH,-CH,, 2 CH,-CF,, CgF;7-CH,-
CH,, CH-CH,), 35.7 (NH-CO-CHy), 38.0-39.2 (CF,-(CH,),-CH,-NH, OCH,-CH,-NH),
52.8 (CH-CHy), 61.1 (CHyg), 68.2-75.4 (OCH,-CH,-NH, CHg;), CHg), CHa), CHgs),),
103.7 (Cyp), 106.1-119.2 (CFy), 117.9 (N-CH=C p;5), 130,2 (N-CH=N p;s), 133.8 (CH>-C p;s),
171.0-175.4 (NH-CO-CH,, NH-CO-CH, CH-NH-CO). '°F NMR (CD;0D, 235.19 MHz): §
-76.8 (3F, s, CF3-COy), -82.3 (3F, s, CF3), -115.4 to -115.8 (6F, s, CF, ), -122.8 to -124.6
(22F, m, CFy), -127.2 (2F, s, CF,). m/z (FAB"MS): [M'] 1460 (without CF3COQO).
Elemental analysis calculated for C4oHssF36NsO;: C: 37.39, H: 3.50, N: 4.45 found C:
37.79, H: 3.74, N: 4.38.

N-(dodecanoyl)-[N*-((9-H-fluorenyl)methyl)-N""(trity)] histidinamide (9)
Fmoc-Hist(Trt)OH (3 g, 4.84 mmol), DCC (1.2 g, 5.81 mmol) and HOBT (0.785 g, 5.81

mmol) were dissolved in 30 mL of DCM freshly distilled and degassed under argon. After
stirring for 15 min, dodecylamine (0,986 g, 5.33 mmol) was added and the mixture stirred
for 2 days. The mixture was then filtered and the solvent removed from the filtrate in vacuo.
The crude product was purified by flash chromatography on silica gel (AcOEt:cHex 4:6) to
yield 3.14 g (3.99 mmol, 82 %) of compound 9 as a white solid. Rf: 0.35 (AcOEt:cHex
4:6). mp: 59-61°C. '"H NMR (CDCls, 250 MHz): & 0.90 (3H, t, CHs, J* = 6.,86 Hz), 1.21-
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1.30 (20H, m, CH3 chain), 2.93 (1H, m, CH-CHj ;5), 3.18-3.33 (3H, m, CH-CH, ni5, CO-NH-
CHy), 4.11-4.33 (3H, m, CH-CHa fmoc), 4.65 (1H, m, CH-CH, hisr), 5.79 (2H, m, 2 NH), 6.72
(1H, s, N-CH=C 1), 7.04-7.78 (24H, m, CH 1rt, CH Fmoc, N-CH=N 1;0). ’C NMR (CDCl;,
62.86 MHz): & 14.2 (CHs), 22.7-31.9 (CH3 chain, CH-CH; pis), 39.8 (CO-NH-CH,), 47.1
(CH-CH3 Fmoc); 55.0 (CH-CHy pis), 67.2 (CH-CHz Emoc), 76.3 (C(@)3), 119.1-129.6 (N-CH=C
biss CH arom. 1y CH arom. (Fmoc); 135.0-137.5 (N-CH=N 15, CH2-C pis), 141.3-143.9 (C wrom.
s C arom. (Fmogy)s 136.2 (O-CO-NH), 170.9 (CO-NH-CHy).

N-(dodecanoyl)-[N*-(benzyloxycarbonyl)-N°-(tert-butyloxy carbonyl)]lysinamide (10)
Z-Lys(Boc)OH (1 g, 2.63 mmol), DCC (0.651 g 3.16 mmol) and HOBT (0.427 g, 3.16

mmol) were dissolved in 20 mL of freshly distilled DCM. After stirring for 15 min under
argon, dodecylamine (0.532 g, 2.89 mmol) was added and the mixture was stirred for 2
days at room temperature. The mixture was filtered and the solvent removed from the
filtrate in vacuo. The crude product was purified by flash chromatography on silica gel
(AcOEt:cHex 4:6) to yield 1.3 g (2.3 mmol, 90%) of compound 10 as a white solid. Rf:
0.49 (AcOEt:cHex 4:6). mp: 83-85°C. [a]p™: +2.77° (C, 1, CH,CLy). 'H NMR (CDCl3, 250
MHz): § 0.90 (3H, t, CH3, J* = 6.77 Hz), 1.14-1.37 (20H, m, CH; chain, CH-CH,-CH)), 1.44
(9H, m, C(CHj3)s3), 1.59-1.91 (6H, m, 2 CH,-CH,-NH, CH,-CH), 3.10 (2H, m, CO-NH-
CHy), 3.24 (2H, m, CH,-NH(Boc)), 4.15 (1H, m, CH-CH,), 4.65 (1H, s, NH), 5.12 (2H, s,
CH,-®), 5.55 (1H, s, NH), 6,19 (1H, s, NH), 7. 31 (5H, s, CH aom). "C NMR (CDCl;,
62.86 MHz): § 14.1 (CHs), 22.4-31.1 (CH3 chain, CH-CH»-(CH3),, C(CH3)3), 33.9 (CO-NH-
CHy), 39.6 (CH,-NH(Boc)), 49,1 (CH-CH,), 54.9 C(CHs);), 67.0 (CH>-®), 128.0-128.5
(CH arom.); 132.2 (C zrom.), 156.2 (HN-CO-0), 171.5 (CH-CO-NH).

N-[1-(dodecacarbamoyl)-4-(tert-butyloxycarbamoyl)butyl]-22-/N-
(benzyloxycarbamoyl)-12,12,13,13,14,14,15,15,16,16,17,17,18,18,19,19-
hexadecafluorodocosanamide (11a)

Compound 10 (300 mg, 0,548 mmol) was dissolved in 10 mL of ethanol. The solution was

stirred and cooled at 0°C and palladium on charcoal (33 mg, 60 mg/mmol) was added
portionwise. The mixture was stirred under hydrogene pressure (8 bars) for 6 h at room
temperature. The mixture was filtered over celite and the solvent removed in vacuo. The
crude product was dissolved in 5 mL of freshly distilled DCM. Compound 3b (327,8 mg,
0,422 mmol) and TBTU reagent (176 mg, 0,548 mmol) were added. The mixture was
basified to a pH of 8 with DIEA. After stirring for 12 h under argon at roorﬁ temperature,

the solvent was removed in vacuo and the crude product was purified by flash
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chromatography on silica gel (cHex:AcOEt 5:5 to cHex:AcOEt 5:5) to yield 415.3 mg (0.35
mmol, 84 %) of compound 11a as a white solid. Rf : 0.5 (AcOEt:cHex 5:5). mp: 90-91°C.
'H NMR (CDCl;, 250 MHz): & 0.89 (3H, t, CHs, J* = 6.82 Hz), 1.17-1.35 (32H, m, CH;
chains CH-CH2-CH>), 1.45 (9H, s, C(CHj3)3), 1.51-1.70 (10H, m, 3 CH,-CH,-NH, CF,-CH>-
CH,, CH,-CH,-CO-NH), 1.82-2.24 (8H, m, CH-CH,, 2 CH;-CF,, CH,-CO-NH), 3.09 (2H,
m, CH,-NH-CO-CH), 3.18-3.32 (4H, m, CH,-NH(Boc), (Z)NH-CH,), 4.41 (1H, td, CH-
CH,, J? = 6.42 Hz, ) = 7.37 Hz), 4.71 (1H, s, NH), 5.00 (1H, s, NH), 5.12 (2H, s, CH,-®),
6.43 (1H, d, NH-CH-CH,, J* = 7.35 Hz), 6.60 (1H, s, NH), 7.35 (5H, s, CH arom ). >*C NMR
(CDCl;,62.86 MHz): & 14.0 (CH3), 20.1-31.1 (CH3 chain, CH-CH,-CH,, C(CH3)3, 3 CH»-
CH;-NH, CH,-CH;-CO-NH, 2 CH,-CF;), 36.6-40.2 (CH,-NH-CO-CH, CH>-NH(Boc),
NH-CH,-(CH;),-CF>), 52.3 (CH-CH,), 66.9 (CH,-®), 79.1 (C(CHj3)3), 106.9-119.0 (CF>),
128.1-128.6 (CH arom.)> 136.4 (C arom.), 156.2 (NH-CO-0), 156.5 (NH-CO-0), 171.7 (CO-
NH), 173.4 (CO-NH). F NMR (CDCls, 235.19 MHz): § -114.1 to -114.3 (4F, d, 2 CHZ-
CF2), -121.8 (8F, m, 4 CFy), -123.5 (4F, s, 2 CF,).

N-[1-(dodecacarbamoyl)-Z-(Nim-(trityl)imidazoyl)ethyl]-22-N-(benzyloxycarbamoyl)—
12,12,13,13,14,14,15,15,16,16,17,17, 18, 18,19,19-hexadecafluorodocosanamide (11b)
Compound 9 (607 mg, 0.772 mmol) was dissolved in 10 mL of a mixture of

acetonitrile/DIEA 9:1. After stirring for 1 h at room temperature, the solvent was removed
in vacuo. The crude product was dissolved in 5 mL of dry DCM under argon. Compound
3b (400 mg, 0.515 mmol) and TBTU reagent (215 mg, 0.669 mmol) were added to the
solution. The mixture was basified to pH=~8-9 with few drops of DIEA and stirred for 12 h
under argon at room temperature. The solvent was removed in vacuo and the crude product
was purified by flash chromatography on silica gel (AcOEt:cHex 3:7 to AcOEt:cHex 6:4)
and filtration over size exclusion chromatography LH20 (MeOH) to yield 525 mg (0.39
mmol, 77 %) of compound 11b as a white solid. Rf : 0.43 (AcOEt:cHex 5:5). mp: 87-88°C.
'H NMR (CDCL, 250 MHz): & 0.89 (3H, t, CH, J* = 6.84 Hz), 1.20-1.50 (32H, m, CH,
chain), 1.53-1.62 (4H, m, CF,-CH,-CH,, CH,-CH,-CO-NH), 1.82 (2H, m, NH-CH,-CH,-
CH;-CF,), 1.87-2.23 (6H, m, 2 CH,-CF,, CH,-CO-NH), 2.93 (2H, m, CH-CH), 3.17 (2H,
m, CH,-NH-CO), 3.26 (2H, m, NH-CH,-(CH,),-CF,), 4.68 (1H, td, CH-CH,, I’ = 6.1 Hz,
J* = 6.56 Hz), 5.08 (1H, s, NH), 5.10 (2H, s, CHz-®), 6.68 (1H, s, C=CH-N y;\), 7.09-7.42
(23H, m, CH grom, N-CH=N 15, 2 NH). ’C NMR (CDCl;, 62.86 MHz): § 14.1 (CH3), 20.1-
31.9 (CHz chain, 2 CH,-CF,, 2 NH-CH,-CH,;, CH-CH,), 36.6-42.0 (CH,-CO-NH, 2 CH,-
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NH-CO), 53.1 (CH-CH,), 66.7 (CH,-®), 75.6 (C(®)3), 106.0-118.7 (CF5), 119.0 (N-CH=C
his), 128.1-129.7 (CH 4wom), 136.7-137.9 (N-CH=N 4is, CH-C 1), 142.1 (C aom.), 156.6 (O-
CO-NH), 171.1-173.3 (CH,-CO-NH, NH-CO-CH). "°F NMR (CDCl;, 235.19 MHz): 5 -
114.0 to -114.3 (4F, d, 2 CH,-CF), -121.7 (8F, m, 4 CF,), -123.4 (4F, s, 2 CF,).

N-[1-(dodecacarbamoyl)-4-(fert-butyloxycarbamoyl)butyl]-22-N-[(2,3,5,6,2°,3°,4°,6°-
octa-0-acetyl)lactobionocarbamoyl]-12,12,13,13,14,14,15,15,16,16,17,17,18,18,19,19-
hexadeca fluorodocosanamide (12a)

Compound 11a (375 mg, 0,320 mmol) was dissolved in 10 mL of ethanol. The solution was

stirred and cooled at 0°C and palladium on charcoal (70 mg, 220 mg/mmol) was added
portionwise. The mixture was stirred under hydrogene pressure (8 bars) for 48 h at room
temperature. The mixture was filtered over celite and the solvent removed in vacuo to
obtain the amine. At the same time, lactobionic acid (168 mg, 4,705 mmol) was dissolved
in 20 mL of a mixture of toluene/2—ﬁ1ethoxyethanol 1:1. Few drops of TFA were added and
the solvents were removed in vacuo. The operation was repeated twice and the crude
product obtained was added to the previous amino compound. The mixture was dissolved
in 20 mL of methanol under argon and basified at pH=8-9 with few drops of TEA. The
mixture was refluxed under argon for 12h.. The solvent was removed in vacuo and a
mixture of acetic anhydride:pyridine 1:1 (20 mL) was added. The reaction was stirred for 12
h at room temperature. The mixture was poured into cooled 1M HCI solution and the
solution extracted with ethyl acetate. The organic layer was washed with saturated sodium
hydrogenocarbonate solution, then with brine. The organic layer was dried over sodium
sulphate and the solvent removed in vacuo. The crude product was purified by flash
chromatography on silica gel (AcOEt:cHex 5:5 to AcOEt:cHex 8:2) to yield 370 mg (0.21
mmol, 67 %) of fully protected compound 12a as a white solid. Rf: 0.07 (AcOEt:cHex
5:5). mp: 83-84°C. [a]p*% +5.09° (é, 1, CH,Cl,). '"H NMR (CDCls, 250 MHz): & 0.89 (3H,
t, CHs, J® = 6.85 Hz), 1.28-1.40 (32H, m, CH; cain, CH-CH,-CH>), 1.45 (9H, s, C(CHa)),
1.49-1.66 (10H, m, 3 CH,-CH,-NH, CF,-CH,-CH;, CH,-CH,-CO-NH), 1.80-2.21 (32H, m,
CH-CH,, 8 CO-CHj3, 2 CH,-CF,, CH,-CO-NH), 3.09-3.42 (6H, m, CH,-NH-CO-CH, CH,-
NH(Boc), NH-CH;-(CH,),-CF,), 3.93 (1H, m, CHs)), 4.06-4.39 (3H, m, CHa, CH),
4.31-4.39 (2H, m, CH-CH,, CHy), 4.47-4.63 (2H, m, CHs), NH), 4.70 (1H, d, CH;", P=
7,80 Hz), 4.96-5.20 (3H, m, CH;), CHs-, CHs)), 5.39 (1H, m, CHs»), 5.56-5.60 (2H, m,
CHg), CHg)), 6.20-6.33 (3H, m, NH). ®C NMR (CDCl;, 62.86 MHz): & 14.0 (CH3), 20.4-
31.9 (CHz chain, CH-CH;-CH,, C(CH3)3, 3 CH,;-CH,-NH, CH,-CH,-CO-NH, 2 CH;-CF,,
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CO-CHj), 36.6-39.6 (CH,-NH-CO-CH, CH,-NH(Boc), NH-CH,-(CH,),-CFy), 52.9 (CH-
CH,), 60.9 (CHayy), 61.8 (CHa), 66.9-71.6 (CHw), CHg), CHs,, CHey, CHgy, CHun,
CHgsy), 77.4 (CHgy), 79.1 (C(CHa)s), 101.6 (Cyp), 106.9-123.0 (CF), 156.1 (NH-CO-O),
167.4-173.2 (3 CO-NH, CO-CHs). '°F NMR (CDCl, 235.19 MHz): § -114.1 to -114.4 (4F,
d, 2 CH,-CFy), -121.7 (8F, m, 4 CF,), -123.4 (4F, s, 2 CF,). m/z (FAB*MS): [M+2H'] 1716

N-[1-(dodecacarbamoyl)-4-(fert-butyloxycarbamoyl)butyl]-22-(lactobionocarbamoyl)-
12,12,13,13,14,14,15,15,16,16,17,17,18,18,19,19-hexadecafluorodocosanamide
(deacetylated compound 12a)

The same procedure as used for the deacetylation of compound 8a was applied to

compound 12a. From compound 12a (320 mg, 0.187 mmol), we obtained after purification
by filtration over size exclusion chromatography LH20 (MeOH), 237 mg of deacetylated
compound 12a (0.17 mmol, 92%). Rf: 0.72 (AcOEt-MeOH-H,0 7:2:1). '"H NMR (CDs0OD,
250 MHz): § 0.92 (3H, t, CH3, J? = 6.85 Hz), 1.32-1.38 (32H, m, CH} chain, CH-CH,-CH,),
1.45 (9H, s, C(CHs3)3), 1.49-1.62 (10H, m, 3 CH,-CH,-NH, CF,-CH,-CH,, CH,-CH,-CO-
NH), 1.86 (2H, m, CH-CH,), 2.05-2.29 (6H, m, 2 CH,-CF,, CH,-CO-NH), 3.04 (2H, td,
CH,-NH(Boc), 3.19 (2H, td, CH,-NH-CO-CH), 3.33-4.93 (13H, m, NH-CH,-(CH,),-CF>,
CHg), CHsy, CHa), CH2y, CHgz%), CH4), CH(s), CHas7), NH), 4.25-4.28 (2H, m, CH-CH,,
CH(y), 4.38 (1H, m, CHg), 4.50 (1H, d, CHy, I’ = 7,23 Hz), 6.58 (1H, s, NH), 7.95-8.10
(2H, m, NH). ®C NMR (CDCl;,62.86 MHz): § 12.9 (CH3), 20.1-31.7 (CH chain, CH-CH,-
CH,, C(CHas)3, 3 CH,-CH,-NH, CH,-CH,-CO-NH, 2 CH,-CF,), 35.9-39.8 (CH,-NH-CO-
CH, CH,-NH(Boc), NH-CH,-(CH,),-CF,), 53.3 (CH-CH,), 61.2 (CHa)), 62.4 (CHye)),
69.0-75.8 (CH(z), CHg), CHs), CH2y, CHgz), CHs), CHis%y), 79.2 (C(CHs)s), 81.9 (CH)),
104.4 (Cy-p), 106.9-122.8 (CF,), 157.1 (NH-CO-0), 172.9-174.1-174.8 (3 CO-NH). 3
NMR (CD;OD, 235.19 MHz): § -115.2 (4F, s, 2 CH,-CFy), -122.7 (8F, m, 4 CF»), -124.4
(4F, s, 2 CF»).

N-[1-(dodecacarbamoyl)-4-(ammoniumtrifluoroacetate)butyl]-22-N-
(lactobionocarbamoyl)-12,12,13,13,14,14,15,15,16,16,17,17,18,18,19,19-
hexadecafluoro-docosanamide (C)

Deacetylated compound 12a (200 mg, 0.145 mmol) was dissolved in 8 mL of DCM. 2 mL

of TFA was added dropwise at room temperature. After stirring for 48 h, the solvents were
removed in vacuo. The crude product was dissolved in diethylether and the solvent
removed in vacuo. The operation was repeated twice. The crude product was purified by
filtration over size exclusion chromatography LH20 (MeOH) to yield 184 mg of final
compound C (0.13 mmol, 91%) as a white powder. mp (dec) > 109°C. [a]p>: +1.06° (C, 1,
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MeOH). '"H NMR (CD;0D, 250 MHz): 5 0.92 (3H, t, CH3, J* = 6.84 Hz), 1.31-1.35 (32H,
m, CH chain, CH-CH,-CHy), 1.46-1.73 (10H, m, 3 CH,-CH,-NH, CF,-CH,-CH,, CH,-CH,-
CO-NH), 1.83 (2H, m, CH-CHy), 2.14-2.30 (6H, m, 2 CHy-CF, CH,-CO-NH), 2.94 (2H, t,
CHy-NH;", > = 7.60 Hz), 3.19-3.93 (1H, m, CH,-NH-CO-CH, NH-CH,-(CH,),-CF3, CHuy,
CHgs), CHa), CHg), CHg»), CHu), CH(s), CHaey), 4.25-4.38 (3H, m, CH-CH;, CHg),
CHg), 4.51 (1H, d, CHg, I = 7.10 Hz). ®C NMR (CDsOD, 62.86 MHz):  12.7 (CHs),
29.9-31.7 (CH; ghain, CH-CH,-CH,, 3 CH,-CH,-NH, CH,-CH,-CO-NH, 2 CH,-CF,), 35.4-
39.1 (CH,-NH-CO-CH, CHy-NH3", NH-CH,-(CH,),-CF3), 53.0 (CH-CH2), 61.2 (CHy),
62.3 (CHa)), 69.0-75.8 (CH), CHpy, CHs), CHpy, CHg), CHe), CHgs), 81.9 (CHgy),
104.4 (Cyp), 106.8-122.9 (CFy), 172.7, 174.1, 1749 (3 CO-NH). 'F NMR (CD;0OD,
235.19 MHz): § -76.8 (3F, s, ‘0,C-CF3), -115.3 (4F, s, 2 CH,-CF,), -122.7 (8F, m, 4 CF,), -
124.4 (4F, s, 2 CF,). m/z (ESI-MS) [M]" = 1279,8 (without CF;COQ"). Elemental analysis
calculated for Csq4Hg7F190N40,5, 1H,O: C: 45.96, H: 6.36, N: 3.97 found C: 45.97, H: 6.44,
N: 4.20.

N-[1-(dodecacarbamoyl)-2-(N"™-(trityl)imidazoyl)ethyl]-22-N-[(2,3,5,6,2’,3’,4°,6’-octa-
O-acetyl)lactobionocarbamoyl]-12,12,13,13,14,14,15,15,16,16,17,17,18,18,19,19-
hexadeca fluorodocosanamide (12b)

The same procedure as used for compound 12a was applied to compound 12b. From

compound 11b (373 mg, 0.282 mmol) and lactobionic acid (150 mg, 0.410 mmol), after
acetylation, the crude product was purified by flash chromatography on silica gel
(AcOEt:cHex 7:3 to AcOEt) and filtration over size exclusion chromatography LH20
(MeQOH) to yield 296 mg (0.16 mmol, 58 %) of compound 12b as a white solid. Rf: 0.41
(AcOE). mp: 80-82°C. [a]p*": +8,12° (C, 1, CH,Cly). 'H NMR (CDCls, 250 MHz): & 0.88
(3H, t, CHs, I* = 6.8 Hz), 1.25-1.43 (32H, m, CH; cpain), 1.52-1.59 (4H, m, CF,-CH,-CH,,
CH;-CH;-CO-NH), 1.83 (2H, m, NH-CH,-CH;-CH,-CF,), 1.99-2.25 (30H, m, CO-CHj3, 2
CH;-CF;, CH,;-CO-NH), 2.91-3.8 (6H, m, CH-CH,, CH,-NH-CO, NH-CH;-(CH_),-CF>),
3.93-4.33 (5H, m, CHy), CH), CHsy, CHa), 4.53 (1H, dd, CHg, J* = 2.25 Hz, I’ =
12.15 Hz), 4.65 (1H, :i, CH, I® = 7.85 Hz), 4.99-5.19 (4H, m, CH-CH,, CH»:, CHg3»,
CHgs)), 5.40 (1H, m, CH), 5.53-5.58 (2H, m, CH;), CHgy), 6.43 (2H, m, NH), 6.78 (1H,
s, C=CH-N 1), 7.24-7.44 (17H, m, CH aom, N-CH=N ;;, NH). °C NMR (CDCl;, 62.86
MHz): & 14.1 (CH3), 20.1-20.8 (CO-CHs), 22.7-31.9 (CH; chain, 2 CH,-CF;, 2 NH-CH,-
CH;, CH-CHy), 36.4-39.9 (CH,-CO-NH, 2 CH,-NH-CO), 53.3 (CH-CH3), 60.9 (CHze),
61.8 (CHyg)), 66.8-71.6 (CH(z), CHg), CHsy, CHyz), CHgy, CHay, CHysyy) 5 76.5 (C(D)3),
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78.8 (CH), 101.7 (Cy+p), 107.1-118.8 (CFy), 120.7 (N-CH=C p;s), 127.9-129.6 (CH arom),
132.7-134.5 (N-CH=N psr, CH,-C 1is), 139.5 (C wom), 167.6-174.0 (3 NH-CO, CO-CH3). °F
NMR (CDCl, 235.19 MHz): & -114.0 to -114.3 (4F, d, 2 CH,-CF>), -121.7 (8F, m, 4 CF,),
-123.4 (4F, s, 2 CF,). m/z (FAB+) : [M+H]" = 1866.

N-[1-(d0decacarbamoyl)-2-(Nim-(trityl)imidazoyl)ethyl]-22-N-(lactobionocarbamoy])-
12,12,13,13,14,14,15,15,16,16,17,17,18,18,19,19-hexadecafluorodocosanamide
(deacetylated compound 12b) '

The same procedure as used for the deacetylation of compound 8a was applied to

compound 12b. From compound 12b (250 mg, 0,134 mmol), we obtained after purification
by filtration over size exclusion chromatography LH20 (MeOH), 193 mg of deacetylated
compound 12b (0.126 mmol, 94%). Rf: 0.69 (AcOEt:MeOH:H,O 7:2:1). 'H NMR
(CD;0D, 250 MHz): 8 0.90 (3H, t, CHs, I’ = 6.74 Hz), 1.24-1.65 (36H, m, CH> chain, CF»-
CH,-CH,, CH,-CH,-CO-NH), 1.86 (2H, m, NH-CH,-CH,-CH,-CF,), 2.02-2.24 (6H, m, 2
CH,-CF,, CH,-CO-NH), 2.83-3.16 (4H, m, CH-CH,, CH,-NH-CO), 3.32-3.97 (12H, m,
NH-CH,-(CHz),-CFa, CH), CHs), CHys), CHpz), CH(3y, CH), CH¢s1), CHas)), 4.26 (1H,
m, CHp), 4.38 ( 1H, m, CHg)), 4.61 (1H, d, CHgs), I = 7.3 Hz), 4.61 (4H, m, CH-CHy,),
6.76 (1H, s, C=CH-N ), 7.10-7.39 (16H, m, CH 4om, N-CH=N ;. NH). >C NMR
(CDs0OD, 62.86 MHz): 5 13.1 (CHs), 19.9-7-31.7 (CH; chain, 2 CH2-CF,, 2 NH-CH,-CH,,
CH-CH,), 35.6-39.1 (CH,-CO-NH, 2 CH,-NH-CO), 53.3 (CH-CH,), 61.3 (CHye), 62.4
(CHayg)), 69.0-75.8 (CH), CH3y, CHs), CHpzy, CH3, CHw), CHgsy), C(@)3), 82.0 (CHay),
104.4 (Cyp), 106.5-118.8 (CF3), 119.6 (N-CH=C y;), 127.3-129.5 (CH \m'om.), 136.4-138.0
(N-CH=N p5, CH3-C 1is), 142.3 (C arom), 172.0-174.1-175.5 (3 NH-CO). ’F NMR (CD,0D,
235.19 MHz): 6 -114.8 (4F, s, 2 CH,-CF;), -122.4 (8F, m, 4 CF>), -124.1 (4F, s, 2 CF>).

N-[1-(dodecacarbamoyl)-2-(imidazolyniumtrifluoroacetate)ethyl]-22-N-
(lactobionocarbamoyl)-12,12,13,13,14,14,15,15,16,16,17,17,18,18,19,19-
hexadecafluoro-docosanamide (D).

Deacetylated compound 12b (170 mg, 0,111 mmol) was dissolved in 5 mL of ethanol. 15

mL of a mixture of DCM:TFA 8:2 and Et;SiH (13 mg, 0.11 mmoles) were added to the
solution. After stirring for 2 days at room temperature solvents were removed in vacuo and
the crude product dissolved in diethyl ether. The solvent was removed in vacuo and the
operation repeated twice. The crude product was purified by filtration over size exclusion
chromatography LH20 (MeOH) to yield 139 mg (0.099 mmol, 89 %) of final compound D
as a white solid. mp (dec) >101°C. [o]p*’: +6.18° (C, 1, MeOH). '"H NMR (CD;OD, 250
MHz): § 0,90 (3H, t, CH3, I’ = 6.84 Hz), 1.29-1.59 (36H, m, CH chain, CF>-CH,-CH,, CHa-
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CH,-CO-NH), 1.83 (2H, m, NH-CH,-CH,-CH,-CF,), 1.99-2.23 (6H, m, 2 CH,-CF,, CH»-
CO-NH), 2.96-3.91 (16H, m, CH-CH,, CH,-NH-CO, NH-CH,-(CH,),-CF,, CH), CHgs),
CHz), CH2), CHg)), CH), CH(s), CHa(s)), 4.24-4.50 (3H, m, CHz), CH@), CH(17)), 4.68
(4H, m, CH-CH,,), 7.33 (1H, s, C=CH-N 15), 8.82 (1H, s, N-CH=N1,;). "C NMR (CDCl;,
62.86 MHz): 8 13.0 (CH3), 22.9-3-29.4 (CH; ¢hain, 2 CH2-CF>, 2 NH-CH,-CH,, CH-CHy),
35.4-39.1 (CH,-CO-NH, 2 CH,-NH-CO), 52.1 (CH-CH,), 61.2 (CHxe), 62.4 (CHx)),
69.0-75.8 (CHg), CHg), CHgs), CHyp), CHgy, CHyry, CHisy), 82.3 (CHy), 104.2 (Cyop),
106.5-119.2 (CFy), 116.5 (N-CH=C 4is), 130.0 (N-CH=N p;s), 133.6 (CH-C nis), 170.6-
174.1-174.9 (3 NH-CO). "F NMR (CD;0OD, 235.19 MHz): & -76.8 (3F, s, ‘0,C-CF3), -
115.3 (4F, s, 2 CH,-CFy), -122.8 (8F, m, 4 CFy), -124.4 (4F, s, 2 CF;). m/z (ESI-MS): [M]"
1288,8 (without CF3COQ"). Elemental analysis calculated for CssHgF19NsO15, 3H,O: C:
44.54, H: 6.09, N: 4.81 found C: 44.58, H: 5.80, N: 4.77.
11-bromoundecanoate de benzyle (13)
11-bromo-undecanoic acid (3 g, 11.3 mmol) was dissolved in 10 mL of benzylic alcohol.
When the solution was perfectly homogeneous, SOCl, (0.9 mL, 17.5 mmol) was added.
After stirring for 16 h at room temperature, benzylic alcohol was removed by distillation
under reduced pressure and the crude product was purified by flash chromatography on
silica gel (cHex-AcOEt 8:2) to yield 3.2 g (9.04 mmol, 80 %) of compound 13 as a
translucent oil. Rf: 0.57 (cHex-AcOEt 5:5). 'H NMR (CDCls, 250 MHz): § 1.32-1.45 (12H,
m, CH; chain), 1.68 (2H, m, CH,-CH,-CO), 1.88 (2H, q', CH,-CH,-Br, J* = 6.80 Hz), 2.39
(2H, t, CH,-CO, I = 7.58 Hz), 3.44 (2H, t, CHx-Br, J* = 6.85 Hz), 5.16 (2H, s, CH,-®),
7.40 (5H, s, CH wom). °C NMR (CDCls, 62.86 MHz): § 24.9 (CH,-CH,-CO), 28.2-30.3
(CH; chain), 32.8 (CH,-CH,-Br), 34.0-34.3 (CH,-CO, CH,-Br), 66.1 (CH,-®), 126.9-128.5
(CH arom.), 136.1 (C arom.), 173.6 (CO).
22-carboxy-12-thiabenzyl-doeicosanoate (14)
Mercaptopropionoic acid (368 mg, 1.69 mmol) was dissolved in 10 mL of anhydrous and
degassed DMF with argon. At the same time, NaH 60 % (135mg, 3.38 mmol) was rinsed
with heptane, dried under reduced pressure during 10 min and added in the reaction
mixture. Then, compound 13 (300 mg, 0.84 mmol) dissolved in 5 mL of DMF was added
dropwise. After stirring for 4 h at room temperature, the solvent was removed in vacuo. The
crude product was purified by flash chromatography on silica gel (AcOEt-cHex 1:9) to
yield 340 mg (0.487 mmol, 58 %) of compound 14 as a white powder. Rf: 0.49 (AcOEt-
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cHex 3:7), 0.32 (AcOEt-cHex 2:8). mp: 78-79°C. 'H NMR (CDCl;, 250 MHz): 6 1.30-1.45
(24H, m, CH; cpain), 1.53-1.65 (8H, m, HO,C-CH,-CH,, CH,-CH,-CO, 2 CH,-CH,-S),
2.33-2.39 (4H, m, HO,C-CH,, CH,-CO), 2.54 (4H, t, CH,-S-CH,, > = 7.17 Hz), 5.13 (2H,
s, CHo-®), 7.33 (5H, s, CH arom ). °C NMR (CDCls, 62.86 MHz): § 24.7-25.0 (HO,C-CHa-
CH,, CH,-CH;-CO) ; 29.9-29.7 (CH; chain), 32.2 (CH;,-CO), 34.1-34.3 (CH,-S-CH;, HO,C-
CH,), 66.1 (CH,-®), 128.2-128.5 (CH arom.), 136.1 (C arom.), 173.8 (CH2-CO), 180.1 (HO,C-
CH,).
22-|N-[2-((2,3,4,6-tetra-O-acetyl)-p-D-galactopyranosyl oxy)ethyl] carbamoyl]-12-
thiabenzyldoeicosanoate (15)
Compound 6 (960 mg, 1.83 mmol) was dissolved in 10 mL of ethanol. The solution was
stirred and cooled at 0°C and palladium on charcoal (109 mg, 60 mg/mmol) was added
portionwise. The mixture was stirred under hydrogene pressure (48 bars) for 12 h at room
temperature. The mixture was filtered over celite and the solvent removed in vacuo to
obtain the amine (15') as a white powder. It was dissolved in 10 mL of DCM freshly
distilled and degassed under argon. Then, compound 14 (750 mg, 1.52 mmol) and TBTU
(587 mg, 1.83 mmol) were added in the reactional mixture. The pH was adjusted to 8 with
DIEA. After stirring for 12 h at room temperature, 596 mg of amine was added again. After
12 h, the solvent was removed in vacuo. The crude product was purified by flash
chromatography on silica gel (AcOEt-cHex 4:6) to yield 1.05 g (1.22 mmol, 80 %) of
compound 15 as a translucent oil. Rf: 0.25 (AcOEt-cHex 5:5). '"H NMR (CDCls, 250
MHz): 6 1.28-1.44 (24H, m, CH; chain), 1.52-1.63 (8H, m, NH-CO-CH,-CH,, CH,-CH,-CO,
2 CH,-CH;-S), 2.00-2.20 (14H, m, 4 CH;CO, NH-CO-CH>), 2.36 (2H, t, CH,-CO, J’ =
7.43 Hz), 2.50 (4H, t, CH,-S-CHa, I = 7.22 Hz), 3.49 (2H, m, CH,-NH-CO), 3.66 (1H, m,
OCHy), 3.93 (2H, m, OCHa, CHs)), 4.05-4.18 (2H, m, CHy), 4.48 (1H, d, CH(jy, J° =
7.83 Hz), 5.00-5.48 (5H, m, CH3), CH), CH@), CH>-®), 5.89 (1H, s, NH), 7.34 (5H, s, CH
aom.)- ~C NMR (CDCl3, 62.86 MHz): § 20.6 (CH3CO), 24.9-25.7 (NH-CO-CH,-CH,, CH,-
CH,-CO), 28.9-29.7 (CHz ¢hain), 32.2 (CH,;-CO, NH-CO-CH3), 34.3 (CH,-S-CH»), 39.1
(OCH2-CH;-NH), 61.3 (CHy()), 65.9-70.8 (CH(z), CHg), CHy), CHys), CHp-®, OCH»-CH,-
NH), 101.4 (C,n), 128.2-128.5 (CH arom.), 136.1 (C aom), 169.6-170.4 (CH3CO), 173.2-
173.7 (NH-CO-CH;, CH>-CO-0).



157
22-[N-[2-((2,3,4,6-tetra-0O-acetyl)-B-D-galactopyranosyl oxy)ethyl]carbamoyl]-12-thia-
[V-(2-(dodecacarbamoyl)-6-N-(tert-butyloxycarbamoyl)hexacarbamoyl)
doeicosanamide (16)

Compound 10 (220 mg, 0.40 mmol) was dissolved in 10 mL of ethanol. The solution was
stirred and cooled at 0°C and palladium on charcoal (24 mg, 60 mg/mmol) was added
portionwise. The mixture was stirred under hydrogene pressure (8 bars) for 12 h at room
temperature. The mixture was filtered over celite and the solvent removed in vacuo to
obtain the amine as a white powder. It was dissolved in 5 mL of anhydrous and degassed
DMF under argon. 208 mg of amine 15' (0,27 mmol, 1 eq) and 103 mg of TBTU (0,32
mmol, 1,2 eq) were added. The pH was adjusted to 8 with DIEA. The mixture was rqﬂuxed
for 16 hours. Then, the solvent was removed in vacuo. The crude product was purified by
flash chromatography on silica gel (AcOEt-cHex 8:2) and filtrated over size exclusion
chromatography LH20 (MeOH:CH,Cl; 1:1) to yield 207 mg (0.178 mmol, 66 %) of fully
protected compound 16 as a white solid. Rf: 0.38 (AcOEt). mp: 98-99°C. [a]p*’ : -5.79° (C,
1, CH,Cly). '"H NMR (CDCl;, 250 MHz): & 0.88 (3H, t, CHs, J* = 6.86 Hz), 1.25-1.37 (42
H, m, CHj chain, CH-CH,-CH>), 1.44 (9H, s, C(CH3)3), 1.47-1.67 (12H, s, NH-CO-CH,-
CH,, CH,-CH,-CO-NH, 2 CH,-CH;-S, CH,-CH,-NH-CO-CH, CH,-CH,-NH(Boc)), 1.79
(2H, m, CH-CH»), 1.99-2.16 (12H, m, CH3CO), 2.19 (4H, m, NH-CO-CH,, CH»-CO-NH-
CH), 2.49 (4H, t, CH,-S-CH,, J? = 7.23 Hz), 3.08 (2H, m, CH,-NH(Boc)), 3.20 (2H, td,
CH,-NH-CO-CH, I = 6.33 Hz), 3.46 (2H, m, OCH,-CH,-NH), 3.68 (1H, m, OCH,), 3.91
(2H, m, OCH,, CHys)), 4.14 (2H, m, CHy)), 4.37 (1H, m, CH-CH>), 4.47 (1H, d, CHyo, A
= 7.83 Hz), 4.62 (1H, m, NH), 5.02 (1H, dd, CHg), J* = 3.38 Hz, ¥ =10.46 Hz), 5.19 (1H,
dd, CH), J* = 7.82 Hz, I’ = 10.46 Hz), 5.40 (1H, m, CHyy), 5.87 (1H, s, NH), 6.23 (1H, m,
NH), 6.33 (1H, m, NH). *C NMR (CDCl, 62.86 MHz): & 14.5 (CH3), 20.6-29.7 (CH5CO,
CHa chains CH-QH;, C(CHj3)3), 32.2 (NH-CO-CH,), 35.5 (CH,-S-CHy), 36.6-36.7 (CH,-CO-
NH-CH, CH,-NH-CO-CH), 39.06-39.58 (OCH,-CH,-NH-CO, CH,-NH(Boc)), 52.8 (CH-
CHy,), 61.3 (CHy)), 67.0-70.7 (CH, CHg), CH4), CHs), OCH,-CH,-NH), 79.4 (C(CH3)3),
101.4 (C,p), 169.7-173.4 (CH3CO, NH-CO-CH,, NH-CO-CH, CO o). m/z (FAB'MS):
[M+H'T" 1172.1, [M+NH,'T" 1189.2, [M+Na']" 1194.1, [M+K']" 1210.1.
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22-[N-[2-(B-D-galactopyranosyloxy)ethyl]carbamoyl]-12-thia-[N-(2-
(dodecacarbamoyl)-6-N-(ammonium trifluoro acetate)
hexacarbamoyl)|doeicosanamide (E)

Compound 16 (150 mg, 0.128 mmol) was dissolved in 10 mL of MeOH freshly distilled

and degassed under argon. Catalytic amount of sodium methylate was added. After stirring
for 6 h, IRC50 ion exchange resin (1 g) was added. After 10 min the mixture was filtered.
The solvent was removed in vacuo and the crude product purified by filtration over size
exclusion chromatography LH20 (MeOH) to yield 120 mg (0.196 mmol, 93 %) of
deacetylated compound. Then, it was dissolved in 9 mL. DCM freshly distilled and degassed
under argon. 1 mL of TFA was added dropwise in the reaction mixture. After stirring for 16
h at room temperature, the solvent was removed in vacuo and the product was filtrated over
size exclusion chromatography LH20 (MeOH:CH,Cl, 1:1) to yield 95.5 mg (0.159 mmol,
81 %) of final compound E as a white powder. mp (dec) > 88°C. '"H NMR (CDCls, 250
MHz): & 0.80 (3H, t, CHs, J® = 6.21 Hz), 1.19-1.35 (42 H, m, CH; ¢hain, CH-CH,-CH)),
1.36-1.72 (14H, s, NH-CO-CH,-CH,, CH,-CH,-CO-NH, 2 CH,-CH;-S, CH,-CH,-NH-CO-
CH, CH,-CH,-NH;", CH-CH,), 2.06-2.14 (4H, m, NH-CO-CH;, CH,-CO-NH-CH), 2.39
(4H, t, CH,-S-CH,, 3 = 7.09 Hz), 2.79 (2H, m, CH,-NH;"), 3.09 (2H, m, CH,-NH-CO-
CH), 3.19-3.85 (10H, m, OCH,-CH,-NH, CH), CHgy, CH(4), CHs), CHas)), 4.14 (1H, d,
CHuye, P = 7.07 Hz), 4.18 (1H, m, CH-CH,). *C NMR (CDCl;, 62.86 MHz): & 14.3
(CHs;), 22.4-29.4 (CH: chain, CH-CH3), 31.7 (NH-CO-CH,), 35.6-35.7 (CH,-NH-CO-CH,
CH,-S-CH,, CH,-CO-NH-CH), 39.0-39.2 (OCH,-CH,-NH-CO, CH,-NH;3"), 53.0 (CH-
CH,), 61.1 (CHy), 68.3-75.3 (CH(z), CH), CH4), CHsy, OCH,-CH,-NH), 105.2 (Cyp),
172.6 (OCH,-CH,-NH-CO), 178.7 (NH-CO-CH,, NH-CO-CH). m/z (ESI-MS): [M+H']"
904.1 (without ‘0,C-CF3), [M+H"+Na']** 927.0 (without ‘0,C-CF3).
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Résumé de L’ Article III
A Structure-Activity Investigation of Hemifluorinated Bifunctional

Bolaamphiphiles Designed for Gene Delivery

La méme famille de bola (amphiphile)s bicaténaires asymétriques présentée dans 1’
article II est représentée dans I’article III. Par rapport a I’article précédent qui ne rapportait
que les résultats des Bola C et E, (les autres étant insolubles), cet article présente une étude
approfondie et comparative des 6 bola(amphiphile)s. Suite a des expériences effectuées par
les chimistes ayant synthétisé ces molécules, une méthode particuliere pour obtenir des
bola(amphiphile)s solubles dans 1’eau a été mise au point. Cette méthode a consisté en: 1)
une solubilisation initiale des bola(amphiphile)s dans le méthanol, 2) une évaporation du
méthanol a pression rédﬁite permettant la formation d’un film mince de bola(amphiphile)s
sur le rebord du ballon utilisé, 3) un asséchement du film par un vacuum complet pour
retirer toute trace de méthanol, 4) une solubilisation dans de I’eau, 5) un vortexage et une
sonication durant 2 heures & 60°C. Cette méthode a permis la solubilisation compléte des
bola(amphiphile)s sauf dans le cas des deux bola(amphiphile)s‘ contenant 2 segments

centraux fluorés leur conférant une forte hydrophobicité élevée.

Cet article décrit I’effet de certaines caractéristiques des bola(amphiphile)s, tels que la
nature de la téte cationique, la nature des segments centraux, et la localisation des segments
centraux par rapport a la charge cationique, sur les propriétés physico-chimiques des
complexes (taille, morphologie, potentiel £ ), efficacité de complexation, cytotoxicité,
efficacité de protection vis-a-vis les DNases et efficacité de transfection. De plus, cet article
présente des résultats préliminaires de: (1) D’efficacité de transfection du Bola C en
présence de sérum pour évaluer son potentiel in vivo, (2) I'impact de la présence d’un lipide
fusogénique (DOPE) lors des expériences de transfection, ainsi que, (3) la
fonctionnalisation du bola(amphiphile) C. La téte hydrophile neutre originale a été
remplacée par un segment PolyEthylene Glycol (PEG) ayant comme propriété de minimiser
le phénoméne d’agrégation, d’augmenter I’efficacité de transfection et de masquer le
surplus de charges cationiques des complexes, ou par un peptide TAT dont la capacité

d’augmenter I’internalisation cellulaire et le ciblage nucléaire ont clairement été démontrés.
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J’ai effectué toutes les expériences physico-chimiques présentées dans l’article. De plus,
j’ai mis au point un protocole permettant de qualifier le niveau de protection des complexes
vis a vis les DNases. J’ai aussi fait un stage a I’Université d’Avignon pour effectuer des
expériences avec un spectromeétre a fluorescence. Cet appareil m’a permis de caractériser
les interactions entre les bola(amphiphile)s et I’ADN et d’illustrer le stade de condensation
de I’ADN dans les bolaplexes. J’ai aussi effectué des expériences de transfection avec une
co-formulation bola(amphiphile)s-lipide fusogénique (DOPE), des expériences de
transfection en présence de sérum ainsi que les expériences de co-formulations et de

transfection avec lc Bola C fonctionnalisé.

Les résultats ont permis de démontrer que la nature chimique de la téte cationique
influence le processus de condensation de I’ADN. Le niveau de perfluoration du
bola(amphiphile) influence la condensation de ’ADN et la stabilité des complexes en
solution. Le bola(amphiphile) monofluoré avec une téte lysine (Bola C) a une forte affinité
de liaison avec ’ADN permettant la formation de nanoparticules stables en solution.
Seulement les complexes formés du Bola C et du Bola F ont démontré une efficacité de
transfection in vitro. En comparaison avec la référence des standards de transfection in vitro
(Ia PEI branchée), les complexes Bola C/ADN ont une efficacité de transfection de
seulement 25 fois inférieure et sont peu cytotoxiques. Les résultats de transfection en
présence de sérum indiquent une forte diminution de I’efficacité de transfection des
complexes Bola C/ADN et I’utilisation du Bola C fonctionnalisé n’indique aucune
induction de I’efficacité de transfection. Suite a ces deux derniers résultats, nous avons
décidé d’effectuer des études supplémentaires in vitro avant d’examiner in vivo- les

bolaplexes les plus performants.

En résumé, j’ai contribué a la conception de I’article, j’ai mis au point des protocoles
expérimentaux et effectué toutes les expériences. J’ai participé activement a la rédaction de

Particle.
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ABSTRAC’!‘. A new series of dissymmetric hemifluorocarbon bolaamphiphiles was
designed to investigate their main characteristics as a non viral gene transfer carrier. The
dissymmetric functionalization of diiodoperfluorooctane led to bolaamphiphile molecules
composed of a partially fluorocarbon core end-capped with a glycoside and an ammonium
salt. The physical-chemical results, cytotoxic effect, gene complexation and transfection
efficiency were analysed and functionnal relationships were addressed. The study clairly
showed that the chemical structure of bolaamphiphiles influences the complexation with
DNA, gene transfer, and cytotoxicity. Two different polar head groups (histidine and lysine)
have been tested for their efficiency to complex DNA. The impact of the side-chain of
bolaamphiphile on the interaction with DNA was also investigated. Good transfection
activity was demonstrated for partially fluorinated bolaamphiphile having lysine head-
group. Weak cell cytotoxicity, positive surface charge of bolaplexes, well-defined structure,
and protection from the DNAses seem to be essential characteristics for efficient
transfection.
Keywords: bolaamphiphile, hemifluorinated surfactants, gene transfer, bolaplexes, cell

cytotoxicity, cationic polar head.

1. INTRODUCTION. Synthetic cationic lipids are becoming alternatives to viruses as
DNA carrier and transfection agents due to their low immunogenicity and higher cargo
carrying capacity for gene therapy agents [1,2]. Furthermore, they can be readily prepared
and handled. However, since the discovery of the (N-[1-(2,3-dioleyloxy)propyl]-N,N,N-
trimethylammonium chloride) (DOTMA)[3] and its in vitro transfection ability, a large
array of molecules has been developed to improve the low transfection rates usually
observed in vivo by using synthetic carriers [4-14] This loss of activity is in part due to the
extra and intra-cellular barriers that have to be by-passed to induce the final gene expression
[15]. These barriers may be broken through, if the carriers surface has been first
functionalized by groups that allow them to escape the reticulum endothelial system, aim at
other target tissues in the liver or lungs and get through the cell membrane down to the
cytoplasm. Each problem has its solution, but the accumulation of problems to be solved
leads researchers to design more complex carriers, either by post functionalizing the head
groups on their outer surface or by using adequate formulations [16]. One approach that

would both theoritically and simultaneously allow to complex DNA and to functionalize the
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surface carrier through membrane targeting, membrane crossing or invisibility agents

consists in using dissymetric bolaamphiphiles (Figure 1).

.:‘3.(’“. & O
Hybrid Bolaamphiphile ] A; "\"’V\/\\O
O biological targeting group N Wﬂ1\o

D Cell penetrating peptide

O Stealth/biccompatibilty group 0 O

Figure 1. Schematic representation of a polyfunctionnalized bolaplex

Bolaamphiphiles are surfactants made of one or two hydrophobic chains linked by their
ends to two polar groups providing them water-solubility and amphiphilic properties [17].
They can self organize as monolamellar membranes likely to close up as vesicles [18].
Assymetric aggregation of those layers around the DNA might be eXpected by using a
cationic polar head (dedicated to the complexation of nucleic acids) and a second non ionic
glycosylated polar head for instance. Cationic DNA carriers suffer of severe limitations to
their use due to their rapid clearance from the blood together with their strong cytotoxicity —
particularly of a hepatic nature [19-25]. In that condition, one may assume that if the
bolaplexes are endowed with a non ionic outer surface, then their interactions with the RES,
as well as their gene delivery efficiency and their cytotoxicity, would be reduced. Moreover,
the application of an adapted formulation composed of bolaamphiphiles first functionalized
with targeting or membrane crossing agents would improve the in vivo efficiency of these
DNA carriers. A few papers describe the potentialities of this family of compounds in DNA
vectorization technologies, but none of them studied the correlations between their
structures, phase behaviours, and DNA complexation and transfection activities [26-33].
We have developed a new family of dissymmetric hemifluorinated bolaamphiphiles (Figure
2) [34].

These compounds showed remarkable modularity which favours variations in a number of

their structural subunits: i) a cationic polar head derived from amino acids such as lysine or
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histidine to complex DNA by electrostatic interactions ii) a glycosylated non ionic polar
head made of galactosyl or lactobionamide units to ensure surface neutrality of the complex
and the possible targeting of membrane cells bearing specific lectins (in particular
hepatocytes membranes) [30] iii) a hemifluorinated hydrophobic part linked to two polar
caps through amide bounds.

LT ® 2 e ——(®)

Bolaamphiphiles A and B Bolaamphiphiles F

L m——® L — T

Bolaamphiphiles C and D

Bolaamphiphile E

Non ionic Perfluorinated Cationic Aliphatic chain
polar head

chain polar head

Figure 2. Schematic representation of dissymmetric bolaamphiphiles.

Hydrophobic character can be reinforced by addition of a lateral chain grafted onto amino-
acid. The hydro or perfluorinated nature of the side-link chain will be determined by the
place of the perfluorinated segment on the main chain. Because of the lipophobic character
exhibited by fluorinated chains and in order to favour bolaplexes organization, the side

chain must be located opposite a hydrophobic segment of similar nature [35-38].

Inserting a perfluorinated segment is justified by several reasons. Because of their
extremely high hydrophobic character, perfluorinated surfactants tend to form in aqueous
solutions stable and compact self-organized membrane systems [35]. Thus, the fluorinated
core may favour the stacking of the bolaplexes by increasing the cationic charge density
around nucleic acids through hydrophobic interactions. Hui et al have already shown that
hemifluorinated surfactants could self-organize so as to form an asymmetric monolamellar
membrane by bringing together all the fluorinated segments [38]. Thus, with such
hemifluorinated bolaamphiphiles, the demixing of hydro and perfluorinated units should
induce the formation of monolamellar membranes showing asymmetric polycationic and
non ionic surfaces. Such an asymmetry is then likely to favour a single level of DNA

complexation, thus bringing about the formation of a neutral small-sized bolaplex. The aim
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of this paper is to demonstrate the impact of each of the five bolaamphiphiles structural
subunits on their associative behaviour in aqueous milieu, their complexation efficiency of
a DNA plasmid, the organization and physicochemistry of the bolaplexes formed, their

cytotoxicity and their relative capacity to transfect DNA.
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Figure 3. Chemical structure of hybrid dissymmetric bolaamphiphiles A-F
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2. Experimental procedures
2.1. General procedure and materials
The synthesis of hemifluorinated and hydrocarbonated bolaamphiphiles A-E were
described earlier [34]. All solvents were purchased from Acros Organics. CH,Cl, was
distilled from VP205 and THF from sodium. Other solvents were used without further
purification. All chemicals were purchased from Sigma-Aldrich or Acros Organics and
were used without purification. Reactions were monitored by thin layer chromatography,
using Merck precoated 60F,s4 silica gel plates. Purifications were achieved by column
chromatography over silica gel (Merck 60). Melting points were measured on an
electrothermal apparatus and are uncorrected. '"H NMR, C NMR and "“F spectra were
recorded on a Brucker AC 250 spectrometer and processed using XWIN NMR (Brucker).
Chemical shifts are given in ppm relative to tetramethylsilane using the deuferium signal of
the solvent as a heteronuclear reference for 'H, '*C and °F. Mass spectra were recorded on
~a APT III plus Sciex apparatus. The branched polyethylenimine 25 kDa (PEI), fluorescent
dye ethidium bromide (EtBr) and water (DNase/RNase Free H,O, molecular biology
reagent) used for complexation experiments were obtained from Sigma-Aldrich (Oakville,
ON). Plasmid pBudCE4.1/LacZ/CAT, Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) and
OPTI-MEM 1 and reduced serum medium were purchased from GIBCO Invitrogen
(Burlington, ON). Foetal bovine serum (FBS) was from Medicorp (Montreal, P'Q). The
COST7 cell line (Simian virus 40-transformed kidney cells of an African green monkey) was
from American Type Culture Collection (ATCC) (Valencia, CA). Cultureware was from
Fisher Scientific (Montreal, PQ). The MTT cell proliferation kit [3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium] and the B-GAL ELISA kit were purchased from Roche
Diagnostics GmbH (Laval, PQ). RQl RNase-Free DNase was from Promega (Madison,
WI). 1,2-Dioleoyl-sn-gGlycero-3-phosphoethanolamine (DOPE) was from Avanti Polar
Lipids, Inc. (Alabaster, AL).
2.2. Synthesis
Hemifluorinated bolaamphiphile F was synthesized according to scheme 1 with compound
2 described earlier [34] as starting material, following a convergent synthetic pathway.
In a first sequence, Z-(N°-Boc)lysine was treated with ethylamine hydrochloride in the
presence of O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N, N, N'-tetramethyluronium tetrafluoroborate (TBTU)

as coupling reagent to give compound 1 in good yield (77 %). After removal of the a-amino
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protective group (hydrogenolysis in the presence of Palladium on charcoal), the resulting
amine was coupled with compound 2 [34] in the presence of TBTU to provide derivative 3
in 62 % yield. Hydrogenolysis of the benzyloxycarbonyl group allowed condensation with
lactobionolactone in boiling methanol with triethylémine. To carefully purify this
compound through silica gel column chromatography, the sugar residue was acetylated with
an acetic anhydride-pyridine mixture to give protected bolaamphiphile 4. In a final
sequence, removal of the acetyl groups with« sodium methoxide and the Boc amino acid
protecting group with TFA resulted in final bolaamphiphile F.
2.2.1. Synthesis of N“ -Benzyloxycarbonyl-Ng-t-buzjylox;vcarbonyl-N-Ethy? lysinamide 1. In a
sealed ﬂgsk, Z-Lys(Boc)OH (1 g, 2.63 mmol), ethylamine hydrochloride (0.322 g, 3.95
mmol) and TBTU reagent (1.27 g, 3.95 mmol) were dissolved in 15 mL of freshly distilled
CH,Cl; under argon. The pH of the solution was raised with TEA (pH 8-9). After stirring
for 16h at room temperature, the solvent was removed in vacuo and the crude product was
purified by flash chromatography on silica gel (AcOEt-cHex 4:6) to yield 0.830 g (2.04
mmol, 77 %) of racemic compound 1 as a white solid. R 0.5 (AcOEt-cHex 5:5 (v/v)), mp:
117.9-119.5°C. '"H NMR (CDCls, 250 MHz): 6 1.10 (3H, t, CH3, J? = 7.17 Hz), 1.29-1.47
(11H, m, CH-CH,;-CH,, C(CHj3)3), 1.61 (2H, m, CH,-CH,-NH(Boc)), 1.80 (2H, m, CH-
CH»), 3.20 (2H, m, NH-CH,-CH3), 3.24 (2H, m, CH,-NH(Boc)), 4.6 (1H, m, CH-CH»),
4.80 (1H, s, NH), 5.02 (2H, s, CH,-®), 5.86 (1H, s, NH), 6.59 (1H, s, NH), 7.35 (5H, s,
CH aom). *C NMR (CDCls, 62.86 MHz): 6 14.7 (CH;), 22.5 (CH-CH;-CH,), 28.4
(C(CHs)3), 29.6 (CH,-CH,-NH(Boc)), 32.2 (CH-CH,), 34.4 (NH-CH,-CH3), 39.9 (CH,-
NH(Boc)), 54.9 (CH-CH3), 66.9 (CH2-®), 79.1 (C(CHj3)s3), 128.0-128.5 (CH aom.), 136.2
(C arom), 156.3-156.4 (2 HN-CO-0), 171.1 (CH-CO-NH).

2.2.2. Synthesis of N -[20-(N-benzyloxycarbonyl)amino- 12,1 213,13,14,14,1515,16,16,

17,17  dodecafluoro- eicosanoyl]amido-N°—t-butyloxycarbonyl-N-ethyl lysinamide 3.
Compound 1 (245 mg, 0.602 mmol) was dissolved in 10 mL of dioxane. The solution was
stirred and cooled to 0°C and palladium on charcoal (36 mg, 60 mg.mmol™) was added
portion wise. The mixture was stirred under hydrogen pressure (8 bars) for 6 h at room
temperature and was then filtered over Celite. The solvent was next removed in vacuo. The
crude product (164 mg, 0.602 mmol) was dissolved in 5 mL of freshly distilled CH,Cl,
under argon. Compound 2 [34] (360 mg, 0.463 mmol) and TBTU (193 mg, 0.602 mmol)
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were the added. The pH of the mixture was adjusted to pH 8 with DIEA. After stirring for
16 h under argon at room temperature, the solvent was removed in vacuo and the crude
product was purified by flash chromatography on silica gel (AcOEt-cHex 7:3) to yield
compound 3 (296 mg, 0.287 mmol, 62 %). Ry 0.58 (AcOEt-cHex 5:5). 'H NMR (CDCl3,
250 MHz): § 1.14 (3H, t, CH;, J® = 7.24 Hz), 1.25-1.38 (14H, m, CH; jinear chain, CH-CH,-
CHb,), 1.45 (9H, s, C(CHs)3), 1.48-1.61 (8H, m, CH,-CH,-NH(Boc), 2 CF,-CH,-CHa, CH,-
CH,-CO-NH), 1.84 (2H, m, CH-CH,), 1.99-2.24 (6H, m, 2 Cﬂz-CFz, CH,-CO-NH-CH),
3.11 (2H, m, CH;3-CH»-NH-CO), 3.30 (4H, m, CH,-NH(Boc), (Z)NH-CH>), 4.12 (1H, td,
CH-CH,, I’ = 6.64 Hz, I’ = 7.50 Hz), 4.75 (1H, s, NH), 5.03 (1H, s, NH), 5.12 (2H, s, CH,-
®), 6.50 (1H, d, NH-CH-CH,, J* = 7.59 Hz), 6.67 (1H, s, NH), 7.37 (5H, s, CH yom). °C
NMR (CDCls, 62.86 MHz): 6 14.6 (CH3), 20.1-29.6 (CH3 rincar chain» C(CH3)3, NH-CH-CH,-
CH,-CF,), 30.9 (2 CH,-CF,), 32.1 (CH-CH,), 34.4 (NH-CH,-CH3), 36.5 (CH,-CO-NH),
40.0-40.1 (CH»-NH(Boc), CH,-NH(Z)), 52.8 (CH-CH>), 66.9 (CH»-®), 79.1 (C(CHs)3),
106.9i121.4 (CF7), 128.1-128.6 (CHaom), 136.4 (Caom), 156.2-156.5 (2 NH-CO-O),
171.6-173.4 (CH-CO-NH, CO-NH-CH). '°F NMR (CDCls, 235.19 MHz): § -114.07 to -
114.32 (4F, d, 2 CH,-CF,), -121.79 (8F, m, 4 CF,), -123.48 (4F, s, 2 CF»).
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Scheme 1. Synthetic pathway to bolaamphiphile F

2.2.3.  Synthesis  of N® -[20-(N-lactobionocarbonyl)amino-12,12,13,13,14,14,15,135,

6,16,17,17dodecafluoro-eicosanoyl]amido-N*—t-butyloxycarbonyl-N-ethyl  lysinamide 4.

Compound 3 (175 mg, 0.170 mmol) was dissolved in 10 mL of ethanol. The solution was

stirred and cooled to 0°C and palladium on charcoal (10 mg, 60 mg.mmol™”) was added
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portion-wise. The mixture was stirred under hydrogen pressure (8 bar) for 48 h at room
temperature. The mixture was filtered over Celite and the solvent was removed in vacuo to
yield the amine (148 mg, 0.165 mmol, 97 %) as a white powder. At the same time,
lactobionic acid (89 mg, 0.248 mmol) was dissolved in 20 mL of a 1:1 toluene-methanol
mixture. A few drops of TFA were added and the solvents were removed in vacuo. The
operation was repeated twice and the lactobionolactone obtained was added to the previous
amino compound. Then, the mixture was dissolved in 20 mL of distilled ethanol under
argon, the pH of the solution cwas raised with TEA to pH 8-9 and the mixture refluxed
under argon for 16 h. After removing the solvent in vacuo, 20 ml of a mixture of 1:1 acetic
anhydride-pyridine were added. The reaction was stirred for 12 h at room temperature. The
mixture was poured into a cooled 1M HCI solution and the solution was extracted with
ethyl acetate. The organic layer was washed with a saturated NaHCO; solution, then with
brine and dried over sodium sulfate. The solvent was removed in vacuo and the crude
product was purified by flash chromatography on silica gel (AcOEt-cHex 7:3 to AcOEt-
cHex 9:1) to yield the fully protected bolaamphiphile 4 (54 mg, 0.034 mmol, 20 %). Ry: 0.4
(ACOER), [a]® : +5.16° (¢ 1, CH,Cly). "H NMR (CDCls, 250 MHz): 4 1.13 (3H, t, CH;, J°
= 7.25 Hz), 1.25-1.37 (14H, m, CH3 jinear chain, CH-CH,-CH), 1.44 (9H, s, C(CHa);), 1.51-
1.68 (8H, m, CH,-CH,-NH(Boc), 2 CF,-CH,-CH,, CH,-CH,-CO-NH), 1.75-2.24 (32H, m,
CH-CH,, 8 CO-CHs3, 2 CH,-CF;, CH,-CO-NH), 3.11 (2H, m, CH;-CH,-NH), 3.18-3.32
(4H, m, CH,-NH(Boc), NH-CH,-(CH;),-CF,), 3.93-4.18 (4H, m, CHs, CHy), CH)),
4.30-4.41 (2H, m, CH-CH,, CH)), 4.55-4.67 (1H, m, CH)), 4.70 (1H, d, CHr»), J* = 7.87
Hz), 4.89 (1H, m, NH), 4.92-5.22 (3H, m, CHz), CHg3", CHgs)), 5.39 (1H, m, CHs)), 5.54-
5.58 (2H, m, CH), CH3)), 6.41-6.46 (2H, m, NH), 6.60 (1H, m, NH). “C NMR (CDCl;,
62.86 MHz): 4 14.6 (CH3), 20.5-29.6 (CH3 jinear chains CH-CH;-_QHIZ-QHz, C(CH3)3;, NH-CH,-
CH,-CH,-CF,, CH,-CF,, CO-CH3), 32.2 (CH-CH,), 34.4 (NH-CH,-CH3), 36.5 (CH,- CO-
NH), 37.9 (NH-CH,-(CH;),-CF,), 39.4 (CH,-NH(Boc)), 52.8 (CH-CH,), 60.9 (CH¢),
61.6 (CHa)), 66.8-71.6 (CH(z), CHp), CHes), CHpoy), CHin, CHaa), CHisy), 77.4 (CHgy),
79.1 (C(CHz3)3), 101.7 (CHgy), 111.2-121.4 (CF»), 156.2 (NH-CO-0), 167.4-173.2 (3 CO-
NH, CO-CHy). F NMR (CDCls, 235.19 MHz): 6 -114.06 to -114.35 (4F, d, 2 CH,-CF>), -
121.81 (8F, m, 4 CF,), -123.55 (4F, s, 2 CF)).
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2.2.4. Synthesis of N%[20-(N-lactobionocarbonyl)amino-12,12,13,13,14,14,15,15,

16,16,17,17  dodecafluoro-eicosanoyl]amido-N*—ammonium  trifluoroacetate ~-N-ethyl

lysinamide F. Compound 4 (50 mg, 0.0315 mmol) was dissolved in 10 mL of freshly
distilled methanol. A catalytic amount of sodium methoxide was added. After stirring for
12 h, IRC50 ion exchange resin (1g) was added. After 10 min the mixture was filtered. The
solvent was removed in vacuo and the crude product was purified by size exclusion
chromatography using Sephadex LH20 (MeOH) to yield deacetylated compound F as a
~ white powder (34.4 mg, 0.0284 mmol, 90 %). Then, this compound was dissolved in 9 mL
of freshly distilled CH,Cl,. 1 mL of TFA was added dropwise. After stirring for 48 h at
room temperature, the solvents were removed in vacuo. The crude product was dissolved in
diethyl ether and the solvent was removed in vacuo. The operation was repeated twice.
Lastly, the crude product was purified by size exclusion chromatography using Sephadex
LH20 (MeOH) to yield compound F as a white powder (28.3 mg, 0.0227 mmol, 80 %). mp
(dee): 64 -75.5°C. "TH NMR (CD;0D, 250 MHz): 6 1.13 (3H, t, CHs, > = 7.23 Hz), 1.31-1.46
(14H, m, CH; jinear chain, CH-CH,-CH>), 1.62-1.73 (8H, m, CH,-CH,-NHj3", 2 CF,-CH,-CHa,
CH-CH,-CO-NH), 1.84 (2H, m, CH-CH>), 2.15-2.30 (6H, m, 2 CH,-CF,, CH,-CO-NH),
2.94 (2H, m, CH3;-CH»-NH), 3.21-3.96 (14H, m, CH,-NH;", NH-CH,-(CH,),-CF,, CH),
CHs), CHay6), CH2), CHgzy, CH(sy, CH(s), CHa), 4.29-4.53 (4H, m, CH-CH;, CH(y),
CHgy), CH(1), 8.05 (2H, m, NH). *C NMR (CD;0D, 62.86 MHz): § 13.4 (CH3), 19.9-31.2
(CH2 linear chain, CH-CH2-CH,-CH,, NH-CH-CH,-CH,-CF,, CH,-CF,, CH-CH>), 33.9 (NH-
CH,-CH3), 35.4 (CH,-CO-NH), 37.2 (NH-CH,-(CH,),-CF»), 39.5 (CH,-NH;"), 53.0 (CH-
CHa), 61.0 (CHye), 62.4 (CHz)), 69.0-75.8 (CHz), CHgs), CHs), CHear), CHg), CHa,
CHs+), 81.9 (CHyy), 104.4 (CH), 106.8-122.9 (CF,), 172.5, 174.1, 175.0 (3 CO-NH). "°F
NMR (CD;0D, 235.19 MHz): 6 -76.75 (3F, s, ‘0,C-CF3), -115.29 (4F, s, 2 CH,-CF»), -
122.77 (8F, m, 4 CF,), -124.47(4F, s, 2 CF,). (ESI-MS): [M+H'T" m/z = 1139.7 (without
0,C-CF3), [M+Na']" m/z = 1161.7 (without O,C-CF3).

2.3. Preparation of bola/DNA complexes

Dispersion of bolaamphiphiles in a buffer was carried out using two different methods. In
the first method (method A) the bolaamphiphile powder (10 mg) was vortex-mixed for 5
minutes in DNAse free water (2 mL). For the second method (method B), the

bolaamphiphile (10 mg) was dissolved in methanol in a round-bottomed flask (typically 50
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mL). Organic solvent was removed under reduced pressure (rotary evaporator) giving a
thin-lipid film that was dried in vacuo. Then DNAse free water (2 mL) was added to
hydrate the thin-lipid film.The mixture was mixed-vortexed for 5 minutes and then
sonicated for 2 h in a sonication bath (ultrasonic Branson 3510 bath) at 60°C. Plasmid
pBudCE4.1/1acZ/CAT (8433 bp) encoding B-galactosidase under the control of the CMV
promoter was used for all the experiments reported in this paper and produced as described
elsewhere [39]. Bolaplexes were prepared at different electrostatic charge ratios (V/P) at a
final DNA concentration of 10‘ ug.mL'l in Sigma DNase/RNase Free H,O. In each case, the
appropriate amount of bola solution (0.5 mg.mL™") was added in a final volume of 500 pL
of water to obtain the appropriate concentration for the desired N/P ratios. N/P ratios were
calculated from the number of the electrostatic charges present in bola (terminal NH;
groups) and DNA (phosphate groups). The solution was gradually added to the 500 pL of
DNA solution (20 pg.mL™), with a vortex time of 30 s between each addition. After
complete addition, the resulting solution (containing A, B, C, D, E or F-Bolaplexes) was
stirred for 30 seconds and incubated at room temperature for 15 min.
2.4. Preparation of C-bolaplexes containing DOPE ‘
Bola C was mixed with DOPE in a round bottom flask at a molar ratio of 1:1 and diluted in
methanol. The mixture was then dried, vacuum desiccated and resuspended in water at a
final bola C concentration of 0.5 mg.mL" before being vortexed and sonicated for 1 h at
60°C in a sonication bath. The resulting solution (bola C/DOPE) was used for the
preparatioﬁ of bolaplexes in exactly the same way as the other bola solutions.
2.5. Agarose gel electrophoresis retardation assays
Interactions between plasmid DNA and bola dispersions were investigated by
electrophoresis on agarose gels. Bolaplexes were prepared at different N/P ratios with
bolaamphiphiles A-F as described above. The naked DNA solution, as control, or 40 pL of
bolaplexes containing each 400 ng of DNA were mixed with bromophenol blue in glycerol.
They were then subjected to electrophoresis on a 0.8% (w/v) agarose gel [Tris-acetate-
EDTA buffer (TAE) pH 8.5, 90 V, 90 min]. DNA bands were visualized by UV
illumination after coloration with ethidium bromide (0.5 pg.mL™) for 30 min. The complete

complex formation resulted in retardation of the DNA in the loading well of the gel.
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2.6. Ethidium bromide exclusion assay
Fluorescence studies with EtBr fluorescent dye were carried out at 24°C with a Fluoromax-
2, Horiba, Jobin Yvon Spex, fluorescence spectrometer (1 cm path length; quartz cell; slit
width 5 nm; xenon lamp 150 Watts). As reported elsewhere, A excitation and A emission
were set at 520 nm and 597 nm, respectively. In the displacement assay, DNA was first
mixed and vortexed with fluorescent dye EtBr, at final concentrations of 20 pg.mL-1 and
400 ng.mL-1 respectively, as suggested elsewere [42]. Dye-labeled DNA was allowed to
equilibrate for 5 min in the dark after which complexes of dye-labeled DNA with
bolaamphiphiles were formed by adding the bola solutions at the desired N/P ratios with an
equal volume of dye-labeled DNA solution (final concentrations of DNA 10 pg.mL-1). The
bolaplexes were allowed to equilibrate in the dark for 15 min before fluorescence
measurement. Controls were performed with PEI complexes using similar N/P ratios.The
relative fluorescence intensity of the resulting complex was expressed by the following
equation: relative fluorescence intensity (I) = Fops-Fo/Fona-Fo; where Fps is the fluorescence
intensity of the bolaplexes, Fy is the fluorescence intensity of the dye in water alone, and
Fpna is the dye-labeled DNA in the absence of bola. Experiments were repeated three
times.
2.7. Stability of bolaplexes to DNase I
The stability of the bolaplexes to the action of DNase I was analyzed with respect to the
N/P ratio and time. Naked DNA used as positive control and bolaplexes containing both
10 pg pBudCE4.1/LacZ/CAT were incubated with DNase I (1 Unit by pg of DNA) in the
presence of 1x DNase I reaction buffer. The reaction was carried out at 37°C and the
aliquots for analysis were taken at 0, 10 and 30 min. For inhibition of the enzymatic
reaction, incubation during 10 min at 60°C with 0.5 M EDTA (for a final concentration of
50 mM) was adopted. Finally, to favour the decomplexation between the DNA and the bola,
a 10% SDS solution was added (for a final 2% concentration). DNA degradation was
observed following an agarose gel electrophoresis of the resulting solution. Experiments
were repeated three times. It has to be noted that bolaplexes containing 10 pg
pBudCE4.1/LacZ/CAT were also incubated only in the presence of buffers utilized (data
not shown), as control, to verify the impact of the buffers on the integrity of complexation.

2.8. Size distribution and zeta ({) potential measurements
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Bolaamphiles solutions were dispersed using an ultrasonic Branson 3510 bath. Size and
surface charges (C-potential) of bolaplexes prepared at different N/P ratios were measured
by quasi-elastic light scattering (QELS) using a Zetasizer (Malvern, NanoZS ZEN3600).
Experiments in triplicate were performed for each freshly prepared bolaplex, starting with
the size measurement and followed by the {-potential measurements. The same disposable
cell (Folded capillary cell DTS 1060) was used for {-potential and size measurements. The
instrument was equipped with a monochromatic coherent helium neon laser (633 nm) as a
light source. The scattered light was recorded at an angle of 173°, and the analysis of the
autocorrelation function was performed automatically to yield diffusion coefficients, Dr,
taking the values 1.33 and 25 °C for refractive index and temperature, respectively. Volume
distributions were given according to the hydrodynamic diameter using multimodal
distribution. {-Potentials, that were calculated using the Schmoluchowsky approximation,
were directly performed after size measurements.
2.9. Transmission electron microscopy (TEM)
Bolaamphiphiles A-F and the corresponding bolaplexes were deposited on a 150-mesh
copper grid covered with Formvar. The excess of solution was gently wicked off with filter
paper. Bolaamphiphiles A-F or A-F- bolaplexes deposited on the grid were then negatively
stained with a droplet of 1% aqueous uranyl acetate (without pH adjustment and filtered on
0.22 pm). The excess of colorant was gently wicked off with filter paper and the grid was
air-dried. The observations were performed on a Philips EM 410 to 80 kV acceleration
voltage and 3000-250,000X magnification.
2.10. Materials for complexation and transfection experiments
Fetal bovine serum (FBS) and 1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-Phosphoethanolamine (DOPE)
were obtained from Medicorp (Montreal, PQ), and Avanti Polar Lipids, Inc. (Alabaster,
AL) respectively. Bolaamphiphile C was mixed with DOPE in a glass vial at a molar ratio
1:1 and diluted in methanol. The mixture was then dried, vacuum desiccated and
resuspended in water at a final concentration of 0.5 mg.mL™’ before being vortexed and
sonicated for 1 h at 60°C. The resulting solution was used for the preparation of bolaplexes

in exactly the same way as the other bolaamphiphile complexation.
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2.11. In vitro transfection experiments
COS7 cells were wused for transfection and cell viability tests. Plasmid
pBudCE4.1/1acZ/CAT (8433 bp) was used for the experiment. Cells were grown before in
6-well plates for 24 h at an initial seeding density of 2.7 x 10° per well at 37°C using
DMEM containing L-glutamine, 10% FBS and 1% gentamicin. Cells were transfected at
90% confluence. Just before the transfection experiment, the medium was removed and the
cells were washed twice with phosphate buffered saline (PBS). Transfections were
performed in a serum free solution: 1 mL of OPTI-MEM I serum-free medium was added
before the addition of the bolaplex solution (500 pL, equivalent to 5 pug of DNA/well).
Serum-free transfection mixtures were incubated for 4 h after which the medium was
replaced with complete medium for 20 h. Transfection studies were also performed in
presence of 2.0% serum and with the help of a co-lipid (DOPE). For transfection
experiments in the presence of serum, 1 mL of complete medium containing 2.0% of serum
(without antibiotics) was used instead of the OPTI-MEM 1 serum-free medium. For
transfection in presence of bolaamphiphile C/DOPE, the method employed for the
traditional complexes was used. After total incubation for 24 h, cells were harvested, as
described in the commercial available kit, after what B-galactosidase concentration was
measured. Results were expressed as pg of P—galactosidase/pg of total protein previously
determined by the BCA (Bicinchonic acid) assay. (Pierce). Controls were performed with
the naked DNA plasmid (5 pg of DNA) as negative control or with PEI using a PEI-DNA
N/P ratio of 10, i.e., corresponding to optimal conditions defined elsewhere, as positive
control [43]. Transfection experiments were repeated three times.
2.12. Cytotoxicity assay.
The cytotoxic effect of bolaamphiphiles o‘r bolaplexes were evaluated by measuring the
viability of the cells treated. The metabolic activity of viable COS7 cells was measured
using the MTT Cell Proliferation Assay kit 24 h after incubation of the cells with varying
bola concentrations corresponding to the quantity of bola(amphiphile)s used at the different
N/P ratios tested in the transfection experiment or with the bolaplexes at the indicated N/P
ratio. Cells were firstly grown in 96-well plates 24 h before the experiment at an initial
seeding density of 1.9 x 10* cells/well in 100 pL of complete medium. The medium was
removed and replaced by the bola solution prepared in the OPTI-MEM 1. Cells treated were
incubated for 24 h and then tested for their metabolic activity. 10 pL. of MTT reagent (10%
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v/v; final concentration 0.5 mg/mL) was added to each well. After 4 h of incubation at
37°C, the purple insoluble salt was dissolved by adding 100 pL of solubilization solution.
The plates were incubated in the dark at 37°C for 24 h. Absorbance was measured at 550
nm using a reference wavelength of 650 nm. The results were expressed as a relative -
percentage of cell viability related to the control (naked DNA-treated cells). The cell
viability of cells treated with naked DNA only was used as 100% of cell viability. Cell
viability (relative %) = (OD (550-650) sample’OD (550-650) controt) X 100. PEI cytotoxicity was also
evaluated for comparison purposes by using relative equivalent concentration. Cell

cytotoxicity experiments were performed in triplicate.
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3. Results and discussion
3.1. Characterization of A-F bolaamphiphiles aqueous dispersions
The objective was to correlate the structure of the bolaamphiphile organizations formed in
water to their ability to complex DNA. Indeed, the shape of clusters foﬁned by the cationic
lipids could have an impact on their capacity to complex DNA, so finally on the rate of
measured transfection [44-47]. It is well-admitted that the lamellarity and/or the fluidity of
liposomes influence the transfection rates. It is therefore useful to specify the shape of
aggregates formed by these bolaamphiphiles in aqueous solutions. In that way, after
aqueous dispersions, the sizes of bolas A-F aggregates were characterized by QELS and

morphology observations were performed by TEM (Figure 4).

Table I Physicochemical properties of bolaamphiphiles A-F

. Mean particles diameter
Number of fluorinated

Bolas Dispersibility® Morphology aggregates® Volume distribution
segments (am) PDI°
A 2 Fair fibers 73 (73%); 965 (26%)  0.37
B 2 Poor vesicles and fibers 404 (100%) 0.32
C 1 Good vesicles 90 (100%) 0.26
D 1 Fair vesicles and fibers 323 (43%); 1306 (56%) 0.48
E 0 Good micelles and fibers 13 (93%); 793 (6%) 0.56
F 1 Good micelles and fibers 24 (52%); 157 (47%)  0.22

“ Visual assessment; ° studied by TEM; © Polydispersity Index.

The organized systems were prepared by the film method (method B, see the experimental
part). The quality of the dispersion, the size and the morphology of these aggregates in
water are reported in Table 1. Compounds A and B made of two perfluorinated segménts
badly scattered in water: their aqueous dispersions exhibited very poor stability and
precipitated after 15 minutes. In that case, TEM micrographies clearly showed the
formation of vesicles that quickly clustered in the form of tubular structures (Figures 4a, b).
This property of bolaamphiphiles was already evidenced through peptidic [48-49],
glycosidic [50-51] or nucleobase [52-55] derivatives. Moreover, some published data
reported that the fluorine content had an impact on the tubules formation in water, due to

the added rigidity of fluorocarbon chains as compared to the hydrocarbon analogues [56-
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59]. This effect must be granted priority to explain the associative behavior of compounds

A and B.

Figure 4. TEM micrographies of the self-assembled structure formed in water from

bolaamphiles a) A, b) B, c,d,e) C,f) D, g) E, h) F.

In that way, replacement of fluorinated chains by hydrocarbon chains (compounds C and D)
led to an increase of solubility and dispersions stabilization. In such case, the formation of
vesicles (compound D, Figure 4f) or of monolamellar membrane systems (compound C,
Figures 4c,d,e) were noted. The nature of cationic polar head groups also influenced the

organization capacity of those bolaamphiphiles. Dispersion of bolaamphiphile C was
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indeed easier. Bolaamphiphiles endowed with cationic lysine derived polar head gave much
more stable dispersion than their analogues bearing histidine moiety, i.e an imidazole
moiety. To explain such a difference one can observe that at pH = 7, imidazole group (pKa
= 6) is only partially protoned and this low ionization can explain its poor dispersibility in

aqueous solution (Table 1, entry 4).

Among the four hemifluorinated double stranded bolamphiphiles, compound C seemed to
show the best ability leading to stable vesicle dispersions. Their sizes were lower than 100
nm together with their poor polydispersity index pointed to the formation of very
homogeneous solutions. TEM observations allowed us to specify the membrane thickness
which was in the range of 4-5 nm, i.e. thickness of lipid bilayers. This likely suggested
monolamellar organization of bolamphiphiles (Figure 4c). Very fluidic vesicles tended to
collapse under the observation conditions of the TEM. These collapsed vesicles looked like

classic membrane systems with lipid bilayers (Figures 4d, 4e).

When the perfluorinated segment was replaced by a hydrocarbon segment (compound E) or
when the side chain was suppressed (compound F) the hydrophobic character of the
compound is markedly decreased. QELS measurements showed that there were two kinds
of supramolecular organization: a major population whose size varied from 13 (compound
E) to 24 nm (compound F) and which should correspond to the formation of large micelles
or worm-like micelles detectable by TEM (Figures 4g, 4h), next to these micelles, larger
aggregates coexisted. Compound E formed lamellar structures (that can be seen on the
ribbons on Figure 4f) from the fusion of smaller particles, micelles and vesicles. Compound
F self organized as vesicles, too. The coexistence of micelles and vesicles was likely due to
the association under folded of extended shapes of this single thread hemifluorinated

compound.

3.2. Study of the complexation of plasmid DNA by agarose gel electrophoresis.

To determine the impact of the bolas dispersion method on their ability to efficiently
complex plasmid DNA pBudCE4.1/1acZ/CAT (8433 bp) encoding B-galactosidase, the
bolaamphiphiles A-F were prepared by two methods (see experimental part). Briefly,

following method A, the bolaamphiphile powder was vortex-mixed for 5 minutes in water,
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then the appropriate amount of DNA was added and the solution was stirred. For the second
method (method B), a thin film of bolaamphiphile was hydrated, the solution was mixed-
vortexed and sonicated in a sonication bath, then the appropiate amount of DNA was added
and the mixture was stirred. Their ability to complex and neutralize plasmid DNA was
investigated by agarose gel electrophoresis. Agarose gel shift assays were performed on
bolaplexes A-F formed at different N/P ratios (Figure 5, 6). Observation of a complete gel
retardation of DNA usually indicates that charge neutralization is achieved since agarose

gel electrophoresis separates macromolecules according to their charge and size.

As we can observe on Figure 5, whatever the type of bolaamphiphiles employed, method A
was far less efficient than method B to complex DNA. Self-organization of bolas —carried
out thanks to method B- consequently seemed a necessary preliminary step for an efficient
formation of bolaplexes. Electrophoresis demonstrated that all these bolaamphiphiles were
able to neutralize the DNA. However, the proportion of bolaamphiphiles required to
immobilize DNA was largely influenced by their chemical structures. Bola C was the most
efficient double strand hemifluorinated compound since DNA was completely neutralized
at a charge ratio close to 1. In contrast, bolaamphiphiles A, B, and D needed to be used at
higher N/P ratios (1.75, 2.5, and 1.75, respectively) to reach complete DNA neutralization.
Bolaamphiphiles with a histidine head group (bolaamphiphiles B, D) were less efficient and
needed higher N/P ratios.to completely neutralize DNA comparatively to lysine head group-
bolaamphiphiles A and C. This was not surprising, as it has been noted, given that a large
proportion of free amines of the imidazole groups was probably not protonated (pK, close

to the physiological pH) under experimental conditions.
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Figure 5. Representative gel electrophoresis shift assays showing the migration of A-D
based bolaplexes formed with pBudCE4.1/LacZ/CAT plasmid. Wells were loaded with an
equivalent of 400 ng of DNA. Figures show the migration of bolaplexes formed from
bolaamphiphiles: a) A; b) B; c¢) C; d) D N/P ratios are indicated above the wells. Naked

DNA was used as a negative control (*).
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The lack of flexibility induced by the presence of a fluorinated chain resulted in less
efficient complexation, since these lysine derivatives complexed the plasmid to a higher
N/P ratio. The presence of a residual fluorescence in the wells suggest that DNA was not in
a highly condensate state. Thus it has to be underlined that a parallel cannot be drawn
between the self associative capacity of those bolaamphiphiles and their DNA complexation
efficiency. Notably, the formation of fibrous type organized systems (compounds A, B, and
D) was apparently detrimental for efﬁéient plasmid complexation (Figure 5). Compound C
that was found clustered in water in fluid bilayers self-organized more easily with DNA,
which entailed N/P load charges very close to | when completely complexing DNA.The
absence of fluorinated segment within the hydrophobic core of the bola (bola E) seemed to
have high influence on DNA neutralization and on the condensation process, since higher
N/P ratios had to be used (Figure 6). Again, the presence of notable residual fluorescence in
the wells of bolaplexes E probably indicated a poorly condensed DNA state (Figure 6a).
Single stranded compound F complexed the DNA at N/P ratio weaker than 1.75 (Figure
6b). For the latter, it is worth noting the emergence, at weak N/P ratios, of a spot evidencing
higher electrophoretic mobility than super coiled DNA. This rare phenomenon was also
reported by Behr ef al with nanometric DNA particles [60]. Such an observation suggested
that, a part of DNA was condensed in small negatively charged particles that probably
spread more quickly in the gel than super coiled DNA. Moreover, for bolaplexes C, no
residual fluorescence was visible in the well at complete neutralization (N/P=1)
comparatively to other lysine head group bolaamphiphiles. The latter result suggested that
other structural parameters over the nature of the charge might influence the interaction of

bolaamphiphiles with DNA. The actual physical basis remains to be clearly elucitaded.
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Figure 6. Representative gel electrophoresis shift assays of bolaamphiphiles a) E and b) F
complexed with pBudCE4.1/LacZ/CAT plasmid. Wells were loaded with 400 ng of DNA
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Figure 7. Ethidium bromide spectrofluorimetric displacement assays. Complexation of

DNA plasmid by the bolaamphiphiles was illustrated by the displacement of the fluorescent

probe ethidium bromide (EtBr). The relative fluorescence intensity of the resulting complex

was expressed by the following equation: Relative fluorescence intensity (I) = Fops~Fo/Fpna-

Fo; where F; is the fluorescence intensity of the bolaplexes, Fy is the fluorescence intensity

of the dye in water alone, and Fpyj is the dye-labeled DNA in the absence of bola.
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3.3. Study of the complexation of plasmid DNA by ethidium bromide spectrofluorometric
displacement assay.

Displacement assays employing a fluorescent dye is commonly used to characterize the
interactions between cationic carriers and DNA and in particular to illustrate the state of
condensation of DNA in the complexes. It allows for a qﬁalitative comparison of binding
affinities within a series of compounds with similar structures [41]. In the present study, an
Ethidium Bromide (EtBr) displacement assay was employed to compare the interaction of
bolaamphiphiles A-F with DNA according to the N/P ratios. The ability of bolaamphiphiles
A-F to displace EtBr from DNA is shown in Figure 7. The lower relative fluorescence
intensity (1) pointed out a greater interaction between bola and plasmid DNA. Data showed
that as the proportion of bola (N/P ratios) increased for the preparation of bolaplexes, the
relative fluorescence intensity (/) of the EtBr/DNA complexes decreased down to a
minimum level. The decrease in the fluorescence intensity depended on the N/P ratio
utilized and this was distinctive of each bola tested. Data presented in Figure 7 showed that
bola A, B, D and E have similar affinities to DNA since high N/P ratios had to be used to
reach 50% inhibition of the initial DNA-EtBr fluorescence (ICsp). Even at high N/P ratios
DNA intercalation of ethidium bromide was possible. These observations suggested that the

affinities of these bolaamphiphiles to DNA were relatively weak.

The ICsq values of bolaamphiphiles C (1-1.5 N/P ratios) and F (1.5 N/P ratio) were smaller
than those calculated for bolaamphiphiles A (5), B (>30), D (>5) and E (10) (see Figure 7).
In the case of C or F-bolaplexes (i.e bolamphiphiles’/DNA complexes), at a ratio N/P of
2.5, the residual fluorescence was almost close to baseline fluorescence (~ 20% of the
100% fluorescence associated with the naked DNA-EtBr complex) and to that of PEI
bolaplex. Though these data did not offer visualized indications of DNA condensation, they
may suggest important morphological changes in DNA structure during its complexation
process with C or F bolaamphiphiles and an affinity to double-helical DNA higher than
EtBr (which is usually high and specific). Thus we can assume that structural parameters
influence the interactions of C or F bolaamphiphiles with DNA; at least a cationic head
group derived from lysine (or other amine having high pKa) and a monofluorinated main

chain seem to be essential for maximal interaction of bola with DNA.
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3.4. Stability of A-F-bolaplexes to Dnase I treatment.
Stability measurements of bolaplexes against DNase I treatment were performed to
investigate the degree of protection conferred to DNA when complexed with
bolaamphiphiles. Figure 8 shows DNase I treatments (three replicated studies) of
bolaplexes formed with plasmid DNA and bolaamphiphiles C, E or F prepared by the
method B. Naked DNA was utilized as a positive degradation control. Results showed that
the level of DNA degradation evolved according to the N/P ratio used and the time of
treatment. Well A (naked DNA treatment) showed that, after 10 minutes incubation,
complete DNA degradation was done, since no signal was detectable. For A, B, or D-
bolaplexes, 30 minutes nuclease treatment resulted in complete degradation of DNA for any
N/P ratios tested, except for the highest N/P ratios (data not shown). This observation
indicated that DNA complexation with histine head group bolaamphiphiles did not prevent
the degradation of plasmid DNA by nucleases. In contrast, DNA complexation with
bolaamphiphiles C, F, or E bearing lysine group offered an effective protection of plasmid
DNA.
Following a 10 minutes DNase I treatment, it is worth noting that the proportion of non
digested DNA seemed to be higher for C and F-bolaplexes. As a higher level of protection
was observed for lysine head group-bearing bolaamphiphiles, once again it can be
suggested that the nature of the ionic head group is crucial for the DNA protection against
nuclease. Moreover, as fluorinated bolaamphiphiles C and F seemed to confer higher levels
of protection compared to the non fluorinated analogue E, it can be still assumed that the
fluorinated chain was an important structural parameter implied in the protection of DNA
against DNases.
The type and strength of interaction with DNA imposed by the structural characteristics of
bolaamphiphiles during complexation could be largely involved in their protection. Indeed,
among the bolaamphiphiles and variable N/P ratios implemented in this study, no total
protection from hydrolysis by DNAse I could be observed. Many hypotheses could explain
this observation. For instance, DNA could be trapped at the surface of the nanospheres and
consequently be more exposed to DNase attacks. An other cause would be that, DNA
compaction by bolaamphiphiles is not completely achieved due to the limiting amount of

cationic charge available.
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Figure 8. Stability of bolaplexes against in vitro DNase I treatment. DNA degradation was
visualized with agarose gel following incubation of bolaplexes over 10 or 30 minutes with
1 U of DNase I/ug of DNA. Treatment of (a) bolaplex C; (b) bolaplex E and (c) bolaplex F
were reported. Duration of the nuclease treatment and N/P ratios are indicated above the

wells. Naked DNA was used as positive control (A, B lanes) of DNase activity.
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3.5. Physicochemical characterizations of bolaplexes. Size, zeta potential and Transmission
Electron Microscopy

A summary of the particle size and zeta potentials of bolaplexes as measured in water at
room temperature is shown in Table 2. It is well-known that the size and the surface charge
of the complexes play a critical role in gene transfer efficiency [61], complexes greater than
150 nm appearing less capable to be endocytosed by somatic cells [62]. The data presented
in Table 2 show that the size of the A and D bolaplexes increased With the increase in their
N/P ratios. Both bolaplexes had a negatively charge surface (measured by {—potential) at all
of the charge ratios suggesting that charge neutralization did not occur. Yet, electrophoresis
experiments clearly showed DNA complexation at a 2.5 N/P ratio, but EtBr displacement as
well as resistance to DN Ases experiments have shown that DNA was not settled under very
condensed form. Consequently, it can be assumed that part of the DNA could be
immobilized on the outer surface of the bolaplex. For compound B, no size measurement
could be obtained, due to the the marked instability of the bolaplexes. The peculiarity of the
three (A, B, D) bolaamphiphiles was their strong hydrophobic character; due to either their
fluorinated content (compounds A and B) and/or the presence of imidazole moiety, as DNA
complexing group partly protonated at physiological pH (compound D). These strong
hydrophobic properties were probably the driving force for the aqueous thread-like self-
organization of these bolaplexes (Figure 9). With A-bolaplex solutions, TEM evidenced
spherical particles formation (Figure 9a) whose size confirmed data obtained from QELS
(100-200 nm for N/P=1.75). D-bolaplexes solutions are composed of fibrous structures and
vesicles (Figure 9b) detected by QELS as two aggregates populations.

As regards compound C, {-potential measufement indicated that this bolaamphiphile was
able to neutralize the DNA charges. We noted an inversion of {-potential to positive values
beyond an electric charge ratio higher than 1. It has to be underlined the increase in the
particle size when electroneutrality was reached (N/P= 0.9-1). Then, when the charge of C-
bolaplexes became positive (N/P > 1), the particle size decreased [40,63].
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Table L1. The {—potential and mean diameters of A-F bolaplexes

Zeta patentialMean  diameter
Bolas N/P ratios

(mv)* (nm)®

0.75 2221215 85 (0.34)°

1 -30.7+3.8 75(0.27)
A 1.5 342427 67(0.21)

1.75 -35.420.7 115 (0.28)

2.5 1115 224 (0.50)
5 1.75 311 -

2.5 4.51.2 -

0.85 -37.31.9 65(0.17)

0.9 -10.4=1.0 167 (0.21)

1 -14.220.1 150 (0.30)
c 1.16 28.1x1.4 142 (0.61)

129 21.542.7 85 (0.70)

1.4 45+2.4 -

1.75 574413 -

1 -23.6+0.3 76 (0.35)
D 25 311205 152 (0.33)

5 -20.1+3.0 218(0.78)

1 -34.9+1.4 324+79
E 1.75 28%0.5 500 + 120

2.5 - -

5 48+0.7 1260 + 200

0.75 -4342.8 -

1 3443 65(0.32)
. 1.5 -25¢1.5 84 (0.22)

1.75 261.8 80 (0.26)

2.5 2822 66 (0.43)

5 3621.3 81(0.35)

@ Zeta potential + SD (mv) *volume distribution °unstable preparation

dpolydispersity index
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Figure 9. Representative TEM images showing the morphology of a) A-bolaplexes
(N/P=1.75), b) D-bolaplexes (N/P=1.75), c) C-bolaplexes (N/P=1.75), d) bolaplex C
(N/P=5), e) E-bolaplexes (N/P=1.75), 1) 'E-bolaplexes (N/P=5), g) F-bolaplexes (N/P=1) -
and h) F-bolaplexes (N/P=5).
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Bolaplexes with net positive charge showed sizes lower than 100 nm. TEM images clearly
showed the presence of small-sized particles with internal lamellar-like order (Figure 9c-d).
Similar ordered structures have already been observed for lipoplexes through electronic
microscopy [64-69]. It is worth noting that bola E - the fully hydrocarbon analogue of
compound C — did not form the same type of bolaplex. QELS indicated the emergence of
two aggregates populations, one of which is very large and corresponds to the formation of
thread-type structures visible in TEM (Figures 9e and 9ﬂ. When the N/P ratio increased, the
proportion of fibers present in the solution also increased markedly (Figure 9f). At lower
N/P ratio (Figure 9e), vesicles probably corresponding to the smaller population detected by
QELS (80-200 nm) could also be noted. Even when the surface charge of these aggregates
was reversed, aggregates size thus formed went on increasing. For N/P = 2.5, size and zeta
potential measurements indicated the instability of the aggregates formed, which suggest
that the charges neutralization ratio is reached. The neutralization of DNA phosphate

groups was achieved with N/P ratios higher than those previously measured with compound

C.

On the other hand, without hydrocarbon lateral chain, compound F formed sma'111 self-
assembled lamellar bolaplexes (Figure 8b), namely smaller than 100 nm [for N/P ratios
varying between 1 and 5 and even if surface charge reversal was only achieved for high
charges ratios (N/P = 5)]. Nevertheless, data obtained with ethidium bromide displacement
assays indicated that complete complexation of DNA was reached at the same N/P ratio
fhan compound C. The affinity for DNA appeared to be identical but charge reversal was
achieved for higher N/P values. TEM images of F-bolaplex showed the same regular
organization as for C-bolaplexes (Figure 9g-9h). Therefore it seems that the formation of
self-organized multilamellar systems was closely linked to the hemifluorinated structure of
these bolaamphiphiles.

-TEM observations (Figure 4) and QELS studies (Table 1) showed the micellar behavior of
compound F alone in aqueous solution. This micellar behavior linked with the formation of
small-size aggregates was also evidenced by Pitard and coworkers using lipopolyamine
[64]. Micelles are dynamic organization whose life-spans are much shorter than membrane
systems, therefore, bolaplexes organization becomes virtually independent from the

bolaamphiphile initially organized structure if the latter is fluid and reversible.
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Nevertheless, this lability may become a hindrance to plasmid complexation, as the forces
leading to DNA complexation are of electrostatic and hydrophobic origins in the case of
bolaplexes organization.
The surface electric charge of bolaplexes formed from compounds C and F was totally
different at a N/P = 1.75 ratio. {-Potential of C-bolaplexes equaled +57.4 mV and that of F-
bolaplexes —26 mV. The difference in electric charge behavior between the two bolaplexes
might be correlated to the structure of the associations formed before complexation.
Compound C self-organized as monolayer vesicles (Figures 4c and e). In that case, it was
likely that charge distribution occured in a statistical manner on either side of the membrane
in order to decrease the electrdstatics repulsive interactions between polar heads. This
metastable monolayer system distributed itself around the DNA to complex it without
breacking-up while maintaining its original membrane structure. Such an organization
might lead to the formation of sandwich-like lamellar structures whose surface would be
covered by cationic and glycosidic polar head-groups, so to a net positive surface electric

charge (Figure 10).
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Figure 11. Complexation of DNA plasmide with F-bolaamphiphile micelles
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As regards F-bolaplex, TEM and QELS experiments clearly indicated that this
bolaamphiphile self-organized in water as micelle-like systems. In this context, plasmid
complexation would be achieved from micelles or free bolaamphiphiles (Figure 11).

Finally, in figure 9h, it has to be underlined that the F-bolaplex (N/P = 5 ratio, positive zeta
potential) presented a periodic lamellar internal structure with a thickness of 4-5 nm section
that was the same as the one of a monolamellar membrane formed from bolaamphiphile C
(Figure 4c). Such a result tend to show that, when electroneutrality is reached (for a high

N/P ratio), F-bolaplexes present a close behavior to C-bolaplexes.

3.6. Cell viabilities studies

The effect of bolaamphiphiles and bolaplexes amount on cell viability (metabolic activity)
were investigated and are presented in Figure 12a and 12b The relative percentage of cell
viability of COS7 cells was firstly reported for varying bolaamphiphile concentrations
(calculated in accordance with the different N/P ratios experiments) and secondly for
different N/P .bolaplexes ratios (varying between 1 and 10) after a treatment of 24h.
Branched poly(ethylenimine) (PEI) 25KDa was reported as a standard. PEI is known to be a

potent transfectant but with acute cellular cytotoxicity.

The results indicated that bolaamphiphiles A, B, D, F had a moderate toxic effect (much
lower than the PEI) on the cell. Cell viability decreased with the increase of bolaamphiphile
concentration. As PEI was reported to be less toxic than the lipids [70], we can indirectly
affirm that our bolaplexes are systems less cytotoxic than other lipid transfectant reagents.
Furthermore, we can note that compound F exhibited a higher toxicity than compound C.
As we mentionned above, compound F could fold its main chain to self-organize as
micelles. This structural and behavior specificity could explain its higher toxicity. Indeed, |
Fyles et al showed that membrane disruption mechanism might occur via U-shaped
conformation of the bolaamphiphiles [71]. Therefore, the presence of a side chain might

prevent the folding and cytotoxicity of those bolaamphiphiles.

3.7. Reporter gene expression in COS-7 cells.
In order to evaluate the gene delivery potential of A-F bolaplexes, the in vitro transfection

efficiency of A-F bolaplexes were performed on COS-7 cell lines. Data corresponding to
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‘the different transfection experiments are presented in Figure 13. A, B, D and E bolaplexes
failed to transfect COS-7 cells regardless the N/P ratio used, contrastiné with C and F
bolaplexes. The difference in the transfection efficiencies observed between C-bolaplex and
E-bolaplex might be due at least in part to the inability of the non fluorinated bolaform to
bind, protect and condense efficiently DNA. This result suggests that the partial fluorination
of the hydrophobic core of these bolaamphiphiles increases not only the self association and
DNA complexation abilities of these compounds but also their DNA transfection efficiency.
Bolaamphiphiles C and F that alone were capable to organize the plasmid in the form of a
small-size multilamellar bolaplex, were also the only ones in a position to efficiently
transfect DNA. F-bolaplexes offered COS-7 cell transfection rates considerably lower than
C-bolaplexes, but in both types of bolaplexes, DNA internal organization and condensation
rate appeared very close to each other. As the apparent organization of both bolaplexes was
virtually identical, there followed that their main discrepancy factor was their surface
electric charge at the respective maximal N/P ratio — negative for F-bolaplexes and positive
in the case of type-C bolaplexes. Gene transfer is known to be optimal when particles are
positively charged for binding the anionic cell surface of the cells. As reported elsewhere
[68, 72-73], the decrease in transfection efficacy for F-bolaplexes could be related to the
repulsive interaction between negative surface charge of bolaplexes and the negative charge
of the plasma membrane. C-bolaplexes generated a significant transfection level, presenting
a bell-shaped profile and a maximum level of transfection at a N/P ratio of 1.5, typically
higher than three orders of magnitude than naked DNA although lower than the positive
transfection control tested. Whereas, it is worth noting that C-bolaplexes were efficient

transfection reagents with relatively low cytotoxicity comparatively to the PEL
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Figure 12. In vitro cells viability of COS7 cells treated with bolaamphiphiles A-F alone (a)
and A-F type bolaplexes (b) In the two figures, the relative viability of COS7 cells after a

24-h treatment is expressed as a function of N/P ratio.

3.8. Transfection with DOPE-based complexes.

DNA affinity and complexation process reversibility appeared to be important factors
allowing lipofection efficacy. Other teams showed effectively that existence of strong
binding interactions between DNA and the cationic liposome or polymer induce poor gene
transfer efficacies [13,45,47,74-76]. On the other hand, following the hypothesis that
structural organization within lipoplexe would have a considerable impact on lipofection
[45] Zuhom and coworkers showed that the presence of DOPE in SAINT-containing
lipoplexes induced a less effective packaging of the DNA [74]. According to these

observations, DOPE was introduced in C-bolaplexes formation in order to increase the
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transfection efficiency of bola C. Higher transfection levels were measured by the addition
of DOPE in bolaplexes formation comparatively to the original C-bolaplexes (see Figure
13). Notably at small N/P ratios (N/P=1 and 1.5), the presence of DOPE dramatically
increases (40 X) the transfection efficiency of the bolaamphiphile C. Thus, the existence of
structural defects within lipoplex organization might optimize lipofection [45]. According
to this hypothesis, by most likely introducing bolaplex disruption, DOPE use (as a helper
lipid) would allow an increase in bolaplex lipofection capacity. Zuhorn et al. showed that
DOPE incorporated to lipoplexes induced a less effective packaging of the DNA as
reflected by an enhancement in accessibility of the plasmid for labelling with picogreen

[74].
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Figure 13. Transfection efficiency of pBudCE4.1/1acZ/CAT complexed with bola C, E or
F (prepared by using N/P ratios in the range of 1 to 5) in the presence or not of serum and
or DOPE using the COS7 cell line. Results were expressed as the pg concentration of -

galactosidase/pg of total protein.
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3.9. Transfection in presence of serum

C, E, F and C-DOPE bolaplexes were also tested for their in vitro transfection efficiency in
the presence of 2.0% serum. Data are presented in Figure 13. It is shown that transfection
efficiency with C and C-DOPE bolaplexes decreased drastically in the presence of serum.
The presence of serum completely inhibited the low transfection capacity of bola E and F
(data not shown). Moreover, in spite of higher transfection level observed for bola C-DOPE
(compared to C-bolaplex), the presence of co-lipid helper seems not to help the transfection
in presence of serum. The decrease in the transfection efficiency in presence of serum
suggests that the stability/integrity of bolaplexes is greatly disturbed in such situation. It
illustrates a weak interaction between bola(amphiphile) and DNA that facilitated the
precocity of decomplexation of bolaplexes in presence of serum. The anionic and cationic
species present in the serum appear to be detrimental for the stability of the bolaplexes. In
addition, the decrease in transfection efficiency can be attributed to the poor resistance to
DNAses present in the serum. Finally, the positive charge of the bola C based complexes
have an effective negative impact on the transfection level in presence of serum; the
interactions with negatively charged proteins weakens DNA complexation, allowing access
to DNases. However, other factors than the charge surface seem to influence the
transfection efficiency in presence of serum since transfection with negatively charged F-
bolaplexe has a reduced efficiency. Complexe instability could be the main factor related

transfection efficiency decrease in presence of serum.
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4. Conclusions. A new series of dissymmetric hemifluorocarbon bolaamphiphiles was
evaluated for DNA complexation as well as in vitro gene transfer carrier. The data
demonstrated that the complexation efficiency between the two oppositely charged partners
was affected by the method of preparation of the bolaamphiphiles dispersion.
Bolaamphiphiles organized in a bilayer form allowed for a more efficient complexation and
condensation of DNA. The chemical structure of the bolaamphiphiles also affected the
DNA condensation. Bolaamphiphiles with lysine head-groups were much prone to
neutralize and condense DNA than their analogues with histidine groups. The incorporation
of two fluorinated segments in the molecular structure of the bolaamphiphiles is detrimental
for an efficient DNA condensation. In contrast, a partial ﬂuorihation of the hydrophobic
core of bolas increased not only the DNA complexation abilities but also DNA transfection
efficiency. Relatively high transfection activity was obtained for the bolaamphiphile
possessing a lysine head-group and one fluorinated segment close to the carbohydrate
moiety. This result could be explained by the small size and the positive surface charge of
the bolaplex. However, this positive charge have a negative impact on the transfection level
in the presence of serum; the interactions with negatively charged proteins decreases DNA
complexation and the transfection efficiency of such compounds as already noted with
various lipoplexes. According to this hypothesis, works are currently undertaken to prepare
new dissymmetric fluorinated bolaamphiphiles leading to small bolaplexes showing a very

low electric charge on their outer surface.
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Résumé de L.’ Article IV
Tail-End Amphiphilic Dimethylaminopyridinium-Containing
Polymethacrylates for Gene Delivery

Suite aux résultz;ts présentés dans ’article III, j’ai travaillé sur une seconde famille
de polymeéres cationiques, les poly(amphiphile)s de type méthacrylate (PAMs). Ces
polymeéres m’ont paru intéressants a étudier puisqu’il s’agissait de molécules amphiphiles
(un lien avec les bola(amphiphile)s présentés dans I’article précédant) possédant une charge
positive nécessaire pour la condensation de I’ADN et un domaine hydrophobe reconnus

pour favoriser les interactions avec la membrane cellulaire.

Dans ce travail, j’ai évalué I’effet de 1’architecture du polymere [longueur du bras
espaceur des segments aliphatiques (8, 12 et 16 unités méthylénes)] ainsi que de la nature
du contre-ion (brome (Br-) ou octyl sulfonate (CH3(CH;);SOj3") sur les caractéristiques
physico-chimiques et les propriétés biologiques in vitro des complexes formés. J’ai effectué
toutes les expériences physico-chimiques et biologiques présentéés dans I’article IV qui
décrit les résultats de ce travail. J’ai démontré que 1’architecture du polymére (autant la
longueur du bras espaceur que la nature du contre-ion) influence fortement le processus de
condensation de I’ADN et ’efficacité de transfection. Le résultat le plus intéressant de
Particle est la démonstration que I’efficacité de transfection in vitro du PAMs C12Br- (12
unités méthylénes comme longueur du bras espaceur et contre-ion bromure) est similaire a
celle du test de référence des standards de transfection in vitro (PEI branchée) et que ce

polymeére est trés peu cytotoxique.

Suite a ces résultats in vitro, il serait trés intéressant d’examiner les complexes
PAMSs/ADN in vivo. Par contre, des essais supplémentaires de transfection en présence de
sérum devraient étre effectués pour ajuster les ratios de transfection pour une complexation

maximale en présence de sérum et estimer leur capacité de transfection in vivo.

En résumé, j’ai contribué a la conception de I’article, j’ai effectué toutes les expériences et

écrit la majorité de ’article avec 1’aide du chimiste de notre groupe de recherche.
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ABSTRACT

Amphiphilic dimethylaminopyridinium alkyl polymethacrylates (aPP’s) were tested for
gene complexation, cell cytotoxicity, and in vitro gene expression for use as a gene delivery
agent. The aminopyridinium groups are terminal moieties of side-chain spacers containing
8, 12, or 16 methylene units and are neutralized by bromide or octylsulfonate counterions.
This investigation measured the impact of the spacer length and the chemical nature of the
counterion on the physicochemical properties and biological activity of the polyplexes
formed by the complexation of DNA with the aPP’s. The aPP’s self-assemble with DNA
by neutralizing the DNA phosphate charges through the pyridinium moieties. The degree
of DNA condensation is higher for the shorter-spacer (n = 8, 12) and bromide-neutralized
aPP’s in comparison with the longer-spacer (n = 16) and octylsulfonate-neutralized aPP’s.
Several of the aPP-DNA complexes form well-defined nanoparticles, which are usually but
not always positively charged. Their sizes range from 30 to 150 nm and, in some cases,
have an internal lamellar structure visible by TEM. All of the aPP’s were found to be much
less cytotoxic than the popular commercially available transfection agent, branched
poly(ethyleneimine) [(PEI), 25 kDa]. The degree of cytotoxicity of the aPP’s depends
mildly on the spacer length and counterion: a longer spacer (n = 16) tends to decrease the
cell viability more than the shorter spacers and, at the highest aPP concentrations tested,
bromide counterions mére than octylsulfonate counterions. The transfection efficiency also
depends on the spacer length and counterion type. Polyplexes obtained from the Br-
neutralized aPP’s with the n = 12 spacer at the aPP/DNA weight ratio of 2.5, for which
negatively charged nanoparticles are formed, were found to be by far the most efficient gene
delivery agents, as efficient as PEI-based polyplexes. Interestingly, this demonstrates that,
endosomolytic fragments and positively charged polyplex surfaces are not required for
efficient gene expression. The mechanism of the transfection process is hypothesized to
involve fusion of the polyplexes with the cell membranes, which is probably influenced by

the spacer length and counterion type.
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INTRODUCTION \

In a few decades, gene therapy may well be a routine tool for the treatment of genetic
diseases. The success of such therapy is related to the efficiency of the delivery of the DNA
encoding the therapeutic proteins. Viral vectors are the most efficient gene delivery
systems developed to date, owing to their high capacity for physical condensation of genetic
material within the virus capsid, together with their efficient infection mechanisms.
However, viruses also present serious drawbacks, including their immunogenicity and
potential recombination. Many investigations have been carried out to design safe and
versatile synthetic carriers with viral-like transfection efficiency. Amphiphilic block

23 noncondensing polymers,* ° but also a large number of

copolymers,' cationic polymers,
surfactants® with different molecular structures (gemini’ and bolaforms® %), have been
tested. Several models of the relationship between structure and biological properties have

been proposed.®

At first sight, amphiphiles (lipids and surfactants) appear promising as gene delivery
systems, but they are often accompanied by undesirable cytotoxicity due to the
destabilization of the cell membrane caused by their hydrophobic domains.'” On the other
hand, highly ionic polymers and peptides can be effective gene condensing agents and
delivery systems.“ However, these compounds are relatively cytotoxic, related in part to
their high cationic charge density.'"® The cationic charges, which are needed for efficient
DNA condensation, and hydrophobic domains, which promote membrane interaction, have
been combined in hydrophobically modified poly(ethyleneimine) (PEI), poly(L-lysine)
(PLL), poly(amidoamine) (PAMAM), and poly(N-ethyl-4-vinylpyridinium) salts (PEVP)."*"
'” In some cases, this strategy successfully reduced toxicity without strongly affecting the
transfection efficiency.'® In other instances, the most hydrophobic poly(f-amino ester)s,
among a large library of molecules, were found to be the most toxic.'” Also, PAMAM’s
with a head-tail geometry, where positive charges (“head”) are located within or close to the
polymer backbone and covalently linked to aliphatic or lipid-like side-chains (“tail”), have

been found to be quite cytotoxic.'

On the other hand, no polymers with a tail-end
geometry, where the charges are covalently attached to the end of the aliphatic side-

chains,?® have so far been investigated for their transfection properties and cytotoxicity.
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In the field of cationic amphiphiles designed for gene transfer, those incorporating
heterocyclic pyridinium moieties have attracted particular attention owing to their low

cytotoxicity and high transfection efficiency.?'®

By contrast, polycations incorporating
amphiphilic pyridinium-containing segments have been far less investigated. Compared to
small cationic ampbhiphiles, the advantage of polymers with high cationic density is their
condensation of DNA into small particles and their ability to form stable complexes with
DNA. In this paper, we report on amphiphilic aminopyridinium-containing
polymethacrylates (aPP’s) with tail-end geometry and a relatively low cationic content as
potential low-cytotoxic gene delivery candidates. The thermotropic properties of these

2931 Here we

types of cationic tail-end polyamphiphiles have been described previously.
focus on the physicochemical and biological properties of poly(w-dimethylaminopyridinium
alkylmethacrylate)s with octyl, dodecyl, and héxédecyl spacers, neutralized by bromide (Br)
and octylsulfonate (S8) counterions (see Figure 1). These compounds are referred to by the
acronym PnDMAP-X where P, n, DMAP, and X refer to the polymethacrylate backbone,
the number of methylene units in the side-chain spacer, the dimethylaminopyridinium
cationic group, and the type of counterion (Br or S8), respectively. We investigate, in

particular, the influence of the spacer length and the chemical nature of the counterion on

the specified properties.

g (Il) +/\ ,CHs
CHz— | —C—O—(CHz)n—NC>7N\
CH, o CHj
% n =8,12, 16
X =Br (PnDMAP-Br)
= CHy(CH,);SO3 (PnDMAP-S8)

Figure 1. Chemical structure and acronyms of the bromine- and octylsulfonate-neutralized

dimethylaminopyridinium poly(alkyl methacrylate)s studied.
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EXPERIMENTAL SECTION
Materials and Methods. Sterile water (DNase/RNase free, molecular biology reagent),
PEI (25 kDa, branched), and ethidium bromide were obtained from Sigma-Aldrich
(Oakville, ON). Cell culture plastics were purchased from Corning Costar (Coring, NY).
Zeocin, pBudCE4.1/LacZ/CAT plasmid (8433 bp) encoding B-galactosidase under the
control of the CMV promoter and Escherichia coli Top 10 chemically competent cells were
obtained from Invitrogen (Burlington, ON). Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM)
and OPTI-MEM 1 reduced serum medium were purchésed from GIBCO Invitrogen
(Burlington, ON). Fefal bovine serum (FBS) was obtained from Medicorp (Montreal, QC).
The COS7 cell line (Simian virus 40-transformed kidney cells of an African green monkey)
- was obtained from American Type Culture Collection (ATCC) (Valencia, CA). The MTT
cell proliferation kit [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium] and the B-
galactosidase ELISA kit were purchased from Roche Diagnostics GmbH (Laval, QC).
Synthesis of the Polyamphiphiles. The synthesis and characterization of the aPP’s are
described elsewhere.”” *' In contrast to PSDMAP-Br and P12DMAP-Br, P16DMAP-Br
was polymerized in the presence of a small amount of transfer agent, 2-mercaptoethanol, to
reduce the molar mass in order to improve the polymer solubility for subsequent ion
exchange. The molar mass of the aPP’s could not be determined with precision. However,
based on recent NMR and osmometry investigations (see comments in reference *'), molar
masses are estimated to be above 10000,
Preparation of Polyamphiphile/DNA Complexes (Polyplexes). Plasmid
pBudCE4.1/LacZ/CAT was amplified and used for all of the experiments, as described
elsewhere.”” Polyplexes were prepared at different weight ratios (aPP/DNA w/w) with a
final DNA concentration of 10 pg/mL in sterile water. In each case, considering the desired
aPP/DNA w/w ratio, an appropriate amount of aqueous polyamphiphile solution (0.5
mg/mL) was added to a final volume of 500 pL of water, and this was gradually added to an
appropriate amount of aqueous DNA solution (20 pg/mL), with a vortex time of 30 s
between each addition. The final solution was stirred for 2 min and incubated at room
temperature for 15 min to improve stabilization.
Gel Electrophoresis. A control DNA solution or 40 uL of polyplex, both containing 400 ng
of DNA, was mixed with bromophenol blue in glycerol, after which they were subjected to

electrophoresis on a 0.8% (w/v) agarose gel [tris-acetate-EDTA buffer (pH 8.5), 90 V, 90
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min]. DNA bands were visualized by UV illumination after coloration with ethidium
bromide (0.5 pg/mL) for 30 min. Complete neutralization of the charges on the DNA
results in its immobilization in the loading well of the gel.

Size Distribution and Zeta (C) Potential Measurements. The polyplexes were prepared
at different weight ratios under conditions identical to those employed for gel
electrophoresis experiments. The sizes, size distributions and the C-potentials were
measured by dynamic light scattering (DLS) using a Zetasizer (Malvern, NanoZ$S
ZEN3600) and the same disposable cell (folded capillary cell DTS 1060). The instrument
was equipped with a monochromatic coherent helium neon laser (633 nm) light source.
The scattered light was recorded at an angle of 173° and the analysis of the autocorrelation
function was performed automatically to yield the diffusion coefficient, Dr, using values of
1.33 and 25 °C for the refractive index and temperature, respectively. Intensity and number
distributions were obtained relative to the hydrodynamic diameter using a unimodal
distribution. The tail of the correlation function was also examined to determine if
aggregates were present. The average particle sizes and standard deviations are given as the
mean from six measurements. The (¢-potential was calculated by using the
Schmoluchowsky approximation®* and carried out directly after the particle size
measurements. The mean C-potentials were obtained from three determinations per sample.
Transmission Electron Microscopy (TEM). Selected aPP’s and polyplexes with weight
rafios (w/w) varying from 1:1 to 1:10 (prepared as described above), were chosen for
morphological investigations. Ten microlitres of sample were deposited on a 150-mesh
copper grid coated with Formvar, followed by careful removal of excess solution using the
edge of a moist filter paper. Samples were then negatively stained for 2 min with a droplet
of 1% uranyl acetate (aqueous solution, pH 4.5). After removal of the excess stain solution
with a moist filter paper, the grid was air-dried. Observations were made using a Phillips
EM 410 at 80 kV.

Cytotoxicity Assays. The metabolic activity of viable COS7 cells was measured, using the
MTT Cell Proliferation Assay kit, 24 h after incubation of cells with various PnDMAP-X
concentrations [1.5 to 22.5 pg/mL]. These concentrations corresponded to the quantity of
polymer used in the transfection experiments. Cells were grown in 96-well plates for 24 h

before the treatment at an initial seeding density of 1.9-10* cells/well in 100 pL of complete
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medium. Various concentrations of PnDMAP-X were directly prepared in OPTI-MEM I
without serum and applied on the cells. Cells were grown for 24 h in the presence of
PnDMAP-X and then tested for metabolic activity. MTT reagent (10% v/v) was added to
each well (final concentration 0.5 mg/mL). After 4 h of incubation at 37 °C, the purple
insoluble salt was dissolved by adding 100 pL of "solubilization solution". The plate was
incubated in the dark at 37 °C for 24 h Absorbance was measured at 550 nm using a
reference wavelength of 650 nm. The viability of cells treated with DNA alone was used as
the relative 100% cell viability. The results wére expressed as the relative percentage of
cell viability relative to the untreated control: relative cell viability (%) = (OD(sso-
650)sample/ OD(550-650) naked DNA) X 100. PEI cytotoxicity was also evaluated for comparison
purposes, using equivalent concentrations. Experiments were performed in triplicate.

Transfection Protocol. The day preceding the transfection experiment, COS7 cells were
seeded on a 6-well plate at a density of 2.9-10° cells/well in complete medium [90% (v/v)
DMEM-containing L-glutamine, 10% FBS] at 37 °C in 5% CO; (v/v) to reach 90%
confluence at the moment of transfection. Polyplexes were prepared as described above at
w/w ratios varying between 1:1 and 5:1. Immediately before the transfection experiment,
the medium was removed. The cells were washed twice with phosphate buffered saline
(PBS), and then 1 mL of serum-free OPTI-MEM I medium followed by the polyplex
solution (500 pL, 5 pg of DNA/well) was added to the cells. These serum-free transfection
mixtures were incubated for 4 h, after which the medium was replaced with complete
medium for 20 h. The B-galactosidase content was determined using the ELISA kit. Total
protein content was determined by bicinchoninic acid assay (BCA) from Pierce. Results are
expressed as (pg of P-galactosidase)/(ng of total protein). Negative and positive
transfection controls were performed using naked DNA (5 pg) and PEI polyplexes (at a
PEI/DNA N/P ratio of 10),® respectively. Transfection experiments were repeated three

times.
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RESULTS
Charged Site and Stability Characteristics of PnDMAP-X. Tail-end PnDMAP-X
polyamphiphiles bear aliphatic side-chains with terminal groups that possess two kinds of
amino moieties. One is a quaternary ammoniufn that forms part of the pyridinium
heterocycle, the other a tertiary amine tail linked directly to the heterocycle. The former is
permanently charged, whereas the latter was found to not be protonated under physiological
conditions nor under much more acidic conditions (pH ~ 1), probably due to the
withdrawing effect of the pyridinium group and the delocalization of the charge over the
aromatic ring, both of which decrease the basicity. The acid dissociation constant (pK,) of
the tertiary amine was estimated using the ACD/Labs calculator program for a methacrylic
dimer with unpolymerized double bonds (neglecting any resonance effects). The negative
pK., value obtained (-4.1) is in agreement with the value (-4.4) reported elsewhere.”> 'H
NMR chemical shift data, which showed no change with varying pH, also indicate that
there is no protonation of the tertiary amine under acidic conditions (pH ~ 1). These results
confirm that the exocyclic DMAP nitrogen is virtually non-ionizable in water.
Consequently, it may be anticipated that the only cationic charge involved in the
electrostatic binding process with the DNA phosphate groups is the permanently charged
pyridinium moiety. Under acidic conditions, the methacrylate ester link is potentially
hydrolyzable. This was monitored by '"H NMR. It was observed that even a drastic
increase in the temperature (80 °C) combined with a harsh acidic environment (pH ~ 1)
resulted in no change in the '"H NMR spectra, probably because of the stability of the
polyamphiphile superstructures in HO (see next section) that protect the ester link. These
experiments suggest that the structural integrity of the PnDMAP-X in the form of micelles
should not be affected by the acidic conditions prevailing in the endosome.
Aggregation Behavior of PnDMAP-X in H,O. Aggregation of PnDMAP-X in water
before complexation is expected to have an impact on their interaction with DNA. This
was examined first by visual observation of PnDMAP-X aqueous solutions at two different
concentrations,-low (0.5 mg/mL) and high (3-5 mg/mL). Solutions of the short-spacer
PnDMAP-X (n = 8; X = Br, S8) appeared transparent, and thus soluble, at all of the
concentrations tested. They were also quite viscous at high concentrations. Low
concentrations of the longer-spacer PnDMAP-X (n = 12, 16; X = Br, S8) were also

transparent; however, high concentrations were turbid, indicating the presence of
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suspensions large enough to scatter light. An increase in temperature during sonication
enhanced their solubility somewhat, but without eliminating all turbidity. Furthermore,
after both cold storage (4 °C) and lengthy periods at room temperature, gels were easily
visible. This was most evident for PI2DMAP-X, which was polymerized without transfer
agent, compared to the PI6DMAP-X, polymerized in the presence of transfer agent —
probably a consequence of the higher molar mass of the former, as explained in previous

publications.® *!

The negative stain TEM technique allows direct observations of the
PnDMAP-X morphologies, which were investigated at low and high concentrations (0.5
and 3.4 mg/mL, respectively). Representative images are shown in Figure 2. The images
obtained from high concentrations of PnNDMAP-X, n = 12 and 16, are characterized by a
mixture of wormlike and spherical micelles (Figure 2a for PI6DMAP-S8). The diameters
of the spherical micelles of PI6DMAP-S8 are 20-70 nm and the tube diameters about 6 nm.
Similar shapes were observed for the more dilute solutions (0.5 mg/mL) of the longer-
spacer polyamphiphiles (n = 12 and 16). All PnDMAP-X studied present tube diameters of
5-7 nm, whereas the diameters of the spherical micelles vary widely from about 20 to 130
nm, as shown for PnDMAP-S8 (n=12, 16) in Figure 2.b and 2.c. For PSDMAP-X,
aggregates also appear to be present at both low‘ and high concentrations, but they are only
barely visible and their shape is poorly defined (images not shown). The TEM observations

thus indicate that all of the PnDMAP-X present some degree of aggregation in both the

dilute and concentrated solutions investigated, even those that were visually transparent.

Figure 2. Representative negative-stain TEM images showing the morphology of the
amphiphilic polymethacrylates prepared from solutions at the concentrations indicated: a)
P16DMAP-S8 (3.4 mg/mL; x175000; bar = 100 nm); b) PI6DMAP-S8 (0.5 mg/mL;
x175000; bar = 100 nm); c) P12DMAP-S8 (0.5 mg/mL; x175000; bar = 50 nm).
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Complexation of PnDMAP-X with DNA. To evaluate the capability of PnDMAP-X to
neutralize DNA, agarose gel shift assays were performed. Observation of complete gel
retardation of DNA usually indicates that charge neutralization of DNA was achieved.
Figure 3 shows representative images of agarose gel electrophoresis for PnDMAP-X/DNA
polyplexes formed at different weight ratios. Naked DNA was used as a control. The
images suggest that complete neutralization of the negative charge (phosphate groups) of
the plasmid DNA can indeed be achieved by the positive charges (pyridinium moieties) of
the PnDMAP-X. For PSBDMAP-X and P12DMAP-X, the minimum weight ratios required
are about 1.5 and 3-5, respectively, whereas for PI6DMAP-X weight ratios of 2.5-5 and 5-
7.5 for X=Br and S8, respectively, are necessary. Table 1 gives the charge ratios
corresponding to the weight ratios, showing that the decrease in charge density of
PnDMAP-X with increase in spacer length cannot account for the differences in minimum
weight ratio necessary to achieve complete gel retardation. This indicates that the am'ount
of PnNDMAP-X required to arrest DNA migration increases with the spacer length. Any
dependence on the nature of the counterion is less clear, except for n = 16 where a higher
weight ratio appears necessary for S8 than for Br.

Figure 3 also suggests that the degree of DNA condensation depends on the spacer length.
For instance, a marked fluorescence on the anode side of the loading wells can be observed
for PIBDMAP-X at weight ratios > 5. This might indicate that DNA was imperfectly
condensed, so that ethidium bromide could still diffuse within the DNA strands in the
complex. Similar behavior was reported for hydrophobized and highly charged PAMAM."
Within the PnNDMAP-Br series, the fluorescence in the loading wells appears more intense
for n = 8 and 16 than for n = 12. In contrast, within the PnDMAP-S8 series, n = 8 shows

the lowest fluorescence intensity in the wells.
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P8DMAP-Br PS8DMAP-S8

P12DMAP-Br P12DMAP-

P16DMAP-Br P16DMAP-S8

Figure 3. Representative gel electrophoresis shift assays of the PnDMAP-X-based
polyplexes with pBudCE4.1/LacZ/CAT plasmid. Wells were loaded with the equivalent of
400 ng of DNA. Naked DNA was used as control.
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C-potential of the Polyplexes. It has been observed that nonspecific absorptive
endocytosis of nanoparticles formed from cationic polymers is possible with positively
charged complexes.®* To determine the influence of the surface charge of PuDMAP-X
polyplexes on the transfection efficiency, {-potentials of polyplexes were measured. The
data are given in Table 1. Polyplexes prepared from the shorter-spacer polyamphiphiles (n
= 8) present charge inversion between weight ratios of 1 and 1.5 (or +/- charge ratio of ~1).
The ratio for charge inversion tends to increase with spacer length [at least for PI2DMAP-
Br, where it occurs above a weight ratio of 2.5 (+/- ratio of ~2), and for PI6DMAP-S8,
where it occurs between weight ratios of 10 and 12 (+/- ratio of ~6)]. A clear difference
between the Br and S8 counterions is observed only for n = 16, with charge inversion
occurring at a much lower ratio for Br than for S8. In fact, the polyplex with PI6DMAP-S8
stands out with the very high ratio required for its {-potential charge inversion, which is,
furthermore, much higher than that required to completely retard DNA. In contrast, -
potential charge inversion for n = 8 (and possibly n = 12, although this is less evident) is
consistent with that required for complete retardation of DNA migration in gel
electrophoresis.
Size and Stability of the Polyplexes by DLS. Previous investigations have suggested that
polycations capable of compacting DNA into stable nanoparticles (<200 nm) allow an
effective entry of the polyplexes into the cell through an endocytosis mechanism®® and
promote intracellular trafficking.*® With this in mind, we used DLS to determine the sizes
(hydrodynamic radii) of the various polyplexes. Data obtained from the number
distribution curve, given in Table I, indicate that all of the aPP’s studied can condense
DNA to relatively small particles, generally less than 100 nm. Polyplexes with the smallest
diameters (44 nm) are formed from P12DMAP-Br at a weight ratio of 2.5. All polyplexes
are characterized by a large polydispersity index (>0.17), indicating a broad size
distribution. In two cases, for PI6DMAP-S8/DNA polyplexes at weight ratios of 10 and
12, the number distribution curve is bimodal, which can be attributed to a small amount of
particle aggregation [see the TEM image in Figure S5f, where many interconnections
between particles are visible]. This is not observed in the intensity distribution curve
because large objects scatter light much more strongly than small ones, resulting in much

more weight given to the larger particles. In comparison, the bimodal number distribution
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of sizes demonstrates the coexistence of a small proportion of aggregates and a predominant
fraction of small-sized particles. On the other hand, the validity of DLS experiments on
these suspensions might be questioned given the nonspherical aspect of a significant portion
of the objects as observed by TEM (see next section). For instance, flexible and
uncondensed DNA [see TEM observations of PSDMAP-X polyplexes (w/w = 1)] should
scatter light less extensively than condensed DNA (Figure 4a).’ Nevertheless, sizes

obtained by light scattering data are in good agreement with those obtained from TEM.



Table I. Sizes distributions and £-potentials of PnDMAP-X/DNA polyplexes of various
weight and molar charge ratios, as determined by dynamic light scattering (DLS).

Polymer Ratios Distribution {intensity) Distribution -
{number) potential
Size (SD)?  PDI
a Size (SD) ®
wiw +/-? nm nm nm my
PSDMAP-Br 1 0.9 383 (25) 0.26 147 (8) -24
15 13 171 (6) 0.24 73 (4) 15
P8DMAP-58 1 0.7 141 (20) 0.22 62 (5) -37
15 1.0 179 (11) 0.23 94 (7) 8
P12DMAP-Br 2 1.6 175 (8) 0.19 96 (7) -25
25 1.9 198 (14) 0.39 44 (3) 21
P12DMAP-S8 3 1.9 217 (33) 0.23 103 (14) 16
5 3.1 141 (9) 0.21 69 (5) 19
P16DMAP-Br 35 2.4 124 (3) 017 64 (4) 25
5 35 172 (12) 0.36 49 (2) 36
P16DMAP-S8 7.5 4.2 175 (9) 0.26 85 (13) -52
10 57 394 (54) 0.33 170 (23)/73 (16) -18
12 6.8 343 (21) 0.42 156 (15)/72 (17) 29

? SD: standard deviation; PDI: polydispersity index

® Molar ratios of charges (+/-) were calculated supposing that the small counterions [Br or S8 for
aPP’s, Na and Mg (assuming a proportion of 50/50 Na/Mg w/w) for DNA] remain present in the
polyplexes. If these counterions are totally absent, the ratios are only slightly modified: e.g. for
the PSDMAP-Br/DNA polyplex of 0.9 charge ratio with the small counterions present as specified

becomes exactly equimolar (1.0 charge ratio) if no small counterions are present.
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Morphology of Polyplexes Determined by TEM. According to previous investigations,®
the degree of compaction of the plasmid DNA and the morphology (spherical/toroidal) of
the particles are critical factors for transfection efficiency. In the present study, TEM
observations were used to observe the morphologies and to confirm the sizes of polyplexes
obtained by DLS measurements. Representative TEM images of freshly prepared
polyplexes are presented in Figures 4 and 5.
PnDMAP-Br series. P8DMAP-Br/DNA polyplexes formed at a weight ratio of 1, for
which there is incomplete neutralization, appear as a mixture of different morphologies
(Figure 4a). Particles with roughly sphérical shapes and small sizes (~50 nm) as well as
particles with a ﬁbrillar-like’ morphology are clearly visible throughout the preparation.
These particles are either isolated (see insert in Figure 4a) or in the form of bundles, and are
reminiscent of the morphology reported for functional PAMAM.?® This morphology
cannot be attributed to free DNA, since the diameters of the small thread-like objects (axial
diameter ~25 nm) is not commensurate with the thickness of the DNA double helix (2.55
nm for the B-DNA form).*® It is likely that this structure is the result of incomplete
condensation of the DNA due to partial neutralization of the phosphate groups by the
pyridinium moieties at this weight ratio, in accordance with the C-potential data. Moreover,
a small proportion of the particles visible in Figure 4a are aggregated. An increase in the
proportion of PSDMAP-Br to weight ratios of ~2.5 (not shown in Figure 4) and 5 results in
the formation of positive complexes and leads to a better compaction of DNA with a more
uniform particulate morphology with sizes ranging from 35 to 50 nm (Figure 4b). In this
case, there are no visible interconnections between surface-charged particles.

As shown in Figure 4c-f, polyplexes formed from both P12DMAP-Br and
P16DMAP-Br also show mixed morphologies. For PI2DMAP-Br, at a weight ratio of 2.5,
the predominant form are small, spherical particles of ~43 nm (Figure 4c), in accordance
with the DLS data; they are characterized by an internal lamellar-like structure with a repeat
distance of ~7 nm (see insert of Figure 4c). For PI6DMAP-Br (investigated at a weight
ratio of 5.0), the polyplex particles are 50-100 nm in size, but generally not spherical
(Figure 4e). In addition, particles with a toroidal-like morphology, of diameter 100-125 nm
for P12DMAP-Br (Figure 4d) and ~290 nm for P16DMAP-Br (Figure 4f), are occasionally

observed. This is worthy of mention because, to our knowledge, this is the first observation
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of these structures in polymethacrylate systems, whereas they have been reported for other

13, 40-42

polymeric systems and small polyamine molecules.”

Figure 4. Representative negative-stain TEM images showing the morphologies of the
PnDMAP-Br/DNA polyplexes: a) n = 8, ratiogm) = 1, (x37500, bar = 200 nm); arrows
point to aggregated nanoparticles and fibrillar-like objects; the insert shows a magnification
of one incompletely condensed DNA fragment (x175000, bar = 25 nm); b) n = 8, ratiogww
=5, (x37500, bar = 200 nm); ¢) n = 12, ratiowmw) = 2.5 (x62500, bar = 100 nm); the insert
shows a magnification of a nanoparticle with internal lamellar-like order (x230000, bar =
50 nm); d) n = 12, ratioww = 2.5 (x300000, bar = 100 nm); €) n = 16, ratiowmw) = 5
(175000, bar = 50 nm); f) n = 16, ratiowm) = 5 (105000, bar = 100 nm).
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Figure 5. Representative negative-stain TEM images showing the morphology of the
PnDMAP-S8/DNA polyplexes (bar = 100 nm unless otherwise mentioned): a) n = 8§,
ratiowmw) = 1 (X62500); b) n = 8 ratioww) = 2.5 (x62500); c) n = 12, ratiowm) = 1 (><62500);'
d) n = 12, ratiogmw) = 2.5 (x62500); €) n = 16, ratioww) = 10 (x175000, bar = 50 nm),

arrows indicate particles with internal order; f) n = 16, ratiomww) = 10 (x175000).



225

PnDMAP-S8 Series. The TEM images of PSDMAP-S8 polyplexes at weight ratios of 1
and 2.5, given in Figure 5a-b, show the presence of heterogeneous DNA structures with
incompletely condensed DNA as well as uniform particles. For the polyplexes based on
P12DMAP-S8 and P16DMAP-S8, TEM observations indicate, in accordance with the gel
electrophoresis results that a larger amount of polyamphiphile is necessary to condense
DNA into small and well-defined particles. The images for PI2DMAP-S8 polyplexes in
Figure 5c-d show that well-defined condensed particles are not yet attained for a weight
ratio of 2.5, contrasting with the P12DMAP-Br polyplex at the same weight ratio. In
contrast, a weight ratio of 10 for PI6DMAP-S8 polyplexes does result in the formation of
well-defined particlés (~50 nm), which, moreover, show an internal structure in some cases.
Thus, a common trend indicated by the TEM images of the various PnDMAP-X
polyplexes (Figures 4 and 5) is the increased ratio of polyamphiphile necessary for the
development of small-sized spherical nanoparticles as the spacer length increases. On the
other hand, at any given weight ratio, the substitution of Br counterions by the S8
counterions tends to decrease the ability of the polyamphiphiles to efficiently condense

DNA and generate discrete well-defined nanoparticles.

Cytotoxicity of the PnDMAP-X Polyamphiphiles. The variations of the in vitro cell
cytotoxicity observed for the two series of polyamphiphiles are presented in Figure 6 and
compared with the cytotoxicity of branched PEI. The cytotoxicity is expressed as the
relative percentage of met;abolically active cells as a function of the aPP concentration,
which varies from 1.5 to 22.5 pg/mL. At a given concentration, all of the PnDMAP-X are
always less cytotoxic than PEI. For example, at a polymer concentration of 3.75 pg/mL
(equivalent to the concentration of polycation in a polyplex of weight ratio 2.5), 85-90% of
the cells are still viable compared to less than 50% viability for cells treated with PEL. In
the PnDMAP-Br series, the cytotoxicity depends on the spacer length, the longest-spacer
aPP’s (n = 16) being significantly more cytotoxic (p < 0.05) than the shorter-spacer aPP’s (n
= 8, 12). The PnDMAP-S8 series shows a similar relationship of cytotoxicity with spacer
length, although more weakly. The nature of the counterion also affects the cytotoxicity
profile of the polyamphiphile, but there is no general trend. However, at high
concentrations of polyamphiphile (22.5 pg/mL; 7.5-22.5 for n=16), the cell viability is
higher for S8 than for Br (p < 0.05).
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Figure 6. The relative cell viability of the COS7 cells after a 24 h exposure as a function of
~ the polycation concentration for the PnDMAP-X polyamphiphiles in comparison with PEL
Cells treated with (a) PnDMAP-Br and (b) PnDMAP-S8. Arrows indicate the

concentration corresponding to optimal transfection efficiency for each polycation.

In Vitro Transfection Efficiency of Polyplexes. The impact of the counterion, spacer
length and weight ratio complexation on the in vitro transfection efficiency was also
examined. Naked DNA and PEI-based polyplexes were employed as negative and positive
controls, respectively. Figure 7 displays the transfection efficiencies of the various
polyplexes. The expression level of the transgene as a function of the ratio employed
appeared as a bell-shaped profile for all of the aPP’s tested. The maximum transfection
efficiency is obtained for polyplexes with P1I2DMAP-Br at a weight ratio of 2.5 (charge
ratio of 1.9). Its value is much higher than that of any of the other PnDMAP-X polyplexes
(more than 5 times higher than the next best one, PI2DMAP-S8 at w/w=5), and of the same
order of magnitude as that generated by PEI polyplexes (N/P=10).

Within the PnDMAP-Br series, the optimum weight ratio for transfection varies with spacer
length, ranging from 2.5 for n = 8 and 12 to 3.75 for n = 16. Moreover, the transfection
efficiency is highest for n = 12, followed by n = 8, with n = 16 giving much poorer results.

Within the PnDMAP-S8 series, the optimum weight ratios for transfection ranges from 5
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for n = 8 and 12 to 7.5 for n = 16. Thus, optimum transfection occurs at higher weight

ratios in the S8 series compared to the Br homologues. The transfection efficiency as a

function of spacer length follows the same trend in both series (12>8>16), although the

differences are much less marked in the S8 series. Possibly, additional weight ratio

optimization may further improve the transfection efficiency of the PnDMAP-X/DNA

polyplexes.
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DISCUSSION
Tail-end amphiphilic polymethacrylates with different spacer lengths and counterions
[inorganic (bromide) vs. organic (octylsulfonate)] were investigated, and evaluated for
plasmid DNA condensation, cell cytotoxicity, and in vitro transfection efficiency. Both
spacer length and nature of counterion were found to have significant impacts on the

physicochemical and biological characteristics of the resulting polyplexes.

Physicochemical Properties of the Polyplexes. All of the PnDMAP-X polyamphiphiles
neutralize and condense DNA via electrostatic interactions between negatively charged
DNA phosphate groups and positively charged dimethylaminopyridinium “tail-end” groups.
This concords with several studies that have demonstrated that permanently charged
polycations (ammonium or pyridinium)15 are better condensing agents than protonable
polycations whose charge density is pH-dependent.** Moreover, the position of the cationic
charge near the end of a flexible sidechain makes it more accessible, which probably

facilitates electrostatic interactions with the DNA.

This investigation shows that an increase in spacer length and, for PI6DMAP-X, the use of
long counterions (S8) decrease the efficiency of the neutralization and condensation
processes. This is the first reported evidence of the effect of the chemical nature of
counterions (for permanently charged polycations) on the neutralization and physical
structure of polyplexes. The spacer effect could be attributable, at least in part, to the
change in overall hydrophilic/hydrophobic balance of the PnDMAP-X, which dictates the
structural organization of PnDMAP-X in solution and thereby influences the subsequent
electrostatic interactions with DNA. For example, the lack of well defined and thus more
soluble micellar superstructures of PSDMAP-X in solution could explain their more
efficient neutralization at lower polymer/DNA weight ratios compared with the longer-
spacer aPP’s (n = 12 and 16). These latter complexes have well defined micellar
superstructures in solution in which the cation may be less available for interaction, thus
requiring higher amounts of PnDMAP-X for efficient DNA neutralization and
condensation. On the other hand, the S8 counterion can reduce the accessibility of the

pyridinium group due to its size and/or the hydrophobicity of its alkyl chain.
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Biophysical Characteristics of the Polyamphiphiles and Polyplexes. The influence of
the structural characteristics of polyamphiphiles on cell viability is still poorly understood

13, 34,45 The combination of characteristics such as the

despite extensive investigations.
cationic charge*® and the presence of lipid-like segments*’ can result in acute cytotoxicity.
In particular, as we reported elsewhere,? the covalent attachment of aliphatic segments to a
permanently charged PAMAM backbone is detrimental to cell viability due to a detergent
effect on the cell membrane. Within the PnDMAP-X series, the combination of aliphatic
side chain spacers and quaterniied DMAP terminal groups leads to only mild cytotoxicity.
Furthermore, PnNDMAP-X polyamphiphiles are much less cytotoxic than PEI (branched, 25
kDa). This relatively low cytotoxicity of the polyamphiphiles may be explained by their
lower charge density. The molar ratio of charges for a weight ratio of 1 for aPP’s varies
between 1 for PSDMAP-Br and 0.56 for PI6DMAP-S8 (see Table 1) compared to 4.5 for
fully ionized PEI. The tail-end geometry of the PnDMAP-X polyamphiphiles that is
responsible for micelle formation may also account for the weak cytotoxicity by masking
the hydrophobic segments of PnDMAP-X. It is further possible that the rigidity of the
terminal pyridinium fragments decreases the detergent effect of the aPP’s. The latter is
supported by observations reported for N-containing heterocycle polycations48 and
surfactants,” indicating that pyridinium head-groups have little impact on cytotoxicity
because they limit the interactions with the cell-membrane. In many instances, high
cytotoxicity interferes with the transfection process and can explain differences in

transfection efficiency between gene delivery systems.’® °!

Given the relatively low
cytotoxicity of all of the PnDMAP-X, the differences observed in transfection efficiency

should not be attribued to this factor but mainly to physicochemical characteristics.

In terms of the potential of the aPP’s as new gene transfer agents, the present investigation
indicates that the spacer length and the nature of the counterion, in addition to the aPP/DNA
weight (or charge) ratio, strongly influence the level of transfection. In general, a small
size, a regular shape (spherical/toroidal), and a net positively charged surface are considered

to be essential characteristics for efficient gene transfer into cells.? +38 Other factors such a

11, 52

endosomal buffering capacity, an appropriate association and dissociation strength

10, 53 4

between the DNA and polycations and the stability of the polyplexes in solution®* are

also important for efficient gene transfer. In the present study, maximum transfection
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efficiency occurs at a particular weight ratio for each PnDMAP-X tested, which may
correspond to optimal physicochemical properties for the transfection process. Furthermore,
since good transfection efficiencies are obtained from formulations where an excess of
polyamphiphile is present, it is likely that uncomplexed segments of PnDMAP-X are

implicated in stabilization of the polyplexes and in the endocytosis process.>

On the other hand, this work demonstrates that a positive surface charge of polyplexes
based on PnDMAP-X is not crucial for high transfection efficiency, as was also observed

38, 36 57 and, to a lesser extent, for functional

for carboxylated poly(amidoamine)s
poly(histidine)s.”® Indeed, the only PnDMAP-X of those investigated that competes with
PEI as a gene transfer agent, P1I2DMAP-Br at w/w = 2.5, has a negative surface charge (-21
mV). [In the P1I6DMAP-S8 series, the w/w ratio giving the highest transfection efficiency
also has a negative surface charge (-52 mV).] The P12DMAP-Br-based polyplexes at
w/w=2.5 also form stable particles of small size (ca. 45 nm) and with a well-defined
morphology. For polyplex-mediated gene transfer, cellular uptake does not appear to be
exclusively governed by endocytosis in all cases. For instance, Ferruti and coworkers
invoked a pinocythosis mechanism to explain the cell internalization of carboxylated
poly(amidoamine)-based polyplexes. In the present case, we hypothesize that the
transfection efficiency of the negatively charged polyplexes is explained by the amphiphilic
side-chains of the PnDMAP-X that interact directly with the cell membrane,*® inducing cell

membrane fusion, and mediate the subsequent internalization into the cell.” Such a process

would not requ'ire a positive C-potential, in contrast to absorptive endocytosis.

To rationalize in part why P12DMAP-Br of weight ratio 2.5 is by far the most efficient
gene delivery agent of all of the aPP’s investigated, reference can be made to previous
reports on amphiphilic poly(methacrylate)s,® poly(vinylpyridine)s,®’ and, more recently,
poly(ethyleneimine),!” which demonstrated that interactions between polyplexes and the
cell membrane depend on the length of the alkyl side chain. In the case of the PnDMAP-X,
the amphiphilic character is modulated by the spacer length and the counterion sizé. A
spacer length of n = 8 may be too short to destabilize the cell membrane, whereas a spacer
length of n = 16 causes major cell membrane disruption that is reflected by the increased
cytotoxicity. A polyamphiphile possessing a spacer with 12 CH; units may thus represent

the optimum length that allows for an appropriate hydrophilic/hydrophobic balance and for
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the most efficient non-specific lipophilic interaction with the cell membrane. These
remarks appear to be in agreement with the conclusions for hydrophobized (branched) PEI

reported by Doody and coworkers.!’

On the other hand, the mediated-polyplex gene transfection process is complex, and
incompletely understood even in the best-studied systems. The fact that one example of the
present system has a transfection efficiency competitive with that of PEI demonstrates its
potential as effective gene transfection agents that merit further study. This is all the more
true because their tail-end architecture combining polymer and surfactant character is novel
for gene transfection agents. Besides the demonstration of their interest for gene
transfection applications, this study has made a beginning in correlating physicochemical
and biological characteristics of these particular types of polyplexes. Given the limited
number of parameters investigated and the many other parameters that may be varied (in
particular, molecular parameters), it may be expected that conditions for still higher
transfection efficiencies may be found. In the course of further study, the novel architecture

involved may also provide new insights into the transfection process in general.

CONCLUSIONS. This study describes a novel family of amphiphilic “tail-end”
polymethacrylates with pyridinium cationic charges that can potentiate efficient gene
delivery. Both the spacer length and the nature of the counterion influence the
physicochemical characteristics of the polyplexes and their transfection efficiencies.
Negatively charged polyplexes are able to transfect cells at a level similar to PEI-based
polyplexes and this while being less cytotoxic. This contrasts with the general belief that
.polyplexes characterized by a high positive C-potential are essential for gene transfer.
Finally, this family of tail-end polyamphiphiles is of interest not only for its promise as a
gene transfection agent, but also because a number of structural parameters can be easily

modified [aliphatic spacer length, nature of the counterion, type of pyridinium group 16, 19,

%1 to both optimize their activity and to study transfection mechanisms. In addition,

copolymers could also be envisaged,®* including in the form of a mixture of counterions.
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Résumé de I’ Article V

Strategies for the improvement of a genetic vaccine against bovine viral diarrhea virus

Paralleélement aux expériences avec les molécules de transport présentées dans les 4
articles précédents, j’ai travaillé sur le prototype de vaccin & ADN contre le BVDV (codant
pour la protéine E2 de la souche NADL) développé dans le laboratoire du Dr Elazhary. J’ai
apporté plusieurs modifications pour augmenter le pouvoir immunologique du vaccin a
ADN. Premiérement, les codons de E2 ont été optimisés a I’espéce bovine grice a la
synthése chimique. Deuxiémement, une courte séquence riche en résidus hydrophobes
située en C-terminal de la glycoprotéine (propice a I’ancrage membranaire) a été retirée et
remplacée par le signal de translocation de la protéine Erns des pestivirus. La séquence E2
optimisée a été clonée dans le vecteur pPBudCE4.1 sous le promoteur du cytomégalovirus
(CMV) [pBud/E2-2] et la séquence E2-2 optimisée contenant la séquence de translocation
(AE2-2) a été clonée dans le vecteur pBudCE4.1 sous le promoteur EF-1a [pBud/AE2-2].
Troisiémement, un vecteur d’expression contenant a la fois la séquence optimisée E2 d’une
souche du génotype I (E2-1) et la séquence E2 optimisée d’une souche du génotype II (E2-2
ou AE2-2) a été construit afin de contrer la forte diversité antigénique des souches du
BVDV et générer un spectre de protection plus large contre des souches hétérologues de

BVDV [pBudE2-1/E2-2 et pBudE2-1/AE2-2].

Jai effectué plusieurs expériences (transfection transitoire, immunofluorescence,
Western blot) pour caractériser ’expression des séquences modifi€ées présentes dans les
nouveaux vecteurs construits. Pour évaluer le pouvoir immunologique des différentes
constructions plasmidiques, une vaccination expérimentale chez la souris a été effectuée.
Dans un premier temps, les objectifs étaient: (1) d’évaluer I’effet sur la réponse
immunitaire de I’ajout d’une séquence de translocation a la séquence E2-2 optimisée et (2)
d’évaluer I'effet sur la réponse immunitaire de 1’utilisation de vecteurs plasmidiques
contenant les séquences de 2 genes différents sous des promoteurs différents. Est-ce que la
présence d’un second géne influence I'intensité dela réponse E2-2 spécifique? De plus,
puisque I'efficacité de transfection in vitro des bola(amphiphile)s en présence de sérum
était relativement faible (Article ) et I’efficacité de transfection in vitro avec les
poly(amphiphile)s de type méthacrylate (PAMs) présentée dans ’article IV n’était pas

encore connue (les molécules de transports les plus efficaces) lorsque les expériences de
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I’article V ont été effectuées, nous n’avons pas inclus de molécules de transport dans ces

derniéres expériences in vivo.

Les résultats in vivo indiquent que 1’ajout d’une séquence de translocation sur E2-2
induit une réponse immunitaire humorale et cellulaire. L’utilisation de la séquence AE2-2
induit la production d’IgG1 et 1’apparition d’anticorps neutralisants dans le sérum des
animaux inoculés ainsi que I’induction d’une forte réponse de type Thl, illustrée par une
produétion élevée d’INF-y. Nous avons aussi démontré que I’inoculation d’un plasmide
contenant deux génes (pBud/E2-1/E2-2 et pBud/E2-1/AE2-2) affecte !’intensité¢ des
réponses immunitaires E2-2 spécifiques respectives, comparativement a leurs expressions
suite 4 I’inoculation de pBud/E2-2 ou pBud/AE2-2. La réponse immunitaire induite par
I’inoculation d’un vecteur contenant deux génes est dans les deux cas inférieure a celle

induite par leurs homologues ne contenant que le géne E2-2.

En résumé, j’ai effectué toutes les expériences reli€es aux résultats présentés dans ’article.
De plus, j’ai effectué toutes les expériences reliées a 1’inoculation in vivo chez la souris et

jai écrit la totalité de I’article.

Suite & la démonstration de I’immunogénicité de pBud/AE2-2 chez la souris et de la forte
efficacité de transfection des polyméthacrylates, nous sommes confiants que des réponses
immunitaires contre des complexes PAMS/pBudAE2-2 chez le bovin ne pourraient qu’étre

supérieures puisque |’optimisation des codons a été élaborée en fonction de cette espéce.
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Abstract- There is a need to develop a vaccine that can induce protect animals against the
two common génotypes of BVDYV since available vaccines do not provide complete cross-
protection. Previously, our laboratory has reported that a DNA plasmid vaccine encoding
the E2 protein from the NADL strain, induced protection in cattle against challenge with
homologous BVDYV strains. The present study dgscribes strategies designed to improve the
efficiency of this prototype vaccine by increasing the extracellular antigen distnibution and
by including protection against both genotypes. In vitro analysis demonstrated that deletion
of the E2 transmembrane anchor and the addition of the E™ translocation peptide resulted
in secretion of E2 in contrast to the membrane bound unmodified protein. In BALB/c mice,
a plasmid encoding the modified E2 sequence induced higher virus-neutralizing antibody
titres and increased cytokine production after only three immunizations compared with four
for the unmodified plasmid. In addition, the immune potential of the E2 antigen from
genotypes I (NADL) and II (890) was evaluated when co-expressed in a single plasmid
under the control of independent promoters. The plasmids expressed both type I E2 and
type Il E2 proteins or the type 1 E2 protein and its type II translocation E2 version.
However, these bivalent plasmids induced a lower neutralizing response compared with

their monocistronic counterparts.

Keywords: bovine viral diarrhea virus, pestivirus, DNA vaccine, E2 protein, translocation

signal
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1. Introduction
Bovine viral diarrhea virus (BVDV) is an economically imporfant bovine pathogen
associated with significant worldwide economic losses. BVDV has been classified into type
I and type II genotypes, both of which have virulent and less virulent strains. It has been
established that the envelope E2 glycoprotein is the majbr protein antigen involved in the
induction» of neutralizing antibodies and protection against BVDV infection (Donis et
al.,1987; Grigera et al., 2000). At present, commercially available BVDV vaccines do not
induce effective cross-protection. Ideally in North America, a BVDV vaccine should protect
against both genotypes. Attempts have been made to overcome the drawbacks of the
traditional BVDV vaccines by using recombinant E2 protein (Wang et al., 2004), E2-
expressed live virus vectors (Elahi et al., 1999a; Elahi et al., 1999b; Baxi et al., 2000;
Reddy et al., 1999), or E2 encoded in DNA plasmids (Liang et al.,2005; Nobiron et al.,
2003; Nobiron et al., 2001). There is particular interest in DNA vaccines for the induction
of a protective response against BVDV since they can induce both antibody and cellular
responses, which appear to be necessary for the most effective protection (Donnelly et al.,
1997; Robinson et al., 1993; Xiang et al., 1994). Our laboratory has demonstrated partial to
complete protection against BVDV after immunization with a plasmid encoding the E2
gene‘ from the NADL strain (genotype I) and homologous challenge of cattle (Harpin et al.,
1999). However, current BVDV DNA vaccination strategies need improvement because
cross-protection remains very poor and multiple immunizations of high doses of DNA are
required to achieve effective protection (Nobiron et al., 2001; Cox et al.,1993; Schrijver et

al., 1997; Young et al., 2005).

Several studies have indicated that the C-terminus of the BVDV E2 protein includes 30
hydrophobic amino acids responsible for a transmembrane anchor. Thus, the E2
glycoprotein remains cell-associated in virus-infected cells. This may reduce the efficiency
of presentation of the protein to the immune system. To improve the presentation, we
constructed a plasmid encoding a translocated form of E2-2. The addition of a short amino
acid sequence (called the translocation signal) to the sequence of a protein is a strategy used
in the design of DNA vaccines to direct the encoded protein into the cytosol of non-
transfected neighbouring cells (Michel et al., 2002; Hung et al., 2001; Zheng et al., 2006;).

Intercellular spreading of de novo synthesized antigen increases the availability, capture and
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presentation of the antigen by professional presenting cells and results in the enhancement
of the immunogenicity of DNA vaccines (Oliveira et al., 2001). Such signals have been
reported to dramatically improve the seroneutralization titre (Vives et al., 2003; Brooks et
él., 2005), the induction of Thl responses, and the activation of CD8" and IFN-y production

associated with antiviral protection (Oliveira et al., 2001).

A further challenge to vaccine' design is that BVD viruses exhibit considerable strain
heterogeneity which is expressed as differences in their phenotypes, biotypes (Gillespie et
al., 1960), degree of virulence (Liebler-Tenorio et al., 2003) and genotypes (Ridpath et al.,
1994; Ridpath et al., 1998; Fulton et al., 2006; Pellerin et alv., 1994). Although there is some
cross-reactivity between BVDV type 1 and type II strains, BVDV1 vaccine strains confer
poor protection against type 2 virus (Ridpath JF., 2005). In an effort to widen the spectrum
of protection of our DNA prototype vaccine, plasmids were designed which encoded both
the E2 sequence from the NADL strain (genotype I) and the original E2 or the translocated
version of E2 gene sequence from the 890 strain (genotype II) The effeciency of theses

constructions were evaluated in a mouse model.
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2. Materials and methods
2.1. E2 gene. The DNA sequences of nucleotides 2414 to 3724 from the E2 genes of
genotype I [strain NADL] (E2-1) and the sequence 2418 to 3718 from genotype II [strain
890] (E2-2) were chemically synthesized by GeneArt GmbH (Regensburg, Germany).
2.2. Construction, expression of plasmids and purification. Table I shows schematic
diagrams of the pBudCE4.1 backbone vector (GIBCO Invitrogen Corporation, Burlington
(ON), Canada) containing different E2 protein expression cassettes. The E2-1 gene was
placed under the control of the human elongation factor 1-alpha promoter (EF-1ct) between
Notl/Kpnl sites to create pBud/E2-1 (5910 bp). The E2-2 gene was inserted under the
control of the promoter from the cytomegalovirus (CMV) between HindIII/BamHI, to
create pBud/E2-2 (5869 bp). To generate a translocating form of E2-2 protein (AE2-2), the
hydrophobic residues responsible for the membrane anchor were removed using the Pstl
site and a synthetic sequence encoding the E™ translocating signal from the NADL virus
(Langedijk I., 2002) was inserted into the E2-2 gene sequence to replace the last 193 E2-2
C-terminal nucleotides (3525 to 3718 inclusive). This plasmid was designated as
pBud/AE2-2 (5713 bp). For the creation of the dicistronic plasmid, genes were cloned in
pBudCE4.1 under independent promoters for independent expression. For the creation of
pBud/E2-1/E2-2 (7184 bp), the resulting E2-1 fragment (1332-bp) from Notl and Kpnl
digestion (1332-bp) was cloned under the control of the EF-1a promoter into pBud/E2-2
previously digested with Notl and Kpnl. To create pBud/E2-1/AE2-2 (7028 bp), the
resulting E2-1 fragment was cloned under the EF-1a promoter into the pBud/AE2-2 vector
previously digested with Notl and Kpnl. All plasmid sequences were first verified by
restriction ehzyme digestion and agarose gel electrophoresis. They were then sequenced to
confirm the accuracy of the cloning. The plasmids used for immunization were amplified
using the transformation of One Shot TOP10 chemically competent E. coli. The plasmid
was isolated and purified using endotoxin-free plasmid Giga kits (QIAgen, Mississauga
(ON), Canada). Plasmids were suspended (final concentration 1mg/mL) in endotoxin-free
Dulbecco’s phosphate buffered saline (PBS, Sigma-Aldrich, Oakville (ON), Canada).
2.3. Cells and viruses. The cells and sera used in these experiments were all confirmed to
be free of BVDV antigen and antibody by ELISA and immunofluorescence analysis.
Madin—Darby bovine kidney cells (MDBK, American Type Culture Collection (ATCC),
Valencia (CA), USA) were grown in Eagle’s minimum essential medium (MEM, GIBCO
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Invitrogen Corporation) supplemented with 2.2 g/L of sodium bicarbonate, 1% gentamycin
(Sigma-Aldrich) and 10% foetal bovine serum (FBS, Medicorp, Montreal (QC), Canada).
African green monkey simian virus 40-transformed kidney cells (COS7, ATCC) were
grown in Dulbecco's MEM (DMEM, GIBCO Invitrogen Corporation) supplemented with
10% FBS and 1% gentamycin. Cells were incubated at 37 °C in a 5 % CO; atmosphere.
BVDV type I strain NADL (ATCC) and type II strain 890 (ATCC) were propagated in
MDBK cells. Viruses were stored at — 80 °C until use.
2.4. Transfection of 'COS7. To verify the in vitro transfection efficiency and the expression
of E2-1, E2-2 and AE2-2 proteins, COS7 cells were transiently transfected with the
corresponding constructs using Lipofectamine ™ 2000 Reagent (GIBCO Invitrogen
Corporation) as specified by the manufacturer. Briefly, cells were grown to 90% confluence
using complete DMEM medium in Labteck II chamber slides (VWR International Ltd.,
Missisauga (ON), Canada) for immunofluorescence staining or in 6-well tissue culture
plates (Fisher Scientific, Montreal (QC), Canada) for Western blot analysis. Before the
initiation of transfection, medium was removed from each well, cells were washed twice
with PBS and 1 mL of fresh OPTI-MEM (GIBCO Invitrogen Corporation) was added. Cells
were immediately treated with a Lipofectamine ™ 2000 Reagent-DNA solution and further
incubated for 4 h, after which the transfection mixture was replaced with fresh complete
DMEM medium for 20 hrs and 44 hrs.
2.5. Immunofluorescence staining. Transient transfection experiments were carried out as
described, with 250 pL of Lipofectamine ™ 2000 Reagent-DNA transfection solution (2.5
pg of DNA per well). Transfected cells were washed with PBS and fixed in a bath of ice-
cold 80% (v/v) acetone and 20% (v/v) H,O for 20 min. Cells were completely air-dried and
rehydrated in PBS, and thereafter the cells were incubated for 30 min at 37 °C with
monoclonal E2-1 or E2-2 specific antibody (diluted 1:100 in PBS-Tween 0.05% (PBS-T2))
provided by Dirk Deregt (Canadian Food Inspection Agency, Virology section, Lethbridge
Laboratory (Animal Diseases Research Institute), P.O. Box 640, Lethbridge, Alberta T1J
374, Canada) (Deregt et al., 1998). Cells were washed with PBS and 0.3 mL of anti-mouse
IgG (H+L)/FITC conjugate (diluted 1:45 in PBS-T2) was added (ICN Biomedicals Inc.).
Cells were then incubated for 30 min at 37 °C and washed with PBS-Tween 0.1% (PBS-T1)

and with water before analysis with a fluorescence microscope.
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2.6. Western blot. Transient transfection experiments were carried out as described using
500 pL of Lipofectamine ™ 2000 Reagent-DNA solution (5 pg of DNA per well). Cell
lysates and supernatants were collected separately after transfection. Supernatants from
each well were individually concentrated 20 times using an Amicon Ultra 30 000 filter
(Millipore, Nepean (ON), Canada). Cell lysates and supernatants were boiled at 72 °C in
SDS-PAGE sample buffer in the absence of 2-mercaptoethanol (non-reducing conditions)
for 10 min and separated on a 4-12% NuPAGE® Novex Bis-Tris-polyacrylamide gels in
the presence of NUPAGE® MES running buffer (all materials for electrophoresis were
purchased from Invitrogen, Burlington, Canada). The proteins were then transferred onto a
polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane (Pharmacia Biotech, Baie d’Urfé¢ (QC),
Canada). The membrane was washed in PBS-T1 and incubated for 1 h with PBS-T1
containing 10% blocking solution (Roche Diagnostics GmbH). Subsequently, the
membrane was incubated with anti-BVDV polyclonal bovine serum (from Dr Elazhary,
University of Montreal) for 1 h at room temperature (RT). The membrane was washed
twice in PBS-T1 and incubated with rabbit anti-bovine [gG (H+L) horseradish peroxidase
conjugate (HRP, ICN Biomedicals Inc., Costa Mesa (CA), USA) at a dilution of 1:1000 for
1 h at RT. The bound antibodies were visualized on a Kodak Image Station 440 CF
(Mandel Scientific Company Inc., Guelph (ON), Canada) usihg chemiluminescence blotting
substrate (Roche Diagnostics GmbH).
2.7. Immunization of mice. Procedures involving animals were approved by the University
of Sherbrooke's committee on the ethical use of animals in research and adhered to the
Canadian Council on Animal Care guidelines. Female BALB/c (H-2% mice aged 6 to 8
weeks (Charles River Laboratories, Wilmington (MA), USA) were used for immunization
experiments. Twenty-five mice were randomly allocated to five groups of five mice each.
Mice were inoculated intramuscularly (i.m.) three times at 2 week intervals and - a fourth
inoculation was performed 14 weeks after the third inoculation (or 20 weeks following the
first one). Equimolar amounts (25.2 pmol) of the E2 gene diluted in a total of 100 pL of
sterile endotoxin-free PBS were injected. In total, 25.2 pmol of the E2 gene was present in
100 pg of plasmid pBud/E2-2, 95 ug of pBud/AE2-2, 119 ug of plasmid pBud/E2-1/E2-2,
and 116 ug of pBud/E2-1/AE2-2. The control group was injected with 100 pg of
pBudCE4.1. Mice received 50 pL of DNA solution into each anterior tibialis muscle. Blood

samples were individually collected from the saphen vein one week before the first
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inoculation (pre-immune serum) and one week after each DNA inoculation. Finally, mice
were euthanized 1 week after the fourth immunization to recover the spleen for analysis.
2.8. Detection of antibody responses.

2.8.1 Virus neutralization assay. Virus neutralization (VN) assays were conducted with
heat-inactivated, individually collected sera (30 min at 56 °C). One hundred TCIDsy of
BVD virus (890) was pre-incubated with two-fold dilutions of serum (starting at 1:8) at 37
"°C for 1 h. The mixture (100 uL) was then added to duplicate wells of 96-well microtitre
plates containing 80-90% confluent MDBK cells for 1 h at 37 °C, and then 100 pL of
- MEM containing 2% FBS was added to each well. Plates were incubated at 37 °C for 4
days. The VN titre was measured using an immunoperoxidase assay. Briefly, all washing
steps were performed with PBS-Tween 0.05% (PBS-T2). Cell monolayers were washed,
fixed for 10 min with cold acetone solution (20%, v/v), dried at 30 °C for 3 h and frozen at
-20 °C for 24 h. The freezing step was followed by a PBS hydration, after which cells were
incubated for 15 min at 30 °C with 50 pL of polyvalent anti-BVDV serum diluted in PBS-
T2 (1:50). Plates were washed three times, and dried at RT. For the detection of bound
BVDV-specific antibodies, 50 puL of rabbit anti-bovine IgG (H+L)-HRP conjugate diluted 1
with:200 in 0.5 M NaCl and 0.5%Tween buffer (pH 7.4) was added to each well and
incubated for 15 min at 30 °C. Plates were washed three times. At this time 3-amino-9-
ethylcarbazole (Sigma-Aldrich) and hydrogen peroxide in acetate buffer (pH 5) were added.
After 10 min incubation, the plates were washed and examined. Results are expressed as the
reciprocal of the serum dilution at which complete VN occurred.

2.8.2. Detection of E2-specific IgG antibodies: Enzyme-linked immunosorbant assay
(ELISA). For detection of E2-specific I1gG antibodies, purified recombinant E2 genotype I
protein was added at 100 pL per well (2.4 pg/mL) in carbonate/bicarbonate buffer (pH 9.6)
in Enhanced Binding, 96-well plates (VWR International Ltd) and incubated overnight at 4
°C. Plates were then blocked with 200 pL of 0.5% casein/PBS-T2 solution for 3 days at 4
°C. Thereafter, 100 puL of the inactivated mouse sera (1:200) was added, plates were
incubated for 1 h at RT and then washed three times, followed by addition of 100 pL of
goat anti-mouse IgG (H+L)-HRP conjugate diluted 1:10 000 (Bio-Rad, Hercules (CA),
USA) and by incubation for 1 h at RT. “Sure Blue TMB” Tetramethylbenzidine microwell
peroxidase substrate (TMB I-component, KPL, Gaithersburg (MD), USA) was added to
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develop the colour. TMB stop solution was added as recommended by the manufacturer.
The optical density (OD) was read at 450 nm using a Spectra Max 340 PC plate reader
(Molecular Device, Sunnyvale (CA), USA). Sera were considered positive when the ODjys
for each sample, after the subtraction of the background, was higher than the mean ODys
value obtained from the control group plus two times the standard deviation.

2.8.3. E2 specific IgG1 and IgG2a antibody measurements. Murine IgG1 and IgG2a E2
antigen-specific antibody concentrations were measured using commercial mouse IgG1 and
IgG2a ELISA quantification kits in accordance with the manufacturer’s inftructions (Bethyl
Laboratories Inc, Texas, USA). Maxi Sorp 96-well plates (VWR International Ltd) were
coated with 100 pL of affinity purified goat anti-mouse IgG1l or IgG2a at a final
concentration of 10 pg/mL diluted in 0.05 M sodium bicarbonate (pH 9.6) and incubated
for 24 h at 4 °C. For serum analysis, plates were incubated with 2.4 pg/mL of E2-1 protein.
After washing, plates were then incubated with blocking buffer (50 mM Tris, 0.15 M NaCl,
1% BSA, pH 8.0) for 1 h at RT. Purified reference mouse serum was diluted in sample
diluent (50 mM Tris, 0.15M NaCl, 1% BSA, 0.05% Tween 20, pH 8.0) at varying
concentrations to generate the standard curve (7.8 to 1000 ng/mL). Different dilutions of
mouse serum samples (ranging from 1:200 to 1:600 to ensure that one value would fall
within the range of the standard curve) were added and incubated fof 1 h at RT. Goat anti-
mouse IgG1 and IgG2a horseradish peroxidase-labelled secondary antibodies diluted 1:75
000 and 1:5000, respectively, were added and incubated for 1 h at RT. Antibody detection
was completed with the addition of TMB substrate followed by the addition of “stop”
solution. The absorbance of each well was measured at 450 nm using a Spectra Max 340
PC plate reader. Specific IgG isotype concentration (ng/mL) was determined using the
standard curve.

2.9. Preparation and stimulation of mice splenocytes. Mice were euthanized 1 week -
following the final DNA injection. Spleens were aseptically collected, and individual cell
suspensions were prepared by extraction between two sterile microscope slides. RPMI
medium (GIBCO Invitrogen Corporation) containing the cell extract was centrifuged at 200
xg for 10 min and the cells were washed in PBS. Red blood cells were lysed using Tris-
buffered NH4Cl buffer for 1 min 30 sec at RT. After centrifugation, lysis buffer was
completely removed and splenocytes were rinsed and resuspended in complete RPMI 1640

culture medium containing‘ 10% FBS, 10 mM HEPES, 2 mM L-glutamine, 1mM sodium
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pyruvate, 5x10° M 2-mercaptoethanol, 30 pM indomethacin (GIBCO Invitrogen
Corporation) and 50 pg/mL gentamycin. For detection of the production of specific
cytokines and the measurement of splenocyte proliferation, cells were seeded in 96-well
microtitre flat-bottom plates at 2.0x10° cells/well and 1.0x10° cells/well, respectively.
Splenocytes were incubated for 72 h at 37 °C with 5% CO, in triplicate either in the
presence of medium only (negative control), 2.5 ug/mL of conconavaline A (ConA)
(positive control), or 890 BVDYV virus at final dilutions of 1:10, 1:20 and 1:80. The titres of
the original strain 890 viruses were 10°° TCIDsy/mL. Results for the 1:20 dilution are
reported here.

2.9.1. Antigen-specific cytokine induction. The concentrations of IFN-y and IL-2, two key
regulators of Thl differentiation, and IL-4, a key regulator of Th2 differentiation, were
measured in the supernatants of splenocytes restimulated in vitro. Supernatants were
individually harvested, quick frozen and conserved -at -80 °C until analysis. Cytokine
concentration (pg/mL) was measured using the Quantikine Mouse Immunoassay kit
according to the manufacturer's instructions (R&D System Inc., MN, USA).

2.9.2. Antigen-specific cell proliferation response. After in vitro specific stimulation, the
chromogen 3-(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-2,5-diphenylpyrazolium bromide (MTT, Roche
Diagnostics GmbH) was added to each well at a final concentration of 0.5 mg/mL and
plates were incubated for 4 h at 37 °C. The plates were centrifuged, the supernatant was
gently removed and the purple insoluble salt formed by metabolically active cells was
completely dissolved with 100 pL of dimethylsulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich). The OD
was measured at 562 nm using a Spectra Max 340 PC plate reader. The stimulation index
(SI) was calculated using the following formula: SI = mean OD of mitogen or antigen
‘stimulated proliferation/mean OD of non-stimulated proliferation.

2.10. Statistical analysis. To compare the median values of the different groups, the
Kruskal-Wallis non-parametric test followed by post-hoc pair-wise comparisons and SAS

version 9.2 (Cary, N.C.) were used. The level of significance was set at 0.05.
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3. Results

3.1. In vitro E2 expression. Firstly, the expression and localization of the full-length or
translocating E2-2 proteins were analysed by electrophoresis followed by Western blotting
after in vitro transient transfection of COS7 cells with pBud/E2-2 or pBud/AE2-2. As
shown in Fig. 1, E2-2 protein remained mainly associated with the cell whereas deletion of
the C-terminal transmembrane anchor and addition of the translocation signal sequence of
the BVDV E™ protein resulted in an efficient secretion of the protein into the culture
medium. At 48 h post-transfection, ~90% of the AE2-2 protein was found in the supernatant
compared with ~30% for cells transfected with the original E2-2 sequence. Since
electrophoresis was performed in non-reducing conditions, it appears that the disulfide-
linked glycosylated homodimeric form (~120 kDa) and the monomeric glycosylated form
(~60 kDa) of E2-2 were observed in both cell lysate and supernatant. Secondly, expression
of plasmids encoding the original E2 sequence of strain NADL (genotype I; E2-1) and the
E2 sequence of strain 890 (genotype II; E2-2) under independent promoters using the
expression vector pBudCE4.1 (pBud/E2-1/E2-2) were analysed by electrophoresis followed
by Western blotting after in vitro transient transfection of COS7 cells. Immunofluorescense
analysis of in vitro transfected COS7 cells with the E2-1/E2-2 plasmid demonstrated that
the transfection efficiency (25% of cells were positive for E2-2 and 29% for E2-1) and the

expression levels of E2-1 and E2-2 were nearly equivalent (data not shown).

3.2. The impact of the cellular localization of E2-2 antigen on the immune response
induced in mice. The impact of the translocation capacity of AE2-2 on humoral and
cellular immune responses was analysed by comparison of the immune responses following

1.m. immunization with pBud/AE2-2 or with pBud/E2-2 using pBudCE4.1 as control.

3.2.1. Serological parameters. Significantly higher E2-specific IgG antibodies titres (Fig.
2.) and IgG2a isotype antibodies titres (data not shown) were observed in mice inoculated
with pBud/AE2-2 compared with those inoculated with pBud/E2-2 (p=0.004 and p=0.009,
respectively). Table II shows the VN titres of the 890 strain using sera from mice
immunized with pBud/AE2-2, pBud/E2-2 or the pBudCE4.1 control. Higher neutralizing
antibody titres were reported in sera of mice inoculated with the pBud/AE2-2. Moreover,

the results clearly showed that the rate of production of neutralizing antibodies was
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accelerated with the use of pBud/AE2-2. Measurable VN antibodies were detectable after
the third inoculation rather than after the fourth inoculation as observed with the plasmid
encoding the original sequence of E2-2. The plasmid encoding the translocated form of E2
appears to be superior in inducing antibody responses in mice compared with the plasmid

encoding the full-length E2 protein.

3.2.2. Cellular immune responses. To evaluate E2-2-specific cellular immune responses,
~ cytokine production (IL-2, IFN-y and IL-4) and proliferative responses of in vitro
splenocytes restimulated by the strain 890 virus were measured. Fig. 3 shows IL-2 cytokine
production by mice injected with pBud/AE2-2, pBud/E2-2 and pBudCE4.1 (as control).
Mice inoculated with pBud/AE2-2 demonstrated significantly higher levels of IL-2
production than the pBud/E2-2 inoculated mice (p=0.009). IL-4 production was very low in
both groups. High'inter—animal variability of IFN-y production masked any significant
differences between the pBud/AE2-2 and pBud/E2-2 groups (data not shown). Significantly
higher spleen cell proliferative responses were observed in mice inoculated with AE2-2

plasmid compared with those inoculated with E2-2 plasmid (data not shown).

3.3. Immunological impact of the DNA vector encoding BYDYV genotype 1 and I1 E2

proteins in mice.

3.3.1. Serological parameters. Both plasmids (pBud/E2-1/AE2-2, pBud/E2-1/E2-2)
induced detectable specific IgG antibodies after the third immunization but there were no
significant differences between the two groups (data not shown). This initial result
indicated that the translocating property of AE2-2.did not improve the IgG antibody
response when encoding within a two-gene expression construct. The comparison of the
IgG induction by the E2-1/E2-2 constructs with their E2-2 monogenic plasmids
homologues indicated that E2-2 or AE2-2 in monogenic constructs induced significantly

higher IgG responses (p=0.004).

Table II shows the neutralization titres induced by strain 890 virus in mice injected with the
pBud/E2-1/AE2-2, pBud/E2-1/E2-2, pBud/E2-2, pBud/AE2-2 or pBudCE4.1 following the
third and fourth plasmid injections. Analysis of the VN titres indicated that both dicistronic

constructs induced measurable VN titres after the fourth immunization whether or not they
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contained the translocating or full-length E2-2 version of E2. The presence of AE2-2 in the
dicistronic plasmid had no effect on the induction of 890-specific neutralization antibodies.
VN 890-specific neutralization antibody titres induced by the AE2-2 dicistronic plasmid
were not significantly different from those induced by the full-length E2-2 dicistronic
construct. This differs from the effect of AE2-2 on VN antibodies compared with full-length
E2-2 monocistronic constructs and indicated that the expression of AE2-2 by a dicistronic
construct reduced its immune potency. Secondly, when comparing the immune response
induced by the E2-1/E2-2 constructs to that induced by the monocistronic plasmid, the
expression of AE2-2 within a dicistronic construct seemed to delay the appearaﬁce of

measurable VN titres from the third to the fourth inoculation.

3.3.2. Cellular immune responses. Both groups of mice inoculated with the dicistronic
plasmids produced IFN-y and IL-2 and demonstrated antigen-specific proliferative
responses, although there were no significant differences between the groups. The
replacement of E2-2 by AE2-2 in the dicistronic plasmid had no significant impact on
proliferative responses and cytokine production (data not shown). Moreover, IFN-y
induction by the AE2-2 contained in the dicistronic plasmid was significantly lower
compared with the E2-2 dicistronic construct (p=0.005) (data not shown). This result is in
contrast to the increase in IFN-y production induced by immunization with the AE2-2
monocistronic construct compared with the E2-2 monocistronic plasmid. As was found for
the antibody results, both dicistronic constructs induced lower cellular immune responses
compared with their monocistronic plasmids homologues when used as DNA vaccines in

mice.
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4. Discussion

In a previous study of BVDV DNA vaccines, our laboratory demonstrated that
intramuscular injection of plasmids encoding the E2 protein from a genotype I strain
(NADL) induced both humoral and cellular immune responses which provided partial
protection in cattle against homologous challenge infection (Harpin et al., 1999). This DNA
immunization study also revealed that a relatively large quantity of DNA was necessary (3
mg) to induce protection in cattle and that the use of an E2 sequence from a genotype I
strain was not sufficient to induce effective cross-protection against genotype II strains.
This highlights the significant problem associated with the development of an efficient
vaccine against BVDV, which is the pronounced antigenic variability of the glycoprotein
E2 , the principal antigen responsible for immunity against the two major genotypes (I and
II). Given the appearance of the severe acute form of genotype Il BVDV in North America
and its increasing prevalence, there is an urgent need to find an inexpensive but effective

BVDV vaccine that can protect against both BVDV genotypes.

The present study describes strategies designed to improve the immune effectiveness of the
DNA vaccine previously developed in our laboratory, with a focus on reducing the total
amount of DNA and the number of inoculations necessary to protect cattle against BVDV.
The first strategy targeted the anchoring of E2 which binds the protein to the viral envelope
and makes the antigen less available for immune presentation. The hydrophobic amino
acids present in the C-terminus of E2 are responsible for the transmembrane anchor (Liang
et al., 2005) and were deleted. The translocation signal of the E™ BVDYV gene was added.
To our knowledge, this is the first time that the use of E™ translocation signal has been
reported in the design of a DNA vaccine. We presumed that the intercellular trafficking
property of the E™ translocating signal would increase antigen capture and presentation,
thus improving the distribution to neighbouring cells. The results demonstrated that, as
expected, the truncation of E2 and the addition of E™ sequence caused the E2 homodimer
and heterodimer to be found in the cell cytosol and cell culture supernatant. Modifications
to the E2 sequence did not affect the dimerization and glycosylation of the E2 proteins. This

observation is important since the original viral E2 proteins contain intramolecular and
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intermolecular disulfide bonds crucial for the folding and stability of the E2 glycoprotein in
its native forms (Rumenapf et al., 1993; Branza-Nichita et al., 2002).

These changes were associated with a higher immune response to the E2 protein of the
AE2-2 plasmid compared with that from the full-length gene. Importantly, there was a much
earlier response to the modified protein than to the full length gene. If these results are
carried over to the bovine model, théy will result in a considerable improvement in the

efficiency of the vaccine.

However, to produce an effective BVDV vaccine able to protect against prevalent strains of
BVDV I and II genotypes, a combination of antigens represents a better vaccine strategy. As
cross-protection induced by a BVDV 1 vaccine induces poor protection against BVDV 1I
strains, BVDV E2 sequences from the NADL (genotype I) and the 890 strains (genotype II)
were chemically synthesized and cloned into a single plasmid (pBudCE4.1) under the
independent control of the human EF-1 alpha promoter and the viral CMV promoter,
respectively. The present study is only the second report of the use of a prevalent BVDV
type 1I strain (890) encoding E2 antigen in the development of a DNA vaccine (Nobiron et
al., 2001). The results of the immunization showed that both the AE2-2 gene and the full-
length E2-2 gene cloned into plasmids that also expressed E2-1 did not induce as strong an
E2-2 specific response as their monocistronic counterparts. This lower immune response
induced by dicistronic plasmids may be explained by lower gene expression of the E2-2
protein or perhaps by a transcriptional competition between the two E2 antigens cloned
under different promoters within the same plasmid in the same cell. Similarly, there could
have been competition in the development of specific immune responses against two
antigens delivered simultaneously to the same miéroenvironment. Moreover, there may -
have been an immune incompatibility between the two E2 antigens encoded in the
dicistronic constructs as suggested by Braun et al. who effectively demonstrated the
existence of immune incompatibility between plasmids in mixtures compared with the
immune responses to the individual plasmid (Braun et al., 1998). The co-administration of
plasmids encoding Bovine Herpes Virus-1 gD, parainfluenzavirus-3 HN and influenza virus
HA indicated interference of the gD plasmid with both HN and HA plasmids, whereas there

was no interference between HN and HA plasmids.
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In conclusion, this study demonstrated that deletion of the sequence responsible for the
transmembrane anchor of BVDV E2 glycoprotein and addition of a BVDV E™
translocation signal induced stronger immune responses in mice compared with the original
full-length E2 sequence. The AE2-2 monocistronic construct also elicited earlier virus-
neutralizing and cellular immune responses compared with the original plasmid encoding
the full-length E2 protein. The results also suggest that the BVDV E™ translocation signal
could be used as an alternative to TAT or VP22 sequences for enhancing the
immunogenicity of DNA vaccines. Finally, the use of constructs encoding E2 proteins from
both BVDV genotypes needs further study since they were not as efficient immunogens as

their monocistronic counterparts.
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Table I. pBudCE4.1 backbone vector (a), representation of the different E2 protein

expression cassettes (b), and construction of the AE2-2 gene sequence (c).

(a) pBudCE4.1 backbone vector

Corminents for pBadCELL

Ly
$
i HoS M e
pBudCE4.1 g
4595 bp Bt

Nho |

pBud/E2-1
5910 bp
pBud/E2-2
5869 bp
pBud/AE2-2
5713 bp

pBud/E2-1/E2-2
7184 bp

pBud/E2-1/AE2-2
7028 bp

pUCori €MV ZeoR EF-la E2-1
e
pUCori  CMV E2-2 ZeoR EF-la
I::}—
EF-1a

[RILI

pUCori cCMV E2-2

(c) Construction of the AE2-2 gene sequence

v Hind0l

AAGCTTGCCACC

2418

AAGCTTGCCACC

2418

Pal H Stop BamHI

NN

3329 3525 3718

| TGATAAGGATCC

T
3 ﬁ::::‘ TGATAAGGATCC

3329 3525 3606

H: Hydrophobic zone responsible of the membrane anchor and T: E™ translocating

signal
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Table II: Virus-neutralizing antibodies to BVDV/890 strain in DNA-vaccinated mice

as detected in serum collected after the third and fourth inoculation.

Injected plasmid Mice number VN titre* 890 strain
Sera collected following | Sera collected following the
the third inoculation. fourth inoculation.
pBud/E2-2 15 * > 64
16 * 8
17 * > 64
18 * > 64
19 * *
pBud/AE2-2 20 32 > 64
21 8 > 64
22 8 32
23 8 > 64
24 8 > 64
pBud/E2-1/E2-2 30 * 8
31 * 8
32 * > 64
33 8 16
34 * *
pBud/EZ-l/AE2-2 36 8 8
37 * 8
38 * 32
39 * > 64
40 * > 64
pBudCE4.1 1-5 * *

! Virus neutralization titre was expressed as the reciprocal of the highest dilution that completely inhibited
virus production in the two test-well culture.

* VN titre less than 8.
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kDa

120 E2 homodimer
50 E2 monomer
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Css Sag Cza Sz Csg Sas  C2oa Sz Cus Sz

pBudCE4.1 pBud/E2-2 pBud/A E2-2

Fig. 1. In vitro expression of BVDV E2-2 protein following transient transfection of COS7
cells. Cells were transfected with pBud/E2-2; pBud/AE2-2 or with pBudCE4.1 as a control.
Cell lysates (C) and the corresponding supernatants (S) were collected after 24h (Cp4 and
S24) or 48h (C4s and S4g). Electrophoresis was performed in non-reducing conditions.
Proteins were separated using 10% polyacrylamide gels and transferred onto PVDF
membrane. Western blots were performed with polyvalent bovine anti-BVDV. Molecular

weight markers are illustrated to the left.
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Fig. 2. Impact of cellular localization of E2 encoded-antigen on the antibody responses in
mice. Mice were inoculated i.m. with pBud/E2-2 or pBud/AE2-2, or pBudCE4.1 (control).
The box plot shows specific IgG antibody titres of individual sera collected one week
following the third (A) and fourth (B) immunization. The bottom of the box represents the
first quartile and the top of the box the third quartile. Whiskers extend 1.5 times the
interquartile range above and below the 75™ and 25th percentiles.Results are given as ODjs
of sera diluted 1:200. Asterix (*) represents statistically significant differences. In the box

plot, the middle line represents the median.
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Fig. 3. Effect of cellular localization of the E2 antigen on IL-2 induction. Mice were
injected i.m. with pBud/E2-2 or with pBud/AE2-2 or with pBudCE4.1 (control). Box plots
show specific IL-2 cytokine production following in vitro restimulation of murine
splenocytes with live BVDV strain 890. The bottom of the box represents the first quartile
and the top of the box the third quartile. Whiskers extend 1.5 times the interquartile range
above and below the 75" and 25th percentiles.Cytokine production was determined using a
commercial ELISA kit and is reported as pg/mL. Asterix (*) represents statistically

significant differences.



V. DISCUSSION GENERALE

En Amérique du Nord, les souches du BVDV sont divisées en deux génotypes (I et
II). Les souches du génotype I causent de la diarthée, de la fiévre, une pneumonie, une
leucopénie ainsi que des lésions au niveau des muqueuses alors que les souches du
génotype II causent une infection aigué caractérisée par une forte fiévre, une diarrhée, une
leucopénie, une thrombocytopénie et méme la mort des nouveaux-nés et des animaux
adultes. Les vaccins commerciaux contre le BVDV sont majoritairement élaborés a partir
de souches du génotype I et ne conférent pas une protection efficace des animaux contre
une éventuelle infection par une souche du génotype II. L’importante variabilité antigénique

au niveau de la protéine E2 [ayant un réle crucial dans I’induction des anticorps

44, 47, 49 45, 53, 54

neutralisants et la protection contre le “challenge” chez le bovin ] entre les
génotypes explique la protection croisée incompléte des vaccins actuelles. Il y a un besoin
de développer un vaccin capable de protéger simultanément et complétement 1’animal
contre les souches des deux génotypes de BVDV. Les vaccins a base d’ADN sont tres
étudiés pour la mise au point d’un vaccin efficace contre le BVDV. Industriellement, il
s’agit d’un type de vaccin attirant pour sa facilit¢ de production, de standardisation et

d’entreposage.

L’équipe du Dr. Elhazary a été la premiére a démontrer I’induction d’une protection
immunitaire contre le BVDV chez le bovin suite a I’inoculation d’un vecteur d’expression
eucaryote codant pour la protéine E2 de la souche NADL (génotype I) 2. Un "challenge”
avec une souche homologue a démontré : (1) ’induction d’une protection immunitaire
modérée et partielle principalement contre les souches du génotype I et (2) qu’une quantité
importante d’ADN (3 mg/veau) est nécessaire pour induire la protection **. Par la suite,
bien que plusieurs autres candidats de vaccins a ADN contre le BVDV aient été rapportés,
aucun d’entre eux n’a démontré 1’induction d’une protection compléte chez le bovin. Mon
projet de recherche présente des stratégies pour améliorer I’efficacité du prototype de

vaccin 2 ADN contre le BVDV développé dans le laboratoire du Dr Elhazary 2.

Les deux objectifs généraux de mon projet de recherche étaient: (1) d’augmenter le
potentiel immunologique du prototype de vaccin 8 ADN contre le BVDV et (2) de créer un

vecteur multivalent pour générer une protection croisée contre des souches hétérologues de



266
BVDV et élargir le spectre de protection du vaccin aux deux génotypes. Le premier objectif
" général se divisaient en deux objectifs spécifiques : (a) Développer et caractériser des
molécules de transport pour assurer la livraison de I’ADN vaccinal et améliorer la
biodisponibilité¢ de I’ADN vaccinal, (b) apporter des modifications géniques a la séquence
E2 native pour optimiser I’expression du géne et la présentation de la protéine résultante au

systéme immunitaire.

Molécules de transport. Un important probléme relié a I’utilisation des vaccins a ADN in
vivo est.que la quantité totale d’ADN disponible pour I’expression de 1’antigéne est
fortement diminuée par la rapide dégradation de I’ADN suite a son injection par les
désoxyribonucléases présentes dans le milieu extracellulaire et par les nombreux obstacles
rencontrés avant d’atteindre le noyau ou il sera exi)lrimé. Pour contrer ce probleme,
plusieurs études présentent des molécules naturelles, synthétiques, d’origine virale et non
virale pour le transport et la protection de I’ADN. Les molécules cationiques ont 1’avantage
d’étre facilement synthétisables, modulables, biodégradables, peu colteuses et non
immunogénes. De plus, elles sont intéressantes car elles permettent la formation spontanée
de complexes résultant d’interactions électrostatiques entre leurs charges positives et
I’ADN plasmidique chargé négativement. Généralement, ’efficacité des molécules de
transport cationiques est due au fait qu’elles : (1) condensent I’ADN en nanoparticules
d’une taille inférieure a 200 nm favorisant 1’internalisation des complexes dans les cellules

par endocytose 2>

, (2) forment des complexes avec une charge nette de surface
fortement positive qui assure la stabilité des particules en solution ainsi que des interactions
électrostatiques avec la membrane cellulaire et (3) forment des complexes avec une
morphologie de type toroidal favorisant une livraison nucléaire maximale de I’ADN
plasmidique *** ¥ 4, Durant mon projet de recherche, 3 familles de molécules de
transport synthétiques cationiques différentes : les poly(amidoamine)s (PAMAMs), les
bola(amphiphile)s et les poly(amphiphile)s de type méthacrylate (PAMs) ont été

caractérisées.

Les caractéristiques physico-chimiques des complexes formés ont été¢ déterminées. Par la
suite, leur cytotoxicité et leur efficacité de transfection ont été évaluées in vitro. Le

plasmide rapporteur (pBudCE4.1/LacZ/CAT) a été utilisé pour les tests de complexation et
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les tests in vitro puisqu’il posséde: (i) le méme squelette (promoteur, séquence de
polyadénylation, éléments d’origine bactérienne), (ii) une taille similaire au candidat
vaccinal ainsi que (iii) des génes dont 1’expression in vitro est facilement quantifiable a

I’aide de trousses ELISA commerciales.

Les travaux sur les poly(amidoamine)s (PAMAMSs) ont consisté a évaluer I’impact de
’architecture du polymeére [(i) densité de charge, (ii) localisation des charges (sur les
chaines latérales et squelette)] sur les caractéristiques physico-chimiques (efficacité de
condensation, taille des complexes, morphologie et charge nette de surface (potentiel £)) et
les propriétés biologiques (efficacité de transfection et cytotoxicité in vitro) des complexes

formés. 1l a été démontré que :

1. la présence de charges sur le squelette a un impact sur la condensation de I’ADN et la
morphologie des complexes formés. Une forte densité de charges positives (70% du
squelette) obtenue par une quaternisation élevée du squelette du polymeére permet la
formation de complexes sphériques définis d’une taille de 50-100 nm. L’organisation et
I’arrangement spatial des charges sur le polymeére pourrait permettre des interactions

favorables avec les groupements phosphates de I’ ADN >/,

2. P’architecture du polymere influence fortement [’efficacité de transfection des
complexes. Le taux maximum de transfection est obtenu avec des complexes formés

avec un polymere présentant une forte densité de charge sur le squelette (70%),

3. qu’il existe des corrélations entre certaines caractéristiques physico-chimiques des
complexes et leur efficacité de transfection. Les complexes PAMAMSs/ADN les plus
efficaces ont une taille inférieure a 200 nm, un potentiel £ fortement positif et une

morphologie toroidale,

4. comparativement au test de référence in vifro des polyméres cationiques [la PEI
branchée], les PAMAMSs étudiés se sont avérés 2000 x moins efficaces dans les
conditions testées en plus d’étre trés cytotoxiques. Plusieurs éléments peuvent expliquer

la faible efficacité de transfection de cette famille de polymeres. Les PAMAMSs testés ne
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possédaient pas de caractéristiques intrinséques (éponge a protons, peptide de fusion,
segment endosomolytique) permettant aux complexes endocyiés et emprisonnés dans
I’endosome de s’en libérer. De plus, la complexation a été effectuée dans une solution
saline contenant 150 mM de chlorure de sodium. Une complexation a cette force ionique
déstabilise les complexes en solution et favorise leur agrégation en des molécules de
tailles importantes que la cellule est incapable d’endocyter. Finalement, la faible
efficacité de transfection des PAMAMs peut s’expliquer par leur faible masse
moléculaire (<15 kDa). Des études ont clairement démontré que les polymeres doivent
avoir une masse moléculaire entre 15-25 kDa pour assurer une efficacité de transfection

maximale’?% 338,

A cause de la faible efficacité de transfection et de la forte cytotoxicité de cette famille de
polyméres, nous n’avons pas envisagé 1’utilisation in vivo de cette famille de molécules de
transport et avons plutét décidé d’orienter nos recherches vers d’autres molécules de

transport.

Les bola(amphiphile)s bicaténaires asymétriques ont été la seconde famille de molécules de
transport étudiée dans mon projet de recherche. Les bola(amphiphile)s représentent des
molécules de transport intéressantes d’un point de vue structural, puisqu’elles sont
composées d’une téte hydrophile cationique pour la complexation de I’ADN, d’un segment
hydrophobe central hemifluoré permettant la formation de systétmes membranaires
favorables a la complexation de I’ADN et d’une téte hydrophile neutre (le B-galactose ou la
lactobionolactone) assurant la stabilité des complexes en solution. Les travaux effectués sur
la série de bola(amphiphile)s ont principalement consisté a déterminer ’impact de la nature
chimique de la téte hydrophile cationique (lysine ou histidine) ainsi que la nature du
segment central hydrophobe (monofluoré ou bifluoré) sur les caractéristiques physico-
chimiques et les propriétés biologiques in vitro des complexes formés. Il a été démontré

que :

1. la nature chimique de la téte cationique influence largement le processus de
condensation de I’ADN. Les bola(amphiphile)s avec une téte lysine permettent une

condensation supérieure de I’ADN, telle que démontrée dans le cas de la célébre PLL *.
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La différence entre les deux tétes cationiques est que, dans le cas de I’histidine, la charge
positive est délocalisée sur tout le cycle aromatique et devient alors moins efficace pour

interagir avec les charges négatives de I’ADN lors du processus de complexation,

. le niveau de perfluoration du bola(amphiphile) influence la condensation de I’ADN. Les
bola(amphiphile)s monofluorés [particuliérement celui avec une téte lysine (Bola C)] ont
une forte affinité de liaison avec ’ADN permettant la formation de nanoparticules
stables en solution, comparativement aux bolé(amphiphile)s bifluorés. Une perfluoration
élevée confére aux bola(amphiphile) bifluorés un- comportement extrémement
hydrophobe en solution limitant sa dispersion et entrainant une organisation défavorable

aux interactions électrostatiques avec I’ADN,

. in vitro, ’expression du géne rapporteur est observée que pour les bola(amphiphile)s
monofluorés (Bola C et Bola F). Les bolaplexes Bola C/ADN permettent un niveau
optimum de transfection et sont trés peu cytotoxiques. Leur efficacité est seulement 25
fois inférieure a celle du test de référence des standards de transfection in vitro (la PEI
branchée). Le bola C a la particularité de permettre la formation de complexes fortement
positifs favorisant les interactions électrostatiques avec la membrane cellulaire, avec un
diametre inférieur a 100 nm assurant une internalisation efficace des complexes 393-395,
avec une structure hautement définie et compacte protégeant I’ADN de la dégradation et

assurant la livraison au noyau 22> 3% 4%,

. Par contre, des essais de transfections effectués en présence de sérum indiquent une trés
forte diminution de I’efficacité de transfection des complexes Bola C/ADN. La présence
de molécules cationiques et anioniques dans le sérum semble affecter la stabilité des
bolaplexes et ainsi diminuer leurs résistances vis-a-vis les DNAses présentes dans le
sérum.

. la fonctionnalisation du Bola C avec un segment PolyEthylene Glycol (PEG) [ayant
comme propfiété de minimiser le phénoméne d’agrégation, d’augmenter 1’efficacité de

418, 419

transfection et de masquer le surplus de charges cationiques des complexes ], ou

avec un peptide TAT [dont la capacité d’augmenter I’internalisation cellulaire et le
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ciblage nucléaire 28528

] n’a pas donné les résultats escomptés. Les résulats préliminaires
indique que la présence de bola(amphiphile)s fonctionnalisés affecte 1’organisation du
Bola C en solution, diminue sa capacit¢ de complexer ’ADN et ne permet pas
I’induction de son efficacité de transfection. Par contre, I’évaluation de co-formulations
supplémentaires serait nécessaire avant de conclure a& propos de I'impact de la

fonctionnalisation Bola C,

Suite & ces deux derniers résultats, nous avons décidé de ne pas utiliser immédiatement in
vivo les bolaplexes les plus performants déterminés in vitro afin d’effectuer des études

supplémentaires pour augmenter la stabilité des complexes en présences de sérum.

Les derniéres molécules de transport étudiées furent des poly(amphiphile)s de type
méthacrylate (PAMs). Les travaux ont consisté a évaluer I’impact de ’architecture du
polymeére [longueur du bras espaceur des segments aliphatiques (8, 12 et 16 unités
méthylénes)] ainsi que de la nature du contre-ion (brome (Br-) ou octyl sulfonate
(CH3(CH;)7S05) sur les caractéristiques physico-chimiques et les propriétés biologiques in

vitro des complexes formés. 11 a été démontré que :

1. l’architecture du polymeére influence le processus de condensation de 1I’ADN. Les
polymeres avec un bras espaceur court (8 ou 12 unités méthylénes) et un contre-ion Br-
permettent une excellente condensation de I’ADN plasmidique et la formation de
nanocomplexes avec une morphologie définie. Des interactions hydrophobes entre
I’ADN plasmidique et les segments des bras espaceurs d’une longueur précise de 8 ou 12
unités méthylénes des PAMs pourraient expliquer leur efficacité a condenser I’ADN. Au
niveau du contre-ion, la faible taille et la faible hydrophobicité du contre-ion Br- doit
créer un faible encombrement stérique des charges positives sur le polymere facilitant le
processus de condensation de I’ADN, comparativement aux polymeéres possédant le

contre-ion octyl sulfonate,

2. l’architecture (longueur du bras espaceur et de la nature chimique du contre-ion) du
polymeére influence I’efficacité de transfection. 12 unités méthylénes par motif et un

contre ion Br- permettent un niveau de transfection maximal. L influence de la longueur
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du bras espaceur au niveau de I’efficacité de transfection des PAMs rejoint des études de
539

?

transfection avec certains types de polyméthacrylates rapportés dans la littérature

3. Pefficacité de transfection in vitro des complexes C12Br- (12 unités méthylénes comme
longueur du bras espaceur et contre-ion bromure) est similaire a celle du test de

référence des standards de transfection in vitro (PEI branchée),
4. les complexes se sont avérés peu cytotoxiques in vitro,

5. des corrélations inhabituelles ont été observées au niveau des propriétés physico-
chimiques et biologiques des complexes PAMs/ADN. Pour obtenir une forte expression
du géne rapporteur, la présence de fragments endosomolytiques [assurant la libération
des complexes emprisonnés dans I’endosome suite a leur internalisation par endocytose]
et la formation de complexes fortement chargés positivement ne sont pas pour cette
famille de polymeres des caractéristiques essenti;lles a la transfection. L’internalisation
cellulaire de tels types de complexes serait réalisée par un mécanisme de fusion
membranaire impliquant des interactions entre les chaines aliphatiques du polymeére et la
membrane cellulaire plutdt que par un mécanisme d’endocytose absorbante impliquant
des interactions é€lectrostatiques entre les charges positives des complexes et la
membrane cellulaire chargée négativement. Le mécanisme de fusion membranaire
implique I’internalisation des complexes directement dans le cytoplasme cellulaire sans

leur acheminement dans la voie endosomale classique.

Dans !’optique de I’utilisation in vivo des PAMs caractérisés et testés in vitro, les
complexes PAMs/ADN semblent étre trés intéressants puisqu’in vitro ils démontrent une
efficacité de transfection élevée et une faible cytotoxicité. Par contre, pour estimer leur
capacité de transfection in vivo des essais supplémentaires de transfection in vitro en
présence de sérum doivent étre effectués. Etant donné la fin devancée de mon projet de
recherche, 1’expérience in vivo chez la souris avait déja ét€¢ débutée au moment de la
démonstration de ’efficacité élevée des complexes PAMs/ADN, ce qui explique pourquoi

ces molécules n’ont pas été évaluées in vivo durant mon projet.
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Modifications géniques. Parallélement au travail effectué sur les molécules de transport
pour améliorer la livraison de I’ADN vaccinal, des modifications géniques ont été apportées
a la séquence E2-2 pour maximiser son expression et sa présentation au systéme

immunitaire,

Premiérement, il y a eu optimisation des codons a I’espéce bovine. La comparaison
entre les fréquences d’utilisation des codons chez le virus et le bovin pour la protéine E2
indiquait une différence considérable dans la fréquence d’utilisation des codons pouvant
nuire a I’expression de E2 chez le bovin ***’. La synthése chimique des génes a permis de'
réaliser 1’optimisation des codons de toutes les séquencc;s E2 utilisées dans ce projet de

recherche.

Deuxiémement, une courte séquence propice a l’ancrage membranaire en C-
‘terminal de la séquence codante native a été retirée et remplacée par un signal de
translocation conférant & la protéine E2 le pouvoir de sortir de la cellule, de se retrouver
dans I’espace extracellulaire et de pénétrer a I’intérieur des cellules avoisinantes. La
mobilité intercellulaire de la nouvelle protéine E2 (AE2-2) devrait accroitre ses chances
d’étre capturée -et présentée par le systéme immunitaire. Alors que plusieurs études
rapportent 1’utilisation in vivo et in vitro du peptide TAT du VIH, de I’hélice-alpha de
I’homéodomaine d’ Antennapedia de la drosophile et du peptide VP22 du virus de I’herpés
simplex pour leur capacité de translocation des protéines 28,29, 30, 31. 32 15 séquence de
translocation de la protéine E™ des pestivirus a été choisie pour améliorer I’efficacité de
notre vaccin & ADN **. A notre connaissance, il s’agit de la premiére étude rapportant
I’utilisation de cette séquence dans 1’élaboration d’un vaccin & ADN. Le plasmide codant la
séquence E2-2 optimisée (pBud/E2-2) et le plasmide codant la séquence E2-2 optimisée
avec la séquence de translocation Erns (pBud/AE2-2) ont été construits. Des techniques de
transfection transitoires in vitro, suivies d’'un Western blot ont démontré que la protéine
AE2-2 se retrouve majoritairement dans le surnageant cellulaire comparativement a la
protéine native retrouvée principalement dans le culot cellulaire. Les modifications |
apportées a E2-2 ne semblent pas affecter les processus originaux d’expression, de
dimérisation et de glycosylation. Le monomére ainsi que I’homodimére glycosylés ont été
retrouvés pour la forme translocante de E2-2. Ce résultat suggére que les liens disulfures

intra- et inter- moléculaires cruciaux pour le repliement et la stabilité de la protéine ont été
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préservés. 1l faut souligner que les techniques utilisées dans la présente étude n’ont
toutefois pas permis de démontrer formellement le phénoméne de translocation de AE2-2.
Des expériences supplémentaires pourraient étre effectuées pour déterminer si AE2-2 a

acquis la capacité de "voyager” d’une cellule a ’autre.

Pour évaluer le pouvbir immunologique de pBud/E2-2 et de pBud/AE2-2, une
vaccination expérimentale a eu lieu chez la souris. Les résultats indiquent que les
modifications apportées a la séquence de E2-2 ont un effet bénéfique au niveau de
I’induction de la réponse immunitaire. Au niveau de la réponse humorale, 1’inoculation du
plasmide pBud/AE2-2 permet, comparativement a celle de pBud/E2-2, la production
d’IgGl. La production d’IgG1 reflétant 1’induction d’une réponse de type Th2 peut
s’expliquer par la présence extracellulaire de la protéine AE2. De plus, I’utilisation de
pBud/AE2-2 accélére 1’apparition des anticorps neutralisants dans le sérum des animaux
inoculés. Des titres d’anticorps neutralisants sont mesurables deés la troisiéme inoculation,
comparativement a la quatriéme avec I’utilisation de pBud/E2-2. L’expression d’une
protéine translocante permettrait une induction précoce de la protection immunitaire et
laisse a penser qu'une quantité moindre d’ADN serait nécessaire pour induire une réponse
immunitaire humorale similaire a celle induite par la protéine originale. Au niveau de la
réponse cellulaire, les résultats indiquent que pBud/AE2-2 induit une forte réponse de type
Thl comparativement a pBud/E2-2. L’induction d’une forte réponse cellulaire par
pBud/AE2-2, illustrée par une production élevée d’INF-y, peut s’expliquer par le pouvoir de
dispersion de la protéine suite a son expression a I’intérieur d’un grand nombre de cellules
voisines, favorisant ainsi sa présentation sur les CMH I des cellules du syst¢éme immunitaire

et ’activation particuliére des cellules Thl.

Nous sommes conscients qu’une des limites du modéle murin utilisé est que les
conclusions auxquelles il permet d’aboutir ne sont valides que pour le modéele considéré et
que toute extrapolation chez le bovin ne pourra se faire qu’avec précaution. Les essais chez
la souris permettent d’évaluer seulement les paramétres immunologiques induits suite a
I’inoculation. L’absence de 1’existence d’un modéle murin d’infection par le BVDV ne

permet pas d’évaluer la protection face a un "challenge”.
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Vecteur multivalent. Pour contrer la forte diversité antigénique des souches du BVDYV et
ainsi générer un vaccin avec un spectre de protection plus large contre des souches
hétérologues de BVDYV susceptibles d’étre rencontrées chez les bovins, nous avons créée un
vaccin multivalent en combinant des séquences de deux antigénes E2 provenant de souches
représentatives des deux génotypes prédominants en Amérique du Nord. La séquence E2 de
la souche NADL (génotype 1) et celle de la souche 890 (génotype II) le (originale (E2-2) ou
modifiée (AE2-2)) ont été optimisée et synthétisées chimiquement et clonées dans le
plasmide pBudCE4.1 sous le contrdle du promoteur humain EF-1c«c et du promoteur viral
CMV, respectivement. L utilisation d’un seul vecteur pour I’expression des deux antigénes
a été privilégiée au lieu d’une combinaison de deux plasmides pour éviter les interférences
et la compétition au niveau de ’entrée des plasmides dans la cellule ainsi que la possibilité
d’interférences au niveau du développement de la réponse immunitaire. Des techniques de
transfection transitoires in vitro, suivies d’'un Western blot ont démontré que le niveau
d’expression des deux génes est sensiblement équivalent par les deux vecteurs (pBud/E2-

1/E2-2 et pBud/E2-1/AE2-2).

Une vaccination expérimentale a eu lieu chez la souris pour premiérement vérifier si
la présence d’un second géne affectait 1’efficacité immunologique de AE2-2, précédemment
démontrée avec pBudE2-2 et pPBudAE2-2 et pour deuxiémement, déterminer si 1’expression
de E2-2 ou AE2.-2 par un plasmide contenant un second gene (pBud/E2-1/E2-2 et pBud/E2-
1/AE2-2) affectait I’intensité des réponses immunitaires E2-2 spécifiques respectives,
comparativement a leurs expressions par pBud/E2-2 ou pBud/AE2-2. L’inoculation de
pBud/E2-1/E2-2 ou de pBud/E2-1/AE2-2 permet I’induction d’une réponse humorale et
cellulaire E2-2 spécifique. Par contre, la réponse immunitaire E2-2 spécifique induite par
pBud/E2-1/AE2-2 n’est pas significativement supérieure a celle induite par pBud/E2-1/E2-
2. De plus, les résultats indiquent que I’intensité de la réponse immunitaire E2-2 spécifique
induite par I’inoculation d’un vecteur contenant deux génes est dans les deux cas inférieure
a celle induite par leurs homologues ne contenant que le géne E2-2. Plusieurs paramétres
pourraient I’expliquer: (1) une expression in vivo inférieure de 1’antigéne E2-2, (2) une
compétition au niveau de la transéription des génes a cause de la présence de deux génes
dans le méme plasmide et la méme cellule, (3) une différence au niveau de 1’efficacité de

présentation de Dantigéne E2-2 par les cellules du systtme immunitaire, (4) une
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compétition au niveau de la présentation des antigénes au systéme immunitaire ou, (5) une
compétition au niveau du développement d’une réponse immunitaire simultanée pour ces
deux antigénes dans un méme microenvironnement. Trés peu d’études rapportent la
combinaison d’antigénes E2 provenant de différents génotypes dans I’élaboration d’un
vaccin & ADN, il est possible qu’une incompatibilité immunitaire existe entre les deux
antigénes que nous avons choisis en comparaison avec la réponse immunitaire induite par

les plasmides individuellement.
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VI. CONCLUSION GENERALE |

Mon projet de recherche rapporte les stratégies (molécules de transport, modifications
géniques, création d’un vecteur multivalent et adjonction de molécules immunostimulantes)
envisagées pour optimiser un prototype de vaccin 8 ADN contre le BVDV développé dans

le laboratoire du Dr. Elhazary.

(1) La caractérisation et 1’évaluation de leur efficacité de transfection in vitro de molécules
de transport cationiques a permis de faire une sélection des molécules les plus efficaces et
les moins toxiques avant leur utilisation in vivo. Parmis les molécules de transport étudiées,
les poly(amphiphile)s de type polyméthacrylates (PAMs) se sont avérés le systtme de
livraison le plus efficace et le moins cytotoxique in vitro. Les complexes PAMs/ADN ont
une efficacité de transfection similaire a celle du test de référence de transfection in vitro (la
PEI branchée), en plus d’étre peu cytotoxiques. Suite a ces résultats in vitro, il serait trés
intéressant d’examiner le potentiel des complexes PAMs/ADN in vivo. Dans 1’optique de
leur utilisation in vivo, des essais de transfection en présence de sérum permettront d’ajuster
les ratios de transfection pour une stabilité maximale des complexes et estimer leur capacité

de transfection in vivo.

(2) La délétion d’une séquence hydrophobe codant pour 1’ancrage transmembranaire de la
glycoprotéine E2 et ’addition d’un signal de translocation de la protéine E™ du BVDV
(AE2-2) permet D’expression d’une protéine E2-2 sécrétée dans [’environnement
extracellulaire, comparativement a la séquence originale (E2-2) permettant 1’expression
d'une protéine liée a la membrane. Chez la souris, ’utilisation du vecteur d’expression
eucaryote codant pour AE2-2 démontre une induction significative de la réponse
immunitaire humorale et cellulaire, comparativement au vecteur codant pour E2-2. AE2-2
accélére la cinétique d’apparition des anticorps neutralisants et permet une induction
significative de la réponse immunitaire cellulaire Thl. Le pouvoir immunologique et

protecteur du vecteur pBud/AE2-2 sera trés intéressant a évaluer chez le bovin.
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(3) Un vecteur d’expression eucaryote permettant 1’expression indépendante de la protéine
E2 d’une souche du génotype I (E2-1) et de la protéine E2 d’une souche du génotype II (E2-
2 ou AE2-2) a été crée pour contrer la forte variabilité antigénique du BVDV et générer une
protection croisée contre des souches hétérologues de BVDV. Les résultats ont démontré
que I’expression de E2-2 ou AE2-2 par un plasmide contenant un second gene (pBud/E2-
1/E2-2 et pBud/E2-1/AE2-2) affecte I’intensité des réponses immunitaires E2-2 spécifiques,
comparativement a leurs expressions par pBud/E2-2 ou pBud/AE2-2. De plus, I’expression
. AE2-2 par un plasmide contenant un second gene affecte le potentiel immunologique de la

protéine translocante comparativement a son expression dans un vecteur monocistronique.

Nous sommes confiants que suite aux quelques études supplémentaires mentionnées,
I’inoculation du vecteur pBudAE2-2 (dont les codons ont été optimisés pour ’espéce
bovine) complexés avec la molécule de transport C12Br-, les résultats immunologiques

obtenus chez le bovin ne pourront qu’étre supérieurs a ceux déterminés chez la souris.
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