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Erythropoiétine

Food and drug administration
Glycosaminoglycane

Green fluorescent protein

Hémagglutinine

Acide hydroxyéthyl-pipérazine-éthanesulfonique
Hydrophilic/lipophilic balance

Human papillomavirus

Horse radish peroxidase

Human serum albumin

Herpes simplex virus thymidine kinase

Human T-cell lymphotropic virus 1
3-isobutyl-1-méthylxanthine

Insulin-like growth factor 1

Immunoglobuline

Interleukine

Interleukine-2
5-[(4-Carboxyphényl)méthylene]-2-thioxo-3-[(3-trifluorométhyl)phényl-
4-thiazolidinone

Phospholipase A2 calcium-indépendante
Interferon B promoter stimulator

Induced pluripotent stem cells
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IRF7
K18
K8

KC
KCC
KLC
Klf-4
LTR
MEQ
MTT
MW
MyD88
NBD1
NC
N-CAM
NFkB
NPC
Oct-3/4
ODN
PAGE
PAMP
PBS
PC
pCMV
PCSD
PDX
PEG
PEI
PEO
PKA
PKC
PKI
PLL-
PLSD
PPO
PRR

Interferon regulatory factor 7

Cytokératine 18

Cytokératine 8

Kanamycine-cholestérol

Kanamycine-caproyl-cholestérol

Kanamycine-lysyl-cholestérol

Kruppel-like factor 4

Long terminal repeat

lodure de 6-méthoxy-N-éthylquinolinium

Bromure de (3-(4,5-Diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényltétrazolium

Molecular weight

Myeloid differenciation primary response gene 88
Nucleotide binding domain 1
Néomycine-cholestérol

Neural cell adhesion molecule

Nuclear Factor k-light chain enhancer of activated B cells
Nuclear pore complex

Octamer binding transcription factor 3/4
Oligodésoxynucléotide

Polyacrylamide gel electrophoresis
Pathogen-associated molecular pattern
Phosphate buffered saline
Paromomycine-cholestérol

Promoteur du cytomélagovirus humain
Dioléoyl-caproyl-succinyl-paromomycine
Paromomycine-dexaméthasone
Polyéthyléne-glycol

Polyéthyléneimine

Polyéthyléne-oxyde

Protéine kinase AMPc dépendante
Protéine kinase C

cAMP-dependant protein kinase inhibitor
Poly-lysine
Dioléoyl-lysyl-succinyl-paromomycine
Polypropyléne-oxyde

Pattern recognition receptor
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PTD
PVP
QD
Racl
RACKS
RIG-I
RIP
RM
Saint-2
SAXS
siRNA
Sod-1
Sox-2
SV40
TAT
TBK1
TCC
TGKC
TGN
TLC
TLR
TLR
TMC
TNF
TO-PRO-3

U.A.
VIH
X-gal
ZBP1

Protein transduction domain
Polyvinyl-pyrrolidone

Quantum dot

Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1
Receptors for activated C-kinase

Retinoic acid inducible gene |

Receptor interacting protein

Rapport molaire lipide cationique/protéine
Chlorure de méthyl-dioléoyl-méthylpyrimidinium
Small angle X-ray scattering

Small interfering ribonucleic acid
Superoxyde-dismutase 1

Sex determining region Y box 2

Simian Virus 40

Transcription transactivating protein

Tank binding kinase 1
Tobramycine-caproyl-cholestérol
Tri-guanidinium-kanamycine-cholestérol
Trans Golgi network
Tobramycine-lysyl-cholestérol

Toll-like receptor

Toll-like receptor

Triméthylchitosan

Tumor necrosis factor

lodure de 4-[3-(3-méthyl-2(3H)-benzothiazolylidéne)-1-propényl]-1-[3-
(triméthylammonio)propyl] quinolinium
Unités arbitraires

Virus de l'immunodéficience humaine
5-bromo-4-chloro-3-indoyl- B-D-galactopyranoside
Z-DNA binding protein 1
alpha-galactosidase

Béta-galactosidase
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Avant propos

La majorité des molécules utilisées aujourd’hui en médecine humaine ou vétérinaire sont
issues de la synthése chimique, qu'elles soient inspirées de composés naturels ou créées
de novo. Parallelement a cette approche classique qui peut étre qualifiée de "chimiothérapie"
au sens large, un domaine basé sur l'utilisation de molécules directement issues du vivant
est en plein essor : les biothérapies. Ces biothérapies sont notamment basées sur la
délivrance intracellulaire de macromolécules, qui constitue aujourd'hui un domaine de
recherche particulierement actif et dynamique. Sous cette appellation se retrouvent des
techniques trés variées, utilisant aussi bien des vecteurs synthétiques que dérivés du vivant
ou des méthodes physiques, visant toutes le méme but : introduire au sein de cellules
vivantes des macromolécules afin d'induire une réponse biologique, généralement dans un

but thérapeutique.

L'application la plus emblématique de ces techniques reste aujourd’hui la délivrance
intracellulaire d'acides nucléiques. La plupart des vecteurs développés au cours des trois
derniéres décennies l'ont en effet été dans le cadre de la thérapie génique, afin d'introduire
dans les cellules atteintes par une pathologie d'origine génétigue des molécules d'ADN
porteuses du géne sain. La découverte de l'interférence ARN dans les années 1990 et de
ses applications a également conduit a adapter ces vecteurs au transfert de siRNA. La mise
au point de vecteurs synthétiques pour les acides nucléiques et I'étude de leurs propriétés
physicochimiques constituent l'axe de recherche fondamental de notre équipe : ces
propriétés sont détaillées dans le chapitre 3 des généralités. La découverte au cours des
derniéres années des réactions immunitaires induites par I'ADN introduit dans les cellules et
par I'expression d'un transgéne a conduit plus récemment a élargir son champ d'utilisation : a
l'origine simple véhicule pour les génes, I'ADN est aujourd’hui vu comme un puissant
immunomodulateur, particulierement prometteur dans le cadre de la cancérologie ou de la
vaccination. Quelques aspects de la délivrance intracellulaire d'ADN pour l'immunothérapie

sont présentés dans le chapitre 4 des généralités.

Parallélement aux acides nucléiques, les protéines constituent une autre grande classe de
macromolécules d'intérét biologique. Utilisées depuis pres d'un siécle en médecine humaine,
elles possédent une grande spécificité d'action mais n'agissent qu'au niveau extracellulaire.

Pourtant, leur délivrance a l'intérieur méme des cellules permet d'envisager des applications
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nombreuses. Des techniques variées ont été récemment développées pour délivrer ces
macromolécules au sein de cellules vivantes, mais leur efficacité limitée et leur mode
d'action mal compris freinent leur développement. Les propriétés de ces vecteurs pour les

protéines sont détaillées dans le chapitre 5 des généralités.

L'objectif de mon travail de thése a été le développement et la caractérisation de nouveaux
vecteurs sythétiques pour la délivrance de différentes classes de macromolécules
biologiques, notamment au travers de [|'étude des relations entre leurs propriétés
physicochimiques et leur activité biologique, dans le cadre de plusieurs projets de recherche.
La majeure partie de ce travail a consisté en la mise au point de nanovecteurs dédiés a la
délivrance intracellulaire de protéines, a travers un modéle permettant l'identification de
composés efficaces parmi des molécules initialement développées pour la vectorisation
d'acides nucléiques. Cette approche a permis la découverte de nouveaux vecteurs
permettant la délivrance, au sein de cellules en culture, de protéines modeles a destinée
nucléaire ou cytosolique. Les résultats de cette étude sont présentés dans le chapitre 4 des
résultats. L'efficacité de ces vecteurs nous a ensuite conduits a cibler par la délivrance
intracellulaire d'anticorps une cible thérapeutique, la kératine 8, prometteuse dans |'approche
de la mucoviscidose. En paralléle, I'étude des propriétés physicochimiques de ces vecteurs
nous a permis d'approcher certains aspects de leur mode d'action et devrait permettre, a
terme, le développement rationnel de nanovecteurs pour le transport intracellulaire de
protéines. Par ailleurs, j'ai eu l'opportunité de participer durant ma thése a la valorisation
industrielle de tels vecteurs par le biais d'une mission de doctorant-expert au sein de la

société In Cell Art.

Parallélement a cet axe de recherche, jai eu l'occasion de contribuer & des projets
collaboratifs concernant le développement de nouveaux vecteurs synthétiques pour la
délivrance d'acides nucléiques in vitro et in vivo, dont les résultats sont exposés dans les
chapitres 1 et 2 des résultats. Enfin, une application concréete de tels vecteurs dans le
cadre de limmunothérapie est illustrée par les résultats que nous avons obtenus dans le
développement d'un nouveau protocole de vaccination & ADN chez la souris, et qui sont

exposés dans le chapitre 3 des résultats.

14



Généralités



Généralités
Chapitre 1- Délivrance intracellulaire d'acides nucléiques

Les techniques mises en ceuvre a I'heure actuelle pour la délivrance intracellulaire d'acides
nucléiques trouvent leur origine dans les années 1940, lorsque O. Avery montre que I'ADN
est le support de l'information génétique et peut transférer des génes depuis une bactérie
vers une autre (Avery et al., 1944). Dans la décennie suivante, la capacité des virus a
délivrer leur génome dans des cellules eucaryotes a été démontrée, posant les bases du
transfert d'acides nucléiques dans des cellules de mammiféres. S.M. Gartler observe en
1960 que des cellules murines sont capables d'internaliser spontanément de I'ADN
génomique marqué (Gartler and Pavlovskis , 1960), et G.R. Dubes montre I'année suivante
gue I'ARN isolé du poliovirus est facilement internalisé par des cellules rénales de singe
lorsqu'il est complexé a des sels peu solubles, ouvrant ainsi la voie aux vecteurs
synthétiques (Dubes and Klingler, 1961). A I|'époque, l'absence d'outils moléculaires
permettant la manipulation de séquences génétiques limite l'application de ces techniques a
I'étude des virus, mais déja le concept de thérapie génique est en germe et dés 1966, le prix
Nobel de physiologie et médecine E. Tatum prédit dans une conférence |'utilisation de la
transduction d'ADN dans un but thérapeutique (Tatum, 1966; Wolff and Lederberg, 1994).
L'identification de la premiére enzyme de restriction de type II, Hind II, en 1970 par I'équipe
de H.O. Smith, a ouvert la voie a la biologie moléculaire et aux techniques de I'ADN
recombinant, permettant la modification ciblée de séquences nucléotidiques (Roberts, 2005).
Suite a ces découvertes, le clonage du gene de la B-globine par T. Maniatis en 1976 et la
preuve de son implication dans la B-thalassémie en ont rapidement fait un candidat de choix
pour une thérapie de remplacement génique : aprés la démonstration de faisabilité chez la
souris, le premier essai chez I'humain a été effectué en 1980 par M. Cline en transfectant in
vitro par du phosphate de calcium le géne manquant aux cellules hématopoiétiques de deux
patients puis en les réinjectant (Friedmann, 1992). Cet essai, infructueux et extrémement
controversé, a permis de mettre en lumiére deux aspects essentiels concernant la thérapie
génique : l'exigence d'un cadre expérimental et éthique rigoureux, et la nécessité de
nouveaux vecteurs plus efficaces pour délivrer les acides nucléiques au sein des cellules

cibles.

Les années 1980 ont vu une augmentation importante des recherches sur le sujet. Si les
virus ont naturellement eu une place de choix dans le développement de ces nouveaux

vecteurs du fait de leur efficacité, ils présentent aussi de nombreux inconvénients qui ont
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rapidement amené au développement de vecteurs synthétiques. Parmi de nombreuses
approches, on peut citer l'encapsulation d'’ADN dans des liposomes, qui a permis la
délivrance in vivo du gene de linsuline chez le rat (Nicolau et al., 1983). Malgré certains
succes, les vecteurs développés au cours de cette période se sont avérés peu efficaces ou
trop toxiques pour envisager une utilisation chez 'Homme. Cependant, en 1987 avec la
synthese de la DOTMA (Di-O-octadecenyl-trimethylammoniumpropane), une nouvelle classe
de molécules dédiées a la vectorisation d'acides nucléiques fait son apparition : les lipides
cationiques (Felgner et al., 1987). Ces composés sont capables de former des complexes
avec I'ADN, d'étre internalisés par des cellules en culture, et s'averent étre les vecteurs
synthétiques les plus efficaces disponibles a I'époque. Bien que peu efficaces in vivo, ils sont
particulierement adaptés a des transfections in vitro pour la recherche ou pour des
approches de remplacement génique ex vivo, et des stratégies existent pour améliorer leur
efficacité in vivo. Dans les années 1990, le développement de nouveaux vecteurs basés sur
des polyméres a permis I|'élargissement du champ des vecteurs synthétiques, avec par
exemple le polyéthyléneimine (PEI) qui permet le transfert d'acides nucléigues in vivo et in
vitro (Boussif et al., 1995; Demeneix and Behr, 2005), ou les copolyméres a blocs qui se
sont révélés de puissant agents pour le transfert de géne dans des organes comme le
muscle ou le poumon (Lemieux et al., 2000; Pitard et al., 2002; Pitard et al., 2004; Desigaux
et al., 2005).

A I'heure actuelle (juin 2012), plus de 1800 essais cliniques de thérapie génique sont en
cours ou terminés dans le monde d'aprés The Journal of Gene Medicine (Figure 1). Si les
virus représentent encore l'immense majorité des vecteurs utilisés (prés de 70 %), I'utilisation
des vecteurs synthétiques ne cesse d'augmenter et leur domaine d'application s'élargit au fur

et a mesure des avancées technologiques.

Vectors Used in Gene Therapy Clinical Trials \*\

Adenovirus 23.3% \:’1 =438)
Retrovirus 19.7% (n=370)

Naked/Pl (n=345)
Vaccinia virus 7.9°

Lipotection 5.9% (n=111)

Poxvirus 5% (n=95)
Adenoc-associated virus 4,9% (n=92)

Herp

I
Lentry

Other categories

Unknown 3.4% (n=64)

Figure 1 — Types de vecteurs utilisés dans les essais cliniques de thérapie génique (d'aprés The Journal Of
Gene Medicine, juin 2012).
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Chapitre 2- Vecteurs viraux

Le principal obstacle a la délivrance intracellulaire d'acides nucléiques est la membrane
plasmique, véritable frontiere entre la cellule et son milieu extérieur. Si elle permet le
passage d'ions ou de petites molécules par simple diffusion ou par le biais de protéines
transmembranaires comme les canaux ioniques, elle est en revanche imperméable a la
plupart des macromolécules. Dans le cas des acides nucléiques en particulier, la charge
négative de la membrane que lui confére le glycocalyx, composé essentiellement d'acide
sialique et de glycosaminoglycanes, a tendance a repousser les molécules d'’ADN ou d'ARN
négativement chargées a pH physiologique, rendant le passage d'acides nucléiques nus tres
peu efficace (Palte and Raines, 2012). L'utilisation de vecteurs pour délivrer ce type de

molécules dans des cellules in vivo comme in vitro est donc indispensable.

Les virus ont, par nature, la capacité de délivrer leur génome dans les cellules gu'ils
infectent, c'est donc naturellement vers eux que la majorité des recherches sur le transfert de
gene se sont portées. Les premiers vecteurs développés ont été basés sur des rétrovirus
(Miller et al., 1983), virus a ARN capables d'infecter de maniere trés efficace des cellules en
division et d'intégrer une copie de leur génome dans leurs chromosomes grace a une
rétrotranscriptase. Bien adaptés a des stratégies de remplacement génique ex vivo, ils ont
été a l'origine des premiers succes enregistrés par la thérapie génique (Cavazzana-Calvo et
al., 2000). Cependant, il a rapidement été établi que ces vecteurs, en intégrant le transgene
a proximité de proto-oncogeéenes dans le génome héte, sont responsables du développement
de leucémies observées chez certains des patients traités par cette technique (Hacein-Bey-
Abina et al., 2008). Les lentivirus, de la famille des VIH, sont également utilisés du fait de
leur capacité a intégrer leur génome dans des cellules quiescentes, ce que les rétrovirus ne
sont pas capables de faire, mais posent les mémes problémes de mutagénése insertionnelle
et d'un éventuel retour a la pathogénicité (Naldini et al., 1996). Les adénovirus, qui sont des
virus a ADN capables d'infecter des cellules quiescentes ou en division, permettent de
résoudre ce probléeme de mutagénése insertionnelle car le transgéne reste sous forme
épisomale dans le noyau de la cellule héte. En contrepartie, I'expression de ce transgene est
limitée dans le temps puisqu'il sera perdu lors d'une éventuelle division cellulaire. De plus,
ces virus étant des pathogénes courants chez I'humain, ils induisent de puissantes réactions
inflammatoires lorsqu'ils sont administrés a des doses thérapeutiques (de I'ordre de 10
particules virales), cela s'étant soldé par le déces d'un patient lors d'un essai clinique
(Marshall, 1999). Malgré ces inconveénients, les vecteurs adénoviraux représentent a eux
seuls 20 % des essais cliniqgues Plus récemment, I'utilisation des AAV (Adeno-associated

viruses) a permis la délivrance de génes in vivo dans la rétine, le foie, le muscle ou les
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poumons. Ces virus non pathogénes présentent l'avantage d'étre peu immunogenes et de
pouvoir étre intégrés au génome de I'n6te de maniére relativement spécifique, limitant ainsi
les risques de mutagénése insertionnelle dans des stratégies in vitro. Plusieurs sérotypes
ayant des tropismes différents pour divers tissus sont disponibles, autorisant un transfert de
géne relativement ciblé (Wang et al., 2011). Leur principal inconvénient vient de la petite
taille du transgene qu'ils peuvent transporter, 4,8 kb au maximum (Grieger and Samulski,
2005), et du développement d'anticorps anti-AAV.

Les vecteurs viraux constituent donc une classe d'agents efficaces pour des approches de
thérapie génique in vivo et ex vivo, mais présentent de nombreux inconvénients : taille du
transgéne limitée par la capacité de la capside virale, mutagénése insertionnelle, retour
possible a la pathogénicité. La principale limitation de leur usage in vivo est leur
immunogénicité : en plus des risques d'inflammation généralisée due aux doses de virus
employées, les vecteurs viraux sont susceptibles d'étre neutralisés par des anticorps pré-
existants a la premiere injection, et dans tous les cas ne peuvent pas étre utilisés a répétition
car l'organisme est rapidement "vacciné" contre le vecteur. De plus, leur production
nécessite des exigences de sécurité qui la rendent trés colteuses Ces limitations ont donc
conduit au développement de vecteurs non viraux pour la délivrance intracellulaire d'acides

nucléiques.
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Chapitre 3- Vecteurs synthétiques pour le transfert de génes

Parallelement aux vecteurs viraux, d'autres techniques ont été développées pour la
vectorisation d'acides nucléiques. L'injection d'ADN nu est simple a mettre en ceuvre et
permet le transfert de génes in vivo, notamment in situ dans le muscle, mais son efficacité
est limitée par la faible internalisation des acides nucléiques ainsi délivrés, et par leur
dégradation car ils ne sont pas protégés de l'action des nucléases présentes dans
l'organisme (Wolff and Budker, 2005). La micro-injection permet le traitement de cellules in
vitro mais ne peut pas étre appliquée a un organisme et est traumatisante pour les cellules.
L'électroporation permet la transfection efficace de cellules en culture ou in vivo mais peut
poser des problemes de mortalité cellulaire et d'ischémie post-électrisation dans les tissus, et
la zone transfectée est limitée a I'espace entre les électrodes (Gehl, 2003).

Pour pallier aux limitations de ces technigues physiques, des vecteurs basés sur des
molécules relativement simples, issues de la chimie, ont été développés : les vecteurs
synthétiques ou vecteurs non viraux. Leur conception est moins colteuse que celle des
vecteurs viraux, notamment parce qu'ils sont plus faciles a caractériser et purifier. lls sont
peu immunogenes ce qui permet d'envisager des administrations répétées dans le temps, et
la taille du transgéne qu'ils peuvent véhiculer n'est pas limitée en théorie (Kreiss et al.,
1999). Leur conception rationnelle est basée sur cing criteres définissant le "vecteur idéal" :

1 — Permettre la compaction des acides nucléiques a délivrer, sous forme d'objets dont la
taille est compatible avec une entrée dans la cellule, et ou l'acide nucléique est protégé

d'une éventuelle dégradation.
2 — Etre non immunogeénes et inertes dans les fluides biologiques.
3 — Permettre une interaction avec les membranes plasmiques pour étre internalisés.

4 — Permettre l'accés au cytoplasme des acides nucléiques internalisés, c'est-a-dire

provoquer la rupture des endosomes dans le cas d'une entrée par endocytose.

5 — Permettre aux acides nucléiques d'étre transportés vers le noyau de la cellule ciblée.

Ces criteres ont amené a la mise au point de deux grandes classes de vecteurs
synthétiques : les lipides cationiques d'une part, les polyméres cationiques ou non ioniques
d'autre part. Notre équipe a contribué au développement de ces deux familles de vecteurs et
s'est attachée a I'étude des relations entre leurs propriétés physicochimiques et leur

efficacité, qui sont détaillées dans ce troisi€me chapitre.
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A. Les lipides cationiques
1. Structure

Il a été observé trés tot que la complexation d'acides nucléiques avec des sels comme le
phosphate de calcium facilite leur internalisation par des cellules en culture (Dubes and
Klingler, 1961). Une autre approche basée sur I'encapsulation d'acides nucléiques dans des
liposomes, développée au début des années 1980, a permis la délivrance d'acides
nucléiques avec une efficacité similaire au phosphate de calcium (Fraley et al., 1980;
Schaefer-Ridder et al., 1982). En se basant sur ces observations, I'équipe de P.L. Felgner a
travaillé & la mise au point d'une molécule alliant une charge cationique permettant la
formation d'un complexe avec les acides nucléiques, et une partie hydrophobe autorisant la
formation de structure supramoléculaires et la fusion avec les membranes cellulaires. Ces
travaux ont abouti a la synthése du premier lipide cationique, la DOTMA (Felgner et al.,
1987), toujours commercialisée sous le nom de Lipofectin® Les nombreux lipides
cationiques développés depuis sont basés sur la méme structure : un domaine cationique lié

a un domaine hydrophobe, éventuellement par le biais d'un bras espaceur (Figure 2).

QUEVE BRAS TETE
HYDROPHOBE ESPACEUR CATIOHIQUE

| —

Figure 2 — Structure générale des lipides cationiques. La queue hydrophobe composée d'acides gras ou de
cholestérol est liée a la téte cationique permettant la complexation des acides nucléiques par un bras espaceur
de nature variable.

a Téte cationique

La partie polaire de ces lipides est généralement basée sur des fonctions azotées comme
les amines ou les guanidiniums, qui sont protonées et donc positivement chargées a pH
physiologique, ou des ammoniums quaternaires chargés en permanence. La DOTMA par
exemple est basée sur un tel groupement ammonium, qui constitue une téte monocationique
(Figure 3 A). D'autres lipides monocationiques ont été développés, tel la DOTAP (Dioléoyl-
triméthylammoniumpropane) qui possede la méme téte cationique liée aux chaines

d'acides gras par des liaisons ester au lieu d'éthers (Figure 3 B).

Afin d'augmenter le degré de complexation de I'ADN par ces composés, des lipides
polycationiques ont été mis au point. Ainsi, la dioctadecyl-amido-glycylspermine ou DOGS
(Figure 3 C) synthétisée par I'équipe de J.P. Behr est basée sur une spermine (Behr et al.,

1989). Cette polyamine naturellement présente dans les cellules se lie au grand sillon de
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I'ADN avec une affinité importante (K = 10°-107 M) (Feuerstein et al., 1986). La DOGS
permet la formation de complexes stables avec I'ADN qui sont plus efficaces que les lipides
monocationiques pour délivrer de I'ADN plasmidique dans des cellules en culture. Elle est
aujourd'hui commercialisée sous le nom Transfectam®. Une autre lipopolyamine, la DOSPA
(dioléoyl-sperminecarboxamidoéthyl-diméthylpropanammonium), également basée sur la
spermine (Figure 3 D), entre dans la composition de la Lipofectamine®. Plus récemment, une
famille de lipides polycationiques basés sur les aminoglycosides a été développée par les
équipes de J.M. Lehn et P. Lehn : ces composés seront détaillés dans la partie A.4 de ce
chapitre.

b Queue hydrophobe

La partie hydrophobe des lipides cationiques permet leur auto-assemblage sous forme de
micelles ou de liposomes et, dans une certaine mesure, la fusion de ces structures
supramoléculaires avec les membranes plasmiques. Cette partie est généralement
constituée de chaines d'acides gras, mais des lipides basés sur un groupement cholestérol
ont également été développés. Le cholestérol fluidifie les membranes lipidiques et augmente
la densité des lipides dans la bicouche, permettant une plus grande densité de charges
positives dans le cas de lipides cationiques (Semple et al., 1996), et facilite la formation de
phases H,, importantes pour I'échappement endosomal (ce point sera détaillé dans la suite
de ce chapitre). Il a également été montré que la conjugaison d'oligonucléotides avec un
cholestérol facilite leur internalisation (Boutorin et al., 1989). Le premier lipide cationique
dérivé du cholestérol est le diéthylaminoéthane-carbamoyl-cholestérol (DC-Chol, Figure 3 E),
basé sur une téte monocationique. Il s'est avéré efficace et moins toxique que la DOTMA
lorsqu'il est utilisé sous forme de liposomes mélangé au colipide neutre DOPE (dioléoyl-

phosphatidyl-éthanolamine) (Gao and Huang, 1991).

La possibilité d'augmenter l'activité de transfection de ces lipides dérivés du cholestérol a
amené a la synthése d'un composé porteur d'une téte polycationique, le BGTC (bis-
guanidinium-tren-cholestérol). Les groupements guanidinium qu'il porte sont trés fortement
protonés a pH physiologique et sont connus pour interagir avec I'ADN, dans les histones par
exemple. Combiné a la DOPE, il est légérement plus efficace que la DOTMA pour la
transfection de nombreux types cellulaires in vitro (Vigneron et al., 1996; Pitard et al., 1999).
Les liposomes de BGTC:DOPE sont également capables de transfecter I'épithélium des

voies aériennes chez la souris (Oudrhiri et al., 1997).
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Figure 3 — Structures chimiques de lipides cationiques. (A) DOTMA,; (B) DOTAP; (C) DOGS; (D) DOSPA,; (E)
DC-Chol; (F) BGTC

2. Caractéristiques physicochimiques des complexes lipide cationique/acides

nucléiques

L'efficacité de transfection des lipides cationiqgues est étroitement corrélée aux
caractéristiques physicochimiques des assemblages supramoléculaires gu'ils forment avec
les acides nucléiques. Des ces parameétres dépendent en effet le mécanisme d'entrée des
lipoplexes dans les cellules, l'efficacité de I'échappement endosomal et, pour des
applications in vivo, la comportement des lipoplexes dans les fluides biologiques. lls peuvent
étre observés a I'échelle macroscopique, comme I'état de complexation de I'ADN au sein des

lipoplexes ou leur taille, et a I'échelle microscopique avec I'‘étude de leur structure

supramoléculaire.

a Etat de complexation de I'ADN au sein des lipoplexes

Les lipoplexes sont habituellement formés en combinant une solution d'’ADN et une
suspension de lipides cationiques. L'interaction électrostatique entre les groupements

phosphates de [I'ADN et les charges positives du lipide cationique est le moteur de la
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formation d'un complexe supramoléculaire plus ou moins stable dont la cohérence est
assurée a la fois par cette interaction électrostatique et par l'interaction hydrophobe entre les
lipides cationiques. L'efficacité de transfection des lipides cationiques dépend en grande
partie de cette capacité a former un complexe avec I'ADN pour le véhiculer jusqu'aux cellules
ciblées. L'état de complexation de I'ADN peut étre évalué en mesurant son accessibilité a la
DNAse | (Bertling et al., 1991) ou a des agents intercalants comme le bromure d'éthidium
(BET) ou le PicoGreen (Eastman et al., 1997; Ferrari et al., 1998). Le BET est un composé
fluorescent dont I'émission a 610 nm est fortement quenchée en solution dans I'eau. Son
intercalation dans l'environnement hydrophobe de la double hélice d’ADN conduit a une
augmentation de sa fluorescence d'un facteur 20. Sa charge positive empéche sa diffusion
dans les lipoplexes, et donc son accés a I'ADN complexé. Il permet donc une mesure
guantitative de la proportion d'ADN libre et dADN complexé dans une suspension de
lipoplexes. La Figure 4 A montre I'évolution de la fluorescence du BET dans une suspension
de complexes lipopolyamine/ADN en fonction du rapport de charge +/- de ces complexes,
qui correspond au rapport entre les charges positives des amines du lipide cationique et les
charges négatives des groupements phosphates de I'ADN. On observe une décroissance
rapide de cette fluorescence de 100 % au rapport de charge 0 (correspondant & une solution
d'ADN pur) vers un minima a partir du rapport de charge 1, qui équivaut a la neutralité
électriqgue des complexes. Ce résultat indique qu'a partir du rapport de charge 1, I'ADN est
entierement recouvert par les lipides cationiques qui empéchent au BET d'y accéder. En
revanche, pour des rapports de charge entre 0 et 1, il n'est pas possible de déterminer si la
fluorescence observée résulte de la présence d'ADN libre en solution ou de la présence de
complexes laches ou I'ADN est toujours accessible a la sonde. L'électrophorése sur gel
d'agarose permet une évaluation plus précise de I'état de condensation de I'ADN : les
lipoplexes déposés sur le gel restent dans les puits alors que seul I'ADN libre est capable de
migrer a travers les mailles du gel. La Figure 4 B montre que pour des rapports de charge
inférieurs a 1, une partie de I'ADN est libre en solution. On remarque également que I'ADN
complexé a ces rapports de charge est faiblement condensé, comme le montre la
fluorescence des lipoplexes bloqués dans les puits. Pour des rapports de charge supérieurs

a 1, l'acide nucléique est totalement condensé, indiquant la formation de complexes stables.
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Figure 4 — Evaluation de la complexation de I'ADN par les lipides cationiques. (A) Mesure de fluorescence
du BET dans une suspension de complexes lipopolyamine/ADN en fonction du rapport de charge. (B)
Electrophorese sur gel d'agarose de complexes lipopolyamine/ADN a différents rapports de charge (0, 0.1, 0.2,
0.3,0.4,05,0.6,0.7,0.9, 1, 2, 4 et 8) (Pitard, 2002)

b Stabilité colloidale des lipoplexes

La taille des complexes formés par les lipides cationiques et les acides nucléiques est un
autre facteur essentiel pour leur efficacité de transfection. lls doivent en effet posséder une
taille compatible avec leur entrée par endocytose dans les cellules, soit quelques
micrometres au maximum, tout en étant suffisamment grands pour sédimenter sur les
cellules malgré le mouvement brownien. Leur diamétre peut étre évalué par diffusion quasi-
élastique de la lumiére .Cette technique est basée sur les variations de la diffusion d'un laser
dans une suspension de particules, qui dépendent de la vitesse de ces particules et donc de
leur rayon hydrodynamique. La Figure 5 A montre que I'évolution de la taille de complexes
lipopolyamine/ADN en fonction du rapport de charge +/- suit un modele a trois zones (Pitard
et al.,, 1997). La zone A est formée de lipoplexes négativement chargée ou I'ADN est en
exces. Ces lipoplexes sont colloidalement stables et les mesures de fluorescence du BET
montrent que I'ADN y coexiste sous forme libre et sous forme peu condensée dans ces
conditions. Leur activité de transfection est quasi-nulle comme indiqué par la Figure 5 B.
A l'approche de I'électroneutralité, I'absence de répulsion électrostatique entre les lipoplexes
conduit a leur agrégation par interaction hydrophobe : ils forment un précipité visible a I'ceil
nu qui définit la zone B d'instabilité colloidale. L'activité de transfection de ces complexes est
faible, probablement du fait de leur taille importante qui limite leur internalisation par les
cellules. La zone C est faite de petits lipoplexes stabilisés par leur charge positive. Ces
complexes ou I'ADN est fortement condensé sont capables de s'associer aux membranes

cellulaires par interaction électrostatique et transfectent trés efficacement des cellules en
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culture. Il est a noter que ce comportement suivant un diagramme a trois phases est
retrouvé avec l'ensemble des complexes lipide cationique/acide nucléique, mais que les
limites entre les trois zones sont dépendantes de nombreux facteurs, notamment du lipide

cationique utilisé, de la présence d'un colipide, et de la force ionique de la solution contenant

les lipoplexes.
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Figure 5 - Stabilité colloidale de complexes lipopolyamine/ADN. (A)Mesure par diffusion quasi-élastique de la
lumiére du diametre de complexes lipopolyamine/ADN en fonction du rapport de charge. Les lipoplexes des
zones A et C sont stables alors que ceux de la zone B sont colloidalement instables et forment un précipité. Une
valeur arbitraire de 700 nm est attribuée aux objets de cette zone dont la taille ne peut pas étre mesurée par cette
technique. (B) Activité de transfection d'un plasmide encodant la luciférase par une lipopolyamine dans des
cellules HeLa en fonction du rapport de charge (Pitard et al., 1997; Pitard, 2002).

¢ Morphologie des lipoplexes

La structure des complexes lipide cationique/ADN peut étre étudiée par microscopie
électronique, et plus particulierement par cryo-TEM (cryogenic transmission electron
microscopy), qui permet l'observation de macromolécules ou de structures
supramoléculaires incluses dans de la glace vitreuse a basse température avec un minimum
de préparation de I'‘échantillon et donc d'artefacts (Gustafsson et al., 1995). La Figure 6
montre la morphologie typique de lipolexes issus des trois zones de stabilité colloidale. Dans
la zone A, on observe des fibres d'ADN libres ou faiblement complexées au lipide cationique
(Figure 6 B). Le coeur de ces complexes observé a fort grossissement montre une structure
lamellaire en "empreintes digitales" (Figure 6 A) qui est composée d'ADN condensé entre
des couches de lipide cationique. Les complexes formés dans la zone B forment
d'importants agrégats. Leur observation en microscopie optique montre que leur taille est de
l'ordre de la dizaine de micrometres, peu compatible avec une internalisation cellulaire

Figure 6 C), cependant I'ADN vy est efficacement complexé puisqu'on ne retrouve pas de
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fibres libres (Figure 6 D). On observe une plus forte proportion de structures lamellaires.
Dans la zone C, les objets formés sont de petite taille, stabilisés par répulsion électrostatique
et possedent clairement une structure lamellaire. On n'y retrouve pas d'ADN libre (Figure 6
E-F). Cette association lipide cationique/ADN selon un modéle a trois zones est schématisé
sur la Figure 7.

Figure 6 — Observation en cryo-TEM de complexes lipide cationique/ADN des trois zones de stabilité
colloidale. (A-B) Complexes issus de la zone A; (C-D) Complexes issus de la zone B (C : microscopie optique a
contraste de phase. D : Cryo-TEM); (E-F) Complexes issus de la zone C. Barres d'échelle : 100 nm (A, D, E, F),
500 nm (B), 10pm (C) (Pitard et al., 1997).

Zone A Zone B Zone C

Figure 7 — Représentation schématique des lipoplexes obtenus par I'association d'ADN et de micelles
cationiques, en fonction de leur appartenance aux zones A, B ou C du modéle de stabilité colloidale (Barteau et
al., 2008)

Une autre technique permettant I'étude de la structure des lipoplexes est la diffusion des
rayons X aux petits angles (SAXS). Elle consiste a analyser un échantillon soumis a un
puissant rayonnement X, généralement issu d'un synchrotron. Des photons sont diffusés par
les lipoplexes a des angles proches du rayonnement incident : I'analyse de ce rayonnement
fournit des informations sur la structure supramoléculaire des lipoplexes. On peut
généralement classifier les complexes lipide cationique/ADN selon deux types d'organisation
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supramoléculaire : soit une phase lamellaire L, correspondant aux structures observées sur
la Figure 6, soit une phase hexagonale inverse H, (Figure 8). L'existence de ces phases
dépend du lipide cationique utilisé et de la présence ou non d'un colipide. La DOPE par
exemple a tendance a favoriser I'adoption de la phase H,. L'organisation supramoléculaire
des lipoplexes a une incidence sur leur capacité a fusionner avec les membranes,
notamment au niveau des endosomes, et a donc une influence directe sur leur efficacité de
transfection (Barteau et al., 2008). Le SAXS permet également de mettre en évidence, en
plus de l'organisation périodique des lipides, une périodicité de 2,5 a 6 nm suivant les
conditions, qui est attribuée a l'organisation de I'ADN au sein du lipoplexe. Ces observations
montrent que les complexes auto-assemblés lipide cationique/ADN sont des objets

hautement organisés, tant au niveau des lipides que de I'acide nucléique.
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Figure 8 — Représentation des phases lamellaire et hexagonale inverse. (A) Représentation schématique de
la phase lamellaire Lq ; (B) représentation schématique de la phase hexagonale inverse H,,. Les lipides sont
représentés en jaune (queues hydrophobes) et vert/blanc (tétes hydrophiles). (C) Observation en cryo-TEM d'un
lipoplexe en phase lamellaire (les structures circulaires sombres sont des artefacts). (D) Observation en cryo-
TEM d'un lipoplexes en phase hexagonale inverse; encart : structure a haute résolution de la phase hexagonale
inverse obtenue par transformée de Fourier. Barres d'échelle : 100nm sauf encart du D : 0,5 nm (Koltover et al.,
1998; Bell et al., 2003).
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3. Mécanisme d'action des lipides cationiques
a Attachement ala membrane et internalisation

La membrane des cellules est couverte d'une couche de molécules hautement hydratées, le
glycocalyx. Celui-ci est composé de glycoprotéines riches en acide sialique et de
glycosaminoglycanes (GAG) dont la charge négative repousse les groupements phosphate
des acides nucléiques, également chargés négativement & pH physiologique. Il a notamment
été observé que des cellules modifiees CHO-745 (cellules ovariennes de hamster chinois)
présentant un défaut de synthése de I'héparane sulfate et de la chondroitine sulfate, ou des
cellules Lec-2 déficientes en acide sialique, incorporent plus facilement dans leur membrane
plasmique des conjugués lipide-oligonucléotide que des CHO sauvages (Palte and Raines,
2012). Il a également été suggéré que la facilité avec laquelle les cellules du nématode
C. elegans internalisent des siRNAs tient au fait que ces animaux sont déficients en acide
sialique et en GAG. Cet effet répulsif du glycocalyx associé a I'hydrophobicité de la
membrane plasmigue rend presqu'impossible le passage spontané d'acides nucléigues vers
le cytoplasme des cellules de mammifére. Les vecteurs cationiques, en formant avec les
acides nucléiques des complexes stables et positivement chargés, permettent de franchir
cette barriére du glycocalyx en exploitant sa charge négative pour s'y associer par interaction
électrostatique. Il a été montré que les cellules CHO-745 ont un niveau de transfection par
les vecteurs cationiques 50 fois moindre que leurs homologues non déficientes en GAG, et
gue la déplétion par voie chimique du glycocalyx de cellules HeLa diminue également de
maniére importante leur transfection par les vecteurs cationiques. De plus, de I'héparane
sulfate libre dans le milieu de transfection inhibe l'internalisation des lipoplexes par les
cellules HelLa (Mislick and Baldeschwieler, 1996). Ces résultats montrent que l'interaction
non spécifique entre les lipoplexes et la surface de la cellule constitue la premiere étape de

leur internalisation.

La bicouche lipidique constituant la membrane plasmique constitue le deuxiéme obstacle a
franchir par les lipoplexes avant d'atteindre lintérieur de la cellule. Les auteurs des
premieres études sur le transfert de géne par les lipides cationiques ont suggéré un
mécanisme de fusion entre les lipoplexes et la membrane plasmique assez intuitif vu la
nature membranaire des liposomes cationiques, impliguant une délivrance directe des
acides nucléiques dans le cytosol (Felgner et al., 1995). Il a cependant rapidement été
observé que des lipoplexes de DOTAP ou de DOTMA contenant des lipides marqués
fusionnent avec les membranes plasmiques, mais que ce mélange n'est pas corrélé avec le
niveau de transfection. Plus intéressant, il a été montré que le mélange des lipides

cationiques avec les membranes cellulaires est diminué lorsque I'endocytose est inhibée,
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indiquant que la majorité des lipoplexes ne fusionnent pas directement avec la membrane
plasmique mais qu'une étape intermédiaire d'endocytose est en jeu dans le processus (Hui
et al., 1996; Stegmann and Legendre, 1997).

L'endocytose permet aux cellules d'internaliser des éléments présents dans son milieu
extérieur ou a sa surface et peut revétir plusieurs formes (Figure 9). La phagocytose,
principalement a I'ceuvre dans les cellules immunitaires, consiste a internaliser des particules
de grande taille en les englobant dans des protrusions de la membrane plasmique. C'est un
processus hautement régulé, dépendant de récepteurs qui activent des voies de
signalisation intracellulaire conduisant & la déformation de la membrane par le réseau
d'actine sous-jacent. L'exemple typique est la reconnaissance des domaines Fc (fragment
cristallisable) d'immunoglobulines liées a leur antigene, permettant aux macrophages
d'internaliser des éléments du non-soi opsonisés. L'entrée des lipoplexes dans la cellule se
faisant par attachement non spécifique aux GAG, il est peu probable qu'ils empruntent cette
voie. La pinocytose consiste en linternalisation de solutés en phase fluide, et est donc
dépendante de la concentration du soluté dans le milieu extracellulaire. Elle peut étre
facilitée par l'adsorption sur la membrane plasmique des composés a internaliser et peut se
décliner sous quatre voies. La macropinocytose, processus proche de la phagocytose,
permet d'englober un grand volume de milieu extracellulaire par protrusion de la membrane
plasmigue. Elle est également sous la dépendance de voies de signalisation intracellulaires
et du réseau d'actine. Les autres formes de pinocytose sont plus sélectives et conduisent a
la formation de petites vésicules selon trois mécanismes : endocytose cavéole dépendante,
clathrine dépendante, ou clathrine-cavéole indépendante. L'endocytose cavéole-dépendante
conduit a la formation de petites vésicules de 50-60 nm de diamétre, formées au niveau de
régions de la membrane riches en cholestérol et sphingolipides. C'est également un
processus trés régulé qui semble faire appel a une interaction entre le cargo et des
récepteurs de surface. L'endocytose clathrine-dépendante est un processus constitutif
présent dans toutes les cellules de l'organisme. Elle permet l'internalisation de nombreux
solutés comme les lipoprotéines de basse densité (LDL-cholestérol), la transferrine ou le
recyclage des protéines membranaires par internalisation de portions de membrane. C'est le
processus d'endocytose le mieux compris. Elle est récepteur-dépendante : des récepteurs
liés a leur ligand sont concentrés au niveau de puits membranaires recouvertes d'un feutrage
de clathrine. Cette protéine conduit a l'invagination de la portion de membrane qu'elle
recouvre, qui est désolidarisée de la membrane plasmique par I'action de la dynamine. Une
fois la vésicule d'endocytose formée, d'un diamétre d'une centaine de nanometres, le
feutrage de clathrine se désassemble et est recyclé vers d'autres puits membranaires.

L'endocytose cavéole et clathrine-indépendante est un processus encore mal étudié qui
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conduit a la formation de petites vésicules de 90 nm de diamétre au niveau de
microdomaines membranaires riches en cholestérol. La composition en lipides de ces
microdomaines conduit & la concentration de certaines protéines membranaires, par
exemple le récepteur a l'interleukine-2, qui sont internalisés par un processus indépendant
de la clathrine et des cavéoles, mais qui peut dépendre ou non de la dynamine, indiquant
gu'il existe au moins deux formes de ce processus (Conner and Schmid, 2003).

Pinocytosis
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Figure 9 — Voies d'entrée dans la cellule par endocytose. Ces voies different par la taille de la particule internalisée et par
les récepteurs éventuellement mis en jeu. (Conner and Schmid, 2003)

Pour élucider le mécanisme d'entrée des lipoplexes dans les cellules, de nombreuses
éxpériences ont été conduites en présence d'inhibiteurs spécifiques de voies d'endocytose.
La filipine et la génistéine, qui sont des inhibiteurs de I'endocytose cavéole-dépendante, ont
peu d'effet sur le niveau de transfection par les lipoplexes (baisse de 10-20 %). En revanche,
I'inhibition de I'endocytose clathrine-dépendante par la chlorpromazine conduit a une baisse
importante (80%) du niveau de transfection (Zuhorn et al., 2002; Rejman et al., 2004;
Wasungu and Hoekstra, 2006). Au vu de ces résultats, I'endocytose clathrine-dépendante
est la voie d'entrée majeure des complexes lipide cationique/acide nucléique dans les
cellules, méme si cette affirmation sont a nuancer en fonction du type cellulaire transfecté et

de la taille des lipoplexes déposés sur les cellules.

Notre équipe a récemment participé a un travail collaboratif sur les voies d'entrée dans les
cellules de vecteurs synthétiques complexés a I'ADN. L'utilisation de cellules C2C12
exprimant des protéines fluorescentes spécifiques de compartiments cellulaires comme les
endosomes et les cavéoles a permis de suivre le devenir d'un plasmide marqué vectorisé
dans ces cellules au moyen de lipides cationiques ou de polyméres. Cette étude a montré
que la voie d'entrée majoritaire pour les vecteurs les plus efficaces, basés par exemple sur la

Lipofectamine, le PEI ou la DOSP:MM27, est I'endocytose clathrine-dépendante, qui conduit
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ces complexes vers les endosomes. A linverse, des vecteurs moins efficaces pour le
transfert de géne sont internalisés par endocytose cavéole-dépendante (Billiet et al., 2012).
De maniére intéressante, I'efficacité de transfection des vecteurs dépendants de la clathrine
pour leur internalisation n'est pas corrélée avec la quantité de plasmide effectivement
internalisée, montrant qu'une étape limitante dans le processus de transfection se situe en
aval du passage de la membrane plasmique : le franchissement de la barriere endosomale
pour accéder au cytosol.

b Echappement endosomal

Les vésicules d'endocytose issues de la membrane plasmique par endocytose clathrine-
dépendante sont habituellement dirigées vers les lysosomes avec lesquels elles fusionnent.
Ces organites contiennent des pompes a protons dans leur membrane qui maintiennent un
pH de 4,5-5 dans leur lumiére (Mindell, 2012). lls contiennent également de nombreuses
hydrolases acides, dont des nucléases comme la DNAse I, susceptibles de dégrader les
acides nucléiques internalisés par endocytose. Il a d'ailleurs été démontré que l'utilisation
d'inhibiteurs de nucléases favorise la transfection de cellules en culture (Ross et al., 1998). I
est donc nécessaire que les lipolexes contenus dans les endosomes puissent en sortir avant
la fusion de ceux-ci avec les lysosomes : la membrane endosomale constitue par
conséquent la troisieme barriére a franchir pour la délivrance des acides nucléiques dans le
cytoplasme des cellules transfectées. L'échappement endosomal des lipoplexes repose sur
deux mécanismes : la fusion entre la membrane de l'endosome et le lipoplexe, ou

I'éclatement de I'endosome par choc osmotique.

Le mécanisme le plus couramment proposé pour expliquer I'échappement endosomal des
lipoplexes est la fusion membranaire. Cette fusion des lipoplexes avec la membrane
endosomale est favorisée par la présence de lipides dits fusogéniques, dont le plus
emblématique est la DOPE : dés les débuts de l'utilisation des lipides cationiques pour le
transfert de génes, il a été observé que I'ajout de DOPE aux formulations augmente leur
efficacité de transfection (Gao and Huang, 1991; Felgner et al., 1994). Cet effet a été attribué
a la capacité de la DOPE a déstabiliser la membrane endosomale par fusion, et plus
précisément par sa capacité a induire un changement dans I'organisation des lipoplexes.
Alors que des lipoplexes organisés selon une phase lamellaire L, ont tendance & s'associer
aux bicouches lipidiques sans se meélanger avec, il a été observé que la fusion est facilitée
lorsque le lipoplexe adopte une phase non lamellaire H,,: les chaines hydrophobe des lipides
étant orientées vers l'extérieur des micelles, elles sont plus susceptibles de s'insérer dans

une bicouche lipidique adjacente. Ainsi, des liposomes de DOTAP:DOPC ont une structure
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lamellaire et transfectent peu comparé a des liposomes de DOTAP:DOPE organisés en
structure hexagonale inverse (Mok and Cullis, 1997; Koltover et al., 1998). Cette capacité de
la DOPE a favoriser lI'adoption de la phase H, tient & sa géométrie : sa téte polaire ayant une
aire inférieure a celle de ses chaines alkyle, elle a une géométrie conique qui modifie le
rayon de courbure des membranes ou elle est insérée (Figure 10 A) et contribue au
changement de phase (Smisterova et al., 2001). Certains lipides cationiques formant des
phases lamellaires sont également capables d'adopter la phase H, lorsque la densité de
charges a la surface du lipoplexe diminue : la neutralisation des lipides cationiques par les
lipides anioniques de la membrane endosomale pourraient donc provoquer la transition de
phase sans l'aide d'un colipide, expliqguant que certains lipides cationiques soient efficaces
lorsqu'ils sont utilisés seuls (Zuhorn and Hoekstra, 2002). Suite a I'adoption de la phase Hy,
les membranes peuvent fusionner et aboutir & la création d'un pore selon deux modéles
(Figure 10 B) : dans un des modeéles, la formation d'une micelle inverse dans I'accolement
des membranes aboutit a leur rupture par déstabilisation (Cullis and Hope, 1978). L'autre
modele fait appel & la formation d'un pédicule ou stalk entre les membranes, également
favorisé par les lipides a géométrie conique, qui aboutit a la formation d'une monocouche
intermédiaire (transmonolayer contact, ou TMC). Cette TMC est rompue par I'augmentation
des forces de tension dans la bicouche et aboutit également a la formation d'un pore
(Siegel, 1999).
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Figure 10 — Influence de la géométrie des lipides sur I'échappement endosomal. (A) Conséquences de la géométrie des
lipides sur leur organisation supramoléculaire. La DOPE correspond au modéle présenté en bas, avec une forme conique qui
permet la formation de phases hexagonales inversées. (B) Mécanismes proposés pour la fusion membranaire. Gauche : fusion
membranaire et création d'un pore via un intermédiaire en micelle inverse. Droite : Formation d'un pore par accolement direct
des membranes et formation d'un pédicule (stalk). (Hafez and Cullis, 2001)
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Un autre mécanisme d'échappement endosomal couramment utilisé repose sur le
phénoméne d'éponge a protons (Figure 11). Le polymeéere cationiqgue PEI transfecte
efficacement des cellules en culture alors qu'il n'a pas de propriétés fusogéniques
intrinséques. Cette efficacité est attribuée a ses nombreux groupements protonables qui
offrent un pouvoir tampon important a ce vecteur (Boussif et al., 1995). Lors de I'acidification
de l'endosome précoce par des ATPases a protons, qui fait suite a l'internalisation des
complexes, ces groupements sont capables d'absorber les protons et d'empécher
l'acidification du compartiment endosomal, amenant les pompes a protons a fonctionner de
facon exagérée. L'entrée d'anions et d'eau suivant ce flux de protons conduit au gonflement
de I'endosome puis a sa rupture (Sonawane et al., 2003). Parallélement aux polymeéres
protonables, il a été montré que des lipides ou des peptides contenant des groupements
imidazole, également protonables dans les endosomes en cours d'acidification, sont
capables de favoriser I'échappement endosomal (Midoux et al., 2002; Kumar et al., 2003;
Mevel et al., 2008; Midoux et al., 2009; Billiet et al., 2012). Cet effet reposerait sur le
phénoméne d'éponge a protons, mais également sur la capacité de ces composés a
fusionner avec la membrane endosomale suite a leur protonation, en faisant une classe de
composés susceptibles de favoriser I'échappement endosomal par les deux mécanismes

habituellement exploités de fagon distincte.
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Figure 11 — Mécanisme d'éponge a protons. Le cargo contenu dans I'endosome comporte des groupements basiques
protonables (B) qui sont protonés lors de l'acidification de I'endosome (BH). L'entrée d'eau et de contre-ions conduit a la
rupture osmotique de I'endosome (Pack et al., 2005).

Le mécanisme d'éponge a protons permet d'expliquer au moins partiellement l'efficacité des
vecteurs qui sont internalisés par endocytose clathrine-dépendante : cette voie conduit les
complexes vers les endosomes dont l'acidification déclenche le mécanisme d'éponge a

protons. A contrario, les vecteurs internalisés par endocytose cavéole-dépendante ne sont
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pas dirigés vers les endosomes et ne sont donc pas soumis a l'acidification, ce qui explique
gue des composeés histidinylés rentrant dans les cellules par cette voie soient relativement
peu efficaces malgré leur pouvoir tampon (Billiet et al., 2012). Cette explication est toutefois
a nuancer par le fait que les vésicules issues de I'endocytose cavéole-dépendante sont
capables dans une certaine mesure de rejoindre la voie des endosomes, permettant ainsi a
leur contenu de subir 'acidification et d'y déclencher le mécanisme d'éponge a protons (Aoki
et al., 2007).

c Dissociation du complexe lipide cationique / ADN

Durant I'échappement endosomal, une partie des lipides du lipoplexe se mélange a ceux de
I'endosome. L'acide nucléique transporté ainsi jusqu'au cytosol doit se dissocier des lipides
cationiques pour accéder au noyau. Il a été observé que linjection directe de complexes
lipide cationique/ADN dans le noyau d'ovocytes de xénope est moins efficace que l'injection
d'ADN seul, indiquant que les lipides cationiques liés a I'ADN inhibent I'expression du
transgéne (Zabner et al., 1995). La dissociation du complexe parait donc essentielle pour

une transfection efficace.

Un modéle a été proposé par I'équipe de F.C. Szoka pour la dissociation des acides
nucléigues et de leur vecteur une fois les barriéres cellulaires franchies (Figure 12). Aprés
l'internalisation du complexe, les lipides anioniques de la membrane endosomale
(phosphatidylsérine et acide phosphatidique notamment) passent par flip-flop dans le
lipoplexe ou ils forment des paires d'ions avec les lipides cationiques. L'interaction lipide
cationique-lipide anionique étant nettement plus forte que l'interaction lipide cationique/ADN
du fait de l'interaction hydrophobe qui s'ajoute a l'interaction électrostatique, 'ADN n'est plus
lié au lipide cationique et est libéré dans le cytosol (Xu and Szoka, Jr., 1996). Il est
également possible qu'une fois dans le cytoplasme, les lipoplexes se lient a des composants
cellulaires comme les ARN ou des protéines négativement chargées, qui en déplagant I'ADN
du lipide cationique contribueraient a sa libération dans le cytosol (Scherman et al., 1998).
Ce mécanisme de libération des acides nucléiques semble cependant a nuancer car il est

dépendant du lipide cationique utilisé.

Notre équipe a collaboré a une étude du mécanisme intracellulaire de deux lipides
cationiques, la DOSP (Mevel et al., 2012) et le BGTC (Vigneron et al., 1996). Le suivi par
cryo-TEM de lipoplexes formés par ces lipides avec de I'ADN lié a des billes d'or montre que
méme si les grandes étapes de délivrance de I'ADN sont communes aux deux vecteurs, leur

comportement dans I'endosome difféere : les lipoplexes BGTC/ADN se dissocient avant la
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rupture des membranes endosomales alors que les deux événements sont concomitants
dans le cas de la DOSP (Figure 13). Ceci explique probablement pourquoi I'efficacité de
transfection du BGTC est inférieure : I'ADN n'étant que partiellement protégé dans
I'endosome par le BGTC, il est plus susceptible d'étre dégradé qu'avec la DOSP (Le Bihan et
al., 2011).
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Figure 12 — Mécanisme de relargage de I'ADN dans le cytosol. Etape 1 : internalisation du complexe par endocytose.
Etape 2 : mélange des lipides anioniques de la membrane avec les lipides cationiques du lipoplexe. Etape 3 : création de
paires d'ions et neutralisation. Etape 4 : relargage de I'ADN par le complexe. (Xu and Szoka, Jr., 1996)

Figure 13 - Observations en cryo-TEM de lipoplexes de BGTC:DOPE ou de DOSP:DOPE formulée a de I'ADN
plasmidique aprés endocytose par des cellules H1299. (A) lipoplexe BGTC:DOPE/ADN partiellement désassemblé
contenu dans un endosome dont la membrane est intacte. Barre d'échelle 500 nm. (B) Lipoplexe de DOSP:DOPE/ADN en
cours de désassemblage contenu dans un endosome dont la membrane est rompue. Barre d'échelle 100 nm. Encart : structure
multilamellaire du lipoplexe DOSP:DOPE/ADN présentant un expacement caractéristique de 6,5 nm indiquant que I'ADN est
toujours complexé entre les couches lipidiques. Barre d'échelle 20 nm (Le Bihan et al., 2011).
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d Trafic intracellulaire du plasmide et importation nucléaire

Suite & I'échappement endosomal, l'acide nucléique doit encore étre dirigé vers sa cible
moléculaire. Le trafic des siRNA ne pose pas de probléme puisque leur cible est le complexe
cytosolique RISC. En revanche, 'ADN doit gagner le noyau pour étre transcrit par I'ARN
polymérase Il. L'accés au noyau des plasmides est limité par la consistance du cytosol dont
la richesse en biomolécules I'apparente plus a un gel qu'a une solution liquide, et ou la
diffusion des macromolécules est limitée (Luby-Phelps, 2000). Cette propriété du cytosol fait
que peu de plasmides délivrés a l'intérieur de la cellule gagnent effectivement le noyau :
ainsi l'injection cytosolique d'un plasmide conduit & une expression nettement moins forte
gue son injection intranucléaire (Graessmann et al., 1989), et suite a la délivrance par des
lipides cationiques de 1x10° & 1x10° plasmides & des cellules B1F10 ou A549, on ne
retrouve que 0,1 a 5 % des plasmides dans le noyau (Cohen et al., 2009). Ce taux de 0,1 %
a également été observé dans notre laboratoire sur des cellules COS-7 (Pollard et al., 1998).
Il a été observé que des endosomes contenant les lipoplexes se situent a proximité de la
membrane nucléaire suite a une transfection (Le Bihan et al., 2011), ce qui peut faciliter la
diffusion de 'ADN qu'ils relarguent et limiter son temps de résidence dans le cytosol ou il est

exposé a l'action des nucléases.

L'accés au noyau des plasmides est nettement favorisé par la rupture de la membrane
nucléaire lorsque les cellules sont en division, cependant il est également possible en
interphase (Escriou et al., 2001). Des mécanismes ont été proposés pour expliquer le
passage des molécules d'ADN a travers l'enveloppe nucléaire. Des séquences d'origine
virale, comme l'enhancer du virus simien SV40, favorisent limportation nucléaire des
plasmides les contenant en se fixant a des facteurs de transcription qui sont eux-méme
importés vers le noyau via leurs signaux de localisation nucléaire (NLS)(Figure
14)(Graessmann et al., 1989; Dean et al., 1999). Les promoteurs utilisés dans les plasmides
étant fréquemment dérivés de séquences virales (promoteurs du CMV et du SV40
notamment) sont donc utiles non seulement pour la transcription proprement-dite, mais
également pour I'étape d'import nucléaire. Il a également été suggéré que l'entrée des
plasmides dans le noyau puisse impliquer les histones : I'adénovirus Ad2 utilise I'nistone H1
comme transporteur vers le noyau de la cellule gu'il infecte. Il est possible que I'ADN non
viral, se fixant naturellement aux histones, puisse étre transporté avec elles depuis le lieu de

leur traduction, le cytosol, jusqu'au noyau (Trotman et al., 2001; Zuhorn and Hoekstra, 2002).
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Figure 14 — Mécanisme d'importation nucléaire des plasmides via leur fixation a des facteurs de transcription (Dean et
al., 1999).

Des observations par microscopie confocale ont montré que des lipoplexes DOSPA:DOPE
peuvent fusionner directement avec la membrane nucléaire (Kamiya et al., 2002), cependant
il est généralement admis que l'entrée dans le noyau proprement-dite, hors division
cellulaire, se fait via le complexe du pore nucléaire (NPC), dont le diamétre de 30 nm permet
le passage de la double hélice d'ADN de 3 nm de diamétre. Cette importation via le NPC
peut étre favorisé par I'utilisation de séquences NLS. Ainsi, le greffage de la protéine hexon
de l'adénovirus Ad5 sur du PEI augmente d'un facteur dix l'expression du transgéne par
rapport a du PEI non greffé, par un mécanisme dépendant du NPC (Carlisle et al., 2001). Il
est intéressant de noter que le taux d'importation nucléaire est dépendant du type cellulaire,
ce qui permet d'expliquer au moins partiellement les différents niveaux de transfection
observé en fonction du type cellulaire. Il a été observé que des cellules CV-1 et HelLa ayant
recu des complexes DOTAP:DOPE/ADN internalisent une quantité équivalente de
plasmides, mais que les Hela, qui présentent le taux le plus élevé d'expression du
transgéne, contiennent deux fois plus de plasmides dans leur noyau que les CV-1. Cette
variation peut étre expliquée par plusieurs facteurs : le taux de division plus élevé des
cellules HelLa qui favoriserait le transfert des plasmides au noyau lors de la mitose, mais
également la présence de certains facteurs de transcription dans les HelLa qui favoriseraient
l'importation nucléaire en se fixant a des séquences spécifiques contenues dans le plasmide
(James and Giorgio, 2000).
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La Figure 15 présente un bilan des différentes étapes du transfert de géne par les acides

nucléiques.

Figure 15 — Bilan des différentes étapes du transfert de génes par les lipides cationiques. (A) Formation d'un complexe
stable entre un liposome cationique et de 'ADN plasmidique. (B) Attachement a la membrane par interaction électrostatique
avec les glycosaminoglycanes. (C) Endocytose du complexe. (D) Acidification de I'endosome. (E) Echappement endosomal
et dissociation du complexe. (F) Trafic intracellulaire du plasmide. (G) Importation nucléaire. (H) Expression du géne et
traduction de la protéine codée par le plasmide.
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4. Les derives lipidiques d'aminoglycosides (DLA)

Cette partie des Généralités est liee a un travail collaboratif ayant fait I'objet d'une
publication dans la revue Journal Of Controlled Release en 2012 : Mevel,M., Sainlos,M.,
Chatin,B., Oudrhiri,N., Hauchecorne,M., Lambert,O., Vigneron,J.P., Lehn,P., Pitard,B., and
Lehn,J.M. (2012). Paromomycin and neomycin B derived cationic lipids: synthesis and
transfection studies. J. Control Release 158, 461-469 (Mevel et al., 2012).

Les aminoglycosides sont une grande famille de molécules a activité antibiotique
synthétisées dans la nature par des bactéries de l'ordre des actinomyceétes, basées sur des
sucres modifiés. Leur activité antibiotique provient de leur capacité a se fixer a 'ARN de la
sous-unité 30S des ribosomes bactériens et a induire des erreurs dans la traduction des
protéines : la cellule bactérienne meurt suite a I'accumulation de protéines aberrantes. Cette
capacité des aminoglycosides a lier les acides nucléiques, alliée a leur importante diversité
structurale permettant de nombreuses modifications chimiques, en fait des candidats de
choix dans le développement de nouveaux lipides cationiques. Ces molécules sont en effet
basées sur un noyau 2-déoxystreptamine, substitué en positions 4 et 5 (4,5-DDS ; ex :
paromomycine, tobramycine) ou en positions 4 et 6 (4,6-DDS ; ex : néomycine, kanamycine)
par des aminosucres. Les nombreuses fonctions amines portées par ces sucres (jusqu'a six
dans le cas de la néomycine) permettent, par couplage sélectif avec un groupement
hydrophobe (cholestérol ou chaines d'acides gras), d'obtenir une grande variété de
composés amphiphiles. L'équipe de J.M. Lehn a synthétisé les premiers lipides de cette
famille & partir de la kanamycine : la kanamycine-cholestérol (KC) et son dérivé tri-guanidylé,
la tri-guanidinium-kanamycine-cholestérol (TGKC) (Figure 16 A-B) (Belmont et al., 2002).
Leur capacité a délivrer un plasmide dans des cellules en culture et dans les voies aériennes
de souris a apporté la preuve de concept que cette nouvelle classe de lipides pouvait étre la

base de vecteurs efficaces pour le transfert de géne.

BN

Ces résultats encourageants ont amené les auteurs a synthétiser une série de lipides
dérivés de la KC en incluant un groupement espaceur entre la téte cationique et la queue
hydrophobe, un tel groupement étant susceptible d'améliorer I'efficacité de ces lipides. Entre
autres lipides ont été obtenus la kanamycine-caproyl-cholesterol (KCC) et la kanamycine-
lysyl-cholesterol (KLC) (Figure 16 C-D) (Sainlos et al., 2005), incluant un bras espaceur

dérivé respectivement de I'acide 6-aminocaproique ou de la lysine.
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Figure 16 Structure de dérivés lipidiques d'aminoglycosides. (A) KC, (B) TGKC, (C) KCC, (D) KLC, (E) TCC, (F) TLC,
(G) PDX, (H) DOSK, (1) DOSP, (J) DOSN, (K) DOST, (L) PCSD, (M) PLSD, (N) DOAPSATA

Ces composeés se sont révélés dix fois plus efficaces que la KC pour transfecter des cellules
in vitro, le gain étant plus modeste in vivo puisque seule la KLC s'est avérée plus efficace
gue la KC. Cette étude a également décrit la synthese et I'activité de transfection d'un lipide
basé sur des chaines d'acides gras au lieu d'un cholestérol, la dioleoyl-succinyl-kanamycine

(DOSK) (Figure 16 H). Son efficacité de transfection a conduit a la synthése d'autres dérivés
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aliphatiques d'aminoglycosides en variant le motif aminoglycoside, basés sur la

paromomycine (DOSP), la tobramycine (DOST) ou la néomycine (DOSN) (Figure 16 I-K).

Ces dérivés aliphatiques d'aminoglycosides ont été étudiés pour leur capacité a transfecter
des siRNAs dans des cellules en culture. Les dérivés de la 4,5-DDS (DOSP et DOSN) se
sont avérés particulierement efficaces pour l'inhibition d'un géne rapporteur, tout en étant
dénués de toxicité. Il a été suggéré que leur efficacité provient de leur capacité a former avec
les siRNAs des complexes de petite taille et organisés en microdomaines, contrairement aux
dérivés de la 4,6-DDS qui forment des structures multilamellaires concentriques moins aptes
a déstabiliser la membrane endosomale pour relarguer les siRNAs dans le cytosol (Desigaux
et al., 2007). Ces dérivés lipidiques d'aminoglycosides n'ayant pas été jusque-la caractérisés
quand a leurs propriétés pour le transfert d’ADN plasmidique, un travail collaboratif de notre
équipe avec celle de J.M. Lehn a permis de préciser leur activité de transfert de géne in vitro
et in vivo ainsi que leurs propriétés physicochimiques. Ce travail sera présenté dans le

chapitre 1 des résultats.

5. Transfert d'acides nucléiques in vivo par les lipides cationiques

Bien qu'efficaces pour délivrer des acides nucléiques in vitro, les lipides cationiques
s'averent peu efficaces in vivo pour la délivrance de plasmides ou de siRNAs. La charge
positive des complexes qu'ils forment avec les acides nucléiques, et qui est le moteur de leur
association aux cellules ciblées, déclenche en effet une forte agrégation avec les
composants du sérum lorsqu'ils sont injectés dans la circulation systémique. Ces agrégats
sont stoppés dans le premier lit capillaire rencontré aprés une injection intraveineuse : on les
retrouve généralement dans le poumon, alors que le taux de transfection des autres organes
est bas (Mahato et al., 1998). Les lipides cationiques sont également capables d'activer le
systeme du complément, ce qui amene a I'élimination des complexes par les macrophages
et le systéme réticulo-endothélial (Rao, 2010). Ainsi, suite a une injection de lipoplexes dans
la veine caudale, 98 % de ceux-ci sont éliminés de la circulation dans les dix minutes (Tong
et al.,, 2009) L'injection de complexes directement dans un tissu amene également un
niveau de transfection décevant : si une monocouche de cellules en culture est facilement
accessible aux lipoplexes qui sont déposés dessus, en revanche leur distribution entre des

cellules jointives ou séparées par une matrice extracellulaire est limitée.

Une stratégie permettant d'augmenter la stabilité des lipoplexes dans les fluides biologiques
consiste a les formuler avec des stabilisateurs stériques de type PEG (polyéthyléne-glycol)

qui permettent la répulsion des composés susceptibles d'interagir avec eux (Figure 17).

42



Généralités

L'inconvénient de ces stabilisateurs étant qu'ils limitent également linteraction avec les
membranes cellulaires, il est possible de les coupler avec un ligand (anticorps, sucres,
protéines) qui permet une interaction récepteur-dépendante avec les cellules et autorise le
ciblage des lipoplexes vers un type cellulaire donné. Ainsi, le couplage a la transferrine
permet de cibler les cellules tumorales qui présentent généralement une expression accrue

du récepteur a la transferrine par rapport aux cellules saines (Tong et al., 2009).
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Figure 17 — Systeme multimodulaire pour la délivrance ciblée d'acides nucléiques in vivo. Le cceur hydrophobe (jaune)
est surmonté d'une couronne de stabilisateurs stériques (bleu) couplée a un ligand permettant le ciblage d'un type cellulaire
donné (triangles noirs). Le stabilisateur stérique peut comporter une fonction dégradable (vert) permettant le désassemblage
du systeme une fois internalisé par la cellule ciblée. Adapté d'apres Tong et al., 2009

Notre équipe a participé au développement d'un systéeme de délivrance ciblée d'acides
nucléiques vers les hépatocytes. Des lipoplexes BGTC/ADN ont été formulée a un rapport
de charge proche de la neutralité, permettant d'éviter les interactions électrostatiques non
spécifigues avec les composants du sérum ou de cellules non ciblées. Ces lipoplexes
neutres ont ensuite été stabilisés par ajout de copolymeéres a blocs amphiphiles non ioniques
(dont les propriétés seront détaillées dans les pages suivantes) qui permettent d'empécher
I'agrégation de ces lipoplexes colloidalement instables par interaction hydrophobe, et doivent
servir de stabilisateurs stériques une fois le systéeme injecté dans la circulation systémique.
Ces copolymeéres portent a leur extrémité un ligand galactose permettant le ciblage du
récepteur ASPGR (récepteur aux asialoglycoprotéines) exprimé par les hépatocyte. Les
résultats de cette étude ont montré que ces systémes multimodulaires permettent la
transfection spécifique d'hépatocytes en culture par un mécanisme récepteur-dépendant

(Letrou-Bonneval et al., 2008).
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B. Les polymeéres
1. Polymeéres cationiques

Suite au développement des lipides cationiques a la fin des années 1980, une autre classe
de molécules dédiées au transfert de genes in vitro et in vivo a émergé : les polyméres
cationiques. Ceux-ci sont également capables de former avec les acides nucléiques des
structures supramoléculaires : les polyplexes. Un des premiers polyméres développés a
cette fin est le polyéthyléneimine (PEI) (Figure 18 A), développé par I'équipe de J.P. Behr et
toujours commercialisé sous le nom de Jet-PEI (Boussif et al., 1995; Demeneix and Behr,
2005). Ce polyélectrolyte, qui peut étre linéaire ou ramifié, possede de nombreuses fonctions
amines protonables qui lui conferent une forte charge positive a pH physiologique permettant
la formation de complexes stables avec les lipides cationiques. Ces fonctions amines sont
susceptibles d'étre protonées dans l'endosome en cours d'acidification, permettant
I'échappement endosomal par un effet d'éponge a protons et conférant au PEI une grande
efficacité de tranfert de génes in vitro et in vivo. Un autre polymére couramment utilisé est la
polylysine (PLL) (Figure 18 B) (Wolfert et al., 1999). Elle présente une activité de transfection
plus faible que le PEI, probablement du fait de la moindre densité de fonctions protonables
qui n'offre pas la possibilité de faire éclater les endosomes par choc osmotique, cependant
elle a I'avantage d'étre biodégradable de par sa nature polypeptidique, ce qui lui confére une
toxicité minimale et élimine le probléme du devenir du vecteur dans le cas d'une

administration in vivo.

i
NH,

Figure 18 — Structures du PEI linéaire (A) et de la polylysine (B) (Wolfert et al., 1999; Demeneix and Behr,
2005).
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2. Copolymeéres a blocs amphiphiles
a Structure et propriétés

Parallélement aux polymeres cationiques, des polyméres non ioniques ont été utilisés pour
délivrer des acides nucléiques in vivo. Un des premiers composés de ce type est la
polyvinyl-pyrrolidone (PVP) ou Povidone. Développé dans les années 1930 et utilisé comme
substitut de plasma sanguin, ce polymere inerte et non toxique est aujourd'hui largement
utilisé dans de nombreuses formulations pharmaceutiques, la plus répandue étant la
Povidone iodée (Bétadine®). Il a été observé dans les années 1990 que linjection
intramusculaire d'un plasmide rapporteur combiné a de la PVP permet un transfert de gene
efficace par rapport a I'injection d'ADN nu (Mumper et al., 1996).

Rapidement, d'autres polyméres neutres ont montré leur capacité a assurer un transfert de
géne tres efficace in vitro : les copolymeéeres a blocs amphiphiles, dits Pluronics ou
poloxameéres. Ces molécules sont constituées d'un bloc de poly-oxyde de propylene (PPO)
hydrophobe comportant un nombre variable d'unités, encadré par deux blocs de poly-oxyde
d'éthylene (PEO) hydrophiles (Figure 19 A). Il existe une grande variété de Pluronics,
caractérisés par leur masse moléculaire et par les longueurs des blocs de PEO et PPO qui
définissent le comportement de ces polyméres en solution aqueuse. Ce comportement peut
notamment étre prédit a l'aide de I'échelle HLB (hydrophilic / lipophilic balance) de Davies,
qui prend en compte les contributions de chaque groupement d'oxyde d'éthyléne et d'oxyde
de propyléne pour attribuer au polymére considéré une valeur HLB, faible pour les composés
hydrophobes et élevée pour les composés hydrophiles. Diverses nomenclatures ont été
établies pour la classification de ces polyméres en fonction de leur masse molaire et de leur
hydrophobicité. Lorsqu'ils sont désignés sous l'appellation générale de poloxameéres, ils sont
caractérisés par un code a trois chiffres. Les deux premiers chiffres multipliés par 100
donnent une approximation de la masse molaire du bloc central de poly-oxyde de propyléne
et le troisieme multiplié par 10 donne la proportion d'oxyde d'éthylene dans la structure du
polymeére. Ainsi, le poloxamere 188 posséde un bloc central de poly-oxyde de propylene
d'environ 1800 Da et les blocs de poly-oxyde d'éthylene composent 80 % de sa structure.
Leur nomenclature est différente lorsqu'ils sont commercialisés sous le nom Pluronics par la
société BASF : ils sont désignés par un code a une lettre suivie de deux ou trois chiffres. La
lettre définit leur état a température ambiante (F : solide; P : péte; L : liquide). Le dernier
chiffre multiplié par 10 donne toujours le pourcentage d'oxyde d'éthyléne, en revanche le
premier ou les deux premiers chiffres doivent étre multipliés par 300 pour obtenir la masse

molaire du bloc central de poly-oxyde de propyléne. Ainsi, dans cette nomenclature, le
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poloxamére 188 qui se présente sous forme de pastilles solides devient le Pluronic F68.

C'est cette nomenclature de BASF qui sera privilégiée dans les pages suivantes.

Leur motif central de PPO permet un auto-assemblage sous forme de micelles, en fonction
de la concentration et de la température. Au-dela d'une certaine concentration micellaire
critique (CMC), les blocs de PPO centraux s'assemblent pour former le coeur hydrophobe
des micelles, surmonté par les chaines hydrophiles de PEO qui restent hydratées (Figure 19
D). La température influe également sur la formation de ces micelles : de facon paradoxale,
une augmentation de la température favorise leur assemblage. En effet, I'état d'hydratation
des blocs de PPO diminue avec la température. Au-dela d'un seuil dit température micellaire
critique (CMT), ceux-ci s'associent pour former le coeur hydrophobe des micelles. Ces
micelles peuvent étre utilisées pour encapsuler des composés peu solubles afin de les
administrer dans l'organisme. La doxorubicine par exemple, un agent anticancéreux, voit son
temps de demi-vie plasmatique et son accumulation dans les tumeurs augmenter lorsqu'elle
est combinée a des micelles de SP1017, un mélange des Pluronics L61 et F127 (Batrakova
and Kabanov, 2008).
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Figure 19 — Structure et auto-assemblage des copolymeéres a blocs amphiphiles. (A) Structure générale
des poloxameres. (B) Auto-assemblage des polyméres en micelles via leurs parties hydrophobes. (C) Structure
générale des Poloxamines (Pitard et al., 2004; Batrakova and Kabanov, 2008).
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Une autre classe de copolyméres a blocs est constituée par la famille des poloxamines ou
Tetronics. D'une structure proche de celle des Pluronics, ils sont constitués quatre chaines
alternant un bloc de PEO et un bloc de PPO, qui sont branchées via le bloc PPO sur un motif
éthylenediamine central conférant & la molécule une charge positive, faible toutefois en
regard de la taille de la molécule entiére (Figure 19 C). Ces composés ont donc des
propriétés similaires a celles des Pluronics.

La capacité des copolyméres a blocs a faciliter le transfert de génes in vivo, et hotamment
en intramusculaire, a été observé par I'équipe d'A. Kabanov au début des années 2000 : la
combinaison de Pluronics SP1017 formulée a un plasmide permet un transfert de gene dans
le muscle dix fois plus efficace que l'injection d'’ADN nu, et est également plus efficace que la
PVP qui était a I'époque le seul agent non viral permettant une transfection efficace dans le
muscle (Lemieux et al., 2000). Cette capacité a améliorer le transfert de geénes
intramusculaire, alliée a la faible toxicité des Pluronics et a leur inscription dans les
pharmacopées américaine et européenne, a rapidement amené d'autres groupes a se

focaliser sur cette nouvelle classe de vecteurs non viraux.

Notre équipe a également observé en 2002 que I'utilisation d'un seul copolymeére a blocs non
ionique, le PE6400 ou L64 (PEO.3-PPO3-PEO3), permet d'augmenter d'un facteur 50
I'expression d'un transgéne par rapport & de I'ADN nu dans le muscle squelettique,
atteignant un niveau d'expression équivalent a celui observé avec I'électrotransfert. Le L64
est également capable de délivrer un transgene dans le muscle cardiaque, tissu ou
l'utilisation de I'électroporation est difficilement envisageable (Pitard et al., 2002). Cette
efficacité des Pluronics a rapidement amené notre équipe a conduire la premiere étude du
transfert de géne par les poloxamines, combinant les propriétés des Pluronics avec celles
d'un vecteur cationique : il s'est avéré que le Tetronic 304 est capable d'améliorer
I'expression de génes rapporteurs dans le muscle squelettique et cardiaque, mais également
de génes ayant un intérét thérapeutique comme la dystrophine ou I'érythropoiétine (EPO). Il
est intéressant de noter que ces vecteur efficaces permettent de réduire la dose d'ADN
injectée, et par conséquent de limiter la réaction immunitaire associée a l'expression du
transgéne, permettant le maintien de I'expression sur plusieurs mois alors qu'elle est
habituellement transitoire (Pitard et al., 2004). D'autres travaux ont confirmé cette capacité
des copolyméres a blocs a transférer efficacement des génes in vivo dans divers organes
(Desigaux et al., 2005; Richard et al., 2005a; Richard et al., 2005b; Piron et al., 2008;
Richard-Fiardo et al., 2008).
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b Mécanisme d'action

Cette partie des Généralités est liee a un travail collaboratif ayant fait I'objet d'une
publication dans la revue Nucleic Acid Research : Chévre,R., Le,B.O., Beilvert,F., Chatin,B.,
Barteau,B., Mevel,M., Lambert,O., and Pitard,B. (2011). Amphiphilic block copolymers
enhance the cellular uptake of DNA molecules through a facilitated plasma membrane
transport. Nucleic Acids Res. 39, 1610-1622. (Chevre et al., 2011).

Contrairement au mécanisme d'action des lipides cationiques, qui sont étudiés depuis un
quart de siécle, la maniére dont les copolymeéres a blocs permettent le transfert intracellulaire
d'acides nucléiques est mal élucidée. L'incapacité des copolyméres a assurer la transfection
d'ADN in vitro alors qu'ils sont tres efficaces in vivo, et a l'inverse les performances in vivo
des lipides cationiques décevantes par rapport a leur activité in vitro, suggére deux
mécanismes d'action totalement différents. La physicochimie de ces deux types de vecteurs
est probablement a l'origine de cette différence. Alors que les lipides cationiques forment des
complexes stables avec les acides nucléiques via une interaction électrostatique forte, la
neutralité électrique des copolyméres a blocs suggére des interactions faibles, de type
liaison hydrogéne ou interaction hydrophobe, avec les acides nucléiques, voir une absence
d'interaction (Pitard et al., 2002; Batrakova and Kabanov, 2008). De plus, la grande diversité
de ces composés quand a leur masse et leur HLB permet d'envisager plusieurs mécanismes
intervenant a différentes étapes du transfert des acides nucléiques depuis le milieu

extracellulaire jusqu'au cytosol et au noyau des cellules ciblées.

Le niveau élevé d'expression du transgéne induit dans les muscles par les copolymeres peut
s'expliquer par la transfection d'un plus grand nombre de fibres musculaires qu'avec de
I'ADN nu. Notre équipe a observé que le polymére PE6400 doit étre administré en méme
temps que le plasmide pour étre actif, suggérant l'importance du mélange des deux
composés (Pitard et al., 2002), et a ensuite démontré que le Pluronic F68 ou Lutrol (PEO+s-
PPO3,-PEO75) facilite la diffusion du plasmide dans le tissu apres l'injection (Bello-Roufai et
al., 2007),conduisant a un plus grand nombre de cellules atteintes par le plasmide. Ce

mécanisme constitue un premier niveau d'action des copolymeéres a blocs.

L'équipe d'A. Kabanov a montré que I'endocytose de complexes polymere cationique/ADN
est facilitée en présence du polymeéere P85 (PEO,:-PPO,4-PEO,) (Astafieva et al., 1996;
Yang et al., 2008). Une autre étude a observé que le L64 favorise l'internalisation des acides
nucléiques par création de pores. Ces résultats suggérent que les copolyméres a bloc ont
une action directe sur la membrane plasmique. Toutefois, ces polymeres ont une faible HLB,
et des polymeéeres moins hydrophobes sont susceptibles de ne pas agir a ce niveau de

I'internalisation des acides nucléiques.
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Une des principales barrieres a la délivrance des acides nucléiques par les lipides
cationiques étant la membrane endosomale, il est possible que les copolyméres a blocs
amphiphiles non ioniques agissent a ce niveau en facilitant I'échappement endosomal. Un
Pluronic trés hydrophobe, le L61 (PEO,-PPO3,-PEQO,), est capable de favoriser des flip-flops
dans des vésicules de lécithine (Krylova et al., 2003), mais cet effet n'est probablement pas
en jeu avec des polymeres plus hydrophiles.

La facilitation du trafic intracellulaire de I'ADN et de I'expression méme du transgéne au
niveau transcriptionnel a également été proposée pour expliquer le mode d'action de certains
polymeres. Il a été montré que le P85 provoque l'activation de voies de signalisation de
l'inflammation conduisant a I'expression du facteur de transcription NFKB et augmente
sélectivement I'expression de plasmides porteurs de sites de fixation de ce facteur dans leur
promoteur (type CMV ou P53). NFkB joue un role & la fois au niveau de l'importation
nucléaire des plasmides sur lesquels il est fixé, et au niveau de l'expression en activant le
promoteur controlant I'expression du transgeéne (Yang et al., 2005; Batrakova and Kabanov,
2008; Yang et al., 2008). Cet effet sur les voies de signalisation du P85 a également été
observé & I'échelle tissulaire : I'injection d'ADN formulé a ce polymeére induit le recrutement
de cellules présentatrices d'antigénes et une forte réponse inflammatoire, qui peut étre mise

a profit dans le domaine de la vaccination & ADN (Gaymalov et al., 2009).

Ces observations suggérent que la diversité des copolymeres a blocs sous-tend plusieurs
mécanismes d'action. Notre équipe a participé a une étude du mode d'action du F68 ou
Lutrol, qui a démontré sa capacité a transférer un transgene de maniére tres efficace dans le
tissu musculaire (Richard et al., 2005a; Richard-Fiardo et al., 2008). Ces travaux seront

présentés dans le chapitre 2 des résultats.
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Chapitre 4- Délivrance intracellulaire d'ADN et immunothérapie

Si la délivrance intracellulaire d'’ADN a pour but originel la thérapie de remplacement
génique, depuis quelques années on assiste a I'émergence d'une nouvelle application a
cette technique : la vaccination & ADN. Le principe est de faire exprimer par les cellules de
l'organisme un antigene donné plutét qu'injecter cette molécule sous forme protéique. Les
avantages sont nombreux : outre le faible colt de I'ADN plasmidique comparé a des
antigénes purifiés ou des virus inactivés, 'ADN est stable a température ambiante
contrairement aux protéines et permet donc de se passer de moyens de réfrigération
colteux et indisponibles dans certaines zones du monde. D'autre part, I'expression de
l'antigéne par les cellules humaines garantit sa bonne conformation et sa glycosylation
correcte par rapport a ce qui peut étre obtenu dans des systemes d'expression héterologues
ou des bactéries. Cependant, ce procédé originellement basé sur l'injection d'ADN nu se
heurte a la grande quantité de plasmide nécessaire et a la faible réponse immunitaire
obtenue apres injection. L'utilisation de vecteurs permettant de diminuer de fagon importante

la quantité d’ADN nécessaire a cette vaccination est donc d'un intérét considérable.

L'immunité induite par I'ADN exogéne repose sur sa détection au sein de la cellule par des
protéines capables de le reconnaitre et d'induire une réponse inflammatoire. En effet, I'ADN
est en temps normal présent uniguement dans le noyau et les mitochondries des cellules
animales et sa présence dans un autre compartiment intracellulaire est le signe d'une
infection par un virus ou une bactérie. Au cours de I'évolution, les cellules ont donc acquis
les mécanismes nécessaires a la détection de cette molécule en tant que motif moléculaire
associé aux pathogéenes (PAMP) pour se protéger de telles infections : aujourd'hui, ce sont
ces mécanismes qui sont exploités dans le cadre de l'immunothérapie et de la vaccination a
ADN.

A. Détection intracellulaire de I'ADN exogéne

L'ADN introduit dans des cellules de mammiferes est reconnu par divers récepteurs
spécialisés dans la reconnaissance de motifs moléculaires spécifiques de pathogenes
(PRR : pattern recognition receptors). Cette reconnaissance de I'ADN exogéne peut étre
basée soit sur l'identification de particularités absentes de I'ADN génomique de la cellule,
soit sur la détection d'ADN dans un compartiment cellulaire qui nhormalement n'en contient

pas. Une fois I'ADN reconnu, deux grandes voies de signalisation peuvent étre activées qui
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déboucheront sur des réponses cellulaires différentes : l'une est une réponse
transcriptionnelle qui conduit a I'expression de génes pro-inflammatoires et d'interférons,
l'autre est une cascade protéolytique qui conduit a l'assemblage de l'inflammasome, un
complexe multiprotéique responsable de la secrétion d'interleukines (IL) par la cellule activée
(Vilaysane and Muruve, 2009).

1. Récepteurs conduisant a l'activation de la transcription
a TLR9

Les Toll-like receptors ou TLR sont des récepteurs transmembranaires spécialisés dans la
reconnaissance de nombreux PAMP comme la flagelline, le lipopolysaccharide ou les acides
nucléigues des pathogénes. lls peuvent étre situés au niveau de la membrane plasmique ou

de la membrane endosomale (Takeuchi and Akira, 2010).

Parmi eux, TLR9 est spécialisé dans la reconnaissance de I'ADN bactérien, qui présente la
particularité d'étre hypométhylé au niveaux d'lots CpG, 'ADN des eucaryotes étant lui
fortement méthylé au niveau de ces séquences. Exprimé principalement par les cellules
dendritiques plasmacytoides, TLR9 est localisé dans le réticulum endoplasmique et est
transloqué vers les endosomes lorsque de I'ADN est internalisé. L'acidification des
endosomes et l'activation des protéases acides lysosomales conduit au clivage de TLR9 qui
est alors actif (Figure 20). Sa fixation a des CpG conduit alors au recrutement de la protéine
adaptatrice MyD88 (Myeloid differenciation primary response gene 88). Un complexe
multiprotéique est alors formé, impliquant les kinases IRAK 1 et 4 (Interleukin-1 receptor
associated kinase). IRAK1 conduit a la phosphorylation du facteur IRF7 (Interferon
regulatory factor 7) qui est alors capable de gagner le noyau pour y activer la transcription
des génes des interférons de type I. IRAK4 conduit quand a elle a l'activation du facteur de
transcription NFkB responsable de la transcription de génes de cytokines pro-inflammatoires

(Vilaysane and Muruve, 2009).

Bien que TLR9 ait une forte affinité pour I'ADN bactérien hypométhylé, il est également
capable de reconnaitre 'ADN du soi. Sa localisation endosomale permett une régulation
spatiale de son activation, il peut cependant étre impliqué dans des maladies auto-
immunitaires comme le lupus érythémateux disséminé (Barrat et al., 2005). Son activation
par I'ADN plasmidique utilisé pour le transfert de génes in vivo peut également entrainer

l'installation d'une réponse immunitaire contre le transgene, I'utilisation de plasmides ne
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contenant pas d'llots CpG permet donc de limiter ou d'empécher son activation et d'obtenir

une expression soutenue du transgéne (Davies et al., 2012b).
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Figure 20 — Translocation, activation et voies de signalisation de TLR9 suite a I'internalisation d'ADN hypométhylé
par une cellule (Vilaysane and Muruve, 2009).

b ZBP1

ZBP1 (Z-DNA binding protein 1) ou DAI (DNA-dependent activator of IFN-regulatory factors)
est une protéine cytosoliqgue également impliguée dans la reconnaissance de I'ADN
exogéne. Découverte a l'origine dans le péritoine de souris porteuses d'ascites tumorales et
caractérisée par sa capacité a lier la double hélice gauche de I'ADN Z, elle s'est rapidement
avérée capable de lier la forme B de I'ADN (majoritaire dans les milieux physiologiques) et
d'activer des voies de signalisation suite a cette liaison (Takaoka et al., 2007). Cette
reconnaissance de I'ADN double brin est séquence-indépendante mais l'activation de ZBP1
nécessite un fragment d'ADN supérieur a 100 paires de base. ZBP1 est capable de former
un complexe avec le facteur IRF3 via la kinase TBK1 (Tank binding kinase 1), ce qui aboutit
a la phosphorylation d'IRF3 et a la transcription des interférons de type | (Figure 21).
L'expression de ZBP1 étant elle-méme inductible par les interférons, une boucle
d'amplification du signal puissante se met en place suite a la pénétration d'ADN exogene
dans la cellule. ZBP1 active également le facteur NFkB via les protéines RIP1 et RIP3

(Receptor interacting protein) (Vilaysane and Muruve, 2009).
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Figure 21 — Reconnaissance de I'"ADN exogéne par ZBP1 et activation des voies de signalisation conduisant a la
production d'interférons et de cytokines pro-inflammatoires (Vilaysane and Muruve, 2009)

¢ DHX

Des études ayant montré qu'une activation des interférons indépendante de TLR9 mais
dépendante de MyD88 est possible dans des cellules stimulées par des CpG, deux protéines
cytosoliques ont été indentifiées comme responsables de cette activation dans des cellules
dendritiques : DHX-9 et DHX-36 ([DExD/H] box helicase). Plus précisément, DHX-9 lie les
CpG-B et active NFkB pour aboutir a la production de TNF (tumor necrosis factor) et d'IL-6
alors que DHX-36 lie les CpG-A et active la production d'interférons de type | via IRF7. Ces
deux protéines dépendent de MyD88 pour leur signalisation. MyD88 étant indispensable
pour les réponses a I'ADN CpG, on peut le considérer comme la clé de volte d'un systéme
de détection de ce motif moléculaire dont le versant endosomal est constitué par TLR9 et le
versant cytosolique par DHX-9 et DHX-36 (Kim et al., 2010b).

d RIG-l et ARN polymérase lll

La protéine RIG-I est un sensor cytosolique de I'ARN simple brin porteur d'un groupement
triphosphate en 5', une forme d'acide nucléique fréquemment retrouvée chez les virus. Leur
liaison entraine la dimérisation de RIG-I et la formation d'un complexe multiprotéique avec,
entre autres, la protéine IPS-1 (Interferon B promoter stimulator) insérée dans la membrane

externe des mitochondries. L'activation du complexe entraine la secrétion de cytokines pro-
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inflammatoires via NFkB et celle des interférons de type | via TBK1 et IRF3/IRF7 Figure 22)
(Yoneyama and Fujita, 2009).

Bien que RIG-I soit incapable de lier I'ADN double brin, il a été observé que l'introduction de
poly(dAdT) dans des cellules entraine le déclenchement d'une réponse dépendante de RIG-
I. Il s'est avéré que I'ARN polymérase lll, normalement responsable de la transcription de
petits ARN au niveau du noyau, est capable de transcrire dans le cytoplasme de I'ADN
double brin porteur d'une extrémité 5'PPP, le ligand optimal de RIG-I. Ce sensor de I'ARN
viral est donc indirectement un sensor de I'ADN double brin introduit dans le cytosol
(Hornung and Latz, 2010).
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Figure 22 — Détection des acides nucléiques par RIG-1. Aprés sa liaison a de I'ARN simple brin, RIG-I se dimérise et
forme un complexe avec IPS-1 au niveau des mitochondries pour activer les vois de signalisation en aval. De I'ADN double
brin introduit dans le cytosol peut étre transcrit par I'ARN polymérase Il sous forme d'ARN simple brin 5'ppp capable
d'activer RIG-1. Adapté d'aprés (Yoneyama and Fujita, 2009)
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2. Récepteurs conduisant a la formation d'un inflammasome
a AlIM2

Bien que la plupart des voies de reconnaissance de I'ADN intracytosolique aboutissent a la
production de cytokines pro-inflammatoires via NFkB et d'interférons via l'activation des IRF,
il a également été observé que de I'ADNdb introduit dans des cellules entraine la production
d'interleukine 13 (IL-1B), capable d'induire l'inflammation, et d'IL-18 impliquée dans la mise
en place de limmunité a médiation cellulaire. Ces deux protéines sont généralement
exprimées sous forme de pro-protéines qui sont clivées par la caspase-| suite a un stimulus,
indiquant qu'une voie de signalisation radicalement différente de celle observée avec les
sensors précédemments décrits est également en jeu. La protéine AIM2 (Absent in
myeloma 2) a été identifiée comme la responsable de cette activation. Elle est capable de
reconnaitre de I'ADN double brin cytosolique et de lier et activer la procaspase 1 via la
protéine adaptatrice ASC (Apoptosis-related speck-like protein). Ce complexe multiprotéique,
ou inflammasome (Figure 23), entraine la maturation des interleukines 1B et 18 qui sont
secrétées par la cellule ciblée. L'assemblage de l'inflammasome AIM2 peut conduire a la
pyroptose, une forme de mort cellulaire programmée proche de I'apoptose mais impliquant la
perte de l'intégrité membranaire de la cellule contrairement a cette derniére (Vilaysane and

Muruve, 2009; Hornung and Latz, 2010)
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Figure 23 — Formation d'un inflammasome suite a la reconnaissance d'’ADNdb par AIM2. AIM2 active la pro-caspase 1
via la protéine ASC (Vilaysane and Muruve, 2009)
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Cette description, non exhaustive, de quelques systemes de reconnaissance de I'ADN
exogene introduit dans des cellules de mammifere illustre leur redondance, et montre que
I'ADN peut étre utilisé comme un puissant activateur de I'immunité innée. Si cette propriété
peut s'avérer délétére dans le cadre de la thérapie génique, conduisant a la perte de
I'expression du transgéne (Arruda et al., 2009), elle peut également étre exploitée dans le
cadre de la vaccination & ADN pour augmenter I'immunogénicité de I'antigene exprimé par

les cellules ciblées.

Cette description non exhaustive des voies de reconnaissance intracellulaires de I'ADN

exogéne est résumée dans la Figure 24.

Interférons
Cytokines

Figure 24 — Schéma de synthése des voies de reconnaissance de I'ADN exogéene par les cellules transfectées. Cercles
bleus : ADN double brin non-CpG. Cercles rouges : ADN double brin CpG.
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B. Vaccination a ADN

Cette partie des Généralités est liee a un travail collaboratif ayant fait I'objet d'une
publication dans la revue Human gene therapy : Beilvert,F., Tissot,A., Langelot,M., Mevel, M.,
Chatin,B., Lair,D., Magnan,A., and Pitard,B. (2012). DNA/Amphiphilic Block Copolymer
Nanospheres Reduce Asthmatic Response in a Mouse Model of Allergic Asthma. Hum.
Gene Ther. 23, 597-608 (Beilvert et al., 2012).

Les systémes de reconnaissance des acides nucléiques exogénes constituent la premiéere
ligne de défense des cellules contre des parasites intracellulaires (virus, bactéries...). Leur
capacité a induire une réponse adaptative efficace a médiation cellulaire a rapidement été
envisagée pour le développement de nouveaux vaccins basés sur I'ADN. En effet, si les
vaccins classiques sont généralement évalués sur leur capacité a induire l'expression
d'anticorps ciblés contre un antigéne donné, dans certaines situations la mise en place d'une
immunité a médiation cellulaire apte a détruire des cellules infectées ou anormales est plus
souhaitable. On observe justement, dans la mise en place des réactions immunitaires
adaptatives consécutives a l'introduction d'ADN dans des cellules de mammifére, la
génération de lymphocytes T CD8+ cytotoxiques et de lymphocytes auxilliaires TH1
favorisant la réponse cellulaire. Cette réponse dépend en partie de I'activation de TLR9, mais
surtout de l'activation de voies de signalisation impliquant TBK1, illustrant l'importance des
systémes de reconnaissance intracellulaire de I'ADN dans cette situation (Desmet and Ishii,

2012).

Des 1993, il a été établi que l'injection intramusculaire chez la souris d'un plasmide encodant
la nucléoprotéine du virus influenza entraine la production de la protéine, suivie de
I'apparition d'anticorps et de lymphocytes cytotoxiques conférant une immunité antivirale aux
souris traitées. L'avantage d'un tel systéme est que contrairement aux protéines de surface
du virus habituellement utilisées dans les vaccins, la nucléoprotéine est trés conservée et
confére donc une immunité contre plusieurs souches de virus. Cette protéine, présentée
dans les CMH (complexe majeur d'histocompatibilité) des cellules infectées, est en revanche
masquée dans le virus mature, rendant I'immunité humorale inefficace contre cette cible. Le
développement d'une réponse cellulaire dirigée directement contre les cellules infectées et
donc un avantage non négligeable sur les vaccins sous-unitaires (Montgomery et al., 1993).
Cependant, la dose de plasmide nécessaire a cette immunisation chez la souris (400 pg)

rend cette technique difficile a transposer chez I'homme.

En effet, des protocoles de vaccination a base d'’ADN nu testés sur 'homme pour le
traitement ou la prévention de pathologies variées (lymphome B, VIH-1, malaria...) ont

permis la mise en place d'une réponse immunitaire spécifique mais insuffisante pour
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conférer une protection aux patients traités, malgré les doses trés importantes d'ADN mises
en ceuvre dans ces études (jusqu'a 2,5 mg par injection) (Boyer et al., 2000; Wang et al.,
2001; Timmerman et al., 2002) Le développement de vecteurs efficaces permettant
I'expression d'un antigéne a un niveau suffisant pour entrainer la mise en place d'une

réaction immunitaire a depuis permis de diminuer la dose d'ADN nécessaire

Notre équipe a participé a un travail collaboratif sur le développement d'un protocole de
vaccination & ADN contre un antigéne modéle, la B-galactosidase, chez la souris. Le 704, un
copolymere a blocs tétrabranché dont l'efficacité de transfert de gene a été montrée
préecédemment (Pitard et al., 2004). L'utilisation de ce vecteur a permis de diminuer d'un
facteur 50 la dose d'’ADN codant nécessaire a |'obtention d'une réponse immunitaire efficace
par rapport a de I'ADN nu, mais nécessite toutefois la présence d'une quantité non
négligeable d'ADN non codant. Cet ADN, un plasmide dépourvu de séquences codantes
eucaryotes mais porteur de motifs CpG, agit comme un adjuvant en stimulant les récepteurs
intracellulaires des acides nucléiques pour conduire a la mise en place de la réponse. Il est
également probable que ce plasmide adjuvant protége partiellement le plasmide codant de la
dégradation lors de son trafic extracellulaire en saturant les nucléases présentes dans le
milieu interstitiel. Ce systéme a permis l'inhibition in vivo chez la souris de la croissance de
tumeurs hépatiques exprimant la B-gal, illustrant la mise en place d'une immunité
anticancéreuse pouvant avantageusement étre exploitée dans le développement de vaccins
dirigés non pas contre des pathogénes mais contre des cellules du soi modifié (Mcllroy et al.,
2009). Suite a ces travaux, un protocole de vaccination contre le carcinome hépatocellulaire
chez la souris a été développé. Dans 80 % de ces cancers hépatiques, on observe une ré-
expression de I'AFP (alpha-foetoprotéine) normalement absente chez l'adulte. Cette protéine
constitue donc une cible de choix pour le traitement de tels cancers par immunothérapie. De
plus, elle constitue un bon marqueur pronostic de la récurrence de tumeurs aprés ablation.
L'apparition de tumeurs a été induite chez des souris par injections de diéthylnitrosamine.
Quatre et cing mois aprés ce traitement, les souris ont recu en injection intramusculaire 10
pug de plasmide encodant 'AFP formulé au 704. Ceci a conduit au développement d'une
réponse immunitaire a médiation cellulaire robuste et a la réduction du nombre et du volume
des nodules tumoraux dans le foie des souris vaccinées. Ces résultats confirment la capacité
copolymeres a blocs amphiphiles a étre utilisé comme adjuvants efficaces dans la

formulation de vaccins a ADN basés sur de faibles doses de plasmide (Cany et al., 2011).

Plus récemment, notre équipe a participé a une étude sur la diminution des symptoémes de
I'asthme allergique suite a la vaccination contre un antigéne d'acarien effectuée au moyen
d'un plasmide formulé au polymere 704. Ces travaux seront présentés dans le chapitre 3

des résultats.
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Chapitre 5- Délivrance intracellulaire de protéines

Cette partie des Généralités est liée a un travail collaboratif faisant I'objet d'une soumission
dans la revue Biomaterials : Chatin,B. Mével,M., Lambert,O. and Pitard,B. Supramolecular
assemblies for the intracellular delivery of proteins et qui sera détaillé dans le chapitre 4
des résultats.

Parallélement aux acides nucléiques, les protéines constituent l'autre grande classe de
macromolécules utilisées dans le champ des biothérapies. L'origine de leur utilisation
remonte aux années 1920. Trente ans apres la mise en évidence de la fonction
hypoglycémiante du pancréas par O. Minkovski et J. von Mering, F. Banting isole du
pancréas de chiens la protéine qui en est responsable : l'insuline. Rapidement, elle est
testée sur I'hnomme : l'insuline de beoeuf permet de traiter sept patients diabétiques (Banting et
al.,, 1922). La production de masse par les laboratoires Eli Lilly I'année suivante fait
rapidement passer le statut du diabéte de type | de celui maladie mortelle a celui de
pathologie chronique (Karamitsos, 2011). D'autres protéines d'origine humaine ou animale
seront isolées et utilisées dans les décennies suivantes en médecine humaine comme
I'hnormone de croissance en 1956 (Blizzard, 2012). La résolution de la structure de l'insuline,
premiére protéine a étre séquencée, par F. Sanger en 1953 (Stretton, 2002), puis
lavénement de la biologie moléculaire dans les années 1970, ont amené a la
commercialisation de la premiére insuline recombinante en 1982, évitant le recours a des
produits animaux ou humains pouvant présenter des problémes de sécurité. Aujourd'hui,
plus de 120 protéines recombinantes sont autorisées en médecine humaine (Dingermann,
2008). Leurs fonctions et leurs applications sont variées : on y trouve aussi bien des
hormones comme [I'érythropoiétine ou I'IGF-1 (Insulin-like growth factor 1), utilisées
respectivement le traitement des anémies hypoplasiques et de certains retards de
croissance (Eschbach et al., 1987; Fintini et al., 2009) que des enzymes comme la DNAse |
ou la glucocérébrosidase, utilisées pour pallier a certains déficits génétiques (Fuchs et al.,
1994; Aviezer et al., 2009) ou des anticorps monoclonaux destinés au traitement de cancers
ou de maladies auto-immunes, comme le Rituximab ou le Trastuzumab (Bange et al., 2001;
Maloney, 2012). La plupart de ces protéines a usage thérapeutique visent des cibles
extracellulaires, a quelques exceptions pres. En effet, tout comme les acides nucléiques, la
plupart des protéines ne peuvent pas franchir spontanément les membranes plasmiques du
fait de leur masse et de leur charge électrique. Pourtant, la possibilité d'atteindre des cibles
intracellulaires offrirait un champ d'application aussi vaste que celui des cibles

extracellulaires, en offrant la possibilité d'étudier directement la fonction d'une protéine dans
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un but de recherche, mais également d'activer ou d'inhiber des voies de signalisation, de
moduler I'expression génétique au moyen de facteurs de transcription, ou de bloquer des
cibles intracellulaires au moyen d'anticorps. Des techniques destinées a délivrer des
protéines au sein de cellules vivantes constituent donc un outil utile sur le plan de la
recherche fondamentale et constitueraient a terme une nouvelle approche thérapeutique de
certaines pathologies, offrant notamment une alternative a la thérapie génique dans les cas

ou I'expression d'un transgene n'est pas utile ou souhaitable sur une longue période.

A. Vecteurs pour la délivrance intracellulaire de protéines
1. Méthodes physiques
a Micro-injection

La micro-injection constitue la maniére la plus directe de délivrer un composé dans le
cytoplasme ou le noyau de cellules en culture. Applicable a tout type de molécule, elle
permet notamment la délivrance de protéines pour des études fonctionnelles. Ainsi,
I'injection dans des fibroblastes de rat d'anticorps bloquants dirigés contre le proto-oncogene
c-fos (cellular FIJB osteosarcoma virus-like oncogene) a permis de mettre en évidence son
implication dans la régulation temporelle du cycle cellulaire (Riabowol et al., 1988). Des
protéines naturellement présentes dans les cellules peuvent également étre délivrées afin
d'étudier leur mécanisme d'action : la délivrance par micro-injection de protéines RACKs
(receptors for activated C-kinase) a été utilisée pour observer leur effet sur la translocation et
l'activité de la PKC (Smith and Mochly-Rosen, 1992). Si elle est relativement simple a mettre
en ceuvre sur des cellules en culture, cette technique présente toutefois l'inconvénient de
traiter les cellules une par une, empéchant sa mise en ceuvre a I'échelle d'un tissu. Elle est
en outre traumatisante pour les cellules, surtout lorsqu'il s'agit de cellules primaires ou
fragiles : un taux de survie de 50% de neurones micro-injectés est ainsi considéré comme
satisfaisant (Komarova et al., 2007). Cette technique est donc utile pour I'étude de la fonction
d'une protéine sur un petit nombre de cellules mais est techniquement difficile a mettre en

ceuvre a |'échelle d'un tissu ou méme a I'échelle d'une culture cellulaire conséquente.
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b Electroporation

Cette technique a été développée par E. Neumann au début des années 1980 pour palier au
manque de vecteurs efficaces pour la délivrance d'acides nucléiques dans des cellules en
culture. Des observations dans la décennie précédente ont montré que sous l'influence d'un
champ électrique intense, les membranes biologiques peuvent étre perméabilisées de fagon
transitoire. En se basant sur ces résultats, un protocole a été développé consistant a
soumettre des cellules en culture a un champ électrique de 800 kV/m en présence d'ADN.
Méme si le rendement est faible (0,01 % de cellules transfectées), elle est considérée
comme efficace par rapport aux techniques en usage a cette époque (Neumann et al.,
1982). Des améliorations concernant le milieu extracellulaire utilisé, la quantité d'ADN
appliqguée aux cellules et les caractéristiques des impulsions électriques ont permis
d'augmenter considérablement la proportion de cellules transfectées, généralement de 15 a
50%, toutefois la mortalité cellulaire causée par le choc électrique reste importante, de I'ordre
de 50 a 90% (Guo et al., 2012). Cette technique a également été adaptée au transfert d'ADN
dans des cellules procaryotes et est aujourd'hui rapidement répandue en routine dans les

laboratoires pour transformer des bactéries (Drury, 1994).

Le mécanisme de I'électrotransfert est encore mal compris car il met en jeu des mécanismes
trés rapides difficiles a étudier, et plusieurs théories ont été proposées pour expliquer ce
phénoméne, mais toutes reposent sur la création, I'élargissement puis la fermeture de pores
hydrophiles transitoires de 20 a 120 nm dans la membrane sous l'action du champ
électrique. Il a été proposé que l'augmentation de la pression dans la membrane, due aux
forces électrostatiques, provoque une transition de phase des phospholipides qui adoptent
une structure non lamellaire conduisant a I'apparition des pores. Une autre théorie envisage
I'existence permanente de nano-pores hydrophobes existant en permanence dans les
bicouches lipidiques du fait des fluctuations thermiques des phospholipides, qui seraient
élargis par l'application du champ électrique et subiraient une transition vers des pores

hydrophiles par ré-orientation des lipides (Ho and Mittal, 1996).

Malgré cette compréhension limitée du phénomeéne, [I'électroporation est aujourd’hui
largement utilisée pour délivrer ADN ou siRNAs in vitro, et est également appliquée in situ
pour la délivrance intramusculaire de génes. La transfection des cellules n‘ayant lieu qu'entre
les électrodes, elle est difficile a mettre en ceuvre a I'échelle d'un organe entier dans une
optigue remplacement de géne, mais est en revanche utile dans le domaine de la
vaccination : plusieurs essais cliniques de phase | et Il au cours des dernieres années ont
montré l'efficacité de cette technique pour des vaccins préventifs (VIH, papillomavirus,

paludisme) ou curatifs (cancer de la prostate, hépatite C) (Sardesai and Weiner, 2011).
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L'électroporation a également été appliquée a la délivrance de protéines dans des cellules
en culture. La délivrance d'anticorps notamment a été utilisée pour étudier la fonction de leur
cible intracellulaire, par exemple le domaine C-terminal du récepteur a l'insuline humain ou le
transporteur du glucose Glut-1 (Campbell et al., 1995). Les limitations de la technique sont
cependant les mémes que dans le cas des acides nucléiques, a savoir une mortalité
importante (50-75 %) et un rendement dépendant du type cellulaire mais généralement
inférieur a 50 % (Yeo et al., 1994). La délivrance in vivo de protéines par électroporation est
encore peu utilisée mais une stratégie basée sur des micro-électrodes a récemment permis

la délivrance intracellulaire de BSA et d’ADN (Choi et al., 2012).

2. Internalisation spontanée

Parallelement aux méthodes physiques, des approches basées sur des processus existants
dans les cellules ont été développées : certaines protéines d'origine animale, végétale, virale
ou bactérienne ont en effet la capacité de traverser les différentes barrieres cellulaires pour
accéder au cytoplasme. Les mécanismes et les voies qu'elles empruntent ont été détournés
pour mettre au point des systéemes de délivrance intracellulaire dont certains sont déja

utilisés en médecine humaine.

a Immunotoxines

Les immunotoxines, crées par le couplage d'un anticorps et d'une toxine, constituent un cas
particulier de systéme de délivrance intracellulaire de protéines. Il se base sur la capacité
gu'ont certaines toxines protéiques comme la ricine, la toxine diphtérique ou la shiga-toxine,
dites AB-toxines, d'accéder au cytosol depuis le milieu extracellulaire. De telles protéines
sont généralement composées de deux domaines : un domaine de liaison B qui permet
l'attachement a la membrane et la translocation vers le cytosol, et un domaine catalytique A

dont le rble est de tuer la cellule en bloquant une cible intracellulaire.

Le cas de la ricine a été particulierement étudié : cette glycoprotéine issue de R. communis
est capable de se lier & la surface des cellules de mammiféere de fagon non spécifique grace
a la fonction lectine de son domaine B qui reconnait des résidus galactose a leur surface,
puis est internalisé par endocytose. La toxine est dirigée vers l'appareil de Golgi par le
transport rétrograde des endosomes, puis vers le réticulum endoplasmique (Figure 25). La
ricine est alors capable d'accéder au cytosol via la protéine Sec6la du complexe de

translocation des protéines (translocon), dont la fonction initiale est d'insérer dans le
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réticulum endoplasmique les protéines en cours de traduction ou d'en extraire les protéines
mal conformées pour les diriger vers le protéasome (Sandvig and van, 2000). Une fois libéré
dans le cytosol, le domaine catalytique A de la ricine provoque la dépurination spécifique
d'une adénine en position 4324 de I'ARN ribosomal 28S, conduisant a l'arrét de la synthese
protéique et & la mort cellulaire (Endo and Tsurugi, 1987). La toxine diphtérique agit selon un
schéma similaire malgré des différences dans la voie empruntée : une fois endocytée, elle
est soumise a l'acidification des endosomes et est partiellement dénaturée. L'exposition de
résidus hydrophobes normalement enfouis dans la structure de la protéine entraine son
insertion dans la membrane, ou la chaine B forme un canal qui facilite I'échappement
endosomal de la chaine catalytique A (Figure 25) (Falnes and Sandvig, 2000). Cette chaine
catalyse la ribosylation du facteur d'élongation 2 (eEF2), ce qui aboutit comme dans le cas
de la ricine a la mort de la cellule par arrét de la traduction des protéines (Holbourn et al.,
2006).

La possibilité d'utiliser de telles toxines pour tuer spécifiquement des cellules a été exploitée
des les années 1970, en les couplant a des anticorps permettant le ciblage vers un type
cellulaire particulier. La toxine diphtérique couplée chimiquement a des IgG de porcs
immunisés contre le virus des oreillons a été utilisée pour lyser spécifiquement des cellules
de singe infectées par ce virus (Moolten and Cooperband, 1970). Une décennie plus tard, il a
été montré que le couplage de la chaine catalytique A de la ricine a divers anticorps anti-lgG
permet la lyse sélective de lymphocytes produisant les IgG ciblées, offrant la possibilité de

traiter des lymphomes B par ce type d'immunotoxine (Krolick et al., 1980).

Les immunotoxines sont aujourd’hui approuvées en médecine humaine, essentiellement
dans le domaine de la cancérologie. Le DAB3glL-2, ou Denileukin diftitox, est une protéine
de fusion combinant le domaine catalytique de la toxine diphtérique et l'interleukine-2 (IL2).
Capable de se lier aux cellules exprimant le récepteur a I'lL-2, il est internalisé et la sous-
unité catalytique est libérée dans le cytosol des cellules ciblées. Autorisé par la FDA en
1999, il est aujourd'hui utilisé dans le traitement de nombreux syndromes prolifératifs comme
les lymphomes a cellules B ou T, ou les leucémies associées a une infection par le HTLV-1
(human T-cell lymphotropic virus 1). Malgré des effets secondaires non négligeables
(hypersensibilité aiglie et syndrome d'hyper-perméabilité vasculaire suite a l'injection) et
I'apparition progressive chez les patients d'anticorps anti- DABsglL-2, il donne des résultats
satisfaisants (de 15 a 50 % de rémission compléte suivant la pathologie traitée) et son
utilisation pour d'autres pathologies (réaction du greffon contre I'h6te, psoriasis ou arthrite
rhumatoide) est aujourd'hui a I'étude (Manoukian and Hagemeister, 2009). A I'heure actuelle,

une quarantaine d'immunotoxines sont engagées dans des essais cliniques de phase | a Il
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pour évaluer leur efficacité dans le traitement de lymphomes, de tumeurs solides et de

maladies auto-immunes (Pastan et al., 2007; Madhumathi and Verma, 2012).

Les immunotoxines sont des outils puissants mais malgré le greffage d'un anticorps qui
permet le ciblage d'un type cellulaire particulier, la partie toxique de la molécule agit
généralement sur des cibles ubiquitaires : cette relative absence de spécificité est en partie
responsable de leurs effets secondaires. Une approche basée sur la délivrance
intracellulaire de protéines humaines pro-apoptotiques, plus spécifiques, est a I'étude. Par
exemple, une étude récente a montré que la fusion de la protéine pro-apoptotique Bax (Bcl-2
associated X protein) avec le facteur BlyS (B-lymphocyte stimulator) provoque l'arrét du
cycle cellulaire et I'apoptose dans des lymphomes non hodgkiniens exprimant fortement le
récepteur de BlyS. Si les résultats montrent que cette toxine chimérique accéde au
cytoplasme des cellules aprés la liaison de BlyS a ses récepteurs de surface, le mécanisme
exact d'entrée n'est pas détaillé (Lyu et al., 2012a). Cette stratégie semble cependant
prometteuse et d'autres toxines basées sur BlyS ont montré leur efficacité in vivo dans des
études précliniques (Wen et al., 2011; Lyu et al., 2012b).
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Figure 25 - Voies d'acceés au cytosol de différentes AB-toxines. La toxine (AB) se un récepteur de surfa ce (Y) via son
domaine de liaison (B). Le domaine catalytique (A) est libéré dans le cytosol depuis les endosomes ou depuis le réticulum
(ER) apres un passage par le réseau transgolgien (TGN). (Falnes and Sandvig, 2000).

En dehors du domaine de la cancérologie, il est possible d'utiliser la spécificité de certaines
toxines pour un type cellulaire donné afin d'y délivrer des protéines de fagon ciblée. Le
domaine de liaison (non toxique) de la toxine tétanique, qui présente un tropisme pour les
neurones, a été fusionné a la superoxyde-dismutase 1 (SOD-1) et injecté dans le liquide

cérebrospinal de souris. Les résultats de cette étude ont montré que la protéine est délivrée
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spécifiguement dans les neurones et conserve l'activité antioxydante de la SOD-1 (Benn et
al., 2005). Le trafic intra et extracellulaire de la protéine n'est pas détaillé mais suit
probablement celui de la toxine tétanique, a savoir une internalisation récepteur-dépendante

et un trafic rétrograde via les endosomes vers le corps cellulaire (Lalli et al., 2003).

b Domaines de transduction protéique

Une autre stratégie pour la délivrance intracellulaire de protéines est basée sur I'utilisation de
séquences peptidiques capables de traverser spontanément la membrane plasmique : les
domaines de transduction protéiques (PTD) ou cell penetrating peptides (CPP). Ces
séquences ont été mises en évidence il y a une vingtaine d'années, majoritairement dans
des facteurs de transcription capables d'entrer dans des cellules pour y exercer leur action.
En 1988, il est observé que la protéine TAT (Transcription transactivating protein) du VIH est
capable d'entrer spontanément dans des cellules en culture, de s'accumuler dans le noyau
et d'y activer le promoteur contenu dans le LTR (long terminal repeat) du VIH. Le fait que la
chloroquine améliore l'entrée de la protéine dans les cellules suggére un mécanisme
impliquant les endosomes (Frankel and Pabo, 1988). Trois ans plus tard une étude sur la
protéine Antennapedia de la drosophile, impliquée dans la morphogénése, montre que son
domaine homeobox de 60 acides aminés est capable d'entrer spontanément dans des
neurones en culture et de provoquer leur différenciation (Joliot et al., 1991), et conserve
cette activité lorsqu'il est fusionné a un peptide exogéne, en faisant un vecteur potentiel pour
la délivrance de protéines (Perez et al., 1992). Rapidement, les séquences minimales
responsables de ce phénoméne ont été isolées. Il s'agit de peptides courts et riches en
acides aminés basiques, positivement chargés a pH physiologique : RQIKIYFQNRRMKWKK
pour le facteur Antennapedia, YGRKKRRQRRR (TatP) pour la protéine TAT. De nombreux
autres peptides présentant cette propriété ont été mis en évidence dans les années
suivantes, dérivés de protéines existantes ou totalement synthétiques comme un simple

peptide polyarginine (Args) (Heitz et al., 2009).

La capacité de ces séquences a accéder au cytosol a été mise a profit pour délivrer de
nombreux types de macromolécules in vitro comme in vivo. La fusion de PTDs issus de la
protéine VP22 du virus de I'herpés avec des protéines cargo a permis la délivrance in vitro
de protéines rapportrices de taille nettement plus importante que le PTD lui-méme (GFP, -
Gal, HSV-TK) (Ford et al., 2001). Plus intéressant, l'injection intrapéritonéale chez la souris
d'une protéine de fusion TatP-B-Gal conduit a l'accumulation de la protéine dans de
nombreux tissus, dont le foie, les poumons, les reins et le muscle cardiaque, et également

dans le systéeme nerveux central, montrant la capacité de ce systeme a franchir la barriére
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hémato-encéphalique (Schwarze et al., 1999). Les propriétés de ces peptides ont également
été utilisées pour la délivrance de facteurs de transcription afin d'obtenir des cellules
souches pluripotentes induites (iPSc). Ces cellules sont obtenues a partir de cellules adultes
par transfection de facteurs de transcription spécifigues qui les raménent a un état de
différenciation proche de cellules souches embryonnaires. Les genes codant ces facteurs
ont tendance a s'intégrer dans le génome des cellules traitées, interdisant leur utilisation
chez 'Homme dans des thérapies de remplacement cellulaire : la possibilité d'introduire ces
facteurs dans les cellules directement sous forme protéique est donc un enjeu majeur dans
le domaine des iPSc. L'équipe de K.S. Kim a montré que la fusion des facteurs Oct3/4, Sox2,
Klf-4 et c-Myc avec un peptide composé de neuf arginines permet leur délivrance dans des
fibroblastes humains en culture. Ces facteurs s'accumulent dans le noyau des cellules
traitées et permettent l'induction de la pluripotence, avec toutefois un rendement faible
(0,001 %) et une toxicité non négligeable, démontrant la possibilité de reprogrammer des

cellules somatiques sans intervention génomique (Kim et al., 2009).

Le mode d'action de cette nouvelle classe de vecteurs est encore mal compris. La charge
positive de ces peptides leur permet d'interagir avec la membrane des cellules ciblées, et
dans le cas de TatP le réle des protéoglycanes dans l'attachement a la membrane semble
essentiel. Par ailleurs, cette charge positive semble étre I'élément clé du processus
d'internalisation puisque les peptides issus de TAT et d'Antennapedia apparaissent
déstructurés et que lintroduction de prolines dans leurs séquences, qui provoquent des
courbures de la chaine peptidique, n'a pas d'influence sur leur capacité a entrer dans les
cellules (Schwarze et al., 2000), indiqguant que les propriétés physicochimiques de ces
peptides sont plus importantes que leur structure tridimensionnelle pour leur fonction. Les
premiéres études sur les PTD ont suggéré une entrée directe dans le cytosol par
perturbation de la membrane plasmique : la charge positive de ces peptides leur permet
d'interagir avec les phospholipides négativement chargés de la membrane et d'induire la
formation de micelles inverses ou de pores hydrophiles. Ce modele n'est toutefois pas
satisfaisant pour expliquer linternalisation de PTD couplés a des protéines de masse
importante comme la B-Gal (Lundberg and Langel, 2003). Plus récemment, de hombreuses
études ont mis en évidence l'importance de I'endocytose dans le processus d'internalisation
de conjugués PTD-protéine cargo : il semble que si I'entrée directe dans le cytosol est
possible, elle n'intervient que pour des concentrations de peptide importantes au niveau de
la membrane plasmique (jusqu'a 10 uM) et ne permet pas d'expliquer I'entrée de peptides
conjugués a TatP dans des cellules a des concentrations nettement inférieures (5 nM). Les
voies d'endocytose en jeu dans le processus d'internalisation de ces complexes sont

discutées et les différentes études sur le sujet ne permettent pas de trancher entre
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macropinocytose, endocytose clathrine-dépendante ou endocytose cavéole-dépendante. |l
est probable que les voies d'entrée soient dépendantes de la nature du PTD, de son cargo et
du type cellulaire ciblé, et que plusieurs voies d'entrée coexistent pour un méme PTD. Dans
le cas de TatP cependant, il semble que la macropinocytose soit la voie principale
d'internalisation : le suivi par microscopie confocale de peptides TatP couplés a des quantum
dots (QD) a montré que la liaison du peptide aux protéoglycanes de surface de cellules HeLa
provoque le recrutement et I'activation de la protéine Racl (Ras-related C3 botulinum toxin
substrate 1) qui induit une réorganisation du réseau d'actine sous-membranaire conduisant a
l'internalisation de TatP dans une vésicule de macropinocytose (Suzuki, 2012). L'entrée dans
la cellule par endocytose impliqgue que ces vecteurs sont capables de promouvoir
I'échappement endosomal afin d'accéder au cytosol. La encore, plusieurs modalités
semblent entrer en jeu selon le peptide considéré. Dans le cas de la sous-unité HA2 de la
protéine HA (hémagglutinine) du virus influenza, la protonation des acides glutamique et
aspartique lors de l'acidification de I'endosome provoque un changement de conformation
vers une structure en hélice hydrophobe capable de s'insérer dans la membrane et de la
déstabiliser (ElI Sayed et al., 2009; Varkouhi et al., 2011). Le cas de TatP est sujet a
controverse : si les premiéres études ont montré qu'il est capable de franchir la barriére
endosomale, des études récentes ont suggéré que cet effet est en réalité un artefact de
fixation et que l'utilisation d'agents lysomotropiqgues comme la chloroquine est nécessaire
pour promouvoir cette étape essentielle dans la transduction du peptide et de son cargo
(Caron et al., 2004; Chauhan et al., 2007).
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Figure 26 — Mécanisme de délivrance intracellulaire d'une protéine exogéne couplée a un PTD. (a) Attachement a la
membrane par interaction électrostatique. (b) Passage de la membrane plasmique (hypothése d'une délivrance directe dans le
cytosol) ou passage de la membrane endosomale dans le cas d'un mécanisme d'entrée par endocytose. (¢) Repliement de la
protéine exogene sous sa conformation active par les chaperonnes intracellulaires (Schwarze et al., 2000).
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I a été observé que le processus d'internalisation médié par les PTD implique la
dénaturation de la protéine cargo, probablement lors du passage dans l'environnement
hydrophobe de la membrane dans le cas d'une délivrance directe ou bien suite a
l'acidification des endosomes dans le cas d'une entrée par endocytose. La protéine cargo
doit donc étre repliée sous sa conformation active par les chaperonnes présentes dans le
cytosol (Figure 26). Cette étape parait étre un des facteurs limitants du processus de
délivrance : si l'incubation d'une protéine de fusion TatP-GFP avec des cellules en culture
conduit a linternalisation d'une quantité importante de GFP dans le cytosol, une fraction
seulement de celle-ci est sous sa forme active (fluorescente), le reste étant dénaturé
(Bonifaci et al., 1995; Schwarze et al., 2000).

Si les PTD présentent un grand intérét dans le domaine de la délivrance intracellulaire de
protéines, ils peuvent également étre couplés a d'autres types de cargos comme des siRNAs
ou des oligonucléotides antisens (van den Berg and Dowdy, 2011). Il a également été
montré que ces peptides sont capables de délivrer des plasmides de masse moléculaire
importante in vitro et in vivo : le couplage du domaine de transduction du facteur de
transcription humain Hphl avec le domaine de liaison a I'ADN du facteur GAL4 de la levure a
permis la transfection de cellules en culture avec une efficacité comparable a celle de la
Lipofectamine, mais également le tissu pulmonaire aprés instillation intranasale chez la

souris (Kim et al., 2010a).

¢ Virus recombinants

Les PTD, souvent issus de protéines virales, permettent la délivrance de protéines et
d'autres composés dans des cellules vivantes. Toutefois, leur efficacité est limitée par leur
faible échappement endosomal. Une stratégie proche est basée sur I'utilisation de pseudo-
particules virales (VLP) qui combinent les capacités d'internalisation et d'échappement
endosomal des virus. Il a été montré que la fusion d'une protéine cargo avec un mutant de
la protéine Nef du VIH-1 permet son incorporation dans I'enveloppe de particules virales
vides. Le traitement de cellules en culture avec ces VLP recombinantes a permis la
délivrance de GFP dans des cellules en culture, mais également de la protéine HSV-TK sous
forme fonctionnelle, montrant que la protéine cargo est effectivement délivrée dans le cytosol
des cellules traitées (Peretti et al., 2005; Muratori et al., 2010). La présence potentielle de
transcriptase inverse et d'intégrase dans ces VLP issues de lentivirus amenant un risque de
mutagénese dans les cellules traitées par ce systéeme a amené a la mise au point de VLP
dérivées de virus aviaires ne contenant pas ces enzymes. Ces VLP aviaires ont été utilisées

pour délivrer la caspase-8 et la CRE-recombinase sous forme active dans des cellules en
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culture de maniére efficace et de facon ciblée. Il est a noter que la méme étude n'a pas pu
mettre en évidence la délivrance de la CRE-recombinase par le peptide TatP, probablement
a cause de I'échappement endosomal limité de ce systéme de délivrance (Kaczmarczyk et
al.,, 2011). Malgré leur efficacité, ces systemes basés sur les VLP présentent l'inconvénient
d'étre complexes a mettre en ceuvre car ils nécessitent la fusion du géne de la protéine
cargo avec celui d'une protéine virale pouvant résulter dans une perte de fonction de la
protéine cargo, suivie de l'assemblage des VLP dans des cellules productrices puis de leur
purification. De plus, comme dans le cas de la délivrance d'acides nucléiques par les
vecteurs viraux, la taille du cargo est ici limitée : les VLP dérivées du VIH-1 peuvent prendre
en charge une protéine de 630 acides aminée au maximum, ce qui correspond a environ 70
kDa (Muratori et al., 2010) et limite donc le champ d'application de ces systémes de

délivrance.

3. Vecteurs synthétiques

Parallélement aux méthodes physiques et aux techniques reposant sur linternalisation
spontanée de certaines protéines, des vecteurs synthétiques ont été développés pour la
délivrance intracellulaire de protéines. Ceux-ci sont inspirés des vecteurs pour la délivrance
d'acides nucléiques qui ont été développés depuis la fin des années 1980 et reposent

généralement sur les mémes composés, avec des mécanismes d'action similaires.

a Polymeéres

Les copolyméres a blocs amphiphiles non ioniques, dont l'utilisation comme vecteurs pour la
délivrance d'acides nucléiques a été détaillée précédemment, peuvent étre utilisés comme
agents pour la délivrance intracellulaire de protéines. L'équipe de A. Kabanov a travaillé a la
mise au point de méthodes de couplage de Pluronics avec une protéine modéle, la HRP
(horse radish peroxidase) via une liaison chimique. Leurs observations ont montré que la
HRP conjuguée au P85 ou au L81 s'accumule dans des cellules en culture quatre a cing fois
plus efficacement que la HRP libre. Le mode d'action de ce systéme n'est pas détaillé,
cependant la longueur du bloc hydrophobe joue une importance cruciale puisque le P85 et le
L81 (40 unités PPO) sont nettement plus efficaces que le L121 et le P123 (70 unités PPO),
la longueur des blocs hydrophiles ayant peu d'influence. Ceci suggere un mode d'action
indépendant de linsertion de la partie hydrophobe du polymére dans la membrane

plasmique (Yi et al., 2008). Ces résultats ont conduit la méme équipe a délivrer des
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protéines ayant un effet fonctionnel afin d'évaluer le potentiel thérapeutique de ce systéme.
La conjugaison de la SOD-1 avec le P85 ou le L81 a permis sa délivrance dans des
neurones en culture sans signe de toxicité apparente, et I'enzyme y exerce son activité
antioxydante. Cette approche pourrait étre utilisée dans le traitement de I'hypertension
induite par l'angiotensine Il (dont les voies de signalisation intra-neuronales impliquent l'ion
superoxyde O;) et plus généralement dans l'approche de pathologies liées a un stress
oxydatif excessif (Yi et al.,, 2010). De tels conjugués Pluronics-protéines sont également
actifs in vivo. Il a notamment été montré que le couplage de la leptine (hormone régulant la
sensation de satiété) au P85 permet sa délivrance dans le systéme nerveux central aprés
passage de la barriere hémato-encéphalique. S'il ne s'agit pas dans ce cas précis de
délivrance intracellulaire stricto-sensu, puisque le récepteur de la leptine est situé a la
surface des neurones ciblés, la traversée de la barriere hémato-encéphalique s'effectue par
transcytose et impliqgue donc l'entrée du conjugué P85-leptine dans les cellules qui la
constituent avant d'étre relargué dans le milieu interstitiel du tissu nerveux. L'injection
intraveineuse de ce composé permet de réduire efficacement la prise alimentaire des
animaux traités, montrant que la leptine est délivrée sous forme active au niveau de son
récepteur (Banks et al.,, 2011). D'autres polyméres aux propriétés proches des Pluronics
peuvent également étre utilisés pour la délivrance intracellulaire de protéines, comme des

copolymeres a blocs de poly(2-oxazoline) (Tong et al., 2010).

Ces approches basées sur les copolyméres a blocs amphiphiles, composés non ioniques
par définition et donc incapables de former des liaisons électrostatiques fortes avec la
protéine cargo, reposent sur la création de liaisons covalentes entre le polymére et la
protéine, ce qui peut empécher leur application a certaines protéines sensibles a la
dénaturation ou aux modifications chimigues. Une méthode permettant la délivrance d'une
protéine cationique, la RNAse A, a l'aide de Pluronics sans couplage a la protéine a été
proposée : elle repose sur le polymére F127 chimiquement couplé a de I'héparine. La forte
charge négative de I'héparine lui permet d'établir des liaisons électrostatiques avec la
RNAse A. Le complexe F127-héparine : RNAse A est soluble a 4°C mais forme
spontanément des assemblages supramoléculaires (nanogels) a 37°C par déshydratation et
assemblage des blocs de PPO du F127. De tels nanogels ont une taille de I'ordre de 100 nm
compatible avec une entrée par endocytose et ont permis de délivrer la RNAse A sous forme
active dans des cellules HeLa. La mort des cellules ciblées, induite par la dégradation des
ARN cytosoliques et nucléaires fait de ce nanogel un potentiel agent anticancéreux (Choi et
al., 2010)

Une approche prometteuse basée sur des polyamidoamines a permis la délivrance d'une

protéine modeéle, I'albumine sérique humaine (HSA), in vitro dans des cellules intestinales
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sécrétrices de mucus, un type de cellules habituellement difficles a cibler. Les
polyamidoamines sont des polyméres cationiques capables de former un complexe
supramoléculaire avec des composés anioniques, et elles ont été utilisées auparavant pour
la délivrance de drogues, d'acides nucléiques et de protéines . Elles possedent des amines
tertiaires protonables qui leur permettent de favoriser I'échappement endosomal aprés
endocytose des complexes par un mécanisme d'éponge a protons. Leurs propriétés les
rapprochent donc de polymeéres cationiques plus couramment utilisés comme le PEI, tout en
étant biodégradables et peu toxiques. L'originalité de cette étude tient en l'utilisation d'une
polyamidoamine riche en ponts disulfure qui remplissent deux fonctions : ils permettent d'une
part un temps de résidence prolongé des complexes au niveau de la couche de mucus
entourant les cellules ciblées par la création de liaisons avec les groupements thiols et les
ponts disulfure présents en grande quantité dans le mucus, favorisant ainsi leur contact avec
les cellules et leur internalisation, et permettent d'autre part une dissociation efficace des
complexe une fois situés dans le milieu intracellulaire réducteur. De tels composés
permettent d'envisager la délivrance intracellulaire de protéines in vivo au niveau des

muqueuses digestives, voir pulmonaires (Cohen et al., 2012).

Si la plupart des systémes de délivrance intracellulaire de macromolécules ont pour but de
véhiculer leur cargo jusqu'au cytosol et sont donc congus pour favoriser I'échappement
endosomal, il peut étre dans certains cas utile de vectoriser une protéine vers les lysosomes,
notamment dans pour le traitement des déficits en enzymes lysosomales. Une étude récente
a montré qu'un polysaccharide modifié, le triméthyl-chitosan (TMC), forme des complexes
positivement chargés de 200 nm de diamétre avec l'alpha-galactosidase (a-gal), I'enzyme
déficiente dans la maladie de Fabry. Ces complexes sont endocytés et subissent
l'acidification des endosomes. Le pouvoir tampon du TMC est insuffisant pour provoquer
I'échappement endosomal par effet d'éponge a protons et ils sont donc dirigés vers les
lysosomes. L'abaissement du pH ameéne en revanche I'a-gal a I'électroneutralité et stabilise
sa structure, ce qui provoque la dissociation du complexe et le relargage de I'enzyme sous
forme active dans le compartiment lysosomal (Giannotti et al., 2011). Une telle approche est
prometteuse dans le traitement de la maladie de Fabry, qui repose a I'heure actuelle sur
l'injection intraveineuse d'a-gal en quantité importante entrainant I'apparition d'anticorps anti-
a-gal et occasionnant un codt de traitement élevé, et pourrait étre appliqué a d'autre déficits

en enzymes lysosomales (Schiffmann and Brady, 2006)
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b Vecteurs lipidiques

La plupart des vecteurs dédiés a la délivrance intracellulaire de protéines sont inspirés de
ceux développés a l'origine pour le transfert d'acides nucléiques. Cependant, dans le
domaine des vecteurs lipidiques, les premiéres macromolécules cargos ont été des
protéines. En effet, si les premiers rapports concernant la délivrance d'acides nucléiques par
des vésicules lipidiques remontent a la fin des années 1970 (Dimitriadis, 1978; Wilson et al.,
1979; Fraley et al., 1980), des équipes se sont intéressées deés le début de la décennie a
I'encapsulation d'enzymes. En 1971, I'équipe de B. Ryman a décrit la formulation d'une
protéine modéle, I'albumine sérique humaine, et d'une enzyme, I'amyloglucosidase, avec des
vésicules de lécithine:cholestérol:dicétyl phosphate. Le but de cette étude n'était pas de
délivrer I'enzyme au sein de cellules vivantes mais d'améliorer sa biodistribution suite a une
injection intraveineuse pour le traitement de déficits enzymatiques liés au métabolisme du
glycogéne. Les formulations proposées permettent une encapsulation de 5 a 10 % de la
guantité initiale de protéine dans des vésicules multilamellaires et bien que cette étude ne
comporte aucune donnée biologique, elle semble étre une des premiéres a envisager la
délivrance de protéines au moyen de vecteurs lipidiques (Gregoriadis et al., 1971). Peu
aprés, l'équipe de K. Cherian a étudié l'interaction de liposomes cationiques de
sphingomyéline:cholestérol:stéarylamine contenant I'enzyme HRP avec des cellules HeLa en
culture. Leurs observations montrent que les liposomes augmentent d'un facteur 300
l'internalisation de la protéine par rapport a sa forme libre. Cependant, la protéine délivrée
par ce vecteur n'est pas répartie dans le cytosol mais contenue dans des structures
membranaires, indiquant soit un défaut d'échappement endosomal, soit un défaut de
dissociation des liposomes (Magee et al., 1974). C'est dans la décennie suivante que la
délivrance d'une protéine dans le cytosol de cellules en culture au moyen d'un vecteur
lipidique sera rapportée. Reisine et al. ont utilisé des phospholiposomes pour introduire une
protéine de 10kDa, l'inhibiteur de la protéine kinase A (PKI), dans des cellules de tumeur
pituitaire AtT-20. Pour favoriser linteraction de ces liposomes ave les cellules AtT-20
exprimant N-CAM (Neural cell adhesion molecule), les cellules ont été incubées avec un
anticorps anti-N-CAM et les liposomes, aprés encapsulation du PKI, ont été chimiquement
couplés a la protéine A de S. aureus capable de se lier fortement au fragment Fc des
immunoglobulines. L'internalisation de tels complexes liés a des protéines de surface repose
probablement sur une endocytose récepteur-dépendante. Le PKI délivré de cette maniere a
permis de bloquer la sécrétion d'hormone adrénocorticotrope (ACTH) induite dans ces
cellules par lI'adénosine monophosphate cycligue (AMPc), indiquant que ce systeme est
capable de délivrer la protéine cargo dans le cytosol des cellules traitées, entrainant

I'inhibition de la PKA responsable de la sécrétion d'ACTH (Reisine et al., 1985; Reisine et al.,
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1986). Malgré son efficacité, la complexité de ce systeme et I'impossibilité de le transposer a

des applications in vivo ont probablement limité son développement ultérieur.

Les lipides cationiques développés a la fin des années 1980 ont permis une rupture dans le
domaine de la vectorisation d'acides nucléiques (Felgner et al., 1987) et ont rapidement été
mis a profit dans le domaine de la délivrance intracellulaire de protéines, en permettant de se
passer des systemes complexes d'attachement aux cellules développés précédemment. Des
liposomes de DOTMA ont été utilisés pour délivrer dans des cellules en culture un fragment
de 149 résidus du récepteur aux glucocorticoides possédant une activité de facteur de
transcription. Aprés 30 minutes d'exposition, la protéine est localisée dans les noyaux de
20 % des cellules traitées. Si seulement 0,2 % de la quantité initiale de protéine (125 ug) est
effectivement internalisée en utilisant ce systeme, ceci est suffisant pour activer la
transcription d'un plasmide rapporteur délivré simultanément ou séparément dans les
cellules par le méme systéme de vectorisation. Ces résultats indiquent que le facteur de
transcription atteint le cytosol puis le noyau ou il exerce son activité. Il n'est cependant pas
certain que la DOTMA seule puisse promouvoir I'échappement endosomal des complexes
puisque ces expériences ont été réalisées en présence de chloroquine. Etonnamment, des
liposomes de DOTMA:DOPE particulierement efficaces dans le cas de la délivrance d'acides
nucléigues se sont avérés nettement moins performants que la DOTMA seule pour délivrer
le facteur de transcription, indiquant que les paramétres de formulation optimaux établis pour
les acides nucléiques ne sont pas transposables a la délivrance de protéines (Debs et al.,
1990). A la méme époque, la découverte des PTD et de leur capacité a transporter des
protéines jusqu'au cytosol de cellules vivantes semble avoir éclipsé le potentiel des lipides
cationiques dans ce domaine, et il faudra une dizaine d'années pour que de nombreux
groupes de recherche se consacrent a la mise au point de formulations lipidiques pour la

vectorisation de protéines.

L'équipe de C. Férec a décrit en 2000 la délivrance intracellulaire de 3-gal dans des cellules
primaires pulmonaires de souris par le GLB73 (Figure 27), un phosphonolipide cationique
initialement développé pour le transfert de geénes. Plus intéressant, l'administration
intratrachéale de B-gal formulée au GLB73 chez la souris a conduit a la délivrance de
I'enzyme dans le cytoplasme des cellules de I'épithélium bronchique, son activité y étant
détectable quatre jours aprés le traitement. Des observations en microscopie électronique
ont montré que la protéine et le lipide forment un complexe multilamellaire peu condensé,
probablement par le biais d'interactions électrostatiques. Il est a noter que le GLB43, un
composé différent du GLB73 par la longueur de sa chaine hydrocarbonée et la présence
d'une insaturation (Figure 27) et inefficace pour le transfert de génes, s'est également avéré

incapable de délivrer la B-gal dans les poumons, illustrant l'importance cruciale des

73



Généralités

propriétes physicochimiques du vecteur pour la délivrance intracellulaire de protéines

comme d'acides nucléiques (Guillaume et al., 2000).
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Figure 27 — Structure générale des phosphonolipides cationiques GLB43 (R = Cig:1; R1 = CH®: X = 1) et
GLB73 (R = Ci40; R1 = CH®; X = I) (Guillaume et al., 2000)

L'équipe de J.P. Behr a mis au point un systéeme de délivrance intracellulaire de protéines
anioniques basé sur la DOGS, précédemment développée par le méme groupe pour le
transfert d'acides nucléiques (Behr et al., 1989). Cette formulation a permis la délivrance de
divers types de protéines dont des anticorps et des enzymes. Cette étude suggere que
l'adhésion des complexes lipide cationique/protéine aux cellules se fait via une liaison aux
syndécans, des protéines porteuses de glycosaminoglycanes situées dans des régions
riches en cholestérol de la membrane, puisque la déplétion des cellules en cholestérol par
un traitement a la cyclodextrine inhibe la délivrance des protéines par ce systéme. Au vu de
ces résultats, il est également probable que l'internalisation de tels complexes se fasse par
endocytose cavéole-dépendante puisque les cavéoles sont également situées au niveau de
radeaux lipidiques riches en cholestérol. Les auteurs se sont attachés a l'étude des
paramétres optimaux de formulation des complexes lipide cationique/protéine. Dans le cas
de la délivrance intracellulaire d'acides nucléiques, le paramétre clé est le rapport de
charge +/- entre les charges positives du lipide cationique et les charges négatives portées
par les phosphates de l'acide nucléique, généralement situé entre 2 et 5 dans le cas de la
transfection d'ADN plasmidique. Dans le cas de la délivrance de protéines avec la DOGS,
les formulations optimales ne permettent pas de mettre en évidence un rapport de charge
optimal mais plutét un rapport de surface optimal (Figure 28) correspondant a environ 5
molécules de DOGS par nm?2 de surface de protéine, suggérant que dans ce cas la formation
du complexe se fait par "recouvrement” de la protéine par le lipide cationique (Dalkara et al.,
2004).
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MW Proten Proten charge DOGS/protein DOGS/protein DOGS/nm? of

Protein (xDa) surface [".m. ) atpH 7* motecule” charge ratio (+/-) protein surface
Bovine serum albuminFITC, 4 66 95 40 500 37.5 53
(wGalactosidase 465 349 132 1400 32 4.0
1aG (anti-actin)}-FITC, 150 164 " 750 281 46
IgG (anti tubulin)-FITC, 150 164 2 750 1125 46
R-phycoerythrin 240 218 5 1200 720 5.5
One DNA base pair 0.66 2¢ 2 | 6 2

of sach ATC mokcuie | 16)

Figure 28 — Propriétés physicochimiques de protéines anioniques et de leurs formulations optimales avec la DOGS
(Dalkara et al., 2004)

Le groupe de P.L. Felgner a décrit l'utilisation d'un lipide cationique, le DODAPL
(Dioctadélylaminopropylamine-lysine) pour délivrer dans de nombreux types cellulaires des
protéines fonctionnelles pro-poptotiques (caspases, granzyme B, cytochrome C). L'avantage
de ces protéines est qu'elles permettent d'établir de fagcon non ambigle sur leur délivrance
sous forme active dans le cytosol, contrairement a des protéines rapportrices fluorescentes
qui peuvent étre présentes dans le cytosol mais mal conformées, ou des enzymes dont le
dosage a posteriori ne permet pas de préciser la localisation intracellulaire. Le DODAPL
couplé a la DOPE s'est avéré un vecteur puissant capable de délivrer dans des cellules en
culture des protéines pro-apoptotiques et d'y induire la mort des cellules. Il est intéressant de
noter que ce systéme peut étre appliqué a des protéines négativement chargées,
susceptibles de former un complexe avec le lipide cationique, mais également des protéines
positives puisque le granzyme B, porteur d'une charge de + 16 a pH = 7. Les auteurs
attribuent cet effet a la présence de régions hydrophobes dans la structure du granzyme B,
permettant l'association de cette protéine avec les lipides malgré leurs charges de méme
signe. A l'inverse, le DODAPL:DOPE s'est avéré incapable de transporter dans les cellules
traitées le cytochrome C, porteur d'une charge positive mais dénué de régions hydrophobes.
Ces travaux illustrent bien l'importance des propriétés physicochimiques des protéines
cargo, en plus de celles du vecteur, dans l'efficacité d'un tel systeme de délivrance (Zelphati
et al., 2001).

Les lipides cationiques s'avérant étre des vecteurs efficaces a la fois pour la vectorisation
d'acides nucléiques et de protéines, des groupes de recherche ont étudié la possibilité de
délivrer ces deux types de macromolécules conjointement afin d'obtenir une synergie dans
leurs effets sur les cellules ciblées. La capacité des papillomavirus humain (HPV) a induire
des cancers cervicaux est en partie due a la capacité de leur oncoprotéine E6 a neutraliser
la protéine pro-apoptotique p53 dans les cellules qu'ils infectent. La délivrance par une
formulation commerciale de lipide cationique (HiPerFect) dans des cellules de cancer

cervical d'un siRNA ciblant E6 et d'un anticorps neutralisant dirigé contre cette méme
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protéine a permis d'obtenir l'arrét de la prolifération des cellules ciblées de maniere plus
efficace qu'avec la délivrance du siRNA seul ou de l'anticorps seul, montrant un effet
synergique entre le blocage de I'oncoprotéine E6 par I'anticorps et I'inhibition de sa synthése
par le siRNA. Dans cette étude, la formation des complexes était obtenue en ajoutant le
siRNA au mélange lipide cationique/protéine. Il est intéressant de noter que la délivrance de
l'anticorps était augmentée par la présence dans la formulation d'un peptide dimérisable
comportant la séquence de I'épitope reconnu par l'anticorps, suggérant que la réticulation
des anticorps par ce peptide conduit a la formation d'un complexe plus efficace (Courtete et
al., 2007). Un systéme similaire a permis l'induction de l'apoptose dans des cellules de
mélanome B16(F10) par délivrance d'un peptide pro-apoptotique et d'un
oligodésoxynucléotide antisens dirigé contre la protéine anti-apoptotique Bcl-2 au moyen de
liposomes de DOTAP:DOPE. Dans ce cas précis, la charge positive nette du peptide délivré
(D-(KLAKLAK),) ne permettant pas la formation d'un complexe directement avec le lipide
cationique, la formulation du systéme a été effectuée de fagon séquentielle. Dans un premier
temps, le peptide a été formulé avec l'oligonucléotide afin de former un complexe
négativement chargé. Une solution de ces complexes a été utilisée pour réhydrater un film
de DOTAP:DOPE, conduisant a leur encapsulation dans les liposomes cationiques ainsi
formés. Ces liposomes se sont avérés capables de restaurer l'activité des caspases 3 et 7
dans les cellules ciblées et d'y induire l'apoptose. Plus intéressant, ces complexes injectés
dans des tumeurs B16(F10) greffées en sous-cutané chez la souris ont permis d'obtenir une
diminution de la croissance de ces tumeurs associés avec une apoptose importante des

cellules tumorales (Ko et al., 2009).

Malgré le potentiel important des lipides cationiques pour la délivrance intracellulaire de
protéines, il existe peu de données concernant les propriétés physicochimigues des
complexes lipide cationique/protéine. Il a pourtant été observé dans le cas de la vectorisation
d'acides nucléiques que ces propriétés jouent un rdle crucial dans l'efficacité de tels vecteurs
et il est donc nécessaire de définir leurs propriétés optimales pour la délivrance intracellulaire
de protéines. C'est pourquoi I'étude de ces propriétés tient une place importante dans le
travail de développement de nouveaux vecteurs lipidiques dédiés aux protéines qui est

présenté dans le chapitre 4 des résultats.
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1. Lipides cationiques et colipides — Formulations lipidiques

Les synthéses des lipides cationiques utilisés dans cette étude ont été décrites dans des
études précédentes: DOSP et DOSN (Mevel et al., 2012), KC et TGKC (Belmont et al.,
2002), KCC, KLC et DOSK (Sainlos et al., 2005), BGTC (Vigneron et al., 1996). Les
synthéses des autres dérivés lipidiques d'aminoglycosides ont été décrites par M. Sainlos
(Sainlos, 2004). La synthése du MM27 a été décrite par M. Mével (Mevel et al., 2008). La
DOPE provient d'Avanti Polar Lipids.

Les solutions micellaires ont été obtenues en dissolvant les lipides cationiques dans de l'eau
ultrapure et en soniquant la suspension durant 10 minutes. Les suspensions liposomales ont
été obtenues en dissolvant le lipide cationique et le colipide dans du chloroforme. Aprés
évaporation des solvants a I'évaporateur rotatif, les films lipidiques obtenus ont été
réhydratés une nuit & 4°C dans de l'eau ultrapure, vortexés puis soniqués jusqu'a I'obtention
de liposomes de 100-150 nm de diamétre dont la taille a été contr6lée sur un Zetasizer
300HSA (Malvern Instruments). Sauf mention contraire, la proportion de lipide cationique et

de colipide dans les formulations liposomales était de 1:1 (mol/mol).

2. Protéines — Formulation des complexes lipide cationique / protéine

Les protéines utilisées dans cette étude sont la B-galactosidase d'E.coli (Roche Applied
Science), I'histone H1 de thymus de veau conjuguée a I'Alexa 488 (Life Technologies), les
anticorps monoclonaux anti-cytokératine 8 C-term spécifique conjugué au FITC (ab87010)
et N-term spécifique (ab51152) (Abcam), I'anticorps monoclonal anti-B-tubuline conjugué au

FITC (Sigma Aldrich) et la caspase-3 humaine active (Sigma Aldrich).

Pour formuler les complexes lipide cationique / protéine, les protéines et les solutions-meres
de lipides cationiques ont été diluées soit respectivement dans des volumes égaux (50uL) de
NaCl 240mM + HEPES 40mM pH 7,4 et d'eau, soit dans des volumes égaux (50uL) de
milieu OptiMEM ou DMEM (Life technologies), a différents rapports molaires. Aprés dilution,
les solutions de protéine et de lipide cationique ont été combinées par aller-retour a la pipette
automatique et le mélange résultant a été incubé 15 minutes a température ambiante pour

permettre la complexation des lipides et des protéines.
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3. Mesure de taille des complexes lipide cationique/protéine

La taille des complexes lipide cationique/protéine a été mesurée par diffusion quasi-élastique
de la lumiére sur un Zetasizer 300HSA (Malvern Instruments). Les protéines (1ug) ont été
formulées au lipide cationique a différents rapports molaires dans un volume total de 100uL
de NaCl 120mM + HEPES 20mM pH 7,4 ou de milieu OptiMEM. Apres 15 minutes
d'incubation a température ambiante, 900uL de NaCl 120mM + HEPES 20mM pH 7,4 ont été
ajoutés pour obtenir un volume total de 1mL et la mesure de taille effectuée.

4. Electrophorése des complexes lipide cationique/protéine

Les complexes BGTC:DOPE/protéine ont été préparés a partir de 10ug de protéine formulée
a différents rapports molaires dans du NaCl 120mM + HEPES 20mM pH 7,4 ou du milieu
OptiMEM (volume final 50uL). Dans le cas de la B-gal, 5uL de complexes ont été additionnés
de 5uL de tampon de chargement non dénaturant Blue-Orange load buffer (Promega) et
déposés directement sur un gel de polyacrylamide non dénaturant (stacking 5%, resolving
7%). Dans le cas de I'histone, aprés la formation des complexes lipide cationique / protéine,
la préparation a été centrifugée 10 minutes a 17 900xg pour culotter d'éventuels complexes.
Un aliquot de 20uL de surnageant a été incubé 5 minutes a 95°C dans du tampon de
Laemmli (Laemmli, 1970) puis déposé sur un gel de polyacrylamide dénaturant (stacking
5%, resolving 7%). Apres 2h de migration a 80V, les protéines ont été révélées au bleu de
Coomassie (Fixateur : éthanol 50%, acide acétique 10%. Solution de coloration : bleu de
Coomassie R250 0,1 %, méthanol 20%, acide acétique 10%. Solution de lavage : méthanol
50%, acide acétique 10%).

5. Culture cellulaire

Les cellules HeLa (adénocarcinome cervical, H. sapiens), H1299 (carcinome pulmonaire non
a petites cellules, H. sapiens) et C2C12 (myoblastes, M. musculus) ont été cultivées dans le
milieu DMEM. Les cellules CHO-K1 (cellules ovariennes, C. griseus) ont été cultivées dans
le milieu F12-K. Les cellules souches mésenchymateuses de souris ont été cultivées dans
du milieu a-MEM comme décrit précédemment (Leblond et al., 2009). Tous les milieux
étaient supplémentés en sérum de veau foetal (10%), L-glutamine (2mM), streptomycine

(10pg/mL) et pénicilline (100U/mL). Les cellules HeLa exprimant les variants de CFTR et la
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GFP (Jungas et al., 2002), fournies par A. Edelman, étaient maintenues sous pression de
sélection par 250ug/mL de zéocine. Tous les milieux et réactifs provenaient de Life
technologies. Les cultures ont été réalisées a 37°C en atmosphere humidifiée et a 5% de
CO..

6. Délivrance intracellulaire des protéines

Pour les expériences de délivrance de la B-gal, les cellules ont été ensemencées 24h avant
la délivrance des protéines, dans des plaques 24 puits (Techno Plastic Products) a 70 000
cellules/puits de maniére a obtenir une confluence de 70-80% au moment de I'application
des protéines. Les puits contenaient des lamelles de verre de 12mm de diamétre pour les
expériences de microscopie. Les internalisations ont été réalisées en déposant sur les
cellules 100uL de suspension de complexes lipide cationique / protéine dans 400uL de
milieu de culture sans sérum (sauf mention contraire) ni antibiotiques susceptibles
d'interférer avec les dérivés lipidiques d'aminoglycosides, la streptomycine étant elle-méme
un aminoglycoside. Aprés 4 heures d'incubation a 37°C — 5% CO,, le milieu a été remplacé
par 500uL de milieu complet et l'incubation a été prolongée de 4 heures (sauf mention
contraire) avant la lyse des cellules pour le dosage de Il'activité B-gal.

L'internalisation de caspase 3 a été effectuée selon les mémes modalités que pour la B-gal,
en paralléle d'une gamme de cellules servant de référence pour le calcul du taux de survie.
Aprés 4h d'incubation dans le milieu sans sérum, l'incubation a été prolongée jusqu'a 48

heures avant mesure du taux de survie cellulaire par un test MTT.

Les internalisations d'anticorps monoclonaux et d'histone H1 ont été effectuées selon les
mémes modalités que pour la B-gal, les cellules étant ensemencées sur lamelles de verre de
12mm de diamétre. Aprés 4h d'incubation dans le milieu sans sérum, les cellules étaient

directement fixées pour observation au microscope.

Les internalisations d'anticorps anti-cytokératine 8 préalables aux mesures de flux d'iode en
MEQ ont été effectuées sur 120 000 cellules ensemencées en bhoites de 34mm de diamétre
sur lamelle de verre de 14mm de diamétre. Les cellules ont recu 1,5 pg d'anticorps complexé
a la DOSP:MM27 au rapport molaire de 1000.
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7. Quantification de la B-gal internalisée

Aprés incubation des cellules avec les complexes, celles-ci ont été rincées 3 fois par 1mL de
tampon PBS (NaCl 138mM, KCI 2,7mM, Na,HPO, 10mM, KH,PO, 1,76mM, pH 7,4). Trois
cent microlitres de Reporter Lysis Buffer (Promega) additionné d'une tablette de cocktall
d'antiprotéases Complete Mini (Roche Applied Science) pour 50mL de tampon ont été
ajoutés a chaque puits avant que les cellules ne subissent un cycle de
congélation/décongélation (-80°C/20°C) pour assurer une lyse compléte. Les lysats ont été
centrifugés 5 minutes a 9000xg et l'activité¢ B-gal dosée sur un aliquot de surnageant
parallelement & une gamme-étalon en utilisant le kit B-Glo Assay Kit (Promega). Ce kit est
basé sur I'hydrolyse par la B-gal du substrat 6-O- -galactopyranosyl-luciférine : la luciférine
libérée par la réaction est oxydée en présence d'ATP par une luciférase contenue dans le
réactif, émettant un signal lumineux proportionnel a la concentration de B-gal active
présente. Ce test hautement sensible permet la détection de quantités de B-gal de l'ordre du
nanogramme. La lumiére produite par la réaction a été enregistrée sur un lecteur de plagues
Victor X-3 (Perkin-Elmer). Les expériences ayant été réalisées en ftriplicate, les résultats

présentés correspondent a la moyenne des trois puits + déviation standard.

Pour observer la localisation intracellulaire de la B-gal, les cellules ont été rincées 3 fois par
1mL de PBS, fixées au paraformaldéhyde 3,7% 15 minutes a température ambiante puis
traitées avec une solution de coloration au X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indoyl- B-D-
galactopyranoside) : X-Gal 400 ug/mL, MgCl, 2 mM, K;[Fe(CN)¢] 4 mM, Ky[Fe(CN)g] 4 mM.
Les cellules ont été montées au PBS/glycérol (50% v/v) avant observation sous microscope
optique. Les comptages ont été effectués a l'aide du logiciel ImageJ 1.42q (plugin Cell

Counter) sur deux lames différentes (n=115 cellules minimum).

8. Observation de I'histone et des anticorps internalisés

Aprés internalisation des protéines fluorescentes, les cellules ont été rincées 3 fois par 1mL
de PBS et fixées au paraformaldéhyde 3,7% 15 minutes a température ambiante avant
marquage des noyaux au DAPI (300nm, 5 min) dans le cas d'observations en
épifluorescence ou au ToPro-3 (1uM, 45 min) dans le cas d'observations en microscopie
confocale. Pour le marquage des contours cellulaires, les cellules ont été incubées 10
minutes avec de l'iodure de propidium (10ug/mL, 10 min). Les lamelles ont été montées sur
lame au Prolong Gold antifading Reagent aprés un bref rincage a I'eau distillée et incubées
24h a température ambiante et & l'abri de la lumiére avant observation. Tous les réactifs

provenaient de Life Technologies. Les préparations ont été observées sous un microscope a
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épifluorescence Zeiss Axiovert 200M, ou sous un microscope confocal a balayage laser
Leica TCS-SP1. Les images ont été traitées a l'aide du logiciel Imaged 1.42q équipé de la
suite LOCI Tools et les cellules quantifiées a I'aide du plugin Cell Counter.

9. Cryo-TEM

Les échantillons de 3-gal ont été préparés a partir de 5, 10 ou 20 ug de protéine complexée
a 18 nmol de lipide cationique pour obtenir des rapports molaires de 1500, 750 et 375
respectivement, dans un volume de 80uL. Les quantités de lipide ont été fixées afin d'avoir la
méme densité finale de complexes sur la grille du microscope. Les échantillons d'anticorps
anti-K8 ont été préparés a partir de 8ug de protéine complexée au rapport 375 a la
DOSP:MM27 dans un volume final de 80uL. Ces échantillons ont été traités comme

précédemment décrit (Pitard et al., 2004).

10. Mesure de flux d'iode par vidéomicroscopie

Quatre heures apres le traitement des cellules par les complexes DOSP:MM27/anticorps, les
cellules ont été rincées par une solution physiologique d'iodure de sodium (Nal 138mM,
K;HPO, 2,4mM, KH,PO, 0,8mM, HEPES 10mM, CaSO, 1mM, D-Glucose 10mM, pH 7,4).
Les cellules ont été chargées en MEQ par un choc hypotonique de 2 minutes dans la méme
solution diluée au 4/5° avec de l'eau purifiée (MEQ 10mM, Nal 110mM, K,HPO, 1,92mM,
KH,PO, 0,64mM, HEPES 8mM, CaSO, 0,8mM, D-Glucose 8mM, pH 7,4) puis incubées a
nouveau 15 minutes a 37°C dans la solution d'iodure de sodium pour permettre aux cellules
un retour a I'équilibre et au MEQ de diffuser dans le cytosol. Les lamelles portant les cellules
ont ensuite été montées sur une chambre a perfusion et installées sous l'objectif d'un
microscope Leica DMI6000B équipé d'un contréle environnemental, sous perfusion continue
de la solution d'iodure de sodium. L'enregistrement de la fluorescence du MEQ a été réalisé

par intervalles de 15 secondes via le logiciel MetaFluor (Molecular Devices).

Aprés 120 secondes de perfusion d'iodure de sodium afin d'obtenir le niveau basal initial de
fluorescence, les cellules ont été perfusées durant 120 secondes par une solution
physiologique similaire ou l'iodure était substitué par I'ion nitrate (NaNO3; 138mM, K,HPO,
2,4mM, KH,PO, 0,8mM, HEPES 10mM, CaSO, 1mM, D-Glucose 10mM, pH 7,4) afin
d'enregistrer les flux d'anions indépendants de CFTR. Pour déclencher l'activation de CFTR,
les cellules ont été perfusées durant 210 secondes par la méme solution de nitrate de

sodium additionnée d'un cocktail destiné a augmenter le taux intracellulaire d'’AMPC
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(cptAMPc 500uM, forskoline 25uM, IBMX 100uM). Le cptAMPc est une forme perméante de
I'AMPc qui active directement la PKA, la forskoline est un activateur de l'adénylate cyclase et
I'IBMX est un inhibiteur des phosphodiestérases. Les cellules ont ensuite & nouveau été
perfusées durant 120 secondes par la solution d'iodure de sodium additionnée de cocktall
AMPc pour permettre le quenching de la sonde et l'obtention du niveau basal final de
fluorescence (différent du niveau initial du fait du photoblanchiment de la sonde).

Les valeurs de fluorescence du MEQ ont été enregistrées sur les cellules exprimant
fortement la GFP, aprés soustraction du bruit de fond. Les courbes de variation de
fluorescence ont été obtenues aprés compensation du photoblanchiment et normalisation
par la formule F/Fi-1, F étant la fluorescence du MEQ a tout moment et Fi la fluorescence
basale initiale enregistrée a la fin de la premiéere perfusion d'iodure de sodium. Les cellules
ne répondant pas a 'AMPc (en moyenne 35% par champ) n'ont pas été incluses dans le
calcul des pentes de quenching.
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Chapitre 1- Délivrance intracellulaire d'ADN par des dérivés

lipidiques d'aminoglycosides

Les lipides cationiques dérivés de la kanamycine se sont révélés étre des vecteurs
particulierement efficaces pour la délivrance intracellulaire d'acides nucléiques in vitro et ont
également montré leur capacité a délivrer un transgéne in vivo chez la souris (Belmont et al.,
2002; Sainlos et al., 2005). Ces résultats ont amené I'équipe de J.M. Lehn a développer des
lipides cationiques basés sur d'autres aminoglycosides, la paromomycine et la néomycine.
Parmi ces nouveaux composés, la DOSP et la DOSN ont été particulierement étudiées pour
leur capacité a vectoriser des siRNAs dans des cellules en culture (Desigaux et al., 2005).
Cependant, leur potentiel de transfection d'ADN plasmidique et les propriétés
physicochimiques des complexes qu'elles forment avec I'ADN ont été peu explorées jusque-
la, contrairement aux dérivés de la kanamycine. Nous avons contribué a une étude
collaborative avec les équipes de J.M. et P. Lehn consistant a décrire la synthése de ces

COMposEs et leurs propriétés.

D'autres lipides dérivés de la 4,5-DDS ont été syntétisés en plus de la DOSP et de la
DOSN : des composés basés sur un groupement cholestérol (Paromo-Chol : PC et Néo-
Chol : NC), des composés proches de la DOSP possédant des bras espaceurs dérivés de la
lysine (DOSLP) ou de l'acide caproique (DOSCP) et un dérivé "dimérique" de la DOSP
possédant deux groupements paromomycine ont été inclus dans cette étude. Nos résultats
ont confirmé l'efficacité de ce type de composés pour délivrer un plasmide dans des cellules
en culture tout en ayant une toxicité minimale. Nous avons observé que les dérivés
aliphatiques d'aminoglycosides sont plus efficaces que les dérivés cholestérol, ce qui
découle probablement de leur capacité a former des couches lipidiques en solution dans
I'eau alors que les dérivés cholestérol en sont incapables. D'ailleurs, la formulation de la NC
et de la PC avec le colipide DOPE, capable de former des bicouches lipidiques, améliore
sensiblement leur activité de transfection alors qu'elle n'a aucun effet sur les lipides dérivés
d'acides gras. Cette étude a par ailleurs confirmé que l'inclusion d'un bras espaceur entre la
téte cationique et la partie hydrophobe de ces lipides a un effet sur la transfection, cet effet
étant toutefois plus modeste que ce qui a été observé précédemment avec les dérivés de la
kanamycine (Sainlos et al., 2005) et dépendant du type cellulaire transfecté. Ainsi, si
l'inclusion d'un bras espaceur lysine dans la structure du lipide a un effet bénéfique sur la
transfection de cellules HEK293, elle a un effet négatif lorsque le lipide est utilisé sur des
cellules HelLa. Ces résultats montrent que les lipides cationiques doivent étre choisis en

fonction du type cellulaire ciblé, mais les DLA offrant une grand variété structurale, ils
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constituent une classe de vecteurs de choix pouvant étre adaptés a de nombreuses
conditions d'utilisation. L'observation des propriétés des complexes DOSP/ADN a montré
que ce lipide est capable de former avec un plasmide des lipoplexes positivement chargés
de 120 nm de diamétre compatibles avec I'entrée dans la cellule par endocytose, formés de
structures multilamellaires alternant des couches de lipide entre lesquelles I'ADN est
condensé. Ces structures, méme si elles semblent plus organisées que celles qui ont été
précédemment observées dans les complexes DOSP/siRNA (Desigaux et al., 2007),
semblent toutefois aptes a déstabliser les membranes endosomales plus efficacament que
des structures concentriques observées avec des lipides moins efficaces comme le BGTC
(Pitard et al., 1999), ce qui peut expliquer partiellement son efficacité pour le transfert de
genes. Enfin, la formulation de ces lipides avec de la DOPE et des stabilisateurs stériques a
permis la transfection d'un géne rapporteur dans les voies aériennes de souris, indiquant que
ces vecteurs peuvent avoir des applications potentielles dans le traitement de pathologies de
I'appareil respiratoire comme la mucoviscidose. L'ensemble de ces résultats a fait I'objet de

la publication suivante dans la revue Journal of Controlled Release.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: Cationic lipid-based nonviral gene delivery is an attractive approach for therapeutic gene transler. Basically, gene
Received 23 September 2011 transfection can be achieved by using synthetic vectors that compact DNA, foeming cationic lipoplexes which can
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interact with the cell plasma membrane by electrostatic interactions. Among the basic components of an
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cationic lipid, the type of cationic headgroup has been shown to have a majoer role in transfection efficiency.
We have previously reported the DNA transfection potential of vectors characterized by a kanamycin A

'r‘g:,“'::m headgroup, The encouraging transfection results obtained with these compounds prompted us to evaluate
Cationic lipids the potential of cationic lipids bearing headgroups based on other aminoglycosides. Thus. we herein report
Lipesames the synthesis and gene transfection properties of novel cationic lipids consisting of cholesteryl or dioleyl
Aminaglycoside maoieties linked, via various spacers, to paromomycin of neomyan B headgroups. Our results confirm that
Pammomyoin these new aminoglycoside-based cationic lipids are efficient for gene transfection both i vito and into the
Neomycin B mouse alrways in viva, We also investigated physico-chemical properties of the DNA complexes formed by
this parthcular type of synthetic vectors in order to better understand their structure-activiey relatonships.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction of a varlety of synthetic gene delivery systems |1-5|. Among these

The search for an efficient alternative to recombinant viruses for
gene transfer has resulted, duning the last decade, in the development
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nonviral systems, cationic lipids are especially attractive as their
overall structures are relatively simple. A cationic lipid is indeed
basically composed of a cationic headgroup connected via a linker
to a lipophilic moiety. Thus, series of well-characterized reagents
can be synthesized and evaluated [6-11], Cationi¢ lipids Interact
electrostatically with the negatively charged DNA and condense it
into lipid/DNA aggregates, named lipoplexes, which can be taken
up by the target cells via an endocytosis mechanism, involving
the interaction of residual positive charges on the lipoplexes with
negatively-charged cell membrane residues [12]. Cationic lipids
are often formulated as stable liposomes with the neutral colipid
DOPE, which is presumed to enhance transfection via its fusogenicity
properties [13.14], More recently cationic lipids have also been formu-
lated with new synthenc neutral colipids, in replacement of the neutral
colipid DOPE, for a better gene expression [15-17),

Despite some positive results, the clinical triats performed until now
with current, commercially available, cationic lipids have however
clearly demonstrated that new, more efficient vectors are required.
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With a view to the design of improved vectors, cationic lipids offer
the advantage that cach of their constituent parts can be modified,
thereby facilitating the elucdation of structure-activity relationships.
In particular, it is generally agreed that the nature of the positive
headgroup strongly Impacts on the transfection activity [18-20), the
efficacy of a given cationic lipid system depending in fine on the
properties of the self-assembled supramolecular lipid/DNA bioas-
semblies [21-23),

Thus, over the last several years, we have directed our research
efforts towards the development of a novel family of cationic lipids
characterized by cationic headgroups consisting of aminoglycosides
|24-26|. Basically, we reasoned that aminoglycosides should constitute
cationic moieties of great interest because of their natural affinity for
nucleic acids as well as their structural variety and multifunctionality
|27-29), First, aminoglycosides, which form a large family of polycatio-
nic compounds already widely used as antibiotics |30,31] are indeed
known to bind to three-dimensional RNA substructures {3233, their
antibiotic activity resulting actually from binding to the rRNA of bacteria
|34} Next, the natural aminoglycosides exhibit an important structural
diversity as they consist of one six-carbon aminocyclitol (generally a
2-deoxystreptamine ring ) joined through a glycosidic linkage to one
or several aminosugars, the 2-deoxystreptamine moiety being either
monosubstituted {neamine), 4.5-disubstituted {paromomycin and
neomycin-type compounds) or 4,6-disubstituted (kanamycin, tobra-
mycin and gentamycdin-type compounds ). Finally, aminoglycosides are
multifunctional compounds containing up to 6 amine groups as well
as several hydroxyl functions. Thus, selective acylation of one or several
of these groups should provide the aminoglycosides with the lipophilic
properties required for their use as vectors for gene transfection, their
multifunctionality providing in addition & favorable scaffold for the
synthesis of a variety of reagents.

Along these lines, we have first synthesized and evaluated the
DNA transfection activity of CholKana { previously termed KanaChol),
a cholesterol derivative of kanamycin A [24.25], whose structure has
been described in Fig. 1 in Ref. [24]. This initial study dearly demon-
strated the feasibility of using an aminoglycoside as headgroup of a
cationic lipid. CholKana was indeed found to be efficient for gene
transfectson into a variety of mammalian cell types In virro, In addition,
CholKana/DOPE lipoplexes, sterically stabilized with lipidic poly(ethy-
leneglycol) {PEG) derivatives, were efficient for DNA transfection into
the mouse airways (1 vive, These positive results invited us to undertake
an optimization study in which we evaluated the DNA transfection
potential of a series of kanamycin A derivatives characterized by var-
jous spacer and lipidic moieties. This second study allowed us to
identify kanamycin A-based vectors of various structures significantly
maore efficient than our initial compound CholKana and provided us
with some important insights into the physicochemical mechanisms
undeslying gene transfection by such vectors [26]. In the present
work, we have further investigated the DNA transfection potential of
cationic lipids formed by lipidic derivatives of aminoglycosides, Our
goal was chiefly to explore whether aminoglycosides other than kana-
mycin A can be used as cationic headgroups and to gain further insights
into the structure-activity relationships of this particular type of
synthetic vectors. We herein report the synthesis and the in vitro and
in vivo gene transfection properties of a series of lipidic derivatives of
the aminoglycosides paromomycin and neomycin B,
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2. Materials and methods

All commercially available chemicals were reagent grade and were
used withour further punfication. Unless otherwise indicated, all the
reactions were performed at room temperature. Flash cheomatography
employed Merck silica gel (Kieselgel-60, 0.040-0.063 mm}. Analytical
TLC was performed with 0.2 mm silica-coated aluminum sheets, visual-
ization by UV light or by spraying with either a solution of ninhydrin
(03% in weight in n-butanof containing 3% acetic acid in volume) or
an iodine solution (0.1 M in 10% sulphuric acid aqueous solution). 'H
and "'C NMR spectra were recorded on Bruker Avance300 or Bruker
AC200 spectrometers unless otherwise specified, MALDI/TOF stands
for Matrix Assisted Laser Desorption lonization coupled with Time
of Flight mass spectroscopy. MALDE mass spectra were performed
by jean-Claude Blais (Laboratoire de Chimie Structurale Organique
et Bologique, Université Pierre et Marie Curie, Pasis, France), High-
resolution mass spectra {HRMS) were recorded with a Thermofisher
hybrid LTQ orbitrap spectrometer {ESIp) and with a Bruker Autoflex
111 SmartBeam spectrometes (MALDI).

Neomycin B and paromomycin free bases were prepared from the
corresponding sulfate salts (purchased from Aldrich Chemical Co.)
by use of Amberlite IRA 400 {OH ) strongly basic fon-exchange resin,
Compounds 1 (35} 10 [36) and 15 |37] have previously been reported.
Detailed syntheses are reported in supplementary data.

2.1, Plasmids

The plasmid pCMV-Luc {kindly provided by B. Demencix. Museum
Natiopal d'Histoire Naturelle, Paris) used for In vifro transfection has
been described previously [19,21]. In plasmid pCMV-GFP (Clontech,
Palo Alto, CA) the green fluorescent protein {GFP) reporter gene is
under the transcriptional control of the human cytomegalovirus
(CMV) immediate-early promoter, Plasmid pCIK-CAT, which was
used for the in vivo studies, was obtained from D, Gill (Oxford, UK).
Briefly, pCIK-CAT was constructed by subcloning the Escherichia cofi
chioramphenicol acetyltransferase (CAT) gene (equipped with a Kozak
translation sequence) into a pCl backbone (Promega). All plasmids
were amplified in £ coli and purified using standard techniques.

2.2 Preparunon of cationic Hipid formularions

For use as an aqueous solution without fiposomal formulation,
reagents CholParomo (3) and CholNeo (12) were dissolved in 20 mM
Hepes buffer solution (pH 7.4) at a concentration of respectively 17.37
and 23,33 mM of nitrogen,

For preparation of paromomycin and neomycin B derivatives-based
liposomes, each cationic lipid in CHCl; was evaporated under vacuum
and resuspended in a 20 mM Hepeas buffer solution (pH 7.4). The final
lipid concentration was 5 mg/mL The mixture was sonicated for
10 min using a sonicator probe (sonifier cell disruptor B-30 terminal
equipped with a Branson sonifier 450) to form liposomes., The resulting
solution was allowed to cool to room temperature before filtesing
through a 022 pm filter (Millex GS, Millipore),

2.3. Preparation of lipoplexes

For in vitro transfection experiments, lipoplexes were prepared
a8 previously described [9,38], Preparation of colloidally stable lipo-
piexes for in vive gene transfection into the mouse airways has also
been described previously | 39). Schematically, colloidally-stable amino-
glycoside derivative/DOPE/DNA lipoplexes were obtained in hypotonic
medium by adding the steric stabilizer Chol-PEG (kindly provided by
C. Masson, Paris, France), which is composed of a PEC chain of approxi-
mately 100 oxyethykene units linked to a hydrophobic anchor composed
of a cholesterol molecule, to the aminoglycoside derivative;DOPE
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liposomes (in 20 mM Hepes buffer) immediately prior to mixing with
pCIK-CAT DNA in water.

24, Dynamic light scattering

The size distribution of liposomes and lipoplexes was evaluated by
dynamic light scattering analysis (at an angle of 90°) using a laser light
scattering apparatus (Autosizer 4700; Malvern Instruments, Orsay,
France), Lipoplexes samples were prepared at a DNA concentration of
10 pg/mL and N/P ratio of 10.5 for DOSCP, 9.6 for DOSLP, 7 for CholNeo,
8 for DOSN and 114 for PZ The mean particle diameter was determined
by multimodal fit analysis.

2.5. Zeta potential

Liposomes of CholParomo (3), DOSP (5}, CholNeo (12) and DOSN
(14) have been made in deionized water at respectively 625, 7.5, 875
and 666 mM of nitrogen. before measuring zeta potential with a Malvern
Zetasizer® (Nano Series 75, Malvern Instruments SA., Worcestershire,
UK) at 25 °C. All measurements were performed in triplicate and
with similar conductivity values,

2.6 Surface pressure-area isotherms

All the surface pressure-area isotherms were measured using a
Langmuir-Wilhelmy film balance (NIMA 611A) equipped with a
emperature controller sed at 20 “C. Lipid solutions were prepared in a
chioroform/methanol mixture (95/5) at a concentration of 1 mg/mL.
Using a microsyringe, drops of lipid solutions were spread on tridistilied
water contained in a trough made of Teflon. After total evaporation of
the organic solvent (approximately 10 min), the surface layer was
compressed using two symmetrical barriers to obtain the isotherms;
the surface pressure was measured by the Wilthelmy method.

2.7. Cryo-TEM micrography

DOSP/DNA lipoplexes were prepared at 10 1 DNA/mL with the
appropriate amount of cationic lipid to give N/P ratio of 7.5. A 5
sample was deposited onto a holey carbon-coated copper grid; the
excess was blotted with a filter paper, and the grid was plunged
inte a liquid ethane bath cooled with liquid nitrogen (Leica EM
CPC). Specimens were maintained at a temperature of approximately
~ 170 “C using a cryo holder (Gatan), and were observed with a FEI
Tecnai F20 transmission electron microscope (TEM) operating at
200 kV and at a nominal magnification of 50,000« under low-dose
conditions. Images were recorded with a 2K x 2K Gatan slow scan
CCD camera

2.8. Cell and culture conditions

The i vitro transfection activity of the various vectors was evaluated
in transient transfection experiments with two different human cell
lines. The cell lines tested were the Hela cell line, which s derived
from a human epithelioid cervical cancer and HEK293 cells which are
adenovirus-transformed human embryo kidney cells, All cells were
grown in Dulbecco’s modified Eagle's medium (DMEM) supplemented
with 10% fetal calf serum and antibiotics and routinely maintained at
37 °C in a humidified 5% C0,/95% air containing atmasphere.

2.9. Flow cytometry experiments

Twenty four hours after transfection, samples of cells (10°-10%)
were collected and re-suspended in phosphate-buffer saline (PBS).
Cells were transfected, in 24 wells plates, with 0.5 pg of pCMV-GFP
plasmid, per well, complexed with DOSP at N/P ratio of 7.5. Lipofecta-
mine® (Life Technologies, NY) was used according to manufacturer’s
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recommendations. The resulting cell suspension was assayed for
the expression of GFP by flow cytometer analysis using a FACScalibur
flow cytometer (Becton Dickinson). The percentage of GFP-positive
cells was determined using the flow cytometer program, All measure-
ments were performed In triplicate,

2.10. Cell viabiity

Twenty four hours prior to transfection, Hela cells were seeded in
24-well culture plates at a density of 75,000 cells per well, in T mL of
complete medium (DMEM, 10% feal call serum, 50 U/mL of penicillin
and 50 pg/mi of streptomycin) and incubated at 377, 5% humidified
CO;. Before transfection, medium was removed and replaced by 400 pl.
of fresh complete medium. Each well received 0.2 pg of pCMV-Luc
plasmid complexed with DOSP at N/P ratios of 4.5, 7.5 and 10.5,
and with DOSN at N/P ratios of 4, 6.6 and 9.3. As a control, Lipofecta-
mine® (Life Technologies, NY) was used according to manufacturer's
recommendations, Cells on the standard plate received only vehicle
(OptiMEM ). After 24 h of incubation at 37 °C, 5% humidified COy, cyto-
toxicity was measured using the Cell Titer 96 Non Radioactive Cell Pro-
Iiferation Assay, Briefly, each well received 30 L of dye solution and
cells were incubated 4 h at 37°, 5% humidified CO,. Then each well re-
ceived 300 4. of solubilization/stop solution. After solubilization of the
formazan crystals, optical density was read at 570 nm using a Victor
X-3 multilabel plate reader. Cell survival in the treated samples was cal-
culated using a regression curve established from the untreated
standard serial dilutions of the cell suspension. All measurements
were performed in triplicate,

2,11, In vitro transfection, luciferase assay

Twenty four hours prior to transfection, Hela and HEK celis were
seeded in 24-well culture plates at a density of 75,000 cells per
well, in 1 mL of complete medium (DMEM, 10% fetal calf serum,
50 U/mL of penicillin and 50 pg/mL of streptomycin} and incubated
at 377, 5% humidified CO,. Lipoplexes were prepared by mixing two
equal solutions containing respectively 0.2 or 0.5 1 of plasmid DNA
and the lipidic vector at various N/P ratios. Lipofectamine® (Life
Technologies, NY) was used according to manufacturer’s recommen-
dations. Before transfection, medium was removed and replaced by
400 pl. of fresh complete medium. After 24 h of incubation at 37 °C,
5% humidified CO,, cells were washed and lysed in Reporter Lysis
Buffer 1= [Promega, WI) supplemented with 1 tablet per 50 mL of
complete Mini Protease Inhibitor Cocktail (Roche Applied Sciences,
Penzberg, Germany) according to manufacturer's recommendations,
Cell lysates were centrifuged at 9.000g. 5 min, 4 “C. Luciferase activity
was measured on an aliquot of supernatant using the Luciferase Assay
System kit (Promega) according to manufacturer’s recommendations,
Luminescence was recorded on a Victor X-3 multilabel plate reader
(Perkin Elmer, MA). Total protein concentration was measured on an
aliquot of supernatant using the BCA Protein Assay (Thermo Scientific,
MA) according to manufacturer’s recommendations, Optical density
was recorded on a Victor X-3 mulrilabel plate reader. All measurements
were performed in triplicate.

2.12. In vive gene delivery to mouse alrways

Female BALB i mice (30 g body weight) were purchased from Charles
River (Saint-Aubin-Les-Elbeuf, France ), Intranasal administration of
the lipoplexes was as previously described [39), Schematically, the
mice were briefly anesthetized with halothane (Belamont, Paris,
France) and instilled intranasally with 50 pi of Chol-PEG-stabilized
lipoplexes characterized by N/P ratios of 6 for DOSLP and 4,37 for
CholNeo, and a Chol-PEG/DNA (w/w) ratio of 2; each animal recesved
three doses {about 4 h apart). a total amount of 100 g of pQK-CAT
being administered.
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2.13, CAT expression in vive

At48 hafter instillation, the animals were killed by an intraperitoneal
(Lp.) overdose of pentobarbital and the hungs were removed for analysis.
CAT expression in vivo was evaluated as previously described |39],
Briefly. tissue pieces were placed in TEN buffer (40 mM Tris-HCI,
I mM EDTA, 150 mM NaCl, pH 7.8) and disrupted on ice for about
30 5 using an Ultra-Turrax T25 homogenizer (Fischer Bioblock Scentif-
ic, Strasbourg, France ), Cells were lysed by three freeze-thaw cycles and
cleared supernatant was obtamed by centrifugation. CAT concentration
was determined using a CAT ELISA assay performed according to the
manufacturer’s instructions (Boehringer Mannheim ), CAT levels were
expressed as ng of CAT protein per 100 mg of total protein, the protein
concentration being determined using the Bio-Rad assay.

3. Results and discussion
3.1. Synthesis of aminoglycoside~derived cationic lipids

Two aminoglycosides were chosen to be used as cationic head-
groups: paromomycin and neomycin B. Paromomycin and neomycin
B are both characterized by a four-ring system and a 4.5-linkage of
the 2-deoxystreptamine unit which confers them a geometry signif-
icantly different from that of kanamycin A (which contains only
three rings and has a 4,6-linkage). Two different synthetic strategies
were used to generate the functionalizable intermediates. The first
appreach was similar to what had been developed for the kanamycin
Aderivartives (Fig 1) and relied on a key structural feature shared by all
these aminoglycosides: the unicity (or duplicity in the case of neomycin
B} of an-amino function separated from the ring via a methylene
group,

This less hindered aminomethy! function enables chemical distinction
from the other amino functions with mildly activated acylating agents. N-
benzyloxycarbonyloxy-5-norbornene-2 3-dicarboximide was hence
used to selectively monoprotect paramomycin on position 6 [40),
As previously described, for each of these intermediates, the other
amino functions were next protected with the Teoc group, Amino
compounds were obtained by catalytic hydrogenolysis (Fig. 2),

The use of a different approach was motivated by the interesting
properties of neomycin B, With 6 amino groups, neomycin B is the
natural aminoglycoside containing the most amino functions and it
has been shown to induce a conformational change of DNA - from
form B to A - which makes the DNA less sensitive to nucleases [41],
The potential interests of the development of single anchored deriva-
tives of this polyamino compound prompted us to also consider other
synthetic routes leading to an intermediate presenting a single amino
function. Previous work on neomycin B by different groups showed
that such an intermediate could be obtained by exploiting the presence
of a unique prmary hydroxyl function (5"-0H), Given the size of the
aminoglycoside, we favored a route where the amino functional group
required for the coupling step would be introduced via a spadng unit
after activation of the primary hydroxyl functional group over the direct
transformation of the 5° position, We therefore used a synthetic path
recently reparted by the group of Y. Tor to obtain a single amino deriv-
ative of neomycin B [36). Briefly, the neomycin B free base was first
fully protected with the Boc group and then regioselectively activated
on the 5° position with a sterically hindered sulfonyl chloride (triiso-
propylbenzyisulfonyl chloride) in order to finally introduce the amino
functional group v substitution with the aminoethanethiol (Fig, 3),

At the end, two intermediates leading to new headgroups were
obtained to carry this comparative study on aminogiycoside-derived
cationic lipads,

The functional intermediates described above were then used to
generate the new cationic lipids derived from paromomycin and
neomycin B. For comparative purposes, hydrophobic moieties and
spacer units were chosen in order to be identical to those previously
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used with kanamycin A. It is important to point cut that not all com-
binations of headgroup/spacer/hydrophobic unit were synthesized,
Priority was given both to the optimization of the transfection activity
and the verification of trends observed with the kanamycn A series.
Therefore, taking into consideration preliminary DNA transfection
results as well as the conclusions from our previous studies, synthesis
of certain compounds was favored over others. Briefly, we favored the
use of long spacer units and/or of unsaturated alkyl chains as they
appeared 1o lead to higher gene transfection efficiencies.

The general synthetic approach was similar to what had been
developed for the kanamycin A series: Cbz N-protected spacing
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unit to preserve the arthogonality of the amino protecting groups,
introduction of the cholestery] unit viz a chloroformate function and
the alkyl chains via their carboxylic acid. The importance of the lipidic
part was already reviewed by Yu et al. [42].

Therefore, cholesterol derivatives of paromomycin and neomycin
B were synthesized by first coupling the amino intermediates with
cholesteryl chloroformate and, after purification of the fully protected
conjugates, deprotecting the Teoc- or Boc-protected amino functional
groups with trifluoroacetic acid to yield CholParomo {3) and CholNeo
(12), respectively the paromomycin-cholesterol and neomycin B-
cholesterol derivatives (Figs. 4 and 5).

Alkyl chains conjugates were obtalned by a slightly different proce-
dure as the hydrophobic groups were introduced via their carboxylic
acid function, The coupling resulted from the reaction of the various
amino intermediates with the lipidic acid N-succinyl-dioleylamine in
presence of EDC and HOAt [ 26). The final compounds were isolated as
trifluoroacetate salts by deprotection of the amine functional groups
of the aminoglycoside moiety with trifluoroacetic acid. Two diokey!
aminoglycoside derivatives were thus obtained: DOSP (5), DOSN
{14) (Figs. 4 and 5).

Our previous work clearly established that long spacing units (such
as G-aminocaproic acid o lysine) improved the transfection effickency
of CholKana, the cholesterol derivative of kanamycin A Accordingly,
we chose here to pursue this approach by evaluating the impact of
long spacers on aliphatic derivatives, Thus, we incorporated both a
G-aminocaproic acid and a lysine unit into the paromomycin deriva-
tive. The synthesis consisted in coupling of the N-protected amino
acids followed by a selective deprotection of the Chz-protected
amino functional group of the linking unit to allow the introduction
of the cholesterol or dioleyl moieties as described above. In the 4,5-
disubtituted series, the linkers were used as spacing units for diokeyl
chains with two analogs of DOSP (5): DOSCP {9a) and DOSLP (9b)
{Fig. 4).

Finalty, a *dimeric” aminoglycoside derivative was synthesized in
order to evaluate the impact of the size of the cationic headgroup. For
this purpose, we chose to use an mtermediate of paromomytin (8b) bear-
ing a single unprotected amino functional group for the coupling and a
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Fig. 4. Synthests of the paromomycin detlvatives. (1) a) olesteryl chlorolormate,
TEA, THF/DMT (8/2), 24 h {2: 59%), b) TFA. T 0 "C. 45 min (3—-CholParomo: 98%);
(] al N-succinyl-dioleylamine, HOAL/EDT, DMF/DOM (21}, 12 h (4: 76%). b) TFA,
T<0°C 45 mm (5-DOSE; 98%); (1) HOAVEDC, DMF, 12 h (6 6-N.[benzybaxycarbo-
nyf)-hexanoic acid, §6%; Gb: N, -Boc-N-Che-t-lysine. BAX: (iv] Hy PACHan), MeOH
(100 HAL 1h (78 96%; T 98%); (v) &) N-sccinyl-dodedamine. HOAVEDC, DMF/
DOM (211 12 h (Ba: 78%; 8b: 91X), b) TFA T<0°C, 45 min [9a—~DOSCP: 941 9b—
POSL™ 99%)
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Fig. 5. Synthesis of the neomycin B derivatives. (i} a) Cholesteryd diloroformate, TEA.
THE,OMF [6/2), 24 h (13: 32%), b) TFA, = 0°C 45 min (12~CholNeo: 95%); (ii) a) N
sucdmt-dedeyfamine, HOAUEDC, DME/DCM (2/1), 120 (13: 55%), b) TFA, 7-0°C
A5 min [ 14-DOSN: 7251

long spacing unit with a view to reduce the possible steric hindrance
between the two aminoglycosides. Two equivalents of 8b were thus
coupled to N-(carbobenzyloxy )-L-glutamic acid [37] to yield the fully
protected “dimeric” headgroup unit. A series of deprotection/coupling
reactions allowed good retrieval of a diamino intermediate (19) via
& lysine unit which was subsequently used to introduce, with the same
procedure as described above, two dioleyi chains. Indeed, we reasoned
that keeping a balance (between the paromomycn and hydrophobic
units} similar to that of compounds already synthesized such as DOSLP
9b, would be more adequate for studying the effects of the “dimeriza-
ton” Finally, a deprotection step in trifluoroacetic acid yielded the
“dimeric* paromomycin derivative bearing two aminoglycosides
units and two dioleyl chains (P2, 21) (Fig 6).
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Fig. & Synthesis of the sdimenics derivative of paromomycins 21-P2, (i) 7h, BOALEDL,
DMF, 12 1 (872 () My, IO E0EY, MeOM [ 10% M0}, 2 1 30 min (96%): (i) Nu Nodi-
Che-t-lysing, HOALEDC DMF, 120 (76%); (tv] Hy, PACOI0R), MeOH (10% H0),
2130 min (85%); {v) a) N-succinyl-dicleylamine, HOALEDC DMEDOM (271), 24 b
(20: 57%),b) TFA, T+0 "C, 45 min (21-P2; 9%}
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3.1.1. Physico-chemical characterization of the aminoglycoside-derived
cationic lipids

The paromomycin- and neomycin B-derived cationic lipids were
next characterized with respect to their physico-chemical properties,
as previousty performed for the kanamycin A derivatives, Assembling
properties of the lipids were thus evaluated with Langmuir monolayers
(Fig. 7). The results obtained from that study showed that lipidic amino-
glycoside denvatives studied here could actually be classified into
two groups according to their ability to form monolayers. As regards
CholParomo (3) and CholNeo (12}, they were not forming monolayers
at the air-water interface. The presence of four pseudosacchanide rings
as well as of four and six amino functional groups in the paromomycin
and the neomycin B derivative, respectively, may indeed confer those
cholesterol-based cationic lipids an important water solubility which
probably favors the formation of micelles rather than monolayers. In
contrast, all the other compounds were found able to form lipid mono-
layers. From a general point of view, the cationic lipids harboring dioleyl
chains presented similar properties with an area per molecule and slope
of the curve within the same range, For the dimer (P2, 21), its area is
roughly twice that of the corvesponding monomer. These results suggest
that the dimes might be considered as two monomers in terms of self-
assembling properties into monokayers. Finally, the effect of the linker
in the paromomycin (DOSP (5), DOSLP (9b)) series appears very limited
in comparison to what was previously observed with the cholesterol de-
rivatives of kanamycin A, Nevertheless, the 6-aminocaproic acid unit in
DOSCP (9a) seems to lead to somewhat more fluid lipid layers than
those obtained with its lysine-containing counterpart DOSLP (9b).

Another aspect of the assembling properties of the aminoglycoside-
derived lipids was the evaluation by dynamic light scattering (DLS)
of the size of the liposomes and the lipoplexes formed with DNA
(Table 1), As concems liposomes, the paromomycin dervatives were
characterized by diameters ranging between 40 and 70 nm, whereas
the neomycm B derivatives formed liposomes with diameters slightly
above 100 nm. This difference might be attributed to the global shape
of the vectors in relation to the nature of the headgroup: our neomycin
B monosubstituted vectors appear indeed rather “T-shaped.” while our
paromomycin derivatives tend to be more linear. Such a significant
difference in size was however not observed for the lipoplexes, as
all cationic lipids studied formed supramolecular DNA complexes
generally around 100 nm of diameter. The comparison of these results
with those previously obtained with kanamycin A devivatives indicates
that aminoglycoside-derived cationic lipids exhibic very similar proper-
ties with respect to the overall features of the complexes they form with
DNA, a5 can be estimated by DLS. We also evaluate the zeta potential of
these aminoglycosides lipids derivatives, These values around + 70 mV
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Fig. 7. Surface pressure-ares isother ms (20 °C) for the variosss cationk lpids derived from

oeomrycm il (Choleo andd DOSN) and paromosmyan {CholParama, DOSP, DOSCP. DOSLP
and P2) in erckstilled waker,
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Tanle t

Values of the zeta potential [{], the dameters [d) and of lipasomes and the dumeters
(1) of lipoplexes at NP ratlo of 10,5 or DXSCP, 96 for DOSLE. 7 for ChoiNeo, 8 for
DOSN and 11.4 for P2, foerned by the vanous cationic lipids derived from neonzycin 8
[(hoiNeo and DOSN) and parcenoimycin [ Challaromo, DOSP, DOSCP, DOSLP and P2)
a5 estmated by dynamic light scamering. For the diameters of the liposomes and the
lipoplexes, the polydispersity index & under bracket

Vectar Lipasame Lipasome Lipophex

& (nm) $(mvV) “# {nm)
CholNeo mm* 103=21 107 438 (0252)
Chollaromo nm* 68,7462 nm*
DOSN 137 £ 48 (0152) 04124 12645 [0213)
s 4810245 67,1456 nm*
DSy 76419 [0.223) nm* 62+ 18 (QL303)
DOSLP 38411 {0.012) nm' 3811 {0243)
2 42413 {0.200) nm* 64421 (0012)

4 nam; not measured.

for the paromomycin derivatives CholParomo and DOSP and + 100 mV
for the neomycin derivatives CholNeo and DOSN, show the positive
charge of these assemblies after formulation and attest the protonation
of the amines in these conditions. The zeta potential of the neemycin
derivatives is superior to these of the paromomycin derivatives due to
the difference of positive charges, 6 for the neomycin derivatives Chol-
Neo and DOSN and 4 for the paromomycin derivatives CholParomo and
DOSP. These differences of the zeta potential have already been shown
in mono or dicationic lipophosphoramidates [43].

3.1.2. Characrenzation of DOSP/DNA lipoplexes by CryoTEM

Here, in order to get some further insight into the morphological
features of the lipoplexes, we used cryoTEM to study the lipoplexes
obtained by mixing DOSP with plasmid DNA (Fig, 83), In cryoTEM,

Fig. & DOSP/DNA Bpoplexes, at NP ratio of 1.5, chserved by cryo-edectron microscopy,
2) Field of view of lipoplexes. Scale bar: 1 pen. b-d). Gallery of lipoplexes at high
magnitcasion reveaking 2 mudrilayered Dpad-DNA structure, Scale bart 50 nm.
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these lipoplexes appeared as large and heterogeneous assemblies of
approximately 200 nm in size, which exhibit a tendency to form grapes
of small condensed structures of about 50 nm. These "elementary” struc-
tures appeared to be made of a stack of several lipud layers separated
by electron-dense layers that likely correspond to DNA molecules
(Fig. 8b-d). Measurement of a spaang of 7 nm strongly suggests that
such a spacing distance may indeed correspond to the thickness of a
lipid bilayer and a monolayer of double-stranded DNA molecules,

3.1.3. In vitro gene delivery of paromomycin and neomycin B derivatives

The aminoglycoside-derived cationic lipids were next tested for
their efficiency to transfect a plasmid expressing the luciferase reporter
gene into two different human cell lines (Hela and HEK293). Here, for
each vector, we established a dose-response curve where the observed
luciferase activity was plotted as a function of the N/P ratio of the lipo-
plexes. The results shown in Fig, 9 indicate the highest luciferase values
obtained for each vector at its optimal charge ratio (N/P lipoplexes ratio
is generally between 58 and 19 but depending on the cationic lipid
used),

With the exception of CholParomo, all our other aminoglycoside-
derived cationic lipids led to luciferase levels ranging from 10% to 10%
RLU per mg of protein (for comparison, under the same experimental
conditions, the most efficient kanamycin A derivatives led to luciferase
expression values between, respectively, 10°-107 and 107-10" RLU,
depending on the cell line used). Overall, the results of the present
studies clearly indicate that aminoglycosides other than kanamycin

1.10* Hela
110 L
1,107
1.10%

1.10°

1104

RLU / mg protein

1.10°
1.10%

CholNeo DOSN CholParomoDOSP  DOSCP  DOSLF
HEK 293

P2

RLU / mg protein

CholNea DOSN CholParomo DOSP DOSCP DOSLF P2

Fig 9. Transfection effichency i wiro of the variows cationic lipkds des ived from neomy-
on B (ChoiNeo and DOSN) and pacomamycn (ChalPacrcene, DOSP, DOSCP, DOSLP and
P2, Luckerase reporter gene expressaon s indicased as the maximum valve obeained
from the dose-respanse curves at the aptimal N1 ratio for each lipoplexe. ‘This corre:
sponded to NP rato between 5.8 and 19, depending on the vectoe tested Cell lines
were transfected as described o Materils and methods using lipophexes prepared by
mixing luciferase-expressing plasmid DNA with (he required amouats of lipid. Data
are expeessed as celative lighes units (RLU) per myg of cell protein (mean = SD)
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Acan also constitute efficient vectors for gene delivery when derived
with hydrophobic moieties.

The effects of the addition of the co-lipid DOPE were similar to what
had previously been observed with the kanamycin A series, Indeed, the
formulation of the cholesterol derivatives CholNeo and CholParomo
with DOPE increased their in vitro transfection efficiency; this was
observed with both cell lines and especially in the case of CholParomo
which was the least efficient when used alone {data not shown ). Con-
sidering the fact that these two vectors were unable to form monolayers
at the air/water interface (see above), the bilayer-forming co-fipid DOPE
is ikely to contribute to the efficient organization of the hydrophobic
layers of the lipoplexes. As previously discussed for the kanamycin
A series [21), the unsaturated co-lipid may also contribute in the two
cases to the fluidity of the hydrophobic layer, This would be in agreement
with the fact that DOPE does not enhance the gene delivery properties of
dioley! dervatives such as DOSP, DOSLP or DOSCP.

The most uncommon vector, the paromomycin dimer P2, did not
yiedd any improvement of gene transfection when directly compared
to the more common vectors derived from the same aminoglycoside,
i.e. monosubstituted paromomycin desivatives. These results correlate
with a higher area per molecule (Fig. 7) and could indicate that such
structures may interfere negatively with the supramolecular proper-
ties of the liposames and more importantly lipoplexes. Furthermare,
hydroxy! functions could also play - in parallel to amino groups - a
significant role in the resulting efficiency of the vectors, Their abllity
to form hydrogen bonds with nucleic acids could provide part of the
structural organization required for efficdient compaction, protection
and transport of the DNA while still being easier to break than more
ionic interactions resulting from charged amino groups,

In addition. a direct comparison coukd be established for the dioley
derivatives (DOSK [26], DOSN and DOSP). With Hela and especially
with HEK-293 cells, the paromomycin derivative proved to be more ef-
ficient than the kanamycin A and Neomycin B derivatives, Once again,
this result might be attnbuted to the inversion of amino and hydroxyl
functions. Within the same family (4,5- or 46-linkage) adding more po-
tential charges at the expense of hydroxyl functions seems to diminish
the gene delivery efficiency. even though in the case of paromomycin
and neomycin B the different anchoring position of the hydrophobic
moieties could also affect their properties.

Introducing spacing units in the paromomycin series with dioleyl
chains led either to an increase in reporter gene expression with HEK-
293 cells or to a slight decrease in transfection efficiency with Hela
cells for the lipidic derivative that contains an additional positive charge
due 1o the lysine in the spacer, These results further confirm that trans-
fection efficiency of a given vector is influenced by the nature of the cell
line.

Finally, we also evaluated the transfection efficiency by measuring,
by FACS analysis, the percentage of transfected cells. Thus, we here
formulated plasmids encoding GFP with DOSP, as DOSP displayed a
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Fig. 10, Pevcentage of ransfocted cetls with DOSF oc Lipodectamine® fonmulaions, Hela
and HEX293 codbs were transfected with 0% 1 of pCOMV.GHP plasmid complexed with
DOSP at NP ratio of 7.5, or with Lipofectamine® as recommended by the mamdacturer
[Invitrogen ). GFP-positive cells were counced by flow cysometry 24 h affer ransfection



high transfection efficiency in the luciferase transfection experiments
(Fig. 9). The results show that 75% and 40% of Hela and HEK cells, re-
spectively, were transfected with DOSP/DNA lipoplexes {Fig. 10). In
comparisen, the commercially available transfection reagent Lipo-
fectamine (LF), used under the same experimental conditions and
as recommended by the manufacturer, led to transfection rates of
55% and 40% with Hela and HEK293 cells, respectively.

3.1.4. Cell viabiity

The aminoglycoside-derived cationic lipids, DOSP and DOSN, that
show the highest transfection efficiency on HelLa cells, were next tested
for thedr toxicity into this cell ine (Fig, 11), Results show that DOSP and
DOSN are more efficient for gene expression and less toxic for the cells
than Lipofectamine®. Indeed. even if DOSN has the same level of trans-
fection than Lipofectamine®, DOSP has transfection efficiency 2.5 times
more important than Lipofectamine®. Moreover, the percentage of cell
viability around 70% for DOSP and DOSN is more important than the one
for Lipotectamine, which i around 40%, Taken together these resuits
clearly support that the novel class of cationic lipids described herein
do satisfy the important requirements of efficency and safety of non-
viral vectors.

3.1.5. Gene delivery in vivo

Finally, we also investigated the efficiency of two of the
aminoglycoside-derived cationic lipids presented herein for transfiec-
tion of the mouse airways in order to get some insight into the potential
usefulness of our novel vectors for gene transfection in vive. Thus,
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Fig. 11, Percentage of cell survival and transfection efficiency of DOSN, DOSP and Lipafec-
tamine® on Heba cf | e, Gelis were oransfected with 0.2 pg of pOMV-GEP plasmid com-
plexed with DOSP at N/ Pratios af 4.5, 7.5 and 105, with DOSN at NP ratiosof 4 6.6.and 93
of with Lipofectamine @ as recommended try the manufacturer (imdtrogen | Gefl line was
trarsfecied a5 desoribed in Matenals and methoeds using lipoplexes prepared by mix-
g lociferase-expressing plasmid DNA with the required amounts of lipid. Data are
expressed as relative count per seconds (CPS) per my of cell prosem (mean =50), Cyto-
toxicity was dane a8 descoribed in Materials and methods, aod vwas measursd using The Cell
Tirer 96 Non Radioactive Coll Proliferation Assay
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Table 2

CAT expressson In mouse airways following intranasal instdlaton of
Chol-PEG sabilized Mpoploxes of CholNeaDOFE and ROSP/DOFE, Chal-
PEC stabiized CholNoo DOPE/DNA and DOSLP/DOPEDNA lipopiexess (char
acterized by NP ratios of 437 and 6 respectively, and a Chol-PEG/DNA
(wiw] ratho of 2) were used to deliver a wial dose of 100 pg of CAT-
expressng plasmid DNA. Intranasal mstillacion was performed; lungs of
the treated mice wee harvesied, processed and assayved Tor CAT expression
as previously described [39). Data are expressed as og of CAT protein/
100 my of toeal cell protein (mean = S0,

Type of vectne CAT expression in longs
{ng/100 myg peotein)

CholNeo/DOI'E 261+ 145

DOSLY/DOPE 288100

“naked” DNA QAI5£016

CholNeo (12) and DOSLP (9b) were both formulated with DOPE
and Chol-PEG-stabilized lipoplexes were administered intranasally
as indicated in Marterials and methods and previously described
|19.21,34), The lungs were removed from the treated mice and
assayed for chloramphenicol acetyltransferase (CAT) reporter gene
expression. Table 2 shaws the levels of CAT expression in the lung
homogenates. Both vector yielded CAT values in the Jungs slightly
lower than 3 ng per 100 mg of proteins, These values are in the range
of what had been previously observed with other aminoglycoside-
based vectors derived from kanamycin A |26). Finally, Table 2 also
shows that only very low levels of CAT expression were observed in
the lungs following administration of control “naked” {uncomplexed)
CAT-expressing plasmid. Taken togecher, these results clearly indicate
that our novel aminoglycoside-based cationic lipids CholNeo and
DOSLP can mediate efficient gene transfection into the mouse airways
and they strongly invite to further evaluate the (n vivo potential of
such vectors.

4. Conclusion

The results obtained here with our novel paromomycin and neomy-
cin B lipid derivatives demonstrate that aminoglycosides other than
kanamycin A can also be used for the design of efficient gene delivery
vectors. The alkyl conjugates, as well as the cholesteral derivatives
when they are formulated with DOPE, did indeed mediate high trans-
gene expression both in vitro in different cell lines and in vivo in the
mouse airways. Furthermore, the results obtained with the vanous se-
ries of compounds confirmed some of the resuits previously observed
wathin the kanamycin A serles. Comparing DOSP and DOSN with the
same set of hydrophobic moiety and linker indicated that increasing
the number of amino functions at the expanse of hydroxyl functions
could reduce the efficiency of the resulting vectors, Generally speaking,
aminoglycosides are first of all natural binders of RNA {ribosome, nibo-
zyme, RRE, aptamers...} as they tend to have a better affinity for form A
nucleic acids. Indeed, the complexation. protection and transport
properties of the vectors as well as the favorable interactions of the
aminoglycoside headgroups with siRNA have proven to be of prime
importance for the efficient and safe delivery of siRNA for gene silenc-

ing [44].
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Chapitre 2- Etude du mode d'action du copolymére a blocs

amphiphile F68 pour la délivrance intracellulaire d'ADN

Le copolymére a blocs amphiphile non ionique F68 ou Lutrol est un vecteur efficace pour la
délivrance d'ADN in vivo (Desigaux et al., 2005; Richard et al., 2005a; Richard-Fiardo et al.,
2008). Cependant, son mode d'action est inconnu et s'il a été suggéré que certains
copolyméres de la famille des Pluronics, comme le P85, augmentent I'expression d'un
transgéne en agissant sur sa transcription (Batrakova and Kabanov, 2008), la faible
hydrophobicité du Lutrol par rapport au P85suggére un mécanisme d'action différent.

Nous avons observé que ce vecteur est inefficace in vitro, ce qui suggére que
I'environnement cellulaire est un facteur important de son efficacité. Il a été montré
auparavant que le Lutrol améliore la diffusion intra-tissulaire des plasmides injectés (Bello-
Roufai et al., 2007) mais ce phénoméne n'est pas suffisant pour expliquer son efficacité.
Contrairement au P85, nettement plus hydrophobe que le F68, il n'existe pas de dépendance
au promoteur utilisé pour contréler I'expression du transgéne, suggérant que le Lutrol n'agit
pas en facilitant I'importation nucléaire du plasmide ou son taux de transcription mais plutot
au niveau des premieres étapes de linternalisation du transgéne ou de I|'‘échappement

endosomal.

Nous avons donc focalisé notre étude sur le réle de ce copolymére au niveau de ces
premiéres étapes ; son absence d'activité in vitro ne permettant pas observation directe, un
modele a été développé pour observer son effet non pas sur de I'ADN nu, mais sur de I'ADN
complexé a des vecteurs cationiques. Nos résultats ont montré que le Lutrol augmente
I'activité de transfection de ces vecteurs indépendamment du vecteur cationique utilisé (lipide
ou polymeére) et du type cellulaire tout en n'ayant aucune influence sur le taux de
transcription, confirmant que son action n'a pas lieu au niveau des étapes finales de la
transfection. Pour éliminer I'hypothése d'une amélioration de l'importation nucléaire, nous
avons comparé son influence sur le transfection d’/ADN ou de siRNAs, le premier devant étre
transporté jusqu'au noyau alors que le second doit étre délivré uniquement dans le
cytoplasme. Le Lutrol ayant un effet dans les deux cas de figure, son action se situe en
amont, au niveau de l|'étape d'internalisation cellulaire ou de I'échappement endosomal.
Finalement I'observation en cryo-TEM de cellules traitées au F68 a montré que ce vecteur
est incapable de promouvoir I'échappement endosomal lorsqu'il n'est pas combiné a des
lipides cationiques, suggérant que son rble dans la transfection est de faciliter I'interaction

des complexes vecteur cationique/ADN avec la membrane plasmique. Utilisé seul in vivo, et
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notamment en intramusculaire, le Lutrol agit donc probablement comme un facilitateur de la
diffusion des plasmides a travers la membrane plasmique, par un mécanisme indépendant
de I'endocytose, suggérant une délivrance directe de I'ADN dans le cytosol des cellules
ciblées. Ces résultats ont fait I'objet de la publication suivante dans la revue Nucleic Acids

Research.
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ABSTRACT

Amphiphilic block copolymers have been developed
recently for their efficient, in vivo transfection
activities in various tissues. Surprisingly, we
observed that amphiphilic block copolymers such
as Lutrol” do not allow the transfection of cultured
cells in vitro, suggesting that the cell environment is
strongly involved in their mechanism of action. In an
in vitro model mimicking the in vivo situation we
showed that pre-treatment of cells with Lutrol”,
prior to their incubation with DNA molecules in the
presence of cationic lipid, resulted in higher levels of
reporter gene expression. We also showed that this
improvement in transfection efficiency associated
with the presence of Lutrol® was observed irre-
spective of the plasmid promoter. Considering the
various steps that could be improved by Lutrol”, we
concluded that the nucleic acids molecule internal-
ization step is the most important barrier affected by
Lutrol”. Microscopic examination of transfected
cells pre-treated with Lutrol” confirmed that more
plasmid DNA copies were internalized. Absence of
cationic lipid did not impair Lutrol” -mediated DNA
internalization, but critically impaired endosomal
escape. Our results strongly suggest that in vivo,
Lutrol” improves transfection by a physicochemical
mechanism, leading to cellular uptake enhancement
through a direct delivery into the cytoplasm, and not
via endosomal pathways.

INTRODUCTION

Gene transfer in cultured cells is, at present. in the vast
majority of cases achicved wusing cationic lipids or

polymers. However, despite having been widely used for
more than 10 vears for in vitro transfection applications,
the use of these molecules has not yet been translated to
application in humans because of low in vive transfection
efficiencies and toxicity issues. In this context. a new class
of non-viral vectors has emerged lor in vive gene delivery,
based on amphiphilic block copolymers consisting of
hydrophilic blocks of poly(ethylene oxide) (PEO) and
hydrophobic blocks of polvipropvlene oxide) (PPO),
covalently linked together in various structures. Linear
non-ionic block copolymers form an A-B-A or B-A-B
tri-block structure of PEO-PPO-PEO or PPO-PEO
PPO. whilst tetra-functionalized, slightly positively
charged block copolymers form an X-shaped structure
composed of four PEO-PPO moieties linked by the hydro-
phobic extremity to a central cthylenediamine core (1).
Lincar and X-shaped block copolymers have been used
successfully 1o increase the deliver reporter and therapeut-
ic genes in various rodent organs including physiological
skeletal and cardiac muscle. lung and eyes (2-6) compared
to that achieved with the naked DNA approach pioneered
by Wolll and colleagues (7-9). Block copolymers have
also been used to deliver genes to express proteins of
local or systemic therupeutic interest in mouse models of
human pathologies including ervthropotetin (EPO) to
treat anaemia in Kidney fatlure or dystrophin in
Duchenne muscular dystrophy (DMD) (10,11). More
recently, an X-shaped block copolymer led to a dramatic
improvement in DNA vaccination for prophylactic and
therapeutic applications by reducing the amount of
injected DNA by a factor of at least 50. This rendered
the effective DNA dosage more compatible with human
use than that achieved with naked DNA, where high
amounts of DNA in the milligram runge were injected,
with disappointing humoral and cellular responses.
Amphiphilic block copolymers used in these various
reports belong 1o o wide chemical family generated by
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the degree of polymerization of the ethylene oxide (EO)
and propylene oxide (PO) units, leading to polymers of
molecular weight ranging from 200 to 20000 g/mol and
of amphiphilic character measured by the hydrophilic/
lipophilic balance (HLB) ranging from 1 to 24, corres-
ponding to a percentage of PEO of 10 to 80%, respective-
ly. These polymers are also charactenized by their critical
micellar concentration (CMC) und critical micellar tem-
perature (CMT). These factors govern the sell-assembly of
these amphiphilic molecules in solution, with unimers
formed below the CMC and CMT and, above the CMC
and CMT, supramolecular structures including micelles
with a hydrophobic core of PPO blocks surrounded by a
hydrophilic corona of PEO and also lyotropic liquid
crystalline  mesophases of varying morphology. The
physicochemical properties of block copolymers govern
not only the morphology of self-assembly, but also the
toxicity, which is inversely related to the percentage of
PEO present in the copolymer (12). By contrast, hinear
PEO-PPO-PEO tri-block copolymers containing a high
percentage of PEO are approved by the FDA for intra-
venous, oral and topical administration. Linear and
X-shaped block copolymers, which have been reported
to deliver genes in vivo, usually have a molecular weight
below 15000g/mol. a percentage of OE ranging [rom
10 1o 80% and are used at a dose ranging from 0.01 to
5% (w/w).

Some studies have been reported which have aimed to
understand the mechanism of action of this novel class of
non-viral vectors, at the physicochemical level, by
investigating the interaction between block copolymers
and DNA molecules, and at the physiological level by
studying their biological impact on cell physiology.
These studies showed that the physicochemical character-
ization of block copolymer/DNA complexes was not per-
formed easily with the same techniques that have been
used to describe the physicochemical properties of
complexes resulting from the interaction of DNA mol-
ecules with cationic lipids and polymers. This highlights
a difference in the way that DNA interacts with either
block copolymers, or highly-positively-charged cationic
lipids or polymers. Interactions of DNA with block co-
polymers probably occur mainly through hydrogen
bonding, hydrophobic und some ionic internctions, but
not via strong ionic¢ interactions. On the contrary, strong
ionic interactions are observed to occur between DNA
and cationic lipids or polymers (13). It has also been
reported that block copolymers interact with hipidic film,
leading to ionic permeabilization of the reconstituted
artificial membrane (14). More recently, it was reported
that a linear tri-block copolymer with 530% PEO acted asa
biological modifier. actvating the NFxB inflammation
cellular pathway leading 1o the enhancement of transfec-
tion efficiency by the recruitment of transcription factors
on the cytomegalovirus promoter, which was used to
control the transgene expression (15-17). In fact, we
showed previously that PE6400, composed of 40% PEO,
promoted DNA trafficking into the nucleus and increases
gene expression when microinjected into the cell cyto-
plasm (4). Nevertheless. this mechanism for linear block
copolymer of a low PEO percentage. which is associated
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with toxicity, does not necessarily apply to other linear
tri-block copolymers consisting of a higher PEO percent-
age which have been reported as non-toxic and efficient
for gene transfer.

In this study, we report that Lutrol™, a linear tri-block
copolymer with 80% PEO and a molecular weight of
8600 g'mol, which has been reported to deliver therapeutic
genes in mouse models of human discases with a very
good safety profile (10). mediates the increase of cellular
internalization of DNA and siRNA molecules by a differ-
ent pathway to that used by cationic lipids or polymers.
The mcapacity of lutrol to perform efficient transfection in
cationic lipids-free in virro cells strongly supports its in-
ability to perform endosomal escape, and strongly suggest
that Lutrol® acts in vive via an endocytosis-independent
internalization pathway. Our results obtained in vitro
revealed  Lutrol” general abilities  concerning  cell
membrane interactions that are certainly applicable to
its it vive mechanism. We propose that 80% PEO lincar
tri-block copolymers do not promote gene transfer by the
activation of inflammation cellular pathways. but rather
enhance cellular uptake of DNA molecules through a
facilitated plasma membrane transport.

MATERIALS AND METHODS

Plasmids, siRNA, amphiphilic block copolymers and
cationic vectors

pCMV-Luc (18) and Gwizz-Luc (Genlanus, San Diego,
CA) are plasmids encoding the luciferase reporter gene
under the control of the human cytomegalovirus
immediate-carly  gene  promoter. pGL3  (Promega,
Madison, WI) is a plasmid encoding the luciferase
reporter  gene  under the control of the SV40
immediate-early gene promoter. pCMV-GFP (Clontech,
Palo Alto, CA) is a plasmid encoding green fluorescent
protein reporter gene, under the control of the human
cvtomegalovirus  immediate-carly  gene  promoter.,
Plasmids were purified from recombinant Escherichia
coli by means of Endofree plasmid purification columns
(Qiagen, Chatsworth, CA). Human anti-Lamin A/C
siRNA was obtamed from Santa Cruz Biotechnology
(Sunta Cruz, CA). Negative control siRNA (AllStars
Negative Control, sense sequence: UUCUCCGAACGU
GUCACGU) was provided by Qiagen (Chatsworth, CA).

F38 [80% poly(ethylencoxide), molecular weight (MW)
4700}, F68 [80% poly(ethyleneoxide), MW 8400] and F108
[80% poly(ethyleneoxide). MW 14 600] were generously
provided by BASF (Mount Olive, NJ). For i vitro experi-
ments, solutions of block copolymers were prepared at the
given weight-to-weight  (w/w) concentration in  high
glucose DMEM (Invitrogen) (4.5g/1) supplemented with
10% FBS, 2mM r-glutamine. 10pg/ml streptomycin,
100 pg/ml penicillin. For in vive experiments, stock solu-
tions of block copolymers were prepared at the given
weight-to-weight (w/w) in sterilized water. Solutions
were stored at 4°C,

DOSP and BGTC were synthesized as previously
described  (19-22) and provided by IN-CELL-ART
(Nantes. France). DOPE was obtained from Avanu
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Polar Lipids (Alabaster, AL). JetPEL" was obtained from
Polyplus (lllkirch, France). ICAFectin® 442 was obtained
from IN-CELL-ART (Nantes, France). DOSP/DOPE
(1/1. mol/mol) and BGTC/DOPE (2/3, mol/mol) cationic
liposomes were prepared as previously described (23).

In vivo plasmid DNA formulations and animal
experiments

Animal experiments were performed in accordance with
the guidelines of the French Institut National de la Santé
et de la Recherche Médicale. Eight-week-old female CDI
mice were obtained from Charles River (Chatillon-
sur-Chalaronne, L'Arbresle, France). At least five mice
were injected in each experimental group and each
experiment was repeated two times, For intramuscular
injections, mice were anacsthetized with Hypnomidate
(40mg/kg, intraperitoneal injection, Janssen-Cilag,
Issy-les-Moulincaux. France). Fifty microliters of block
copolymer/DNA  formulations, cationic  lipid/ DNA
lipoplexes or naked DNA were injected into shaved
tibial anterior muscles at a single site. using a microfine
syringe (U100; Becton Dickinson, Rungis, France).

In vitro formulation

DNA lipoplexes were formulated at a positive charge ratio
of four with lug plasmid. Complexes of DNA with
cationic lipids were prepared by mixing equal volumes of
cationic lipids in water with plasmid at the desired con-
centration in 300mM  NaCl, Complexes of siRNA
(37.5 ng) with ICAFectin® 442 were prepared as described
by the manufacturer. Hybrid DNA/SIRNA lipoplexes
were formulated at a charge ratio of four with 500ng
DNA mixed with 500ng siRNA. Complexes of DNA-
siRNA with DOSP-DOPE were prepared by mixing
equal volumes of cationic lipids in water with nucleic
acids at the desired concentration in 300mM NaCl
In cell conditions, lipoplexes were incubated at room
temperature for 15-20min before transfection.

Cell culture, block copolymer incubation and transfection

HcLa, mouse muscle C2C12, COS-7 green monkey kidney
fibroblast and H1299 human lung cancer cells were grown
at 37°C in 5% CO,/humidified atmosphere in high glucose
DMEM medium (4.5 g/1) supplemented with 2mM 1-glu-
tamine, 10pg/ml streptomycin, 100 pg/mli/ml penicillin
(GIBCO and Invitrogen Life Technologies, Carlsbad,
CA) and with 10% FBS (Eurobio, Courtaboeufl,
France). CHO and CHO-2241 heparan sulfate depleted
(CHO HS") cells (a generous gift from P. Fender,
Grenoble, France) were grown in the same conditions,
replacing DMEM medium by Kaighn's F12 medium
(GIBCO, Carlsbad, CA). One day before transfection,
cells were transferred into 24-well culture plates, at
60000 cells per well, resulting in 70-80"% confluence 24 h
later. Two hours before trunslection, cells were incubated
with block copolymers at the given w/w concentration in
DMEM serum-supplemented medium or Kaighn's Fi2
serum-supplemented medium for CHO and CHO HS™
cells, respectively. Transfection was performed by adding
S0ul DNA complexes or siRNA/DNA complexes in
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450 pl serum-free medium or 107 ul siRNA complexes in
500 pul serum-free medium to each well. For CHO and
CHO HS™ transfection, 100pl lipoplex, complexed or
not with Lutrol®., was added in 450ul serum-free
medium, After 2 h, the transfection medium was
replaced by 500pl fresh serum-supplemented medium.
Cells were cultured for an additional 20h before gene ex-
pression wis determined, Transfection experiments were
performed in duplicate.

Luciferase and GFP assays

One day after transfection, cells were nnsed with 300 pl
phosphate-buffered saline (PBS) and lysed with 300 pl
reporter lysis buffer (Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany)  supplemented  with @ protease inhibitor
cocktail  (Roche Diagnostics), Complete  lysis  was
assured by one freeze-thaw (—80"C/20°C) cycle. Samples
were then centrifuged at 10000rpm for Smin at 4°C.
Luciferase activity was measured using the Promega
Luciferase Assay system (Promega. Madison, WI).
Luciferase activity was measured [rom an aliquot of
supernatant with a VICTOR® multilabel counter (Perkin
Elmer, Les Ulis, France). Luciferase activity was assayed
by measuring light emission afller addition of 100ul
luciferase substrate to 20 pl supernatant.  Luciferase
activity was normalized to the total protein concentration
of the sample. Protein content was measured with a BCA
protein assay kit (Pierce. Rockford, 1L).

GFP fluorescence measurements were performed on a
180 pl aliquot of supernatant using a Victor2 apparatus
(PerkinElmer, Les Ulls, France). Fluorescence was
normalized to the total protein concentration of the
sample.

Flow cytometry experiments

Twenty hours after transfection, samples of cells (10°-10%)
were collected and re-suspended in PBS. The resulting cell
suspension was assayed for the expression of GFP by flow
cytometer analysis using a FACScalibur flow cytometer
{Becton Dickinson). The percentage of GFP-positive
celis was determined by the flow cytometer programme.

Quantification of YOYO-I labelled plasmid internaliza-
tion was performed with luciferase encoding plasmid.
Plasmid was added to a solution of YOYO-1 (0.1 mM)
in dimethyl sulfoxide (DMSO) at the dve/base pair
ratio 1/150. This mixture was incubated al room (emperi-
ture for [0min before sell’ assembly of DOSP/DOPE
DNA lipoplexes at @ DOSP-DNA charge ration of 4
(=), Then, HeLa cells were pre-incubated in the
presence or in the absence of 3% Lutrol™ for 1h before
transfection with labelled lipoplexes. Twenty four hours
post-transfection. cells were analyzed for their YOYO
fluorescence content by flow cytometer analysis as
described above.

Real-time, quantitative RT-PCR

Total RNA was extracted from transfected cells by
TRIzol" treatment. Reverse transcription was performed
with total RNA using oligo(dT)20 primers and
SuperScript 111 reverse transcriptase (Invitrogen). The
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expression of lamin A;C was quantified by real-time PCR
(ABI prism7000. Applied Biosystems, Foster City, CA).
Experiments were performed using PCR Master Mix
(Applied Biosystems) with 300nM each primer and
250nM TagMan MGB probes. Primers were obtained
from Applied Biosystems. The c¢ycling conditions
included a hot start at 95°C for 10min, followed by 40
cycles at 95°C for 15s and at 60°C for | min. Results were
normalized to the endogenous hypoxanthine-guanine
phosphoribosyltransferase (HPRTI) control gene and ex-
pressed according to the 27 24T method (24),

Labelling of lipoplexes

The labelling procedure of lipoplexes with 15 nm aminated
1Fe,050@ Si0; nanoparticles (Nps) is described in detail
clsewhere (25). Briefly, 3.68 x 10" Nps and 0.5pg
pCMV-Luc were mixed at a ratio Np/pDNA of § (mole/
mole) in 300mM NaClL Then an equal volume of cationic
liposome in pure water was added. to a final lipoplex
charge ratio (+) of four. The formulation was prepared
in @ 150 pl final volume for cach well,

Conventional TEM

Cells were processed for ultramicrotomy according to
standard procedures. Briefly, after trypsin treatment,
cells from eight wells were pooled, pelleted and fixed for
2h in a mixture of 2.5% glutaraldehyde and 4%
paraformaldehyde in 0.2M cacodylate buffer (pH 7.4).
Sample pellets were then post-fixed for 1h at 4°C with
1% osmium tetroxide in the same buffer and were
dehydrated with ethanol before embedding in
Epon-Araldite. Thin sections (65nm thick) were stained
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successively with 5% uranyl acetate and 1% lead citrate,
unless stated in the text, TEM observation was performed
with a FEI tecnai F20 operated at 200kV under low-dose
conditions.

Quantification of labelled lipoplexes within cell sections

The measurement of Np areas was carried out on images
of unstained sections using image J software. Np densities
were selected after a manual threshokd, The area corres-
ponding to these densities was determined with the
‘analyse particles’ function providing a surface of Nps.
To determine the area of cell sections, we drew the cell
contour manually and measured the area with the "analyse
particles’ function. The ratio of Np surface to cell section
surface allowed the estimation of the amount of Nps per
cell, considering that the 65 nm cell section is in the order
of magnitude of Np size. This analysis was performed on
158 cell sections from 13 gnd squares in total,

RESULTS

Amphiphilic block copolymers promote high gene transfer
in muscular cells in vivo but not in vitre

In order to assess the impact of the cell environment on
transfection efficiency, plasmid DNA c¢ither naked or
complexed cither with Lutrol®, an amphiphilic block co-
polymer of 80% PEO, or with cationic liposomes of
DOSP/DOPE, was injected into mouse tibial antenor
muscle (Figure 1) or incubated, in virro, with C2C12
mouse muscle cells (Figure 1). Luciferase reporter pene
expression in C2CI2 and in tibial anterior muscle was
evaluated 24h and 7 days after transfection, respectively,

1400

1200

Luciferase (ng/mg protein)

5 8 8 8

o

InvitroC2C12 cells

In vivotibial anterior muscle

Plasmid DNA translection

Figure 1. /n vive and i virro transfection efficiency of amphiphilic block copolymers, cationic lipids and naked DNA. A luaferase gene expresson
assay wis performed to compare the transfection efficiencies of an amphiphilic block copolymer. Lutrol® and cationic liposomes of DOSP-DOPE,
cither i vivp in mouse tibial sntenor muscle 7 days after triansfection (black bars) or @ sirro in the C2C12 mouse muscle cell line 24h after
wranstection (white bars). The luaferase gene-encoeding plasmid was either naked or complexed with 3% Lutrol™ or with DOSP-DOPE a1 a chacge
ratio of 4. The amount of plasmid transfected (0 vitre and b vive was. respectively. | and [0 pg.
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Injection of 10pug plasmid DNA complexed with 3%
Lutrol® led to high luciferase expression in mouse tibial
anterior muscle, compared with the very low luciferase
expression achieved with naked DNA or DOSP/DOPE-
DNA lipoplexes, By contrast, transfection of cultured
C2C12 with 1pg of pCMV-Luciferase complexed with
Lutrol® did not allow luciferase expression, whereas
cationic liposomes of DOSP/DOPE led to a dramatic
increase in luciferase expression. These results strongly
suggest that the cell environment plays an important
role in amphiphilic block copolymer and cationic
liposome transfection efficiency.

Lutrol" and other 80% PEO amphiphilic block
copolymers promote efficient muscular gene transfer
irrespective of the plasmid promoter

Next, we investigated a possible role of amphiphilic block
copolymers with the 80% PEO used in this study, in the
activation of some transcription factors, as has been pre-
viously described for block copolymers containing 50%
PEO (15.16). For this purpose, we compared transfection
efficiencies in tbial anterior muscle using two different
plasmids encoding luciferase. controlled either by the
CMV or SV40 promoter. These two promoters contain
different transcription factor binding sites (Table 1). The
three polymers tested were all composed of 80% PEO but
with various molecular weights, ranging from 4700 to
14700 Da. Figure 2 shows that similar luciferase expres-
sion was obtained after intramuscular injection of both
plasmids complexed with the various block copolymers,

These data suggest that the mechanism of action of
amphiphilic block copolymers of 80% PEO does not
depend on the activation of specific transcription factors,
unlike that of 0% PEO copolymers.

In vitro model to study the in vive mechanism of
amphiphilic block copolymers

As studying the mechanism of action of block copolymers
in vive 1s very difficult, we decided to set up an i vitro
model allowing vanation of several parameters, 1o
understand how block copolymers dramatically increased

Table 1. Transenipuon lactor binding sites in the CMV and SVdo
promoters [based on Promega data (15))

SV4o
Promotor

Transenption factor hinding sites

Octamer-bindmyg factor]

Activator proicin 1 (AP])

Zing finger-containing protein SPI

NF-E2 pds

GC box clements

CRE-binding protein §/c-Jun heterodimer
CAMP-responsive clement binding protemn
NExB

c-Rel

AvianC-type LTR TATA box

Cellular and viral TATA box ¢lements
E4BP4, bZIP domaim, transcription repressor
Activating transcription factor

| + 44
| 4+ % 4+ 44

G R G R G T
|
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gene expression in vivo. To this end. since block copoly-
mers as naked DNA alone did not transfect cells in vitro,
we studied the influence of block copolymers on reporter
gene expression by first treating cultured cells with the
optimized i vive concentration of block copolymers
before the addition of DNA molecules complexed with
cationic vectors.

C2C12 cells were pre-treated with Lutrol™ and then
transfected with 1 pg plasmid DNA encoding luciferase
complexed with DOSP/DOPE at a charge ratio of four
(). Pre-treatment with 3% Lutrol® led 1o the enhance-
ment of luciferase expression in C2C12 transfected cells
compared with untreated cells (Figure 3A). Cell treatment
with Lutrol® during 0.5 to 2h before transfection, at
various concentrations ranging from 0.5 to 3% led to a
similar enhancement of transfection efficiency (data not
shown). Of note the same optimal Lutrol® concentration
was observed both in vitro and in vivo. This improvement
in transfection efficiency was also observed with a plasmid
encoding another reporter gene: i.e, GFP (Figure 3A).
Pre-treatment with Lutrol™ of various cell lines, including
COS-7, C2C12. HeLa and H1299 cells, also led to a
similar  enhancement  of  transfection  efficiency
(Figure 3B), Various types of cationic lipids were also
used and led to the same increase in reporter gene
activity after pre-treatment with Lutrol™ (Figure 3C),
Transfection of HI1299 cells with JetPEI® was also
enhanced by pre-treatment with Lutrol™ (Figure 3D).
No toxicity was detected in the i vitro model as assessed
by MTT experiments (Supplementary Figure S1) and by
analysis of NFxB and P33 (ranscription activation
(Supplementary Figure S2).

Altogether. these data suggest that the enhancement of
transgene  expression mediated by pre-treatment  with
Lutrol® did not depend on neither the reporter gene, the
cell line, nor the cationic vector used.
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Figure 2. Plasmid promoter influence on transfection efficiency of
block copolymers in mouse tibial anterior muscle as a function of the
block copolymer molecular weight. Shaved tibial anterior museles of
CDI mice were injected with 10ug plasmid encoding luciferase under
control of the CMY promoter (black bars) or SV40 promoter (white
burs). Before mpection, plasmid was formuolated with 1% F38, 3%
Lutrol® or 1% F108 in tyrode. Luciferase gene expression asssy was
performed 3 days after injection.
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Figure 3. Effect of amphiphilic block copolymers on i vitre transfection efMcency, as o function of (A) the reporter gene, (B) the cell ine, (C) the
cationic lipid and (D) the chemical structure of the cationic vector. Reporter gene expression assay was performed in transfected cells after Lutrol®
treatment (gray barsp or without Lutrol® treatment (white bars). Treated cells weee incubated with Lutrol™ diluted ut optimized concentration
in culture medium for 2h before transfection, (A) C2CI2 cells were transfected with | pg luciferase or GFP encoding plasmid complexed with
DOSP/DOPE at a charge ratio of £4. (B) COS-7, C2C12, Hela or H1299 cells were transfected with | pg luaferase encoding plasmid complexed
with DOSP-DOPE at & charge ratio of four (£). (C) Hela cells were transfected with 1 pg luciferase encoding plasmid complexed with DOSP,
DOSP/DOPE and BGTC/DOPE at u ¢charge matio of four (= ). (D) HI1299 cells were transfected with | pg luciferuse encoding plasmid complexed
with DOSP/DOPE at a charge ratio of four (=) or with JetPEI" according to manufactures’s instructions,

Amphiphilic block copolymers enhanced in vitro transgene
expression, irrespective of their molecular weight and the
plasmid promoter

Next, in order to validate our in viire model and 10
provide an insight into the in vive mechanism of action
of block copolymers, we investigated the influence of the
plasmid DNA promoter and the molecular weight of the
block copolymer on transfection efficiency in cultured
cells, Figure 4 shows that, as observed i vive (Figure 2),
pre-treatment of cultured cells with block copolymers of
various molecular weights led to a similar increase in
luciferase expression (Figure 4A). We also showed that
cither CMV or SV40 promoters led to similar reporter
gene expression enhancement in cells pre-treated or not
with Lutrol® (Figure 4B). These data strongly suggest
that. as observed in vivo. Lutrol®™ and other 80% PEO
block copolymers did not activate promoter-specific tran-
scription factor signalling pathways, but increased gene
expression by another mechanism.

Lutrol”™ enhanced DNA cellular transport and not reporter
gene expression

To investigate a possible role of amphiphilic block
copolymers in the stimulation of transcription and
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translation, cells were treated with Lutrol® after the intra-
celtular internalization of DNA molecules had occurred.
Figure 5A shows that enhancement of luciferise expression
was observed only when cells were pre-treated with
Lutrol®. suggesting that Lutrol® did not promote
reporter gene expression stimulation at the transcription
or translation level, but rather stimulated steps involved
in DNA internalization, endosomal escape or nuclear
largeting,

To strengthen this hypothesis. we studied the influence
of temperature on luciferase expression obtained after
pre-treatment of cells with Lutrol®. As expected, in the
absence of pre-treatment with Lutrol®, we observed that
cationic lipid-mediated transfection was partially inhibited
at 4°C. By contrast, transfection enhancement by Lutrol®
was not affected by the trunsfection temperature, suggest-
ing that the main mechanism of block copolymers is
probably due to the improvement of the different steps
involved in DNA transfection by a physicochemical
process (Figure 5B).

Did Lutrol” increase cvtoplasmic or nuclear delivery?

To analyse the contributions of endosomal escape and
nuclear import in the enhancement of transgene expres-
sion after cell pre-treatment with Lutrol”. we studied the
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Figure 4. Effect of amphiphile block copolymers on ar vitrm transfection
as a function of (A) the block copolymer molecular weight or (B) the
plasmid promoter wsed, Cells were transfected with 1 pg luciferase
crwoding plasmid complexed with DOSP/DOPE at o charge matio of
L4, Trunslection was performed after block copolymier treatment (geay
bars) or without block copolymer trestment {white bars), Luciferase
reporter gene assay wis performed 24h after transfection. (A) Treated
cells were incubated with F38, Lutrol” or F108 diluted at optimized con-
centration in culture medinm for 2 h before transfection. (B) Cells were
incubated with 3% Lutrol” diluted in culture medium for 2h before trins-
fection with two different plasmids with o CMV or SV40 promoter,

influence of cell pre-treatment with Lutrol® on gene
silencing efficiency (Figure 6). Indeed, gene silencing
occurs after the delivery of siRNA in the cell cytoplasm
and not in the nucleus. Thus, if Lutrol® pre-treatment
increases nuclear import of the transfected nucleic acids,
efficiency of gene silencing, ie. the residual lamin A/C
expression would not be modified by Lutrol*. On the
contrary, if nuclear import is not the limiting step
overcome by Lutrol®, but rather the common steps of
plasmid und siRNA transfection, i.c. cellular internaliza-
tion or endosomal escape, Lamin A/C inhibition would
also be enhanced by Lutrol® pre-treatment. H1299 cells
were pre-treated with Lutrol® and then transfected with
anti-lamin A/C siRNA complexed with ICAFectin™ 442
Reugent, in conditions that partially inhibited Tamin A/C
expression, In the absence of Lutrol® pre-treatment,
RT-PCR results showed that the percentage of lamin A/
C inhibition was 31%, whereas Lutrol”™ pre-treatment led
to a percentage of inhibition of 38%, supporting the
notion that Lutrol® also enhanced the siRNA transfection
process. Next. we decided to study in a single experiment
the effect of Lutrol” pre-treatment on both siRNA and
DNA transfection using particles similar to the one vsed
for plasmid DNA experiments. In this condition using
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Figure 5. Effect of amphiphilic block copolymiers on fr vitro trunsfection
a8 i function of (A) the block copolymer treatment period or (B) the
transfection temperature. Cells were transfected with | pg luciferse
encoding plasmid complexed with DOSP/DOPE ut a charge ratio of
£4 Transfection was performed with Lutrol® treatment (gray bars) or
without Lutrol® treatment (white bars). Luciferase reporter gene assay
was performed 24h ufter transfection. (A) Cells were treated with
Lutrol® diluted at optimized concentration in culture medium for 2h
before or alter addition of DOSP/DOPE-DNA lipoplexes. (B) Celis

were incubated for 2h at 37 or 4°C, just after the addition of
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Figure 6. Effect of block copolymers on gene silencing. Anti lumin A/'C
SRNA transfection was performed on cells after Lutrol® treatment (grisy
bars) or without Lutrol* treatment (white bars). Treared H 1299 cells were
incubated with Lutrol® diluted ut optimized concentration in culture
medium for 2h before transfection. H1299 cells were transfected cither
with 37.5ng «RNA complexed with 1CAFectin® 442, or with 300ng
SIRNA mixed with 500 ng plasmid DNA complexed with DOSP-DOPE
at o charge ratio of 4, Real<time quantitative RT-PCR analysis of
human lamin A'C mRNA was performed 24 b after transfection. Vilues
were normalized o hyposanthine guanine phosphonbosyltransferse
(HPRTI1), Values are refative 10 cells transfected under the same
experimental conditions with a control siRNA.
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mixed particles would allow us to compare Lutrol” impact
on gene silencing and reporter gene expression using a
single particle containing DNA and siRNA molecules.
To this purpose, 500ng siRNA were mixed with 500 ng
plasmid DNA to obtain a total dose of 1 pg nucleic acids,
complexed with DOSP/DOPE at a charge ratio of four
(+). H1299 cells were pre-treated with Lutrol® and then
transfected with hybrid sSiIRNA/DNA particles. The results
showed that anti-lamin siRNA transfection allowed an
inhibition of lamin RNA expression of 18% und, most
importantly, Lutrol® pre-treatment increased this inhib-
ition to 41%. We also observed that luciferase expression
was enhanced by Lutrol” pre-treatment (data not shown),
These data strongly suggest that Lutrol®™ enhanced the
common steps of plasmid DNA and siRNA transfection,
Le. cellular internalization and endosomal escape, and did
not enhance the terminal steps of plasmid transfection,
mcluding nuclear import, transcription and translation.

Did Lutrol” increase the transfected cell number?

To confirm that block copolymers enhance transfection by
DNA molecule internalization and /or endosomal escape,
we measured the percentage of transfected cells by FACS
analysis using plasmid DNA encoding GFP. FACS
analysis showed a similar percentage of GFP-expressing
cells in the presence or absence of Lutrol® pre-treatment
(Figure 7). As a control, luciferase expression was strongly
enhanced after pre-treatment with Lutrol" during the
same experiment (Figure 7). These results were also in
good agreement with the experiment using B-galactosidase
as @ reporter gene, as shown by the presence of the same
number of blue cells (data not shown) irrespective of
pre-treatment with Lutrol™. However, in these two experi-
ments, we noticed that cells pre-treated with Lutrol®
expressed the reporter gene at a higher level, as shown
by the blue intensity of the cells (data not shown),
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Figure 7. Effect of block copolymers on the percentage of transfected
cells. C2C12 cells were transfected after Lutrol® treatment (gray burs)
or without Lutrol® treatment (white birs). Teeated cells were incubated
with Lutrol™ diluted at optimized concentration in calture medium for
2h before trunstection. Onepg of GFP or hiferase encoding plasmid
wirs complexed with DOSP/DOPE wt a charge ratio of =4.GFP
expressing cells were counted by flow eytometry and a luciferase gene
expression assay was performed 24h afier transfection.

107

Nucleic Acids Research, 2011, Vol. 39, No. 4 1617

The same observation was made in GFP-transfected
celis pre-treated with Lutrol™ (data not shown). These
results strongly suggest that, even if the same number of
cells were transfected in the presence of Lutrol®. the
number of plasmids entering ¢ach cell would certainly be
increased,

Lutrol" enhanced DNA cellular uptake: lipoplex labelling
and TEM imaging

Next, we investigated il the transfection enhancement
observed after lutrol® pre-treatment was associated with
an increase in lipoplex internalization. In order to detect
DNA cellular uptake by TEM, lipoplexes were labelled
with NPs. Cells were incubated for 2h in the presence of
labelled lipoplexes and then submitted to a fixation pro-
cedure. Labelled lipoplexes were observed in both
untreated and treated cells and possessed similar morpho-
logical aspects indicating that Lutrol® treatment did not
modify lipoplex structure (Figures 8C and F). To quantify
the cellular uptake of lipoplexes in both conditions, we
estimated the Np amount per cell by measuring the Np
surface per cell surface (see "Materials and methods’
section). The unalysis was performed on 138 cell sections
from 13 grid squares. Our quantitative analysis revealed
an increase of DOSP-lipoplex uptake by treated cells, as
shown in Figure 8E and 1. This result suggests that
Lutrol® promoted an enhanced DNA internalization
through the cell membrane. As a control, cells transfected
with labelled and unlabelled lipoplexes showed similar
luciferase activities (data not shown). Morcover, a
strong transfection enhancement after cell treatment
with Lutrol™ was also observed with labelled lipoplexes
(data not shown), indicating that Nps did not influence
transfection efficiency. confirming findings of Le Bihan
{25). In addition, for both untreated and treated cells,
we also determined that the surface of cells containing
Nps represented 30% of the total area of cells, which cor-
responds to the percentage of transfected cells as indicated
by FACS analysis and microscopy on GFP transfected
cells. We also analysed the lipoplexes internalization by
means of YOYO-lI-labelled DNA. Flow cytometry
analysis showed that cells pre-treated with Lutrol®
exhibit a 2-fold increase in fluorescence intensity compare
to cells that were not pre-incubated with Lutrol®
(Figure 9). Altogether, these results indicated clearly that
Lutrol® enhanced the cellular uptake of nucleic acids.

Lutrol” promoted DNA interaction with cell membranes

As efficient, cationic vector-mediated transfection requires
the condensation of DNA in positively charged particles,
it has been inferred that anionic proteoglycans are poten-
tial receptors (26). Direct evidence for the involvement of
heparan sulfate proteoglycans (HSPGs) in transfection
has been obtained by several groups (27.28). Figure 10
shows clearly that transfection of heparan sulfate-deficient
CHO (CHO HS™) cells by DOSP/DOPE-DNA lipoplexes
was strongly decreased compared with that obtained in
normal CHO cells. By contrast, CHO HS™ transfected
by lipoplexes in the presence of Lutrol® cxhibited an
enhanced luciferase expression. These data strongly
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Figure 8. TEM visualization of HI1299 cells cellular uptake of DOSP-DOPE plusmid Nps (A-C) and after a Lutrol” treatment (D-F) observed 2h
alter transfection. Cells were transfected with lucifernse encoding plasmid complexed with Nps (1/5) and with DOSP-DOPE at o charge ratio of £ 4,
Ultrathin sections were observed at low (A, D), medium (B, E) and high (C, F) magnification and revealed the presence of labelled fipoplexes
containing clectron-dense Nps (black arrows), Cell sections were screened for the presence of Nps (asterisks in A and D). Labelled lipoplexes were
observed withim the ¢ytoplasm and formed multilamellar assemblies (C, F enlargement of muarked arcas with black squares in B und E). The
measurement of Np amount per cell section was performed on unstained sections (G) and analysed after threshold (M), The result s expresed
as the ratio of Np surface per cell surface, This ratio incressed after Lutrol® wreatment (1). Scale bars are [0pm (A, D) $00am (B, E) and S0nm
(C. F). Nu Nucleus, M Mitochondria, The analyss was performed on 1358 cell sections from 13 grid squares.
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Figure 9. Cellular uptake of DNA in the presence or in the absence of
Luteol® pre-treatment. DNA molecules were labelled with YOYO-!
(one molecule every 150 base pair). Hela cells were transfected after
1h 3% Lutrol® treatment or without Lutrol® treatment. One pe
of labelied  luciferase  encoding  plasid was  complexed  with
DOSP/DOPE ar a charge ratio of £4. Then, cells were analysed by
FACS 24h after transfection.
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Figure 10. Effect of block copolymer complexation on lipopkx teans
fection efficsency, CHO cells and heparan sulphate-deficient CHO-2241
cells (CHO HS ) were trunsfected with 1 pg luciferase<ncoding plasmid
complesad with DOSP DOPE at is charge ratio of =4 Lipoplexes were
formulated with Lutrol™ (gray bars) or without Lutrol® (white hars).
After 24 b the luciferase gene expression assay was performed.
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suggest that Lutrol® enhanced the interaction of DNA
particles with the cell membrane, improving their uptake,

Lutrol” promoted DNA internalization but not endosomal
escape in vitro

To study whether Lutrol™ allows DNA internalization in
cuftured cells without cationic lipids, we labelled DNA
molecules with NPs and observed cell section by TEM.
Thus. H1299 cells were incubated with labelled DNA
complexed with Lutrol®. After 3h cells were fixed and
submitted to the resin embedding method. TEM visualiza-
tion of cell sections shows that Ilabelled DNA
was localized inside  endosomal/lysosomal  vesicles
(Figure 11C and D) but not in the cell eytoplasm. TEM
visualization was repeated 24h  after  transfection
and never revealed free DNA molkecules in the cell cyto-
plasm (data not shown). However, as presented in the
companion paper (25) labelled DNA molecules could be
observed in the cell cytoplasm only in the presence of
cationic lipids. Of note. identical observations were
made on two different cells lines (data not shown).
These results strongly suggest that Lutrol® acts as an
enhancer of nucleic acids cell-entry in vitro as well as
in vivo. The incapacity of Lutrol® to perform efficient
transfection in cationic lipids-free in virro cells strongly
support its inability to perform endosomal escape, and
strongly suggest that Lutrol® acts in vive via an
endocytosis-independent internalization pathway.

DISCUSSION

Amphiphilic block copolymers consisting of EO and PO
represent a novel class of non-viral vectors for in vivo
nucleic  acid  transfer into  various organs, Indeed,
numerous studies have shown clearly that in vive injection
of DNA complexed with various linear non-ionic block
copolymers including Lutrol™ and PE6400. or tetra-
functionalized X-shaped block copolymers, leads to a
dramatic increase in transgene expression, using either a
reporter or therapeutic gene, in skeletal and cardiac
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muscle and in lung, as well as in the corresponding patho-
logical tissues such as DMD muscles and cystic fibrosis
lungs (4,6.11,29). Prool of the effectiveness of PEO/
PPO-based formulations was also reported previously by
Lemieux ef al.. who described the mixture of L61 and
F127-—named SP1017-—{or the transfection of skeletal
muscle (2). More-recently, P85 was also reported to
increase transfection in muscle successfully (15), and
F68/DNA formulations were shown to efficiently transfect
eyes by drop delivery (3). Despite the great interest of
these block copolymers when applying gene transfer
in vivo setting, their mechanism of action is still ill
defined. Even if it is tempting to assume that needle play
arole in DNA transfection in the muscle since muscle cells
form a specific anasthamosis cell tissue network, this
hypothesis cannot be applied to the mechanism of action
of the used block copolymers. Indeed. we also described
the large improvement of block copolymer over naked
DNA in other organs including heart and most import-
antly lungs (6) where the injection is performed without
needle. just by microspraying the solution containing
polymer/DNA complexes, Therefore, even if we cannot
definitively rule out that needle could play a role in
muscle transfection, it is likely that block copolymers mol-
ecules could also act by themselves as vectors improving
the in vive internalization process of DNA molecules.

In the present study, we aimed to clucidate the precise
mechanism  underlying amphiphilic block copolymer
transfection efficiency, which would facilitate an under-
standing of the differences in transfection abilitics
in vitro and in vivo. In vive, cells have at their disposal a
vascular system that brings them essential nutrients, whilst
highly dividing cell lines in vitro need to develop a strong
endocytotic activity to internalize culture medium nutri-
ents to sustain their rapid growth. This particular behav-
iour of in vitre cell lines leads to the facile, non-specific
internalization  of DNA/cationic  lipld  or  polymer

complexes, The cationic vectors currently used—cationic
lipids or cationic polymers—complex DNA to form stable
and  positively

charged  particles, which  interact

Figure 11. TEM visualization of H1299 cells cellular uptake of Lutrol® labelked-NpDNA observed 3h after incubation. Cells were trunsfected
with lucifernse plasmid complexed with Nps (1/5) and with Lutrol® ot 3%, Ultrathin sections were observed at low (A), medium (8) und high
(C and D) magnification and revealed the presence of labelled complexes containing electron-dense Nps (black points). Labelled DNA were observed
within endosomal/lysosomul structures (C and D). Scale bar represents 1pm, 300 and 100nm in A, B and C-D respectively.
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electrostatically wath negatively charged molecules such as
proteoglycans present at the surface of plasma mem-
branes. and are internalized by adsorptive endocytosis.
DNA molecules. then. escape from the endosomes by
mechanisms which have been proposed to be dependant
of the cationic vector used. Cationic lipids would promote
endosomal membrane disruption by a “flip-flop” mechan-
ism, as has been proposed by Xu and Szoka (30). Cationic
polymers such as poly(ethylenimine) (PET) would promote
endosome escape by over-acidification, ultimately leading
to rupture of endosome membranes by a proton sponge
mechanism (31), After endosomal escape. DNA molecules
present in the cell cvtoplasm reach the nucleus to be
transcribed and translated.

In order to attempt to understand the i vive mechanism
of action of amphiphilic block copolymers, we designed an
in vitra model that consisted of treating cultured cells with
various amphiphilic block copolymers of different molecu-
lar weights, but with a constant percentage of EO. After
incubation with block copolymers, DNA molecules were
added with a cationic lipid to ensure cfficient endosomal
escape, one of the main barriers to transfection. We chose
the amphiphilic block copolymer subfamily of 80% PEO
because of its high in vive transfection efficiency and good
tolerance (10.12). We showed by electron microscopy
studies and flow cytometry analysis that cell pre-treatment
with Lutrol® dramatically increased DNA molecule in-
ternalization into each transfected cell, subsequently
leading to an overall increase in transgene expression for
a constant percentage of transfected cells, Lutrol® allowed
enhancing transfection efficiency for concentration lower
thian 5%, corresponding also to the efficient in vive con-
centration dose. As mcreasing concentration of amphi-
philic block copolymers leads to the formation of
micelles, transfection enhancement is probably related 1o
the presence of unimers in wvive as well as in vitro.
Interestingly, toxicily assays showed that optimized
Lutrol® concentration do not affect cell survival in virro,
confirming its i vive good tolerance. In addition the
observed transfection enhancement was not restricted to
DNA molecules, as lower molecular weight nucleic acids
displaying the A conformation, such as sSiRNA, also led to
a better gene expression inhibition in Lutrol™ pre-treated
cells. These results strongly support & role of Lutrol” in
the enhancement of the common step of DNA and siRNA
transfection, which is cellular internalization, and not in
the processes of intracellular trafficking or transcription
and translation, as siRNA has 1o be located in the cyto-
plasm and DNA in the nucleus in order to be active,

This is in contrast with the report of Yang er al. (15).
using P85 [poly(ethylencoxide)se-poly(propyleneoxide)yo-
poly(ethyleneoxide)s,] containing 350% PEO, which
activated the NFkB signalling pathway and promoted
DNA transfection in a promoter-dependant  manner
after intramuscular injection. Indeed, it has been
proposed that P85S allows transfection of plasmids with
viral promoters containing binding sites for specific tran-
scription factors such as NFxkB by the improvement of
plasmid nuclear targeting duc to the NLS sequences
present within the transcription factors bound to the
plasmid promoter (15). This signalling pathway activation
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mechanism was also described by Sriadibhatla er af.. who
demonstrated that P85 activates in virro luciferase tran-
scription in engincered cells expressing luciferase (17).
More recently, Yang e al. showed that P85 cell pre-
treatment also promotes transfection enhancement in a
promoter-dependant  manner, suggesting a signalling
pathway activation-dependent  mechanism  (32), A
previous study with PE6400 containing 40% PEO also
showed that microinjected DNA molecules complexed
with PE6400 in the cell cytoplasm led to an increase in
transfection efficiency (4). This was probably due to the
activation of inflammation pathways resulting in the
binding of transcription factors to the CMV promoter.
as described with PRS.

By contrast, the present study shows that block copoly-
mers of 80% PEO enhance DNA cell internalization
without displaving any promoter dependence, cither
in vive or in virre, Transcription factor binding clements
present on CMV and SV40 promoters did not influence
the transfection efficiency, underlying the absence of
promoter-specific  signalling  pathway  stimulation,
notably inflammatory such as NFxB signaling pathways.
Of note, Q-PCR experiments did not reveal any NFxB
transcript  enhancement in Lutrol™  pre-treated  cells,
contrary to what has been described with more hydropho-
bic block copolymers. Therefore, the present study
strongly suggests that these 80% PEO block copolymers
promote nuclete acid internalization without the activa-
tion of previously described inflammatory signalling
pathways highlighting their use for the expression of
protein of therapeutic interest, as we previously described
with EPO expression by intramuscular EPO gene transfer
which lasted for at least 250 days (10), and with dystroph-
in expression in mdx mice (11}

Previous results, and those obtained in this study, have
allowed us to propose the in vive mechanism ol action of
these 80% PEO block copolymers. Block copolymers
interacting with DNA molecules would not only enhance
the tissuc distribution of DNA molecules, but also their
cellular internalization by a passive physicochemical
mechanism that does not involve an endocytotic process,
but rather by a direct delivery to the cytoplasm by fusion
with the cell membrune. Indeed. if DNA was internalized
via an endocytic pathway i vive, PEO-PPO-PEO block
copolymers would be unable to facilitate endosomal
escape, as shown by the absence of free DNA molecules
in the cell eytoplasm as seen by TEM and cfficient trans-
fection in cultured cell lines. Thus, one can imagine that
Lutrol™ could favour the transmembrane passage of DNA
molecules, because it has been shown that, on the one
hand, polymers are able to interact with cell membranes
by their PPO hydrophobic moiety (33), and on the other
hund, polymers are also able to directly interact with
DNA by their PPO blocks (13). This explanation is also
supported by results described in this paper using heparan
sulfate-depleted CHO cells, where transfection of cationic
lipid/ DNA lipoplexes was only observed in the presence of
Lutrol®, whereas as clearly demonstrated by Kopatz er al..
cation-mediated transfection requires heparan sulfate pro-
teoglycan (28). In addition, fusion process has already
been described in vitro by using negatively charged
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lipoplexes (34). In the reported study. Resina and col-
leagues demonstrated that cationic but also anionic
lipoplexes are both internalized. but that only cationic
objects enter cells through temperature-dependant endo-
cytosis. Indeed, anionic objects were able 1o enter the cell
in a temperature-independent manner. Moreover, Lu ¢f al.
also recently showed that siRNA lipid based carriers
mostly enter the cell through endocytosis-dependent
pathway (95%), but also through a minority
endocytosis-independent  process. which was probably
achieved by fusion processes. Interestingly, they
observed that this minority endocytosis-independent
uptake was responsible of most of the silencing effect,
underlying the importance of endosomal sequestration
(35). In the present study, the passive enhancement
observed with Lutrol® may be attributed to the
enhanced attachment of nucleic acids 1o cell membrane,
which could lead to an enhanced internalization through
endocytosis in @ virre conditions, bul may also be
attributed to an enhanced fusion process. In the light of
these observations. fusion processes might make sense 10 a
passive and endocytosis-independent role of Lutrol”
during in vivo transfection.

All together. these results show that all block copoly-
mers cannot be considered to have a common mechanism
of action regarding gene delivery but. depending on their
physicochemical characteristics. they can promote gene
expression either by direct fusion with the plasma
membrane. or by acting as a biological modificr.

CONCLUSION

In vitro cells present a particular behaviour respective to
in vivo cells. In fuct, as they do not have at their disposal a
vascular system 10 bring them the essential nutrients, they
developed an enhanced endocytosis to catch the nutrients
present in the medium. This extended endocytosis process
15 the main route used by cationic vectors such as
lipoplexes and polyplexes to enter the cell, Their ability
to escape from endosomal sequestration (through flip-fiop
or proton sponge mechanisms) ensures an efficient gene
transfer in vitro. A contrarip, non-ionic vectors such as
amphiphilic block copolymers like Lutrol® can not
promote endosomal disruption, leading to lysosomal deg-
radation of the carred nucleic acid molecules, This lack of
endosomal escape ability allowed us to propose an in vivo
mechanism  of internalization through an endocytosis
independant pathway, In fact, reductio ad absurdum, if
Lutrol® was internalized in vivo through endocytosis, its
inability to escape from endosomes could not lead to any
transfection signal, We support (i) that amphiphilic block
copolymers act in vivo independently of an endocytosis
mechanism, but also (i) that they do not enhance
nucleic acid transfection at the same level. In fact, we
showed here that high HLB polymers. such as Lutrol®,
facilitate the first step of transfection, i.e. nucleic acid dif-
fusion and cell membrane interaction. Low and intermedi-
ate HLB polymers such as P85 have been shown to
enhance i vive transfection through gene expression
stimulation and nuclear import facilitation by activating
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inflammatory signalling pathways (15.16,17.32). This clas-
sification is in good agreement with previous data
obtained by Batrakova ef al. concerning polymers struc-
ture influence on membrane interaction behaviour and
signalling pathways activation (33). Moreover, this
rational analysis of the different transfection steps
stimulated by these three vectors (high HLB polymers,
low HLB polymers and cationic lipids) could explain the
enhanced effect promoted by their combination as
demonstrated with SP1017 polymeric formulation (2) or
with multimodular lipid-polymer based systems (36). The
identification of the mechanism of action of this novel
class of vectors for in vive gene delivery should aid in
guiding the future design and synthesis ol new block
copolymers.

SUPPLEMENTARY DATA
Supplementary Data are available at NAR Online.
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Figure S1: Toxicity assay of Lutrol® treatment, MTT toxicity assay was performed on treated cells 1o
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Figure S2: Analysis of NFxB and P53 transcriptional vanation dunng Lutrol® treatment in vitro. C2C12
celis were transfected with 1ug luciferase encoding plasmid complexed with DOSP-DOPE at a charge
ratio of 4 (+/-). Transfection was performed after Lutrol® treatment (grey bar) or without Lutrol®
treatment (white bars) Quantfication of NFKB (A) and P53 (B) transcripts was performed by
quantitative RT-PCR. Values were normalised to hypoxanthine guanine phosphoribosyltransferase
(HPRT1) in each condition
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Chapitre 3 - Développement d'un protocole de vaccination a ADN

dans un modele d'asthme allergique chez la souris

L'efficacité avec laquelle les copolyméres a blocs amphiphiles permettent la délivrance
intracellulaire d'acides nucléiques, alliée aux propriétés immunomodulatrices de I'ADN, en
fait des candidats de choix pour le développement de nouveaux vaccins basés sur I'ADN. Le
polymeére tétrabranché 704 notamment a montré son efficacité pour la délivrance d'ADN
plasmidique dans le muscle squelettique (Pitard et al., 2004). Il a en outre été utilisé avec
succes dans le développement d'un modele de vaccination contre une protéine modéle
(Mcllroy et al., 2009) et d'un modele de vaccination pour le traitement du carcinome
hépatocellulaire induit par la diéthylnitrosamine chez la souris (Cany et al., 2011).

L'asthme allergique, causé par une réaction exacerbée de I'organisme contre des antigénes
présents dans notre environnement, est un probleme majeur de santé publique puisqu'l
touche 300 millions de personnes dans le monde. L'un des allergenes majoritaires
rencontrés chez les patients est la protéine Derfl de l'acarien D. farinae. Des travaux
antérieurs ont montré que linjection intramusculaire d'un plasmide nu encodant cette
protéine dans un modéle de souris asthmatique permet d'améliorer les parameétres
biologiques des animaux traités. Cependant, la quantité de plasmide importante (50 pug a 300

Kg) que nécessite ce protocole le rend difficilement transposable chez I'humain.

Nous avons étudié dans un travail collaboratif avec I'équipe de A. Magnan le développement
d'un modeéle de souris asthmatique et la mise au point d'un protocole de vaccination contre
Derfl utilisant le polymere 704. Les résultats montrent que des injections de 10 pug
seulement d'ADN permettent la mise en place d'une réponse immunitaire biaisée Thl contre
Derfl amenant a la diminution de la réponse allergique suite a une exposition a l'antigéne.
Ces travaux confirment l'efficacité du 704 comme adjuvant pour la vaccination a ADN,
permettant de réduire drastiquement les doses d'ADN utilisées tout en autorisant la mise en
place d'une réponse immunitaire puissante. Ces résultats ont fait I'objet de la publication

suivante dans la revue Human Gene Therapy.
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Abstract

Asthma is a chronic, inflammatory, respiratory disease caused by an abnormal reactivity against allergens. The
most promising treatments for asthma are based on specific immunotherapies, but they lack efficiency and can
induce deleterious side effects. Among new modalities of immunotherapy currently in development, DNA
vaccination presents a promising approach, as it enables targeted immunotherapy in association with reduced
allergenicity. We have developed an innovative, DNA-based vaccine against Dermatophagoides farinae 1 allergen
(Der f 1), one of the allergens most commonly encountered by asthma patients in Europe. Intramuscular ad-
ministration of a Der f I-encoding plasmid formulated with the block copolymer 704 in healthy mice induced a
strong humoral and cellular response with a pro-helper T cell type 1 bias. Administration of the same formu-
lation in asthmatic mice, according to an early vaccination protocol, led to a reduction of airway hyperre-
sponsiveness and a significant decrease in the level of inflammatory cytokines in the bronchoalveolar lavage of

Der f 1-vaccinated mice.

Introduction

LLERGIC ASTHMA is a chronic respiratory disease af-

fecting 300 million people worldwide (Global Initiative
for Asthma [GINAY] 2011), The number of individuals with
asthma has doubled since the early 2000s (Loddenkemper
et ql., 2003) and about 250,000 people die prematurely of
this condition each year (Bousquet ef al, 2007; Bateman
et al., 2008). In the majority of cases, asthma is caused by an
abnormal reactivity against some environmental antigens,
also called allergens (Arbes ef al., 2007). In Western Europe,
the prevalence of atopic diseases (including asthma and
rhinitis) is more than 20%, and thus allergic diseases are
considered to be an important public health issue (Asher
et al, 2006). Considering the pathophysiological aspects,
allergic asthma is a bronchial inflammatory disease result-
ing from the exposure of a predisposed subject to various
allergens, In Europe and the United States, the most com-
monly encountered spedes of mite are Dermuatophagoides
pleronyssinus and Dermatophagoides farinae. In Europe, Der-
matophagoides farinae 1 (Der f 1) is one of the major allergens
of Dermatophagoides farinae, and 50% of the allergic popu-

lation are carriers of Der f 1 IgE-specific antibodies (Zock
et al., 2006).

Patients with asthma are usually treated with corticoste-
roids, which, however, only suspend the disease and are
associated with deleterious side effects (Bames, 2010), An
alternative treatment for allergic asthma is based on a spe-
cific immunotherapy protocol: the repeated administration
of increasing doses of allergen to induce hyposensitivity, and
hence reduced symptoms when another subsequent expo-
sure to this allergen occurs, Nevertheless, the efficacy of
immunotherapy remains limited (Pipet ¢f al., 2009), and its
efficacy is variable between patients. Moreover, immuno-
therapy may cause an anaphylactic crisis when administered
subcutaneously.

Thus, new modalities for immunotherapy are under de-
velopment, notably based on DNA vaccination, which
presents a promising approach, Here, DNA encoding im-
munodominant peptide sequences of the allergen are admin-
istered instead of allengen extracts, leading to a targeted
immunotherapy associated with reduced allergenicity. Some
studies have shown the therapeutic potential of this strategy:.
Jarman and Lamb reported that intramuscular administration

'INSERM U915, Nantes F-44000, France.
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to asthmatic mice of a naked plasmid encoding an im-
munodominant peptide of Der p 1, which is one of the major
allergens in allergic asthma, led to a decrease in type 2 cyto-
kines in bronchoalveolar lavages compared with untreated
mice (Jarman and Lamb, 2004). The antigen-encoding plas-
mids may also be formulated with adjuvants that are able to
modulate the immune resporse toward a helper T cell type 1
(Thl) or type 2 (Th2) bias as reported by Kim and colleagues,
who used bacillus Calmette-Guérin, known to induce a Thi
bias, ina DNA vaccination protocol against Der p 2 (Kim et al.,
2006). Nevertheless, the amounts of DNA used in these
studies were too large to consider a future application in
humans., Moreover, no study has demonstrated that DNA
vaccination against the specific allergen, Der £ 1, could prevent
or reduce the development of asthmatic symptoms in a rele-
vant animal model.

Thus, the future application of DNA vaccines in humans
requires the development of a new, efficient, and safe adju-
vant that is capable of inducing a strong humoral and cel-
lular response with a low dose of injected DNA. Previous
studies by our group showed that formulations comprising
plasmid DNA in association with a new class of synthetic
vector, a tetrafunctional block copolymer, were able to safely
increase the transfection efficiency of reporter or therapeutic
genes in lung, skeletal muscle, and cardiac muscle in healthy
subjects and animal models of disease compared with results
achieved with naked DNA (Pitard ¢t al., 2004; Richard ¢f al.,
2005; Jespersen et al,, 2007; Piron ef al., 2008; Richard-Fiardo
et al., 2008; Biliczki et al., 2009). It has also been shown that
the tetrafunctional block copolymer 704 is able to promote
low-dase DNA vaccination efficiency (Mcllroy ef al,, 2009).
This novel class of vector has also been used to treat hepa-
tocellular carcinoma in a highly autochthonous, relevant
mouse model (Cany ef al,, 2011).

In the present study, we developed an innovative syn-
thetic DNA vaccine, based on block copolymer against the
allergen Der f 1, to modulate the allergic response in asth-
matic mice. The formulation of the Der f 1 vaccine has been
optimized in a model of healthy mice, and allowed to elicit a
strong humoral and cellular response with a Thl and CD8"
T cell type 1 (Tcl) bias. Administration of this formulation in
a highly relevant new model of asthmatic mice, according to
an early vaccination approach, led to a significant reduction
in airway hyperresponsiveness, and of levels of inflamma-
tory cytokines in the bronchoalveolar lavage (BAL), which
were, in contrast, present at higher levels in the lungs of
nonvaccinated asthmatic mice.

Materials and Methods
Ammal procedures

BALB/c mice (Elevage Janvier, Le Genest, France) were
housed under conventional conditions according to INSERM
(Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale)
guidelines. Mice, 8 weeks of age, were used for all experi-
ments, For intramuscular DNA vaccination, mice were
anesthetized by isoflurane inhalation, and then various
DNA-polymer formulations were injected into both tibialis
anterior muscles, using an Insumed Pic Indolore 30-gauge
syringe (Artsana, Grandate, [taly). Two sites were injected
per animal, and DNA doses were given via the tibialis an-
terior. In all cases, the injection volume was 50 ul per in-
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jection site, After vaccination, sera and spleens were
recovered for analysis of the immune response at the end of
each experiment.

Pilasmid preparation and formulation

The pCMV-figal plasmid (Clontech, Saint-Germain-
en-Laye, France) encoding f-galactosidase, and the pVANX-
Derfl plasmid encoding Der f 1, under the control of the
human cytomegalovirus immediate promoter, were used as
antigen. The pVAX-Derfl plasmid was obtained by cloning
the Der f 1 gene sequence into pVAX (Invitrogen, Courta-
boeuf, France) with Hindlll and Xhol restriction enzymes.
PQE30 (Quagen, Courtaboeuf, France) was used as carrier
DNA. All plasmids were purified by passage through En-
doFree plasmid purification columns (Qiagen). The tetra-
functional block copolymers 304, 704, and 904 were kindly
supplied by In-Cell-Art (Nantes, France). Plasmid DNA was
formulated immediately before intramuscular injection, as
previously described (Mcllroy ef al., 2009).

Der f 1 expression

For Der f 1 expression experiments, tibialis anterior mus-
cles were dissected and immediately frozen in liquid nitro-
gen. Der £ 1 expression was then quantified in muscle
extracts, using a Der f 1 ELISA kit (Indoor Biotechnologies,
Wiltshire, UK) according to the manufacturer’s protocol,

Measurement of immune response

Humoral immune responses were measured by ELISA,
For anti-Der f 1 1gG, 1gG1, and IgG2a antibody dosage, 9%6-
well plates (MaxiSorp; Nunc/Thermo Fisher Scientific, Ros-
kilde, Denmark) were coated overnight at 4°C with purified
Der £ 1 (25pg/ml) (Indoor Biotechnologies) in NaHCO4
(50 mmol/liter), pH 9.5, and then blocked for | hr at room
temperature with phosphate-buffered saline (PBS)H.05%
Tween 20-1% bovine serum albumin, before distributing
diluted sera in duplicate. Plates were incubated at 37°C for
9 min, and then Der f 1-specific IgG, 1gG1, and 1gG2a were
detected with peroxidase-conjugated goat anti-mouse 1gG
(Jackson ImmunoResearch, Newmarket, UK) diluted 1:5000,
goat anti-mouse IgG1 (AbD Serotec, Oxford, UK) diluted
1:10,000, and goat anti-mouse 1gG2a (AbD Serotec) diluted
1:10,000 in PBS-0.05% Tween 20, respectively. Peroxidase
activity was revealed with o-phenylenediamine (1 mg/ml) in
pH 5 citrate buffer. Reactions were stopped by addition of
H,S0, (1 mol/liter), and optical density was measured at
490nm. Anti-Der f 1 IgG titers were calculated from the re-
gression curve of a standard Der f 1-specific mouse serum
included in each ELISA plate. The absolute titer of the
standard was 204,800 and was diluted from 11000 to
1:64,000 to build a calibration curve. Each tested sample was
diluted two times and dilutions with optical density (OD)
included in the linear part of the calibration curve were
conserved for antibody titer determination, Other dilutions
were excluded. Similarly, for anti-fi-galactosidase (f-Gal) 1gG
antibody dosage, 96-well plates (MaxiSorp; Nunc/Thermo
Fisher Scientific) were coated overnight at 4°C with purified
f-Gal (5 pug/ml) (Roche, Rosny-sous-Bois, France) in NaH-
CO;4 (50 mmeol/liter), pH 9.5, and then blocked for 1hr at
room temperature with PBS-0.05% Tween 20-1% bovine
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serum albumin, before distributing diluted sera in duplicate,
Plates were incubated at 37°C for 90min, and then f-Gal-
specific IgG was detected with peroxidase-conjugated goat
anti-mouse 1gG (Jackson ImmunoResearch) diluted 1:5000 in
PBS-0.05% Tween 2(. Peroxidase activity was revealed with
o-phenylenediamine (1 mg/ml) in pH 5 citrate buffer. Reac-
tions were stopped by addition of H,50, (1 mol/liter), and
optical density was measured at 490nm. Anti-f-Gal IgG ti-
ters were calculated from the regression curve of a standard
fi-Gal-specific mouse serum included in each ELISA plate.
The titer of the standard was arbitrarily fixed at 5000 and
was diluted from 1:1000 to 1:64,000 to build a calibration
curve. Each tested sample was diluted two times and dilu-
tions with OD included in the linear part of the calibration
curve were conserved for antibody titer determination, Other
dilutions were excluded.

As a paradigm readout of the cellular response to block
copolymer 704 vaccine formulation, the Der | 1-specific
CD8" response was tested by class [-restricted interferon
(TFN)-y secretion determined by enzyme-linked immunospot
(ELISPOT) (AbCys, Paris, France). Sixteen 8-mer Der f 1-
derived peptides predicted to bind with H-2K"” were selected
on the basis of the binding score, as calculated by BIMAS and
NetMHC software (Supplementary Table $1; supplementary
data are available online at www liebertonline.com /hum)
and were used as representative Der f 1 epitopes. The neg-
ative control was the KRWHLGLNK peptide (HIV Gag 263
272). Live spienocytes were counted on a hemocytometer
slide by trypan blue exclusion, resuspended at 10°/ml in
complete medium (RPMI 1640 supplemented with 10% fetal
calf serum, r-glutamine [2mmol/liter], penicillin, and
streptomycin; all from Invitrogen, Paisley, UK), and then
distributed in triplicate at 10° cells per well. Cells were in-
cubated overnight at 37°C in 5% CO; in the presenxe of
peptide at 4 ug/ml Spot-forming colonies (SFCs) were de-
tected according to the manufacturer’s protocol and counted
automatically with an AID ELISPOT reader (Autoimmun
Diagnostika, Strassberg, Germany), and results were ex-
pressed as SFCs per million splenocytes after subtraction of
the nonspecific signal obtained with the negative control.

Allergic asthma mouse mode!

BALB/c mice were sensitized and challenged with total
extract of Dermatophagoides farinae, kindly supplied by Stal-
lergenes (Antony, France), according to the protocol de-
scribed in Fig. 5. Mice were sensitized percutaneously in each
ear with 250 ug total extract of HDM diluted in 10l of di-
methyl sulfoxide, and challenged by intranasal inhalation of
250 g total extract of HDM diluted in 40 I of PBS.

Measurement of airway responsiveness

Airway responsiveness was measured in conscious, un-
restrained mice using barometric, whole-body plethysmog-
raphy by recording respiratory pressure curves (EMKA
Technologies, Paris, France) in response to inhaled metha-
choline (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) at concentrations of
5-20mg/mi for I min. Airway responsiveness was expressed
in enhanced pause (Py) units, a caleulated value, which
correlates with the measurement of airway resistance, im-
pedance, and intrapleural pressure in the same mouse:
Py = (t/t, = 1) x PEF/PIF (where £, is the expiration time, f,
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is the relaxation time, PEF is the peak expiratory flow, and
PIF i the peak inspiratory flow).

Bronchoalveolar lavage analysis

Mice were tracheotomized and administered 1 ml of sterife
PBS intratracheally through a flexible catheter. Cells and
supernatants from recovered fluid were separated by cen-
trifugation. Total cell number was determined by optical
microscopy and after cell samples were spotted on Cytospin
slides using a cytocentrifuge (Cytospin; Thermo Fisher Sa-
entific). Cell proportions were established after May-Grin-
wald Giemsa staining of about 300 cells,

Cylokine analysis

Expression levels of cytokines interleukin (IL)4, 1L-5,
IL-13, and IFN-y were determined in BAL supematant by
Luminex technology. A bead-based Bio-Plex kit (Bio-Rad
Laboratories, Munich, Germany) was used to measure [L-4,
IL-5, 1L-13, and IFN-y. The assays were performed according
to the manufacturer’s specifications. Cytokines were quan-
tified on the basis of an eight-point calibration curve con-
structed from the standard provided. Data analysis was
performed with Bio-Plex Manager software version 4.0.

Statistical analysis

Statistical analysis was conducted with SigmaStat 2.03
software (Systat, San Jose, CA). All data are expressed as
means = standard deviation. Statistical analysis was performed
by Student-Newman test. p<0.05 was considered significant.

Results

Optimization of formulation containing various
amounts of DNA encoding Der | 1

We previously showed that a formulation containing fi-
galactosidase-encoding plasmid with the block copolymer
704 led to high antigen expression in vivo, correlating with a
strong humoral and cellular response against fi-Gal (Mcllroy
et al., 2009), Here, mice were injected intramuscularly with
plasmid encoding the Der f 1 antigen formulated with block
copolymer 704, Five days after injection, muscles were col-
lected and evaluated for Der f 1 expression levels by ELISA.
As shown in Fig, 1, injection of naked plasmid DNA resulted
in no significant expression of the Der f 1 protein in muscle,
irrespective of the amount of injected DNA. Conversely, in-
jection of plasmid DNA formulated with the block copoly-
mer 704 led to a significant increase in Der 1 expression in
muscle when the amount of injected DNA encoding Der f 1
was increased.

We then evaluated the ability of this synthetic formulation
to elicit specific humoral and cellular immune responses
against Der f 1. Mice were injected intramuscularly on days ()
and 21 with various amounts of pVAX-Derfl formulated
with block copolymer 7M. Cellular and humoral responses
were analyzed on days 21 and 42 after the first injection.
Dose-response experiments showed a maximal humaoral re-
sponse for 10 g of pVAX-Derfl, which then remained at this
level for higher doses (Fig. 2a). To analyze the cellular re-
sponse, we synthesized sixteen 8-mer immunodominant
peptides from Der f 1, predicted to bind to the H-2K"-
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FIG. 1. Formulation of pVAX-Derfl with block copolymer

704 increases the Dermatophagoides farinae 1 allergen (Der £ 1)
expression level after intramuscular injection. Mice were in-
jected intramuscularly with Der f 1-encoding plasmid DNA,
either alone (open columns) or formulated with block co-
polymer 704 (solid columns). Mice were killed 5 days later
and Der f 1 expression levels were analyzed by ELISA.
*n<0.05 by Student Newman-Keuls test.

restricted MHC-1 molecule (Supplementary Table S1). These
peptides were used in IFN-y ELISPOT assays to evaluate the
specific CD8™ T cell response induced by Der f 1 DNA/704
immunizations in mice. Results showed that the cellular re-
sponse increased with increasing amounts of injected pVAX-
Derfl formulated with block copolymer 704 and reached a
plateau at 10 ug of pVAX-Derfl (Fig, 2b), To measure the
orientation of the immune response, we measured different,
specific anti-Der £ 1 antibody isotypes for various amounts of
injected, formulated plasmid DNA. Formulation with block
copolymer 704 led to the induction of a Thl bias, as indicated
by the predominance of Der f l-specific 1gG2a compared
with Der f I-specific IgG1 (Fig. 2c)

In a previous study we also reported the adjuvant
property of nonceding DNA when added to DNA vacci-
nation (Mcllroy ¢! al., 2009). Thus, we tested the effect of
noncoding DNA on Der [ 1 vaccine formulation efficiency
Mice were injected on days 0 and 21 with Der f 1-encoding
plasmid only, or in the presence of noncoding pI.de
pQE30, formulated with block copolymer 704, As previ-
ously reported, decreasing the amount of coding plasmid,
while maintaining the total amount of DNA, led to similar
humoral and cellular immune response levels (Fig. 3a and
b). Figure 3a also shows that with only 3 pg of pVAX-Derfl
formulated with block copolymer 704, the same anti-Der f 1
antibody titer was obtained as with 5 or 10 ug of formulated
plasmid DNA encoding Der f 1. Results also show that
0.5 pug of plasmid encoding Der { 1, in the presence of
pQE30, was sufficient to lead to a strong humoral response
against Der f 1, which was similar to that obtained with a
20-fold higher amount of formulated plasmid encoding Der
f 1, In the same experimental group of mice, the class I-
restricted cellular response indicated that plasmid DNA
encoding Der { 1 formulated with block copolymer 704 led
to the same high ELISPOT response imrespective of the
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FIG. 2. Influence of the amount of pVAX-Derf] plasmid on

humoral and cellular immune responses. Groups of mice
(1 =5) were injected intramuscularly with various amounts of
pVAX-Derfl, ranging from 1 to 50 ug, formulated with block
copolymer 7(4, on days () and 21. (@) The humoral response
was measured on day 21 (open columns) and on day 42 (solid
columns). Results are expressed as anti-Der £ 1 [gG antibody
titers. The mean titer and standard deviation are shown for
each group. (b) For the cellular response, splenocytes were
stimulated overnight with a pool of Der f 1 immunodominant
peptides and the number of [FN-; SHCs was determined, The
mean number of [FN-y SFCs and standard deviation are
shown for each group. (o) lsotype pruﬁlus of Der f 1-specific
antibody. lgG1 and 1g(2a were titered in sera on day 42 and
the ratio of Ig(G2a to IgG1 is shown as the mean and standard
deviation for each group. *p <0,05 by Student Newman-Keuls
test. Doses given are per tibialis anterior
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FIG. 3. Conservation of vaccination efficiency with a low
dose of Der f l-encoding plasmid and carrier DNA associ-
ated with block copolymer 704. Groups of mice (1=5) were
injected intramuscularly on days 0 and 21 with various
amounts of pVAX-Derfl, in the presence or absenae of
plasmid carrier DNA, formulated with block cn:fulymcr 704,
ta) The humoral response was measured on day 21 (open
columns) and on day 42 (solid columns), Results are ex-
pressed as anti-Der { 1 1gG antibody titers. The mean titer
and standard deviation are shown for each group. (b) For the
cellular response, splenocytes were stimulated overnight
with a pool of Der f 1 immunodominant peptides and the
number of IFN-y SFCs was determined. The mean number of
IFN-; SFCs and standard deviation are shown for each
group. Doses given are per tibialis anterior,

amount of formulated pVAX-Derfl, in the presence or ab-
sence of pQE30.

Optimization of vaccine formulation and protocol

To optimize the anti-Der f 1 vaccine formulation, we tested
the effect of three different block copolymers that were pre-
viously shown to enhance reporter gene expression i wim
and vaccination efficiency. Mice were injected intramuscu-
larly on days 0 and 21 with 10 ug of pVAX-Derfl plasmid
formulated at two doses of block copalymer 304, 704, or 904,
Each formulation led to a significant and specific humoral
immune response on day 42, whereas the maximal humoral
response was obtained with block copolymer 704 at a con-
centration of 0.15% (Supplementary Fig. Sla), All formula-
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tions tested were able to elicit a cellular response.
Interestingly, block copolymer 704 at (1.15% promoted a high
cellular response, as measured by INF-y ELISPOT assay
{Supplementary Fig. S1b). Moreover, the various polymers
tested provided a Thl bias, as attested by the predominance
of Der f 1-specific IgG2a compared with Der f 1-specific 1gG1
{Supplementary Fig. S1c). We subsequently investigated the
influence of mouse strain on the immune response. Mice
from two different strains, BALB/c and C57BL/6, were in-
jected intramuscularly on days 0 and 21 with 10 ug of pVAX-
Derfl plasmid formulated with block copolymer 704. On day
42, BALB/c and C57BL/6 inbred mice, which are typically
used for immunelogical studies, had similar anti-Der f 1
antibody titers (Supplementary Fig, S2), indicating that
mouse strain did not influence vaccination efficiency against
Der f 1.

Given that DNA vaccination usually requires a repeated
injection scheme to elicit the development of a strong im-
mune response characterized by high antibody titers and
memory B cell activation, we investigated the influence of
the prime-boost injection protocol on the immune response.
Mice were injected intramusculardy on day 0 with 10 ug of
pVAX-Derfl plasmid formulated with block copolymer 704,
and then boosted 1, 2, 3, or 4 weeks later. Antibody titers
were analyzed each week during 10 weeks (Fig. 4). It was
clear that the mice that received a boost 1 or 2 weeks after the
primary injection presented low antibody titers, comparable
with those obtained using only one injection. On the other
hand, mice receiving a boost injection 3 or 4 weeks after the
primary injection showed a robust increase in their antibody
titers, occurring 2 weeks or 1 week after the boost injection,
respectively. Seventy days after the primary injection, anti-
body titers were still detectable for all conditions. As boost-
ing at 21 days after the primary injection led to the sustained
presence of antibodies in serum, we selected this injection
scheme for Der f 1 vaccination in an allergic mouse model.

Der f 1 vaccination in an allergic asthma mouse model

The efficiency of our vaccination formulation against Der f 1
was tested in a model of asthmatic mice, The allergic asthma
phenotype was induced with a total house dust mite (HDM)
extract in BALB/c mice, First, mice were sensitized by per-
cutaneous administration of 250 g of total HDM extract,
once per week for 4 weeks (days 0, 7, 14, and 21), They were
then challenged three times by intranasal inhalation of 250 ug
of total HDM extract, on days 28, 42, and 49, Two different
pVAX-Derfl /704 vaccination schemes of asthmatic mice
were used to study the impact of anti-Der £ 1 vaccination in
these mice.

In the first setting, BALB/c mice were vacdnated at the
onset of HDM sensitization (Fig. 5a). First, we evaluated the
influence of the mouse model on block copolymer 704-
mediated vaccination efficiency. To this end, mice were im-
munized with the f-galactosidase antigen at the onset of
HDM sensitization. Mice were immunized twice, according
to the protocol described in Fig. 5, using pCMV-figal reporter
plasmid formulated with block copolymer 704. The humoral
response was assessed on day 52, after the last HDM chal-
lenge. The dosage of specific, anti-fi-galactosidase 1gG anti-
bodies indicated that no significant differences between
healthy or asthmatic mice were obtained. This result shows
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FIG. 4. Influence of the
number of boost injections
and time of boost injection on
the amplitude and kinetics of
the humoral response, Groups
of mice (n=5) were nmjected
with 10pug of pVAX-Derfl
formulated with block copol-
vmer 7(M and the anti-Der f 1
antibody IgG titer was deter-
mined at various time points.
The mean titer and standard
deviation are shown for each
group. Doses given are per
tibialis anterior. Groups of
mice were injected on day 0
only (triangles), on days 0 and
7 (diamonds), on days 0 and
14 (mult symbeols), on days 0
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that the induction of an asthmatic phenotvpe does not
modify the immune response against an antigen expressed
by gene transfer with block copolymer 704 (Fig. 6a). As a
control, we also investigated whether the immunization
protacol with block copolymer 704 against Der f 1 could
induce, by itself, an asthmatic phenotvpe. Analysis of re-
spiratory parameters of healthy mice immunized with the
synthetic vector pVAX-Derfl /704 showed no differences
compared with untreated healthy mice, indicating that the

and 21 (squares), or on days ()
and 28 (ardes). Doses given
are per tibialis anterior.

70

60

immunization protocol did not promote an asthmatic phe-
notype (data not shown). Then, at the same time as the HDM
sensitization, mice were immunized on days 0 and 21, using
PCMV-figal plasmid as control plasmid or using pVAX-
Derf1 plasmid formulated with block copolymer 704. On day
52, after the last HDM challenge, various parameters were
assessed. Results showed that asthmatic mice vaccinated
against Der f 1 present high levels of Der f 1-specific IgG
antibodies (Fig. 6b), associated with a strong Thl bias, as

a HDM sensitization HDM challenge
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0 7 14 21 28 a2 a9 52
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FIG. 5.

Immunization protocols against Der f 1 in asthmatic mice. (a) Prophylactic approach. Groups of mice (n=5),

exhibiting an asthmatic phenotype after sensitization and challenge with a total extract of HDM, were administered, intra-
muscularly, 50 ug of pVAX-Derfl plasmid formulated with block copalymer 704 on days 0 and 21, (b) Early vaccination
approach. Groups of mice (n=5) were administered, intramuscularly, 10 ug of pVAX-Derfl plasmid formulated with block
copolymer 704 on days 0 and 21 and then sensitized and challenged with total extract of HDM.
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attested by the predominance of Der f lspecific IgG2a @ 2%0%
compared with Der f 1-specific IgGl (Fig. 6d). As a control,
the dosage of the speafic Der f 1 IgG antibodies in non- Ly
vaccinated healthy mice, and in f-galactosidase-vaccinated
asthmatic mice, did not show the presence of Der f 1-specific 2 15000
IgG antibodies. This indicates that production of the asth- 3
matic mouse model did not induce a specific immune re- > y0000
sponse against Der f 1. Under the same experimental }
conditions, healthy and asthmatic mice vaccinated against fi- P
galactosidase did not present a significant cellular response,
whereas asthmatic mice vaccinated against Der f 1 presented °
a high level of IFN-y-secreting splenocytes stimulated by a8 ovygen A .
cocktail of Der f 1 peptides (Fig. 6¢).
Asthma is usually characterized by airway hyperrespon- At '

. : s ehenotyoe
siveness and by an influx of inflammatory cells and cyto-
kines into the lungs. Airway responsiveness was measured |y 509000
after inhalation of methacholine (5 to 20mg/ml), which in-
duces bronchoconstriction, and expressed as enhanced pause - —
(Penr). Results show that asthmatic mice presented a high 0000
Py value compared with healthy mice (Fig. 7a). Asthmatic g
mice immunized against fl-galactosidase or Der f 1 antigen 3 305000
presented no significant variation of P, compared with —t
nonvaccinated, asthmatic mice. The influx of inflammatory T 200000
cells into the lungs was assessed by cell counts in bronch- %
valveotar lavage (BAL) and by histological analysis of lung < 1ooo00
tissues, The BAL of healthy mice contained essentially mac-
rophages, whereas the BAL of asthmatic mice contained Astheatic
macrophages and also numerous neutrophils, cosinophils, phenclype = y ¥
and lymphocytes. Interestingly, the asthmatic, Der f 1-vac- pOVM-Bgal 5 é :
cinated mice presented significantly reduced amounts of
macrophages and eosinophils compared with asthmatic mice ~ PVAxDert: '
vaccinated against fl-galactosidase antigen (Fig. 7b), The
numbers of neutrophils and lymphocytes were also reduced. o 100
We also determined the expression of inflammatory cyto-
kines in the BAL, using Luminex technology. The BAL of g .
asthmatic mice immunized against the control antigen, g -
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FIG. 6. Effect of a prophylactic immunization protocol on % 20
the immune response of asthmatic mice. Groups of mice
(n=5) were injected intramuscularly on days 0 and 21 ac- A
cording to a prophylactic protocol (see Fig. 5) with 50 4z of  phenatype 5 ’ ¥
plasmid formulated with block copolymer 704. (a) Healthy
and asthmatic mice were injected intramuscularly on days 0 POVM-Egul = ? i
and 21 with 50 g of pCMV-figal formulated with block co- o pern - "

polymer 704, The humoral response was measured on day 21

(open columns) and day 52 (solid columns). Results are ex- d ¢
pressed as anti-f-Gal IgG antibody titers, The mean titer and
standard deviation are shown for each group. (b) Asthmatic
mice were injected intramusculardy on days 0 and 21 with
50 ug of pVAX-Derfl formulated with block copolymer 704
The humoral response was measured on day 21 (open col-
umns) and day 52 (solid columns). Results are expressed as
anti-Der f 1 IgG antiboxdy titers. The mean titer and standard
deviation are shown for each group. (¢) For the cellular re-
sponse, splenocytes were stimulated overnight with a pool of
Der f 1 immunodominant peptides and the number of 1IFN-;
SFCs was determined. The mean number of 1IFN-; SFCs and
standard deviation are shown for cach group, (d) Isotype
profiles of Der f I-specific antibody. IgGl and IgG2a were
titered in sera on day 42 and the ratio of 1gG2a to IgGl s
shown as the mean and standard deviation for each group. 0
Doses given are per tibialis anterior Asthmatic / pvAX-Derf1

20/ Gl ratio
~
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FIG. 7. Effect of immunization
protocol on asthmatic  pheno-
type of asthmatic mice. Groups
of asthmatic mice (n=5) were
injected intramuscularly on days
0 and 21 with pVAX-Derfl
plasmid formulated with block
copolymer 7(4. Doses given are
per tibialis anterior. (a) Airway
responsiveness  was  measured
on day 52, using a plethysmog-
raphy system, after intranasal
instillation of methacholine (5 to
20mg/ml) in healthy mice (tri-
angles), asthmatic mice
(squares), and asthmatic, vacci-
nated mice (diamonds). Results
are expressed as enhanced pause
(Pear). The mean and standard
deviation are presented for each
group. (b) BAL cellular compo-
sition, Cell rmpurti(m:« in BAL
were established after May-
Grilmwald Giemsa staining of
about 300 cells in healthy mice
(open columns), asthmatic mice
(shaded columns), and asth-
matic, vaccinated mice (solid
columns). Results are expressed
as absolute number of cells in
1ml of BAL, as the mean and
standard deviation for each
group. “*p<005 by Student
Newman-Keuls test. (¢-f) 1.4,
IL-5, IL-13, and IFN-; levels, re-
spectively, in BAL were deter-
mined by Luminex technology.
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f-galactosidase, presented high levels of 1L-4, IL-5, and [1-13,
which are proinflammatory cytokines, and reduced levels of
IFN-7, which is a pro-Thl cytokine. Conversely, asthmatic
mice presented reduced levels of 1L-5 and 1L-13 and an in-
creased level of IFN-7 in BAL, compared with asthmatic mice
vaccinated against the fl-galactosidase antigen (Fig. 7c-f).
Altogether these data show that, in this first setting, vacci-
nation of asthmatic mice against the major allergen, Der f 1,
promoted a significant reduction in inflanmatory cells and
cytokines observed in BAL, as compared with asthmatic
mice vaccinated against a control antigen.

In the second setting, mice were given two vaccination
injections on days 0 and 21. On day 28, they were HDM-
sensitized followed by HDM challenges (see Fig, 5b), Mouse
airway hyperreactivity was measured on day 73. Asthmatic
mice immunized with the control antigen, fi-galactosidase,
presented a high Py, value compared with healthy mice,
whereas asthmatic mice vaccinated with pVAX-Derfl for-
mulated with block copolymer 704 presented a reduction of
Pt for all amounts of methacholine used, indicating a re-
duction of airway hyperresponsiveness (Fig. 8a). Measure-
ments of infammatory cytokine expression fevels in the
BAL, using Luminex technology, showed that the BAL of
asthmatic mice immunized against the control antigen, -
galactosidase, presented high levels of 1L-4, IL-5, and 1L-13,
which are proinflammatory cytokines, and reduced levels
of IFN-y, which is a pro-Thl cytokine. Conversely, asth-
matic mice presented reduced levels of IL-4, 1L-5, and IL-13
and increased levels of IFN-y in BAL, compared with
asthmatic mice vaccinated against fi-galactosidase antigen
(Fig. 8b-e).

Taken altogether, these data show that early vaccination of
asthmatic mice against the major allergen Der £ 1 promotes a
significant reduction of airway hyperresponsiveness and of
cytokines observed in the BAL, as compared with asthmatic
mice vaccinated with a control antigen. Thus, early vacci-
nation of asthmatic mice may confer a protective effect on the
development of asthmatic symptoms.

Discussion

The treatment and prevention of allergic asthma represent
a major public health issue, and specific immunotherapy
based on DNA vaccination seems to be a promising ap-
proach to reduce the incidence of this disease, Preclinical
evaluation of treatments against allergic asthma requires
adequate models, The most relevant mouse models of asth-
ma rely on repeated sensitizations of mice with house dust
mite (HDM) total extract followed by repeated intranasal
exposures to HDM to induce an asthmatic phenotype that
mimics the human disease (Cheng ¢f al, 1998). We per-
formed initial experiments that verified the kinetics of the
HDM-induced asthma phenotype in mice. We observed that
the development of the asthma phenotype in this model
parallels the pattern observed in a clinical setting. Mice
sensitized with HDM present bronchial hyperreactivity and
important infiltration of inflammatory cells and cytokines in
the lung and the BAL when challenged with HDM.

Der f 1 protein, from the mite Denmatoplagoides farinae, is
reported to be one of the major allergens encountered by
patients with asthma. More than 30% of the house dust mite-
allergic population are carriers of Der f 1 IgE-specific anti-
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bodies (Zock ef al., 2006). A previous study showed that in-
tramuscular administration of a plasmid encoding Der p 1,
another allergen encountered in patients with asthma, leads
to the reduction of proinflammatory cytokines in the BAL of
treated mice (Jarman and Lamb, 2004).

However, Der f 1-specific immunization has never been
tested in mice presenting an asthmatic phenotype. Because
Der f 1 is a major allergen implicated in the development of
the asthmatic phenotype, we sought to test Der f 1-specific
immunotherapy in a mouse model of asthma induced by
HDM sensitization. Immunization was performed in two
different settings, before or simultaneously with HDM sen-
sitizations, to mimic a clinical situation of prophylactic
treatment before exacerbation of asthmatic symptoms.

In the present study, two injections, 3 weeks apart, with
the synthetic vector pVAX-Derfl /704 led to a significant
reduction of inflammatory cell infiltration and cytokines in
the BAL of asthmatic mice, 52 days after the first immuni-
zation, compared with mice immunized with a control an-
tigen. Further, early immunization against Der f 1, before
induction of the asthmatic phenotype, led to a reduction of
airway hyperresponsiveness and of inflammatory cytokine
levels in the BAL of asthmatic mice, 73 days after the first
immunization.

To our knowledge, this is the first demonstration that Der
f 1 is an effective target, and well adapted for specific im-
munotherapy in allergic asthma. These results show that
vaccination with a block copolymer 704-based vaccine in-
duces a strong and specific humoral and cellular immune
response, characterized by a strong Thl bias (increase in
15G2a/1gG1 ratio) and Tcl (increase in IFN-; produced by
CD8* cells by stimulation of splenocytes of vaccinated mice
with Der f 1 class Frestricted peptides). ELISA analysis re-
vealed the presence of Der f 1-specific IgG induced by vac-
cination with a plasmid-encoded Der f 1 antigen complexed
with the 704 polymer. Therefore, the hypothesis of mecha-
nism is that the immune response induced by the vaccination
of asthmatic mice with Der £ 1/704 led to the systemic pro-
duction of Der f 1-specific [FN-y-secreting CD8™ T cells and
anti-Der f 1 IgG2a antibodies. All together, these results
show the induction of a systemic Tcl and Thl profile in the
vaccinated asthmatic mice. Then, during the induction of
asthma by giving nasally 250 g of HDM protein extract
containing Der f 1, Der f 1-specific [FN-y-secreting CD8" T
cells migrate to the lungs, where they locally secrete I[FN-y in
response to their stimulation by the presence of Der f 1
peptides presented by immune cells. This hypothesis is also
supported by Fonseca and colleagues (2012), who have
shown that cells transferred from naked DNA-immunized
GFP transgenic mice to ovalbumin-induced allergic mice
migrated to the allergic sites because they found GFP-posi-
tive allergen-specific CD8* T cells in the lungs. It has also
been described in the literature (Ilwamoto of al,, 1993; Tong
et al,, 2006) that IFN-; has a well-known effect on the sup-
pression of airway eosinophilia and on the downmodulation
of the allergic response by directly inhibiting Th2 cells ex-
pressing IL-5. In the present study, we indeed observed this
secretion of IFN-y in the lungs and the concomitant reduction
of (1) interleukin levels, (2) the presence imflammatory cells,
and (3} airway hyperresponsiveness,

Therefore, the Tl and Thi cells specific to Der f 1, induced
by vaccination via the muscle with a low dose of DNA



encoding Der £ 1 in the presence of the synthetic vector 704,
migrate to the allergic lungs exposed to the allergen and
mediate by secreting IFN-y the local immunomedulatory
effect overcoming the deleterious effect of the Th2 response
in the allergic condition

Although the treatment significantly reduced the pres-
ence of inflammatory cytokines in the BAL of asthmatic
mice, airway hyperresponsiveness was reduced only after
the early vaccination protocol, and only a slight effect on
airway hyperreactivity was observed in mice immunized
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concomitantly with the induction of the asthmatic pheno-
type. In this latter protocol, we analyzed respiratory pa-
rameters on day 52 after the first immunization with the
synthetic vector, pVAX-Derfl /7(04. At this time point, the
Der f 1-specific IgG antibody titer decreased, as shown in
Fig. 4. Indeed, the Der f 1-specific 1gG antibody titer was
maximal on day 42. Thus, on day 52, IgG levels may not be
sufficient to observe a significant reduction in airway hy-
perreactivity. The immunization protocol could be modified
to generate higher levels of Der f 1-specific IgG antibody on
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day 52, by performing another immunization on day 42
when the IgG antibody level is maximal. We also wonder
whether immunization against Der £ 1, concomitantly with
the sensitization protocol, may impair the efficiency of the
immunization protocol. Indeed, as sensitization begins si-
multanecusly with the Der f 1 immunization protocol, the
immune system is not yet “educated” to recognize Der f 1 as
an antigen, rather than an allergen. Consequently, the im-
mune system produces both Der f 1-specific IgE and Der f 1-
specific IgG antibodies, which impairs the efficiency of the
Der f 1-specific immunization protocol. Results obtained
with the early vaccination protocol are in agreement with
this hypothesis, showing that early vaccnation led to a
better reduction of asthmatic symptoms.

Although a strong Th1/Tcl bias was demonstrated that is
likely to be responsible for the preventive effect of the vac-
cine on asthmatic inflammation, other mechanisms could be
involved. During classical allergen-specific immunotherapy,
it is well established that not only a Th2-to-Th1 recommit-
ment but also regulatory T (Treg) cell activation occurs (Pipet
et al., 2(M). The involvement of Treg cells in the vaccination
efficiency in the present mouse model of allergic asthma
requires further investigation.

The clinical relevance of the preventive strategy used in
the present study may be questionable because it seems
difficult to envisage allergen-specific vaccination before the
occurrence of sensitization. However, it is not aberrant to
consider that in high-risk children with sensitization to al-
lergens other than HDM, the prevention of Der f 1 allergy is
crucial to prevent severe rhinitis and asthma.

In conclusion, our present study demonstrates that, in a
clinically relevant model of allergic asthma, Der f 1 is a valid
target for immunotherapy. DNA vaccination has produced
encouraging results in mice, but the production of large
amounts of DNA will be difficult to achieve before its
transfer to the clinical setting. In contrast to previous studies,
we performed a low-dose DNA immunization protocol us-
ing the 704 polymer, which offers a number of practical
advantages, such as ease of production and purification in
large quantities, and the absence of special handling or
storage conditions. We have validated this immunotherapy
strategy for the prevention of allergic asthma and we suggest
that immunotherapy to prevent allergic disease represents an
attractive alternative to classical, spedfic immunotherapy.
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Chapitre 4 - Deéveloppement de nouveaux vecteurs pour la

délivrance intracellulaire de protéines

De nombreux lipides cationiques développés a l'origine pour la délivrance intracellulaire
d'acides nucléiques ont montré leur capacité a délivrer des protéines dans des cellules en
culture. Cependant, les propriétés physicochimiques des complexes qu'ils forment avec les
protéines sont relativement peu connues. Il a pourtant été établi de longue date que ces
propriétés sont intimement liées a l'efficacité de ces vecteurs dans le cas de la délivrance

intracellulaire d'acides nucléiques.

Dans ce travail, nous avons étudié la capacité de lipides cationiques développés par I'équipe
de J.M. Lehn a délivrer des protéines dans des cellules vivantes. Pour ce faire, nous avons
mis au point un modéle d'étude basé sur une protéine modele, la B-galactosidase, afin
d'identifier parmi ces composés des vecteurs efficaces. Nous avons ensuite évalué la
capacité de ces lipides a vectoriser dautres types de protéines. Les propriétés
physicochimiques des assemblages supramoléculaires lipide cationique/protéine les plus
efficaces ont été explorées, notamment par microscopie électronique, afin de mieux
comprendre le mode d'action de ces vecteurs, ce qui doit permettre a terme le design
rationnel de lipides cationiques spécialement dédiés au transfert de protéines. Enfin, nous
avons étudié la capacité de ces vecteurs a délivrer in vitro un anticorps visant une cible
fonctionnelle afin d'évaluer le potentiel thérapeutique de cette technique dans la prise en

charge de la mucoviscidose.

Les résultats détaillés ici ont fait I'objet d'une publication actuellement en révision dans la
revue Biomaterials : Chatin,B. Mével,M., Lambert,0. and Pitard,B. Supramolecular

assemblies for the intracellular delivery of proteins.
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A. Criblage d'une librairie de lipides cationiques
1. Lipides cationiques inclus dans le criblage

Les vecteurs dédiés a la délivrance intracellulaire de protéines développés au cours de ces
derniéres années sont basés, entre autres, sur des lipides cationiques dont certains ont été
auparavant utilisés dans le cadre de la délivrance d’acides nucléiques. Les travaux réalisés
sur les dérivés lipidiques d'aminoglycosides (DLA) ont montré ['efficacité de ces composés
pour la délivrance d'acides nucléiques in vitro comme in vivo ainsi que leur faible toxicité.
Nous avons donc cherché a identifier par un criblage parmi ces lipides cationiques des
molécules capables de délivrer efficacement des protéines dans le cytoplasme de cellules

vivantes.

Les DLA que nous avons inclus dans ce criblage peuvent étre classés en deux groupes
selon la nature de leur partie hydrophobe : un groupement cholestérol ou dérivé du
cholestérol Figure 16 A-G) ou des chaines d'acides gras (Figure 16 H-N). Nous avons
également inclus dans ce criblage le BGTC, un lipide basé sur le cholestérol et porteur de
groupements guanidinium (Figure 3 F). Cette molécule, développée par I'équipe de J.M.
Lehn pour le transfert d'acides nucléiques (Vigneron et al., 1996; Pitard et al., 1999; Pitard et
al., 2001), était susceptible de facilement former des complexes avec les protéines par
interaction électrostatique via ses groupements guanidinium fortement protonés a pH

physiologique (pKa = 13.5).

2. Stratégie de criblage

Nous avons dans un premier temps développé un modéle d’étude pour l'identification de
nouveaux vecteurs pour la délivrance intracellulaire de protéines, basé sur un essai
enzymatique a la B-galactosidase. Le protocole, schématisé sur la Figure 29, consiste a
formuler le lipide cationique étudié avec la protéine B-gal pour former des complexes lipide
cationique / protéine. Ces complexes sont déposés sur des cellules HelLa en culture dans un
milieu sans sérum et incubés durant 4h. Le milieu est remplacé par un milieu avec sérum et

les cellules sont a nouveau incubées 4h avant la mesure de l'activité enzymatique de la -

gal.
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Figure 29 — Stratégie de criblage de la librairie de lipides cationiques.

Nous avons auparavant évalué la stabilité de la 3-gal dans nos conditions expérimentales,
les 8h d’incubation a 37° imposées par le protocole étant susceptibles de la dénaturer. La
Figure 30 montre que si 'enzyme perd rapidement son activité dans I'eau pure a 37°C, elle
reste relativement stable dans un milieu de culture comme I'OptiMEM, perdant moins de 10
% de son activité en 8 h. Ceci est probablement di aux solutés présents dans 'OptiMEM qui
stabilisent la B-gal dans sa conformation active. Il est intéressant de noter que l'activité de
'enzyme est préservée lorsqu’elle est complexée a des liposomes de BGTC:DOPE dans
I'OptiIMEM, montrant que les lipides cationiques ne dénaturent pas la protéine mais auraient
au contraire tendance a la stabiliser. La baisse d’activité de 'enzyme étant négligeable, nous
avons choisi dans les expériences suivantes de ne pas tenir compte de cette diminution et
d’exprimer l'activité B-gal associée aux cellules par rapport a l'activité initiale. Ainsi, les

résultats présentés expriment la quantité d’enzyme délivrée aux cellules sous forme active.
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Figure 30 - Stabilité de la B-gal a 37°C en fonction du milieu. H20 (losanges) ; H20 + BGTC:DOPE (ronds) ;
OptiMEM (triangles) ; OptiMEM + BGTC:DOPE (carrés).

Afin de déterminer le temps d’incubation optimal des lipoplexes avec les cellules, nous avons
effectué une cinétique d’internalisation de la 3-gal dans les cellules HelLa par le BGTC:DOPE
dans un milieu dans sérum. La Figure 31 montre que le taux d'internalisation de la B-gal
augmente avec le temps pour atteindre un maximum a 4h. Nous avons choisi cette durée

optimale, sans la dépasser éviter un stress trop important aux cellules di a la privation de
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sérum, en poursuivant par 4h d'incubation avec sérum pour permettre aux cellules
d'internaliser correctement les complexes.
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Figure 31 - Cinétique d'internalisation de la B-gal par le BGTC:DOPE. 800ng de -gal ont été complexés au
BGTC au rapport molaire de 1500 et incubés avec des cellules HeLa dans un milieu sans sérum pour une durée
variable. Les cellules ont ensuites été lysées et l'activité -gal mesurée.

3. Résultats du criblage de lalibrairie

Les différents lipides testés au cours de ce criblage ont été formulés a 800ng de B-gal, a trois
rapports molaires lipide cationique/protéine: 1000, 1500 et 2000. La Figure 32 A indique que
la B-gal nue n'est pas spontanément internalisée par les cellules, alors que les dérivés
aliphatiques d'aminoglycosides en solution micellaire permettent de délivrer jusqu'a 2,5 % de
la dose initiale de protéine aux cellules HelLa. Cette proportion est cependant faible en
regard de liposomes de BGTC:DOPE utilisés comme référence et qui sont trois fois plus
efficaces pour internaliser la protéine. En revanche, certains des DLA basés sur un
groupement cholestérol (Figure 32 B) sont particulierement efficaces, notamment la TGKC
qui permet de délivrer jusqu'a 15% de la B-gal aux cellules. Cette activité supérieure des
dérivés de cholestérol est surprenante puisque que dans le cas du transfert de genes, ils ont
tendance a étre moins efficaces que les dérivés aliphatiques. Il a été suggéré que les dérivés
aliphatiques forment des couches lipidiques plus fluides que les dérivés du cholestérol, donc
plus aptes a fusionner avec la membrane endosomale et a délivrer I'acide nucléique dans le
cytosol. Il semble au contraire que dans le cas du transfert intracellulaire de protéines, la
rigidité conférée par le groupement cholestérol contribue a lefficacité du vecteur.

L'importance de la rigidité de I'assemblage supramoléculaire dans l'efficacité de ces lipides
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est toutefois a nuancer au regard de l'influence du bras espaceur dans la structure de
certains lipides. En effet, la KC est un vecteur relativement peu efficace (1,6 % de la B-gal
délivrée aux cellules) alors que ses dérivés possédant un bras espaceur (KCL et KCC) sont
nettement plus efficaces (respectivement 6,8 et 5,7 % de la dose initiale de B-gal). Leur
efficacité également supérieure dans le cas de la transfection d'’ADN a été expliquée par leur
hydrophobicité augmentée et leur capacité a former des couches plus fluides que la KC
(Sainlos et al., 2005). Il semble donc que l'activité des lipides cationiques pour le transfert de
protéines soit intimement liée a leurs propriétés physicochimiques, tout comme dans le cas
du transfert d'acides nucléiques, et que leur hydrophobicité comme la fluidité des couches

gu'ils forment déterminent au moins partiellement leur efficacité.

Il est intéressant de noter que la TGKC, qui ne differe de la KC que par la guanidylation de
ses groupements amines, est nettement plus efficace que cette derniére alors que c'est
I'inverse qui est observé dans le cas de la vectorisation d'acides nucléiques (Sainlos et al.,
2005). Le pKa des groupements guanidinium de la TGKC (13,5) étant nettement supérieur a
celui des amines de la KC (voisin de 8), on peut considérer qu'ils sont totalement protonés a
pH physiologique, contrairement aux fonctions amines qui ne le sont que partiellement,
conférant a la KC une charge partielle inférieure a 3. Cette différence de charge ne semble
cependant pas suffisante pour expliquer l'efficacité de la TGKC, et d'autres caractéristiques
du groupement guanidinium, entre autres sa structure plane favorable a la création de
liaisons hydrogéne, pourraient expliquer ce gain d'activité. Dans le cas du transfert d'acides
nucléigues, l'efficacité moindre de la TGKC peut s'expliquer par la stabilité du complexe
gu'elle forme avec I'ADN. La dissociation d'un tel complexe est en effet essentielle pour une
bonne expression du transgene : il a été montré que l'injection intranucléaire d’ADN nu est
plus efficace que linjection intranucléaire de lipoplexes, probablement pour des raisons
d'accessibilité de la machinerie transcriptionnelle a 'ADN (Zabner et al., 1995). La formation
d'un complexe stable avec la B-gal pourrait au contraire étre favorable a sa délivrance dans
les cellules HelLa : la délivrance intracellulaire de protéines n'impliquant pas d'étape de
transcription, I'importante stabilité du complexe est moins susceptible de nuire a I'efficacité

du processus. L'ensemble de ces résultats montre que si les propriétés physicochimiques
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Figure 32 - Délivrance intracellulaire de B-gal dans les cellules HelLa par les dérivés lipidiques
d'aminoglycosides. (A) Efficacité des dérivés d’acides gras. (B) Efficacité des dérivés de cholestérol. Les cellules ont

recu 800ng de B-gal complexée aux lipides cationiques aux rapports molaires 1000 (barres blanches), 1500 (barres
grises) et 2000 (barres noires). Aprés 8h d'incubation, les cellules ont été lysées et I'activité $-gal mesurée.

des lipides cationiques semblent jouer un réle essentiel dans leur activité de délivrance de
protéines, la part de chacune de ces propriétés (hydrophobicité, charge, fluidité) dans
I'efficacité du vecteur est difficile a déterminer et des investigations plus poussées dans la
relation structure/fonction de tels vecteurs sont nécessaires pour permettre le design
rationnel de lipides cationiques spécifigquement congus pour le transfert de protéines. De

plus, il semble impossible de prévoir I'efficacité d'un lipide pour la délivrance intracellulaire de
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protéines a partir de son efficacité de transfection d'acides nucléiques puisque des

parameétres favorables a I'une peuvent étre défavorables a l'autre.

Un autre facteur influencant I'efficacité de la délivrance de la B-gal dans les cellules HelLa par
ces lipides est le rapport molaire lipide cationique/protéine (RM), les deux semblant
directement corrélés. Ceci est particulierement visible dans le cas des dérivés du cholestérol
(Figure 32 B). On remarque ainsi que les complexes de TGKC formulée a la B-gal a un RM
de 2000 sont trois fois plus efficaces que les complexes formés a un RM de 1000. Cette
relation dose-réponse n'est pas surprenante mais les effets toxiques des lipides cationiques
a haute dose sont & prendre en compte et seront étudiés plus loin. Enfin, on remarque que le
vecteur le plus efficace dans cette étude est le BGTC:DOPE utilisé comme référence au
cours du criblage. Ceci est particulierement intéressant puisque le BGTC utilisé sous forme
de micelles est relativement inefficace pour délivrer la B-gal. Il apparait donc que I'ajout d'un
lipide neutre a la formulation des lipides cationiques améliore de facon importante son
efficacité. Ces deux dernieres observations montrent que si la structure des lipides
cationiques a une grande influence sur leur efficacité, d'autres paramétres entrent également

en jeu, notamment ceux liés a la formulation de ces vecteurs.
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B. Optimisation des lipides cationiques pour la délivrance intracellulaire de protéines

Dans le cadre de la délivrance des acides nucléiques, la formulation des vecteurs et les
conditions expérimentales ont une grande influence sur l'efficacité de transfection, par
exemple la quantité d'ADN et la quantité de lipide cationique apportées aux cellules, la
présence d'un colipide, le milieu de formulation des complexes ou la présence de sérum
durant la transfection (Barteau et al., 2008). Nos observations suite au criblage suggérant
que certains de ces parametres, en plus de la structure du lipide cationique, influent
également sur l'efficacité de la délivrance de protéines, nous avons étudié leur influence sur

I'efficacité de délivrance de la B-gal dans les cellules HelLa par le BGTC.

1. Influence de la quantité de protéine du rapport molaire lipide/protéine

La Figure 32 montre une relation entre le rapport molaire lipide cationique/protéine et
I'efficacité d'internalisation de la protéine. Cet effet dose/réponse est clairement visible pour
les dérivés du cholestérol. Il parait logique que I'efficacité de délivrance soit proportionnelle a
la quantité de vecteur utilisée, cependant les lipides cationiques peuvent avoir un effet
toxique sur les cellules, limitant la quantité de lipide effectivement utilisable.
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Figure 33 - Influence de la quantité de protéine et du rapport molaire sur I'efficacité et la toxicité du
BGTC:DOPE. Les cellules ont recu 600ng, 800ng ou 1000ng de B-gal complexée aux lipides cationiques aux rapports
molaires 1000 (barres blanches), 1500 (barres grises) et 2000 (barres hachurées) ou 2500 (barres noires). Apres
8h d'incubation, les cellules ont été lysées et I'activité $-gal mesurée.

Cette toxicité des lipides cationiques tient en partie a leur analogie avec certains lipides
cellulaires, les rendant capables d'interférer de facon délétere avec des voies de
signalisation. Ainsi, il a été montré que les dérivés cationiques du cholestérol sont

susceptibles d'inhiber la protéine kinase C (Bottega and Epand, 1992; Farhood et al., 1992).
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Nous avons donc étudié les effets de la quantité de lipide et également de la quantité de
protéine délivrée aux cellules sur l'efficacité d'internalisation tout en évaluant la toxicité par
un test au MTT. La Figure 33 A indique que le taux d'internalisation de la B-gal par le
BGTC:DOPE est trés nettement influencé par le rapport molaire, l'influence de la quantité de
protéine étant en revanche plus discréte. Toutefois, la viabilité cellulaire est compromise
pour des quantités importantes de lipide ou de protéine, montrant un effet toxique des
complexes (Figure 33 B). Dans le cas de la vectorisation d'acides nucléiques, la baisse de
viabilité des cellules transfectées est attribuée aux effets toxiques du lipide cationique mais
également & l'acide nucléique délivré dans les cellules, qui est susceptible d'activer des
voies de signalisation conduisant a l'inflammation ou a l'apoptose. Les cellules se sont en
effet dotées au cours de I'évolution de senseurs intracellulaires des acides nucléiques,
permettant notamment la détection de pathogénes intracellulaires (virus, bactéries,
protozoaires...) et l'initiation d'une réponse immunitaire adéquate. Les acides nucléiques
exogénes activent ces mémes voies et ont par conséquent des effets indésirables sur les
cellules en culture. Ainsi, 'ADN plasmidique délivré par des lipides cationiques active la
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et d'interférons de type |, notamment par le biais
de TLR9 (Toll-like receptor 9) et de ZBP1 (Z-DNA binding protein) (Vilaysane and Muruve,
2009; Takeuchi and Akira, 2010; Hornung and Latz, 2010). Nous avons donc cherché a
déterminer si la protéine exogéne apportée a la cellule par notre systéme de délivrance peut

participer a sa toxicité.
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Figure 34 — Influences respectives du lipide cationique et de la protéine délivrée dans la toxicité induite
par les complexes sur les cellules. (A) Viabilité cellulaire en fonction de la quantité de BGTC. (B) Viabilité
cellulaire en fonction de la quantité de B-gal.

Les résultats présentés sur la Figure 34 semblent indiquer que c'est le BGTC qui est
principalement responsable de la toxicité observée sur les cellules HelLa, puisque la quantité

de lipide est corrélée avec la baisse de viabilité (coefficient de corrélation r2 = 0,8306) (Figure
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34 A) alors que la quantité de B-gal apportée aux cellules n'est pas corrélée avec leur
viabilité (r2 = 0,3922) (Figure 34 B). La toxicité d'un systeme de délivrance intracellulaire de
protéines serait donc majoritairement due au lipide cationique utilisé. Cependant cette
observation est difficilement généralisable puisque les protéines, contrairement aux acides
nucléiques, ont des structures moléculaires trés variées. D'autres protéines que la B-gal
seraient donc susceptibles d'avoir des effets indésirables en activant des voies de
signalisation déléteres dans les cellules traitées.

Au vu de ces résultats, nous avons choisi de limiter la dose de lipide cationique apportée aux
cellules par les complexes pour limiter la toxicité du systeme de délivrance. La Figure 33
indigue que des complexes contenant 800ng de B-gal complexée au BGTC:DOPE a un
rapport molaire de 1500 permettent d'internaliser 6% de la dose initiale de protéine dans les
cellules tout en conservant plus de 95% de viabilité. Nous avons donc défini cette
formulation comme la formulation optimale pour la délivrance de B-gal dans les cellules
HelLa.

2. Influence du colipide

Nous avons observé au cours du criblage que l'ajout du colipide neutre DOPE au BGTC
augmente considérablement son efficacité de délivrance de la B-gal (Figure 32 B). Pour
étudier plus précisément l'influence de I'ajout d'un lipide neutre sur l'efficacité de délivrance
de protéine des lipides cationiques, nous avons formulé la TGKC et la DOSP, en plus du
BGTC, avec la DOPE sous forme de liposomes. La Figure 35 montre que chacun de ces
lipides cationiques voit son activité améliorée. Cette amélioration est d'autant plus importante
que le lipide cationique est peu efficace lorsqu'il est utilisé seul. Ainsi, la DOPE améliore d'un
facteur 15 l'activité de la DOSP, qui est trés peu efficace lorsqu'elle est utilisée seule, mais
n‘améliore que d'un facteur 3 l'activité de la TGKC, qui est le lipide cationique le plus efficace
mis en évidence par le criblage précédent. Ceci suggéere que le mécanisme de délivrance
de la protéine dans les cellules HelLa, dont au moins une étape est améliorée par la DOPE,

est saturable et ne peut étre augmenté au-dela d'une certaine proportion.
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Figure 35 - Influence de I'ajout d'un colipide sur I'efficacité de délivrance de la B-gal par les lipides
cationiques. Les cellules ont regu 800 ng de B-gal complexée avec les lipides cationiques aux rapports molaires
1000 (barres blanches), 1500 (barres grises) et 2000 (barres noires). Apres 8h d'incubation, les cellules ont été
lysées et I'activité B-gal mesurée.

Dans le cas de la vectorisation d'acides nucléiques, I'ajout d'un colipide neutre ou helper lipid
aux lipides cationiques est courant pour augmenter leur efficacité de transfection. Le role de
la DOPE est attribué principalement a ses propriétés fusogéniques, favorisant l'acces de
I'ADN au cytosol en déstabilisant la membrane endosomale (Zuhorn and Hoekstra, 2002;
Wasungu and Hoekstra, 2006). Un tel mécanisme est envisageable ici, la DOPE pouvant
permettre la libération de la B-gal dans le cytosol avant sa dégradation par les lysosomes. |l
semblerait donc que I'échappement endosomal des complexes lipide cationique/protéine soit
une des principales barrieres a franchir pour la délivrance de protéines dans le cytoplasme

de cellules en culture.

3. Influence du milieu de formulation des complexes lipide

cationique/protéine.

Un autre facteur pouvant influencer l'efficacité des lipides cationiques est le milieu de
formulation des complexes, la présence de certains solutés étant susceptible de modifier
leurs propriétés physicochimiques ou l'interaction avec la protéine a délivrer. La Figure 36
indique que les complexes formulés dans un tampon contenant 120mM de NaCl et 20mM
d'HEPES pH 7,4 permettent de délivrer 1% seulement de la dose initiale de B-gal aux
cellules, alors que les complexes formulés dans le milieu OptiMEM sont huit fois plus

efficaces. Ceux formés dans le milieu DMEM présentent une efficacité intermédiaire. Cette
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influence du milieu de formulation sur l'efficacité de délivrance d'acides nucléiques par les
lipides cationiques est connue. Il a été observé que des complexes lipide cationique/ADN
formulés dans des milieux contenant des polyanions, notamment des milieux tamponnés au
bicarbonate de sodium, transfectent plus efficacement des cellules en culture que des
complexes formulés dans un milieu ne contenant pas de polyanions (Ross and Hui, 1999).
Cette efficacité a été liée a la taille des complexes formés, plus importante en présence de
polyanions, permettant une sédimentation efficace sur les cellules et augmentant donc la
guantité de lipoplexes endocytés. Cet effet se retrouve avec les complexes lipide
cationique/protéine et la présence de polyanions — dont un tampon carbonate - dans les
milieux de culture OptiMEM et DMEM est certainement responsable de [l'efficacité des
complexes qui y sont formés. Il est intéressant de noter que le milieu OptiMEM conduit a la
meilleure efficacité de délivrance de la B-gal alors qu'il contient 15ug/mL de protéines
(insuline et transferrine), soit presqu'autant que la B-gal dans le milieu de formulation des
complexes (16ug/mL). Ces protéines pourtant susceptibles d'entrer en compétition avec la f3-
gal lors de la formation du complexe semblent au contraire avoir un effet facilitateur sur le

processus de délivrance de la B-gal aux cellules HelLa.
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Figure 36 — Influence du milieu de formulation de complexes BGTC:DOPE/ B-gal sur le taux

d'internalisation de la protéine. Les cellules ont regu 800ng de B-gal complexée au BGTC:DOPE au rapport
molaire 1500 dans 120mM NaCl-20mM HEPES pH 7,4, du milieu DMEM ou du milieu OptiMEM. Aprés 8h
d'incubation, les cellules ont été lysées et I'activité -gal mesurée.
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4. Influence du sérum

Les cellules en culture nécessitent en général la présence de sérum dans leur milieu de
culture. Il contient entre autres des facteurs d'adhérence et de croissance indispensable au
maintien de la lignée cellulaire (Eagle , 1955), mais également de I'albumine sérique, des
immunoglobulines (IgG), des lipoprotéines... Depuis le début de l'utilisation des lipides
cationiques pour la délivrance d'acides nucléiques, il a été observé que la présence de
sérum dans le milieu de culture nuit généralement a l'efficacité de transfection (Felgner et al.,
1987; Turek et al., 2000). Il a été montré que nombre de ces composés interferent avec la
délivrance d'acides nucléiques par les lipides cationiques. Dans le cas de lipoplexes
DOTAP/ODN (oligodésoxynucléotides) par exemple, I'albumine sérique bovine (BSA) limite
l'interaction des lipoplexes avec les membranes cellulaires et compromet leur endocytose,
les IgG réduisent la densité de charge a la surface des lipoplexes et les lipides présents
dans le sérum dissocient partiellement les ODN du complexe (Zelphati et al., 1998). Il a
également été montré que la présence de sérum empéche la formation de lipoplexes
DOTAP:DOPE/ADN de taille importante dans le milieu de culture, limitant leur sédimentation
et leur internalisation par les cellules (Ross and Hui, 1999). Ces données laissaient penser
gue le sérum pourrait avoir un effet néfaste sur l'efficacité de délivrance intracellulaire d'une
protéine par les lipides cationiques, nous avions donc choisi dans nos expériences
préliminaires d'effectuer les quatre premieres heures d'incubation des complexes lipides
cationiques/B-gal avec les cellules HeLa sans sérum. La Figure 37 confirme en effet que la
présence de sérum durant toute la durée d'incubation de complexes BGTC:DOPE/B-gal
réduit de 80% l'efficacité de délivrance de la protéine.

Internalisation (% dose initiale)
N

8h +SVF 4h -SVF 4h +SVF

Figure 37 - Influence de la présence de sérum sur l'efficacité d'internalisation de la B-gal par le
BGTC:DOPE dans les cellules HelLa. Les cellules ont recu 800ng de B-gal complexée au BGTC:DOPE au
rapport molaire 1500 dans I'OptiMEM. Les complexes ont été incubés avec les cellules dans du DMEM contenant
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10% de sérum de veau foetal ou sans sérum. Aprés 4 heures, le milieu contenant les complexes a été remplacé
dans les deux cas par du DMEM contenant 10% de sérum.

Certains lipides cationiques ayant été décrits comme insensibles a la présence de sérum
dans le milieu de culture (Shi et al., 2001), nous avons recherché si parmi les DLA a notre
disposition certains composés étaient capables de délivrer efficacement la B-gal dans les
cellules HelLa en présence de sérum mais nos résultats ont montré que tous voyaient leur

activité diminuer lorsque le sérum était présent durant toute la durée d'incubation.

La sensibilité des lipides cationiques a la présence de sérum est un probleme qui devra étre
résolu avant d'éventuelles applications in vivo de la délivrance intracellulaire de protéines.
Des stratégies ont été développées pour améliorer le transfert de génes par ces vecteurs in
vivo, par l'incorporation de stabilisateurs stériques comme le polyethylene-glycol (PEG) qui
empéchent linteraction des composants du sérum avec la surface des lipoplexes et
augmentent leur temps de circulation dans le sang (Ogris and Wagner, 2002). De telles
stratégies pourraient étre appliquées a la délivrance de protéines. Le probléme se pose
également pour des applications in vitro car s'il est aisé de retirer le sérum du milieu de
culture, cette privation méme pendant une durée limitée a 4 heures a des effets importants
sur de nombreuses voies de signalisation intracellulaire qui peuvent s'avérer délétéres
(Pirkmajer and Chibalin, 2011). Les cellules HelLa utilisées dans cette étude sont
relativement résistantes a une telle privation, mais les cellules primaires y sont nettement

plus sensibles.

5. Influence du temps d'incubation des complexes avec les cellules

Nous avions observé dans nos expériences préliminaires que le taux d'internalisation de la
B-gal dans les cellules HelLa est proportionnel au temps d'incubation des complexes
BGTC:DOPE/B-gal avec les cellules dans un milieu sans sérum (Figure 31). Nous avons
également étudié l'influence du temps d'incubation des complexes avec les cellules en
présence de sérum aprés une phase initiale de quatre heures sans sérum. La Figure 38
montre que la délivrance de la protéine dans les cellules est maximale a huit heures
d'incubation et décroit ensuite graduellement. La présence de la B-gal est toujours
détectable apres 55 heures d'incubation, indiquant une libération prolongée de la protéine
par les complexes ou une certaine stabilité de la protéine dans le cytoplasme des cellules.
Nous avons comparé la délivrance directe de la B-gal sous forme protéique a son expression
a partir d'un plasmide pCMV- B-gal délivré aux cellules par le BGTC:DOPE. La Figure 38

indique que I'expression du transgéene est détectable huit heures aprés la transfection, a un
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niveau trés faible, et augmente pour atteindre un maximum environ trente heures aprés la
transfection. Il est intéressant de noter que si la délivrance d’un plasmide codant I'enzyme
permet une activité B-gal supérieure a celle obtenue par délivrance de la protéine, les taux
de B-gal obtenus via ces deux approches sont du méme ordre de grandeur, signifiant que la
délivrance de protéines peut étre substituée a la transfection d’un plasmide en obtenant les

mémes taux de protéine fonctionnelle au sein des cellules.
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Figure 38 — Cinétique d'internalisation de la $-gal et comparaison avec la transfection d'un plasmide pCMV- 3-gal.
Les cellules ont recu 800ng de B-gal complexée au BGTC:DOPE au rapport molaire 1500 dans I'OptiMEM (ligne
pleine) ou 1ug de plasmide pCMV- 3-gal complexé au BGTC:DOPE au rapport de charge 4 (ligne pointillée). Les
complexes ont été incubés avec les cellules HeLa durant 4 heures dans du milieu DMEM sans sérum puis le
milieu a été retiré et remplacé par du DMEM contenant 10% de sérum. A intervalles réguliers les cellules ont été
lysées et I'activité B-gal mesurée.

Le taux de B-gal aprés la transfection d’'un plasmide pCMV-B3-gal diminuant apres avoir
atteint un maximum, nous avons cherché a savoir si cette diminution est due a une perte de
I'expression du plasmide ou bien a la mort des cellules transfectées. En effet, la transfectioin
d’un plasmide est un phénomeéne généralement transitoire et si l'intégration du transgéne
dans les chromosomes d’une cellules transfectée est possible, cet événement reste rare. La
Figure 39 montre qu’aprés la délivrance de la $-gal sous forme de protéines dans les cellules
Hela, le taux de protéines totales des cellules mesuré par un test a I'acide bicinchoninique
(BCA) augmente, indiquant que les cellules traitées continuent de croitre et de se diviser
apres le traitement. Au contraire, le taux de protéines aprées la transfection du plasmide
pCMV- B-gal est stable, indiquant que la croissance des cellules est stoppée. Cet effet est
probablement du aux effets toxiques de 'ADN et non au lipide cationique puisqu’on ne
'observe pas dans le cas de la délivrance de protéines. Ces résultats suggerent que dans
les cas ou l'expression d'un transgéne n’est nécessaire que de fagon transitoire, la
délivrance directe de la protéine correspondante permet de s’affranchir des effets toxiques

d’une transfection, et est méme souhaitable dans le cas ou l'intégration du transgéne dans
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les chromosomes doit absolument étre évitée, lorsque les cellules traitées doivent étre

réinjectées chez un patient par exemple.
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Figure 39 — Evolution du taux de protéines totales apres délivrance de la B-gal sous forme de protéine ou
via un plasmide pCMV-B-gal. Les cellules ont recu 800ng de B-gal complexée au BGTC:DOPE au rapport
molaire 1500 dans I'OptiMEM (ligne pleine) ou 1ug de plasmide pCMV- B-gal complexé au BGTC:DOPE au
rapport de charge 4 (ligne pointillée). Les complexes ont été incubés avec les cellules HelLa durant 4 heures dans
du milieu DMEM sans sérum puis le milieu a été retiré et remplacé par du DMEM contenant 10% de sérum. A
intervalles réguliers les cellules ont été lysées et le taux de protéines totales mesuré.

6. Validation du systéme sur d’autres types cellulaires

Les résultats obtenus jusque la dans cette étude I'ont tous étés sur la lignée cellulaire HelLa.
Nous avons verifié que le systeme de délivrance de protéines puisse également s’appliquer
a d’autres types cellulaires. Nous avons donc traité, en plus des cellules Hela, la lignée
humaine H1299 issue d’'un carcinome pulmonaire non a petites cellules, la lignée de
myoblastes murine C2C12 et la lignée ovarienne de hamster chinois CHO-K1 par des
complexes de BGTC:DOPE/B-gal. La Figure 40 indique que la protéine est efficacement
internalisée par ces autres types cellulaires. Il est intéressant de noter que si des variations
du taux d’internalisation sont observées entre ces quatre lignées, ce taux reste compris dans
une fourchette entre 5 et 15 % de la dose de protéine initiale. Au contraire, lorsque ces
cellules sont transfectées, on observe d’importantes variations dans I'expression du
transgéne, pouvant atteindre plusieurs ordres de grandeur. Ceci suggere que les étapes
communes entre le transfert de génes et le transfert de protéines, a savoir l'internalisation
des complexes et I'échappement endosomal, ont globalement la méme efficacité entre ces
différents types cellulaires, et que ce sont les étapes en aval (importation nucléaire et

transcription) qui semblent étre un facteur limitant dans le cas du transfert de gene.
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Figure 40 — Délivrance de la B-gal dans différents types cellulaires. Les cellules HelLa, H1299, C2C12 et
CHO-K1 ont regu 800 ng de B-gal complexée avec le BGTC:DOPE aux rapports molaires 1000 (barres blanches),
1500 (barres grises) et 2000 (barres noires). Aprés 8h d'incubation, les cellules ont été lysées et l'activité B-gal
mesurée.

7. Localisation intracellulaire de la protéine délivrée par le BGTC:DOPE

Nous avons choisi de baser cette étude sur un dosage enzymatique de la B-gal dans le lysat
des cellules traitées par les complexes lipide cationique/protéine. Ce test a pour avantage
d’étre simple a mettre en ceuvre et d’étre extrémement sensible, pouvant détecter une
guantité de p-gal de I'ordre du nanogramme. Cependant, il ne fournit aucune indication sur la
localisation de la B-gal : la protéine dosée est-elle effectivement dans le cytoplasme des
cellules traitées, ou bien dans les endosomes ou dans des complexes associés a la
membrane des cellules mais non internalisés ? Pour lever I'ambiglité sur la localisation
réelle de la protéine vectorisée par le BGTC:DOPE, nous avons effectué une coloration au
X-gal, un substrat chromogeéne de la $-gal. La Figure 41 A indique que les complexes lipide
cationique/protéine sont rapidement internalisés puisque la B-gal est détectée dans les
cellules aprés 15 minutes d’incubation. Cependant, seuls 25% des cellules présentent une

activité B-
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Figure 41 - Localisation intracellulaire de la B-gal délivrée aux cellules HelLa par le BGTC:DOPE. Les
cellules ont regu 800ng de B-gal complexée avec le BGTC:DOPE au rapports molaire 1500. Aprés 15 minutes (A)
ou 4 heures (B) d'incubation, les cellules ont été fixées et traitées au X-gal pour révéler I'activité 3-gal. L’absence
d’activité B-gal sur des cellules non traitées par les complexes a été vérifiee (C).

gal dans leur cytoplasme, la protéine étant majoritairement présente dans des structures
punctiformes qui correspondent probablement a des endosomes ou des complexes non
dissociés. En revanche, aprés 4 heures d’incubation, toutes les cellules présentent une
activité 3-gal dans leurs cytoplasmes, indiquant un échappement endosomal efficace (Figure
41 B). L’évolution de la proportion de cellules dont le cytoplasme présente une activité B-gal
(Figure 42) montre une augmentation progressive pour atteindre un maximum a 4 heures.
Ceci est a mettre en regard de I'’évolution du taux d’internalisation de la protéine en fonction
du temps (Figure 31) : ces résultats indiguent que méme si le test enzymatique utilisé au
cours de cette étude dose la totalité de la B-gal associée aux cellules, il reflete toutefois avec
justesse la quantité de protéine effectivement délivrée sous forme active dans le cytosol des

cellules traitées.
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Figure 42 — Evolution du pourcentage de cellules positives a la B-gal en fonction du temps d’incubation
avec les complexes. Les cellules ont recu 800ng de B-gal complexée avec le BGTC:DOPE au rapports molaire
1500. A intervalles réguliers, les cellules ont été fixées puis traitées au X-gal pour révéler I'activité $-gal.
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C. Délivrance intracellulaire de protéines fonctionnelles a destinée cytosolique

La phase de mise au point du systéme de délivrance intracellulaire de protéines a montré
que les lipides cationiques utilisés permettent la délivrance d’'une enzyme bactérienne, la [3-
gal, dans le cytoplasme de cellules en culture et sous sa forme active capable d’hydrolyser
son substrat. Toutefois, le fait que ce systeme de délivrance fonctionne avec cette protéine
ne permet pas de préjuger de son efficacité avec d’autres protéines, étant donné la grande
diversité structurale des protéines. Nous avons donc choisi de délivrer dans des cellules en
culture d’autres protéines, eucaryotes cette fois, qui pourraient avoir un intérét dans le
traitement de certaines pathologies, afin de s’assurer leur délivrance dans le cytosol et de

leur fonctionnalité.

1. Induction de I'apoptose par délivrance intracellulaire de caspase 3

Les caspases sont une famille de protéases a sérine impliqguées dans le déclenchement et le
déroulement de I'apoptose. Ces enzymes (une quinzaine ont été décrites a cette heure),
présentes sous forme de procaspases inactives dans le cytosol, peuvent étre classées en
caspases initiatrices (caspases 1, 2, 4, 5, 8, 9, 10, 11 et 12) et effectrices (caspases 3, 6, 7
et 14). Les caspases initiatrices peuvent étre activées par divers stimuli (activation de
récepteurs a domaine de mort, relargage du cytochrome C par les mitochondries, granzyme
B...) et clivent les procaspases effectrices qui, une fois activées, clivent leurs substrats
respectifs (Hyman and Yuan, 2012). La caspase 3 notamment a un rdle central dans
'apoptose, avec une quarantaine de substrats connus qu’elle dégrade au niveau d’une
séquence consensus DEVDG. Elle est responsable des changements morphologiques
majeurs observés durant I'apoptose : condensation du noyau par destruction de la lamina
nucléaire et activation de la protéine DFF (DNA fragmentation factor) (Liu et al., 1997), perte
de l'intégrité du cytosquelette par clivage de la gelsoline, découplage de la membrane et du
cytosquelette par clivage de la fodrine provoquant I'apparition de bulles membranaires ou
blebs (Janicke et al., 1998a; Janicke et al., 1998b; Porter and Janicke, 1999). Présente dans
le cytosol sous forme d’une proenzyme de 32 kDa, elle est clivée par les caspases 8, 9 et 10
pour donner deux sous-unités, pl7 et pl2, qui associées deux a deux dans un
héterotétramere constituent la forme active de la caspase 3 (Kumar, 1997). Elle-méme est
capable d’activer les caspases 6, 7 et 9, permettant I'amplification du signal de mort

cellulaire.

Ce réle pivot de la caspase 3 dans le processus de I'apoptose nous a incités a la choisir

parmi ses homologues pour tester la délivrance d’une protéine fonctionnelle capable de
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déclencher un effet biologique dans des cellules en culture. Du fait de la faible masse
molaire de cette protéine (29 kDa sous forme active), la délivrance de 800ng de protéine
(dose optimale déterminée pour la B-gal) au rapport molaire lipide cationique/protéine de
1500 aurait apporté plus de 40 nmoles de lipide cationique aux cellules. Nous avons observé
précédemment qu’une telle dose de lipide provoque une perte de viabilité de plus de 40%
des cellules (Figure 34) indépendamment des effets de la caspase. Nous avons donc choisi
de diminuer la dose de lipide apportée aux cellules en délivrant 100ng seulement de
caspase 3 formulée au rapport molaire 1500, soit 3,4 pmoles de caspase 3 et 5,17 nmoles
de lipide cationique. Comme contrdle, les cellules ont recu 1,64 pg de B-gal formulée au
rapport molaire 1500, soit 3,4 pmoles de B-gal et 5,17 nmoles de lipide cationique. Cette
équivalence dans les doses de lipide cationique nous a permis de s’affranchir de la toxicité

induite par ce dernier pour ne mesurer que la toxicité induite par la caspase 3.
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Figure 43 - Induction de I'apoptose dans les cellules HeLa par délivrance intracellulaire de caspase 3
active. Les cellules ont recu 1,64 pg de B-gal (barres blanches) ou 100ng de caspase 3 active (barres noires)
complexée au BGTC:DOPE ou a la TGKC:DOPE au rapport molaire 1500. Les complexes lipide
cationique/protéine ont été déposés sur les cellules dans un milieu sans sérum. Aprés 4 heures d’incubation, du
sérum a été ajouté (10%) et les cellules ont été incubées 48 heures au total avant évaluation de la survie
cellulaire par un test MTT.

La Figure 43 montre que la délivrance de caspase 3 active dans les cellules HeLa permet
d’induire une baisse de viabilité de 20 % lorsqu’elle est délivrée par le BGTC:DOPE et de
50% lorsqu’elle est délivrée par la TGKC:DOPE, par rapport a la délivrance d’'une protéine
sans lien avec I'apoptose, la B-gal. Cette différence dans l'efficacité des deux vecteurs est

cohérente avec ce qui avait été observé précédemment avec la délivrance de (3-gal (Figure
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35). La baisse de viabilité qui est observée est cependant modérée, ce peut étre attribuée a
deux facteurs. D’'une part, la faible dose de caspase 3 apportée aux cellules (100ng) est
probablement sous-optimale. D’autre part, il a été récemment décrit que les cellules
subissant I'apoptose induite par la caspase 3 sécretent des facteurs de croissance
favorables a la prolifération des cellules avoisinantes. En particulier, le clivage par la
caspase 3 de la phospholipase A2 calcium-indépendante (iPLA2) active cette derniere et
entraine la production d’acide arachidonique et de prostaglandine E2. Le relargage de ces
puissants médiateurs lipidiques dans le milieu extracellulaire par les cellules mourantes
entraine la prolifération des cellules voisines non touchées par I'apoptose. Ce mécanisme
original, nommé pheenix rising par ses découvreurs, jouerait un réle clé dans la cicatrisation
aprés une lésion (Li et al., 2010), mais également dans la résistance de tumeurs a la
radiothérapie, ou les cellules mourantes stimuleraient la croissance des cellules survivantes
(Huang et al., 2011), et permettrait d’expliquer pourquoi la caspase 3 délivrée par les lipides
cationiques ne provoque pas la mort de la majorité des cellules. Plus important, ce
meécanisme empéche d’envisager la délivrance de caspase 3 in vivo comme biothérapie pour
le traitement de cancers par exemple, rendant cette stratégie inefficace voir potentiellement
dangereuse dans I'état actuel des connaissances. Cependant, nos résultats montrent que
les lipides cationiques sont capables de délivrer une enzyme effectrice, la caspase 3, sous
forme fonctionnelle dans le cytosol de cellules HeLa en culture ou elle peut induire

I'apoptose.

2. Délivrance intracellulaire d’anticorps

Parmi les applications potentielles de la délivrance intracellulaire de protéines, une des plus
prometteuses serait la délivrance d’anticorps fonctionnels au sein de cellules vivantes. Les
anticorps, sous forme de sérum, sont utilisés depuis plus d'un siécle dans le traitement de
maladies infectieuses : Behring et Kitasato démontrent dés 1892 qu’un sérum peut conférer
limmunité contre la diphtérie (Strohl and Knight, 2009; Both et al., 2012). Durant le 20°™
siécle, l'utilisation d’anticorps sera essentiellement cantonnée au traitement des maladies
infectieuses et des envenimations. La découverte de leur structure dans les années 1960
puis de la technologie des hybridomes en 1975 (Kohler and Milstein, 1975) a mené a la mise
sur le marché en 1986 du premier anticorps monoclonal utilisé en médecine humaine, le
Muromonab-CD3, un anticorps murin anti-CD3 utilisé dans la prévention du rejet de greffe
(An, 2010). Depuis, un grand nombre d’immunoglobulines monoclonales ont été
développées et sont utilisées dans le traitement de pathologies variées, comme le

Trastuzumab pour certains cancers du sein (Bange et al., 2001) ou le Rituximab pour les
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syndromes myéloprolifératifs ou inflammatoires (Maloney, 2012). Le point commun entre
tous ces anticorps est qu'ils ciblent des antigénes extracellulaires ou membranaires. L’accés
a des cibles intracellulaires est interdit par la membrane plasmique qui empéche le passage
de ces protéines. Pourtant, de nombreuses cibles potentielles existent dont le blocage
pourrait s’avérer bénéfique pour le traitement de certaines pathologies. Nous avons donc
appliqué notre systeme de délivrance intracellulaire de protéines a la vectorisation

d’anticorps vers le cytoplasme de cellules en culture.

a Délivrance d’un anticorps anti-B-tubuline

Nous avons dans un premier temps tenté de délivrer dans des cellules HelLa un anticorps
dirigé contre la B-tubuline. Les microtubules sont des structures de grandes dimensions et
donnent un marquage spécifique facilement observable. La Figure 44 montre cependant que
l'incubation des cellules avec des complexes BGTC:DOPE/anticorps anti-B-tubuline donne
un marquage punctiforme, non spécifique de la B-tubuline. Il semble donc que le
BGTC:DOPE ne soit pas capable de délivrer cet anticorps dans le cytoplasme de cellules

HelLa sous sa forme fonctionnelle.

Figure 44 — Observation de cellules HeL a incubées avec des complexes BGTC:DOPE/anticorps anti-p-tubuline. Les
cellules ont regu 750ng d’anticorps complexé au BGTC:DOPE au rapport molaire 1500. Aprés 4 heures d’incubation avec les
complexes, les cellules ont été lavées, fixées et les noyaux marqués au DAPI avant observation sous un microscope a
épifluorescence.
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Afin de déterminer quelle étape du processus de délivrance de cette protéine dans le
cytoplasme des cellules ne fonctionne pas dans ce cas, nous avons étudié plus précisément
la localisation de la protéine par microscopie confocale avec un contre-marquage des
contours cellulaires a I'iodure de propidium. La Figure 45 montre que si certains complexes
sont associés a la membrane plasmique sur sa face extracellulaire, la majorité d’entre eux
est répartie de facon ponctuelle dans le cytoplasme. Ceci indique que les lipolexes sont
internalisés par les cellules mais que l'anticorps n’atteint pas le cytosol, indiquant un
probable défaut d’échappement endosomal. Il semble donc que si la DOPE permet
'échappement endosomal de complexes BGTC:DOPE/B-gal de par ses propriétés
fusogéniques, les propriétés physicochimiques des complexes BGTC:DOPE/anticorps

empéchent son action déstabilisatrice sur la membrane des endosomes.

Figure 45 - Observation de cellules HeLa incubées avec des complexes BGTC:DOPE/anticorps anti-B-tubuline. Les
cellules ont regu 750ng d’anticorps complexé au BGTC:DOPE au rapport molaire 1500. Apres 4 heures d’incubation avec les
complexes, les cellules ont été lavées, fixées et contre-marquées a 1’iodure de propidium avant observation sous un
microscope confocal a balayage laser. Dix plans focaux de 400nm de profondeur ont été superposés. Deux plans de coupe en
x et y (lignes blanches) sont présentés dans les bandeaux inférieur et droit.

L’inefficacité de la DOPE dans ce cas de figure nous a amenés a utiliser un nouveau lipide
neutre particulierement efficace pour promouvoir I'échappement endosomal, le MM27
(Figure 46), dont l'action est basée sur un mécanisme différent de celui de la DOPE. Ce
composé initialement développé pour améliorer [efficacité de transfection d’acides

nucléiques par les lipides cationiques porte un groupement imidazole protonable permettant
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la rupture de 'endosome par un mécanisme d’éponge a protons (Mevel et al., 2008; Midoux
et al., 2009; Billiet et al., 2012).

Figure 46 — Structure du MM27

Nous avons donc formulé l'anticorps anti-p-tubuline a des liposomes de BGTC:MM27.
L’'observation en épifluorescence des cellules traitées par ces complexes s’est avérée
difficile car leurs membranes plasmiques étaient recouvertes de complexes fluorescents
empéchant I'observation précise du cytoplasme. En revanche, I'observation en microscopie
confocale nous a permis d’obtenir des plans de coupe du cytoplasme exempts du signal de
la membrane plasmique (Figure 47 A). On distingue dans le cytosol des structures
filamenteuses similaires a celles obtenues avec I'anticorps anti-B-tubuline par un marquage
en immunofluorescence classique sur cellules perméabilisées (Figure 47 B). Ceci indique
que le MM27 permet I'échappement endosomal des complexes lipide/protéine. Le marquage
des microtubules est cependant de qualité médiocre par rapport a celui obtenu sur cellules
perméabilisées. Ceci peut s’expliquer par deux raisons. i) Les microtubules n’étant pas
nécessairement paralléles au plan de coupe, I'imagerie confocale ne permet pas ici de les
visualiser sur toute leur longueur. ii) L’anticorps utilisé ici est fourni dans une solution
contenant 1% de BSA comme agent stabilisateur, soit cent fois plus de BSA que d’anticorps
(m/m). Si la présence de cette protéine ne géne en rien le marquage des microtubules dans
un protocole d’'immunofluorescence classique, elle est en revanche susceptible d’entrer en
compétition avec I'anticorps lors de la formation des complexes avec le lipide cationique.
Ainsi, la dose d’anticorps effectivement délivrée dans les cellules serait largement sous-

optimale.
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Figure 47 - Délivrance d’un anticorps anti-B-tubuline par le BGTC:MMZ27 dans les cellules HeLa. (A) Les cellules ont
regu 750ng d’anticorps complexé au BGTC:MM27 au rapport molaire 1500. Aprés 4 heures d’incubation avec les
complexes, les cellules ont été lavées, fixees et les noyaux marqués au ToPro-3 avant observation sous un microscope
confocal & balayage laser. Acquisition d’un plan focal de 400nm d’épaisseur passant par le cytoplasme (B) Marquage des
microtubules par ’anticorps anti B-tubuline sur cellules HeLa fixées au paraformaldéhyde et perméabilisées au Triton X-100.
Marquage des noyaux au DAPI et observation sous un microscope a épifluorescence.

b Délivrance d’un anticorps anti-kératine 8

Suite a ces observations, nous avons délivré par les lipides cationiques un anticorps anti-
cytokératine 8 (K8) dans les cellules HelLa. Cet anticorps présentait 'avantage de ne pas
inclure de BSA ni aucune autre protéine dans sa formulation commerciale, et était donc
susceptible de donner de meilleurs résultats que l'anticorps anti-B-tubuline utilisé
précédemment. Afin d’étudier plus en avant linfluence du colipide sur l'efficacité de
délivrance de I'anticorps, nous avons vectorisé I'anticorps par le BGTC, seul ou formulé a la
DOPE ou au MM27. Nous avons également délivré l'anticorps au moyen de la DOSP,
formulée ou non a ces colipides, afin d’'observer une éventuelle influence du lipide cationique
sur l'efficacité du systeme. La Figure 48 A montre que le BGTC utilisé seul ne permet pas de
délivrer I'anticorps dans le cytosol des cellules traitées, ce qui est peu surprenant étant
donné que cette formulation ne contient pas de composé susceptible de favoriser
'échappement endosomal. La Figure 48 B confirme que la DOPE est inefficace pour
promouvoir cette phase dans le cas de la délivrance d’un anticorps. En revanche, le colipide
MM27 permet la délivrance de I'anticorps dans le cytosol (Figure 48 C), avec une efficacité
cependant limitée puisque moins de 10 % des cellules présentent un marquage des
filaments de kératine (I'efficacité des différents vecteurs est indiquée dans la Figure 49). La

DOSP utilisée seule s’est également avérée inefficace (Figure 48 D) et d’'une efficacité
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limitée (15 %) lorsqu’elle est formulée avec la DOPE (Figure 48 E). On notera que les
complexes DOSP:DOPE/anticorps se présentent sous la forme d'aiguilles de grande taille
peu susceptibles d'entrer dans les cellules. En revanche, 'ajout du MM27 a la formulation
permet d’augmenter drastiquement I'efficacité du systéme puisque prés de 70 % des cellules
traitées présentent un marquage des filaments de kératine (Figure 48 F). Ce résultat
confirme que le MM27 permet un échappement endosomal efficace et montre que la DOSP,
peu active par elle-méme, constitue un vecteur efficace lorsqu’elle est formulée a un colipide

adéquat, du moins dans le cas de la délivrance d’un anticorps.
A B
C D

(suite de la figure page suivante)
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Figure 48 — Délivrance d’un anticorps anti-K8 dans les cellules HeLa. Les cellules ont regu 750ng d’anticorps complexé
au rapport molaire 1500 a différents lipides : BGTC (A), BGTC:DOPE (B), BGTC:MM27 (C), DOSP (D), DOSP:DOPE (E),
DOSP:MM27 (F et G). Apres 4 heures d’incubation avec les complexes, les cellules ont été lavées, fixées et les noyaux
marqués au DAPI avant observation sous un microscope a épifluorescence. (G) Observation a fort grossissement des cellules
traitées par les complexes DOSP:MM27/anticorps. (H) Observation de cellules fixées au méthanol et perméabilisées a
I’acétone avant marquage du cytosquelette par I’anticorps anti-kératine 8.

L'observation des cellules incubées avec les complexes DOSP:MM27/anticorps a fort
grossissement (Figure 48 G) confirme que les filaments de kératine sont intensément
marqués par l'anticorps. Le marquage est similaire a celui obtenu avec le méme anticorps
sur des cellules fixées et perméabilisées (Figure 48 H), toutefois on notera que les filaments
marqués sur les cellules vivantes sont fins et bien individualisés alors qu’ils semblent
groupés en faisceaux épais sur les cellules fixées. Le processus de fixation des cellules au
méthanol, provoquant la déshydratation des protéines et leur coagulation, est certainement
responsable de cet aspect en faisceaux des filaments de kératine. Les cellules traitées par
les liposomes de DOSP:MM27/anti-K8 n’ayant pas subi une telle déshydratation, il est
probable que le marquage de leur cytosquelette reflete mieux la réalité qu'un marquage

obtenu a l'aide de techniques susceptibles de générer des artefacts.
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Figure 49 — Efficacité de délivrance de D’anticorps anti-K8 en fonction du vecteur. Les cellules ont recu 750ng
d’anticorps complexé aux lipides cationiques au rapport molaire 1000. Aprés 4 heures d’incubation, les cellules ont été
lavées, fixées et les noyaux comptés au DAPI avant observation sous un microscope a épifluorescence. Le comptage des
noyaux et des cellules positives a été effectué sur 3 lames par condition.

3. Délivrance d’une protéine cationique a destinée nucléaire

Toutes les protéines que nous avons délivrées dans des cellules en culture au moyen de
lipides cationiques ont été, a ce stade, des protéines anioniques, susceptibles de former
facilement un complexe avec les lipides cationiques par le biais d’interactions
électrostatiques. Nous nous sommes également intéressés au cas d’'une protéine cationique
a destinée nucléaire. La délivrance de ce type de protéines est particulierement intéressante
dans le domaine des cellules-souches pluripotentes induites (iPSc). Ces cellules
pluripotentes sont généralement dérivées de cellules somatiques différenciées, par la
surexpression de facteurs de transcription tels que Oct-3/4, Sox-2, Klf-4, c-Myc, Nanog ou
Lin-28 (Takahashi and Yamanaka, 2006; Yu et al., 2007). Ces transgénes délivrés au moyen
de virus ou de plasmides sont susceptibles de s’intégrer dans les chromosomes des cellules
traitées, interdisant leur utilisation en médecine régénérative (Yu et al., 2007). La délivrance
de ces facteurs directement sous forme protéique, par le biais de domaines de transduction
(PTD) permet de générer des cellules iPSc sans intégration mais I'efficacité d’un tel systéme
est limitée (0.001 % de reprogrammation) et sa toxicité importante (Kim et al., 2009). La
délivrance de ces facteurs de transcription par le biais de lipides cationiques pourrait
permettre la génération efficace de cellules iPSc sans intégration génomique, cependant

beaucoup de protéines interagissant avec I'ADN, dont Sox-2, KIf-4 et Lin-28, sont
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positivement chargées a pH physiologique, compromettant la formation d’'un complexe stable
avec les lipides cationiques. Nous avons donc choisi de vectoriser dans des cellules en
culture une protéine chargée positivement et a localisation nucléaire, I'histone H1de veau
conjuguée a I'Alexa488, afin d’évaluer la capacité des lipides cationiques a délivrer une telle
protéine non seulement dans des cellules en culture, mais également jusqu’au noyau ou ce

type de protéines est habituellement localisé.

Nous avons dans un premier temps tenté de délivrer I'histone H1 dans les cellules HelLa par
le BGTC:DOPE en suivant le protocole mis au point pour la B-gal. De facon surprenante, le
systeme de délivrance s’est averé fonctionnel et les conditions de formulation proches de
celles de la B-gal (500ng de protéine complexée au BGTC:DOPE au rapport molaire 1500).
La Figure 50 A-C montre que l'histone est présente dans les noyaux de 60% des cellules
apres 4 heures d'incubation. Il est intéressant de noter que I'histone libre est capable de
rentrer spontanément dans les cellules mais s'accumule dans les endosomes sans accéder
au cytoplasme (Figure 50 G-I). Il semble donc que dans le cas de I'histone, les liposomes de
BGTC:DOPE jouent un role prépondérant au niveau de I'échappement endosomal alors

gu'ils ne sont pas essentiels pour le franchissement de la membrane plasmique.

Les cellules HelLa utilisées jusqu'ici constituent un modéle intéressant pour le
développement du systeme de délivrance intracellulaire de protéines, en revanche elles ne
sauraient étre utilisées dans le cadre de la génération de cellules iPSC qui sont dérivées de
cellules primaires. Ce genre de cellules étant réputé difficile a transfecter par des acides
nucléiques, nous avons délivré I'histone H1 dans des cellules mésenchymateuses primaires
de souris (CSM) afin de vérifier si une telle limitation existe concernant la délivrance de
protéines. La Figure 50 D-E montre que I'histone est présente dans les noyaux de 40% des
CSM traitées. Ce résultat est a mettre en regard des résultats obtenus sur plusieurs lignées
cellulaires (Figure 40) ou I'on retrouve des taux similaires de protéine internalisée alors que
les taux de transfection des acides nucléiques difféerent largement. Ceci semble confirmer
gue dans le cas de cellules difficiles a transfecter, les étapes en aval de I'échappement
endosomal semblent étre le facteur limitant puisque les taux de délivrance de protéine sont

similaires a ceux de cellules facilement transfectables comme la lignée Hela.
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Figure 50 — Délivrance d’histone H1 par le BGTC :DOPE dans des cellules en culture. (A-C) Cellules HeLa +
complexes ; (D-F) Cellules souches mésenchymateuses murines + complexes. Les cellules ont regu 500ng d’histone H1
formulée au BGTC:DOPE au rapport molaire 1500. Comme contrdle, des cellules HeLa ont recu 500ng d'histone H1 libre.
Apres 4h d'incubation, les cellules ont été lavées, fixées et les noyaux marqués au DAPI avant observation sous un
microscope a épifluorescence. (A-D-G) DAPI; (B-E-F) Alexa 488; (C-F-I) Overlay.

La DOSP s'étant révélée étre un vecteur particulierement efficace sous certaines conditions,
nous avons délivré I'histone H1 a I'aide de DOSP:DOPE et de DOSP:MM27. La Figure 51 A-
C montre que la DOSP:DOPE permet de délivrer la protéine dans les noyaux de 45% des
cellules, un taux comparable a celui du BGTC:DOPE. En revanche, la DOSP:MM27 permet
la délivrance de I'histone dans 90% des noyaux (Figure 51 D-F). Ce résultat rejoint ceux
observés dans le cas de la délivrance d'anticorps et montre que le MM27 est nettement plus
efficace que la DOPE pour promouvoir I'échappement endosomal, qui semble étre le facteur

limitant I'acces de I'histone dans le cytoplasme.
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Figure 51 - Délivrance d’histone H1 par la DOSP dans des cellules Hela. Les cellules ont regu 500ng d’histone H1
formulée & la DOSP:DOPE (A-C) ou a la DOSP:MM27 (D-F) au rapport molaire 1500. Apreés 4h d'incubation, les cellules
ont été lavées, fixées et les noyaux marqués au DAPI avant observation sous un microscope a épifluorescence. (A-D) DAPI;
(B-E) Alexa 488; (C-F) Overlay.

Les résultats encourageants obtenus sur la délivrance d'histone montrent que les lipides
cationiques peuvent efficacement délivrer cette protéine dans le cytoplasme des cellules
traitées, ou elle est prise en charge par le systéme d'importation nucléaire pour s'accumuler
dans le noyau. Cependant, ils soulévent une question cruciale : I'histone H1 possédant une
nette charge positive a pH physiologique, il est peu probable que le mécanisme de
délivrance de cette protéine repose sur la formation d'un complexe avec les lipides
cationiques. Une étude des propriétés physicochimiques du mélange lipides
cationiques/histone H1 est donc nécessaire pour déterminer la présence — ou non — de

complexes et le mode d'action des vecteurs dans ce cas particulier.
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D. Propriétés physicochimiques des complexes lipide cationique/protéines

L'activité de vectorisation des lipides cationiques est intimement liée aux propriétés
physicochimiques des complexes qu'ils forment avec les acides nucléiques : taille des
particules, charge, organisation supramoléculaire, état de complexation du lipide et du cargo
(Almofti et al., 2003a; Ma et al., 2007; Barteau et al., 2008). Nous avons donc étudié dans le
cas de la délivrance intracellulaire de protéines l'influence de ses paramétres sur I'efficacité
des systemes de vectorisation en appliquant I'approche utilisée pour les acides nucléiques a
I'étude des complexes BGTC:DOPE/ 3-gal.

1. Propriétés des complexes BGTC:DOPE/ 3-gal
a Complexation de la B-gal par le BGTC:DOPE

Dans un premier temps, nous avons évalué l'efficacité de complexation des protéines par les
lipides cationique. Dans le cas des acides nucléiques, ce paramétre est généralement
déterminé en mesurant la fluorescence de I'ADN ou de I'ARN en présence de bromure
d'éthidium (BET) et de lipides cationiques (Xu and Szoka, Jr., 1996; Ferrari et al., 1998;
Barteau et al., 2008). Plus l'acide nucléique est complexé par les lipides, moins la double
hélice est accessible au BET et la fluorescence de la solution diminue en proportion. Un
autre technique repose sur l'electrophorese en gel d'agarose des complexes a analyser :
seul les acides nucléiques libres peuvent migrer dans le gel, la mesure de l'intensité des

bandes résultantes refléte donc I'état de complexation.

Nous avons adapté cette technique d'électrophorése a l'analyse des complexes lipide
cationique/ADN en utilisant I'électrophorése sur gel de polyacrylamide, en conditions non
dénaturantes pour ne pas perturber l'assemblage supramoléculaire des complexes. La
Figure 52 A montre que la complexation de la B-gal par le BGTC:DOPE est efficace dans un
tampon 120mM NaCl — 20mM HEPES pH 7,4 puisque pour des rapports molaires supérieurs
a 200, la totalité de la protéine est contenue dans les complexes. En revanche, lorsque la
complexation a lieu dans le milieu OptiMEM, elle est nettement moins efficace puisque
méme pour un rapport molaire de 2000, de la B-gal libre migre encore dans le gel (Figure 52
B). Cette différence s'explique facilement par la présence dans I'OptiMEM de nombreux
solutés, dont des protéines, qui sont susceptibles d'entrer en compétition avec la B-gal pour
se lier au BGTC. Ce résultat est toutefois surprenant dans la mesure ou ces complexes

formés dans I'OptiMEM sont huit fois plus efficaces que ceux formés dans 120mM NaCl -
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20mM HEPES pH 7,4 pour internaliser la 3-gal dans les cellules HelLa (Figure 36). Une autre
propriété physicochimique de ces complexes doit donc étre responsable de leur efficacité.
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Figure 52 — Mesure de la complexation de la g-gal par le BGTC:DOPE par PAGE. Chaque piste a été chargée avec 1ug
de B-gal complexée au BGTC:DOPE a différents rapports molaires lipide cationique/protéine (indiqués au dessus des pistes).
Les complexes ont été formés dans 120mM NaCl — 20mM HEPES pH 7.4 (A) ou dans le milieu OptiMEM (B). Gel de
stacking 5%, resolving 7%. Aprés 2h de migration a 80V, la -gal a été révélée au bleu de Coomassie.

b Stabilité colloidale des complexes BGTC:DOPE/B-gal

La taille des complexes a base de lipides cationiques est un facteur clé de leur efficacité. En
effet, elle influe directement sur leur capacité a sédimenter sur des cellules en culture et sur
les voies d'endocytose par lesquelles ils sont internalisés. Dans le cas de complexes basés
sur I'ADN, il a été proposé un modeéle de stabilité colloidale a trois zones basé sur la taille
des complexes en fonction du rapport de charge lipide cationique/ADN (Pitard et al., 1997;
Pitard et al., 1999). Ce modeéle a ensuite été appliqgué avec succes a des complexes a base
de siRNA (Desigaux et al., 2007). Nous avons donc cherché a déterminer si un tel modéle

de stabilité colloidale peut s'appliquer aux complexes basés sur des protéines.
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Figure 53 — Stabilité colloidale des complexes BGTC:DOPE/B-gal. 1ug de p-gal a été complexé au BGTC:DOPE a
différents rapports molaires dans un tampon NaCl 120mM — 20mM HEPES pH 7,4 (A) ou dans du milieu OptiMEM (B). La
taille des complexes résultants a été mesurée par diffusion quasi-élastique de la lumiére.
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La Figure 53 A montre que ce modele a trois zones s'appligue aux complexes
BGTC:DOPE/B-gal formés dans 120mM NaCl — 20mM HEPES pH 7,4. On peut définir une
zone A pour les rapports molaires inférieurs a 100 ou les complexes sont stables et de petite
taille avec un diamétre moyen de 120 nm. La charge théorique de la la B-gal étant de -154,
les particules résultantes sont chargées négativement jusqu'a un rapport molaire voisin de
80 et leur répulsion électrostatigue empéche leur agrégation. Pour des rapports molaires
supérieurs, on observe une augmentation rapide de la taille des complexes (neutralisation
électrique et agrégation par interaction hydrophobe) jusqu'a une large zone B correspondant
a des particules colloidalement instables, avec un diametre supérieur a 700nm. A des
rapports supérieurs a 1000, le large exces de lipide cationique apporte des charges
positives permettant la répulsion électrostatique des complexes : on observe une diminution
de la taille des complexes vers une zone C de stabilité colloidale. Au rapport molaire de

1500, optimal pour internaliser la B-gal, ces complexes ont un diamétre moyen de 300nm.

En revanche, dans le cas de complexes BGTC:DOPE/B-gal formés dans I'OptiMEM (Figure
53 B), l'agrégation des complexes due aux solutés entraine une augmentation de taille
rapide vers une zone d'instabilité colloidale méme pour les rapports molaires élevés. La
grande taille de ces complexes formés dans I'OptiMEM (> 700nm) permet d'expliquer leur
efficacité par rapport aux complexes formés dans 120mM NaCl — 20mM HEPEs pH 7,4
malgré leur incapacité a complexer efficacement la protéine. D'une part, étant moins soumis
au mouvement brownien, ils sont plus aptes a sédimenter sur les cellules que les complexes
de 300nm formés dans 120mM NaCl — 20mM HEPES pH 7,4. D'autre part, il a été rapporté
dans le cas du transfert de géne que la taille des complexes influe sur leur voie d'entrée
dans la cellule. Méme si ces voies semblent étre variables en fonction du type cellulaire
traité, un consensus semble établi sur le fait que des complexes de grande taille ont une
activité de transfection supérieure aux petits complexes (Ross and Hui, 1999; Almofti et al.,
2003b). D'autre part, des complexes de grand diamétre sontplus a méme de provoquer la
rupture de la membrane endosomale et d'accéder au cytosol (Escriou et al., 1998). Il semble

la encore que ces régles s'appliquent aux complexes lipide cationique/protéine.

¢ Morphologie des complexes BGTC:DOPE/ B-gal

Pour mieux comprendre le mode d'action des complexes de BGTC:DOPE/ 3-gal, nous avons

analysé leur morphologie par microscopie électronique a transmission
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Figure 54 — Observation en cryo-TEM de liposomes de BGTC:DOPE non complexés

(cryo-TEM). La Figure 54 montre que le BGTC:DOPE forme des liposomes unilamellaires ou
oligolamellaires, sphériques, d'un diameétre moyen de 120nm en accord avec les données
obtenues par diffusion quasi-élastique de la lumiere. En revanche, lorsque ces liposomes
sont complexés a la B-gal au rapport molaire de 1500, on observe une importante agrégation
des liposomes, ceux-ci gardant toutefois une forme sphérique (Figure 55 A-C). Cela révele
une importante interaction entre la B-gal et les liposomes. Des densités protéiques sont
présente au sein des complexes, pouvant former des jonctions entre deux membranes
adjacentes (Figure 55, fleches noires), révélant la capacité de la B-gal a induire des
déformations des bicouches lipidiques. L'épaisseur de telles jonctions est d'environ 10nm,

compatible avec la présence d'une monocouche de B-gal en considérant que
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Figure 55 — Observation en cryo-TEM de complexes BGTC:DOPE/ g-gal formulés a différents rapports molaires. (A-C)
Rm = 1500; (D-F) RM = 750 ; (G-1) RM = 375. Fléches noires : jonctions protéiques entre deux membranes lipidiques.
Fléches blanches : couche de protéine en surface des lipolexes. Barres d'échelle : 0,5um (A, D, G) et 50nm (B, C, E, F, H, I).

celle-ci est un tétramére de 175 x 135 x 90 A (Jacobson et al., 1994). La protéine est en
revanche absente de la surface des complexes : cette disposition autorisant un contact étroit
entre le complexes et la membrane endosomale, I'échappement endosomal des complexes
contenant de la DOPE repose probablement sur un mécanisme de fusion. Pour mieux
observer l'interaction entre la B-gal et les liposomes, nous avons diminué le rapport molaire.
Aux rapports de 750 (Figure 55 D-F) et 375 (Figure 55 G-l), les complexes sont plus
compacts du fait de la présence d'une proportion accrue de protéine. Au rapport de 375
notamment, on observe des densités protéiques a la surface des complexes (Figure 55,
fleches blanches). Ces observations suggérent que la formation des complexes est
provoquée par des interactions lipide/protéine, due aux forces électrostatiques et aux forces
de Van der Waals.
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2. Propriétés des complexes lipide cationique/anticorps

Les anticorps présentant des propriétés physicochimiques différentes de la B-gal, nous
avons également analysé par cryo-TEM la morphologie des complexes qu'ils forment avec le
BGTC:DOPE afin d'observer d'éventuelles différences. Comme dans le cas de la p-gal, on
observe au rapport molaire de 1500 une forte agrégation des liposomes (Figure 56 A-C), en
revanche la protéine n'est pas visible. Cela peut s'expliquer par le fait que I'anticorps est trois
fois moins massif que la B-gal, et donc encore moins détectable. En revanche, au rapport
molaire de 375, on retrouve la protéine a la surface des complexes (Figure 56 D-F). Ces
observations suggerent que la formation des complexes est la aussi provoquée par des
interactions lipide/protéine conduisant a l'agrégation des liposomes, avec une déformation
des membranes lipidiques sans véritable remaniement. La encore, |'absence de protéine en
surface des complexes permet d'envisager un mecanisme d'échappement endosomal par
fusion; méme si cette étape est probablement insuffisante au vu du faible taux de délivrance

observé

Figure 56 - Observation en cryo-TEM de complexes BGTC:DOPE/anticorps anti-K8 formulés aux rapports molaires de
1500 (A-C) et 375 (D-F). Fleches noires : couche de protéine en surface des lipolexes. Barres d'échelle : 0,5um (A, D) et
50nm (B, C, E, F).
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Il est intéressant de noter que lorsque la solution d'anticorps contient de la BSA comme
stabilisateur, on retrouve cette derniére a la surface des complexes sous forme d'épaisses
densités protéiqgues empéchant l'agrégation des liposomes entre eux (Figure 57). Ceci
permet d'expliquer la faible efficacité de délivrance de l'anticorps anti-B-tubuline par le
BGTC:DOPE (Figure 47) : en plus de la compétition entre la BSA et l'anticorps pour se lier
aux liposomes, la présence de BSA en surface empéche la formation de grands complexes
aptes a sédimenter sur les cellules, et est

Figure 57 — Observation en cryo-TEM de complexes BGTC:DOPE/anticorps anti-g-tubuline formulés aux rapports
molaires de 1500 Fleche noire : couche de protéine en surface du lipolexe. Barre d'échelle : 50nm.

susceptible de limiter fortement le contact entre la membrane endosomale et le complexe,
empéchant le mélange de la DOPE avec les phospholipides membranaires et donc le bon

déroulement de I'échappement endosomal.

Nous nous sommes ensuite intéressés aux complexes formés par la DOSP:MM27 et un
anticorps pour déterminer si leurs caractéristiques permettent d'expliquer leur efficacité. La
Figure 58 A-B montre que la DOSP:MM27 seule ne forme pas de liposomes mais des
agrégats diffus au sein desquels les lipides sont rassemblés en microdomaines d'une
vingtaine de nanometres, sans structure ou organisation précise. Notamment, on ne retrouve
pas la présence de bicouches lipidigues comme avec le BGTC:DOPE. Le mélange de
DOSP:MM27 avec l'anticorps entraine en revanche des changements structurels importants.
Les complexes se présentent comme des agrégats micrométriques d'éléments sphériques
(Figure 58 C). Ces éléments sont eux-mémes constitués de couches lipidiques
concentriques, formant une structure en oignon couverte de densités protéiques (Figure 58
D, fleche noire). Il s'est avéré que la formation de ces structures concentriques est due non
pas a l'anticorps lui-méme mais aux phosphates présents dans sa formulation commerciale,
puisque le mélange de DOSP:MM27 a une solution contenant 1mM de phosphates mais
sans anticorps a conduit a I'observation de tels objets.
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Figure 58 - Observation en cryo-TEM de DOSP:MMZ27 non complexée (A-B) et de complexes DOSP:MM27/anticorps
anti K8 (C-D) formulés au rapport molaire de 375. Barres d'échelle : 0,5um (A, C) et 50nm (B, D)

Cette organisation rappelle celle observée dans le cas de complexes lipide cationique/acides
nucléiques (Pitard et al., 1999; Desigaux et al., 2007), mais dans ce cas on retrouve l'acide
nucléique au sein du complexe entre les couches lipidiques, alors que dans le cas présent la
protéine est retrouvée uniquement en surface. Nous avons également observé la présence
de structures multilamellaires dans les complexes DOSP:DOPE/anticorps, mais sans
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organisation concentrigue comme avec le MM27. Cette organisation permet d'expliquer
I'efficacité d'internalisation des complexes formés avec cet anticorps et contentant du MM27 :
bien que la présence de protéines en surface puisse empécher I'accolement des complexes
a la membrane endosomale, le mécanisme d'action du MM27 repose sur un effet
endosomolytique d'éponge a protons et la fusion des membranes ne semble pas nécessaire.
La grande quantité de MM27 présente au sein des structures multilamellaires concentriques
offre probablement une grande capacité d'absorbtion des protons a ces complexes,
permettant de tamponner efficacement le pH des endosomes tardifs et de provoquer leur
rupture par choc osmotique.

3. Propriétés du mélange BGTC:DOPE / histone H1

L'histone H1 posséde a pH physiologique une charge théorique de + 53. Il est donc peu
probable qu'elle soit a méme de former un complexe avec les lipides cationiques. Nos
résultats montrent cependant que les lipides cationiques permettent sa délivrance dans le
cytosol. Nous avons donc étudié les propriétés physicochimiques d'un mélange
BGTC:DOPE / histone H1 afin de déterminer si un complexe est formé et quel peut étre le
mode d'action des lipides cationiques dans ce cas précis.

a Complexation de I'histone H1 par le BGTC:DOPE

Nous avons étudié I'état de complexation de I'histone H1 par électrophorése comme dans le
cas de la B-gal. Cependant, la charge positive de I'histone se prétant mal a une
électrophorese en conditions non dénaturantes, nous avons recherché par SDS-PAGE la
présence d'histone libre dans le milieu de formulation aprés élimination des éventuels
complexes par centrifugation. La Figure 59 indique que la quantité d'histone libre est la
méme quel que soit le rapport molaire utilisé. On notera que pour les rapports molaires
élevés, la quantité de lipide cationique utilisée est telle que celui-ci devient détectable dans
le gel. Pourtant, méme dans ces conditions, la présence d'histone libre suggeére I'absence de

formation d'un complexe.
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Figure 59 — Electrophorese d'un mélange BGTC:DOPE/histone H1. 10ug d'histone H1 ont été incubés dans 120mM de
NaCl — 20mM HEPES pH 7.4 avec des liposomes de BGTC:DOPE a différents rapports molaires lipide cationique/protéine
(indiqués au dessus des pistes) puis les mélanges ont été centrifugés 10 minutes a 17 900 xg. Un aliquot de surnageant a été
prélevé et incubé 5 minutes a 95°C dans du tampon de Laemmli avant dép6t sur un gel SDS-PAGE (stacking 5%, resolving
7%). Aprés 2h de migration a 80V, la B-gal a été révélée au bleu de Coomassie.

b Stabilité colloidale du mélange BGTC:DOPE/histone H1

La diffusion quasi-élastigue de la lumiére montre que les particules mesurée dans un
mélange d'histone H1 avec de BGTC:DOPE ont une taille identiqgue aux liposomes d'origine,

suggérant que ce sont les liposomes intacts et non complexés (Figure 60).
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Figure 60 - Stabilité colloidale d'une solution de BGTC:DOPE et d'histone H1. 2ug d'histone H1 ont été
complexés au BGTC:DOPE a différents rapports molaires dans un tampon NaCl 1220mM — 20mM HEPES pH 7,4
La taille des complexes résultants a été mesurée par diffusion quasi-élastique de la lumiere.

c Microscopie électronique du mélange BGTC:DOPE/histone

Pour confirmer ces observations, nous avons procédé a I'observation directe du mélange
BGTC:DOPE/histone H1 en cryo-TEM. La Figure 61 montre que les liposomes sont intacts
et non agrégés, de plus on ne détecte pas la présence de la protéine, que ce soit en surface
ou a lintérieur des liposomes, confirmant que I'histone ne forme pas de complexe avec le
BGTC:DOPE. L'absence de formation d'un complexe implique que le mode d'action des

lipides cationiques pour internaliser I'histone H1 dans des cellules en culture différe
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fondamentalement de celui proposé pour l'internalisation d'acides nucléiques et de protéines

anioniques.

Figure 61 - Observation en cryo-TEM d'un mélange de BGTC:DOPE et d'histone H1 formulé au rapport molaire de
375. Barres d'échelle : 50nm.

Nous avons observé précédemment que l'histone libre est capable d'étre internalisée
spontanément par les cellules HeLa en culture, se retrouvant dans les endosomes sans
toutefois accéder au cytosol (Figure 50 I). Cette entrée spontanée dans la cellule de I'histone
en solution dans le milieu extracellulaire se fait probablement par pinocytose, un mode
d'entrée dans la cellule de solutés en phase fluide (Conner and Schmid, 2003). La charge
positive de I'histone lui permet d'étre adsorbée a la surface de la cellule négativement
chargée, ce qui pourrait faciliter son internalisation. Les vecteurs lipidiques permettant la
délivrance de l'histone H1 dans le cytosol, il est probable que ceux-ci jouent un role
essentiellement au niveau de la sortie des endosomes. Cependant, leur mode d'action ne
peut pas étre réduit a celui de simples agents endosomolytiques, car l'incubation de cellules
HelLa en présence d'histone et de 150uM de chloroquine, un agent lysomotropique et
endosomolytique utilisé notamment pour faciliter I'échappement endosomal (Wolfert and
Seymour, 1998), ne permet pas l'accés de la protéine au cytosol. De plus, l'incubation des
cellules en présence d'histone et de liposomes contenant une faible proportion de lipide
cationiqgue (DOSP:MM27 1:5) ne permet pas non plus de délivrer I'histone dans le cytosol,
indiquant qu'un colipide facilitant I'échappement endosomal n'est pas suffisant et que la
présence du lipide cationique est indispensable. Des études plus poussées sont nécessaires
pour déterminer la voie d'entrée précise de I'histone dans la cellule et le mode d'action des
lipides cationiques dans ce cas particulier, pour permettre le design rationnel de vecteurs

destinés aux protéines cationiques, a destinée nucléaire notamment.
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E. Signification du rapport molaire lipide cationique/protéine

Nous avons observé au cours de cette étude que le rapport molaire lipide cationique/protéine
optimal pour internaliser différents types de protéines au sein de cellules en culture est
constamment voisin de 1500. Dans le cas de la délivrance d'acides nucléiques, on définit un
rapport de charge optimal, ou rapport N/P, généralement positif et permettant la formation de
complexes de la zone C de stabilité colloidale positivement chargés (Barteau et al., 2008).
Ce rapport optimal est constant pour un vecteur donné, de facon relativement indépendante
de la taille de l'acide nucléique a vectoriser (Kreiss et al., 1999). Nous avons cherché si le
rapport molaire optimal observé dans nos expériences correspond a un rapport de charge
constant. La Figure 62 montre qu'il n'en est rien, les rapports de charge calculés pour les
complexes BGTC:DOPE/protéine allant de 19,5 pour la B-gal a 769 pour la caspase 3.
L'équipe de J.P. Behr a montré que dans le cas de complexes DOGS/protéine, le rapport
molaire optimal observé (qui s'étend de 500 a 1400 suivant la protéine, contrairement & nos
observations ou il est relativement constant) correspond a un nombre optimal de molécules
de DOGS par unité de surface de protéine voisin de 5 DOGS / nm? (Dalkara et al., 2004). La
Figure 62 indique que dans le cas du BGTC, ce rapport de surface n'est pas constant. De
plus, ce rapport de surface parait peu pertinent, tout au moins dans le cas du BGTC et de la
DOSP, puisque les observations en cryo-TEM montrent que les lipides cationiques ne sont
pas simplement adsorbés a la surface de protéines isolées mais que leur interaction est
complexe, impliquant la formation d'objets supramoléculaires composés a la fois d'agrégats

de protéines et de membranes lipidiques libres.

Pour des rapports molaires supérieurs a 1500, la toxicité induite par les lipides cationiques
entraine la mort des cellules ayant internalisé le plus de complexes, entrainant une baisse
du taux d'internalisation mesuré. Pour des rapports inférieurs, la cryo-TEM montre que les
complexes sont couverts d'une couche de protéines susceptible d'empécher leur interaction
avec les membranes endosomales et donc leur rupture, entrainant la dégradation de la
protéine cargo par les lysosomes et par conséquent une baisse du taux d'internalisation
mesuré. Il semble donc que ce rapport molaire optimal correspondre & un juste milieu entre
deux situations défavorables, I'une par un faible accés au cytosol et I'autre par une trop forte

toxicité.
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2

MW  Surface (hm?* Charge

(kDa)
B-galactosidase 475 353 - 154
Anticorps anti K8 150 164 -7
Caspase 3 29 54 -3.9
Histone H1 25 50 +52.9

RM optimal

1500
1500
1500
1500

Ratio de
charge

19.5
428
769
N.D.

Figure 62 — Relation entre le rapport optimal BGTC/protéine et les propriétes des protéines

! Considérant que la surface de la protéine est proportionnelle a (MW)

2/3

Ratio de surface
(BGTC/nm?)

4.2
9.1
27.7
N.D.

2 Charge a pH 7.4 calculatée avec Protein Calculator v3.3 (http://www.scripps.edu/~cdputnam/protcalc.html)
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F. Restauration de CFTR AF508 par vectorisation d'anticorps anti kératine 8

La protéine CFTR est un canal a anions dépendant a I'AMP cycligue (AMPc) exprimé dans
de nombreux épithéliums polarisés. Il participe au maintien de I'équilibre hydrique du mucus,
notamment au niveau respiratoire et digestif, en permettant I'efflux d'ions chlorure (Lubamba
et al.,, 2012). Plus de 1500 mutations ont été décrites dans le géne qui I'encode,
responsables de la mucoviscidose. Dans 70 % des cas, il s'agit de la perte d'un triplet qui
entraine une délétion de la phénylalanine en position 508 (AF508) (Vankeerberghen et al.,
2002). Cette mutation entraine un défaut de maturation et de glycosylation du canal, qui est
retenu dans le réticulum endoplasmique et est rapidement dégradé au lieu d'étre adressé
vers la membrane plasmique, d'ou un flux réduit de chlorure et un épaississement du mucus
(Welsh and Smith, 1993). Cependant, ce canal est partiellement fonctionnel lorsqu'il atteint la
membrane (Dalemans et al., 1991), autorisant une restauration au moins partielle du

phénotype des cellules mutées lorsque son trafic est rétabli.

Il a été montré que la mutation AF508 entraine une augmentation de l'expression des
cytokératines 8 et 18 (K8 et K18), qui sont colocalisées avec le canal muté au niveau du
réticulum endoplasmique (Davezac et al., 2004). Plus précisément, il existe une interaction
directe de K8 avec CFTR, responsable de sa rétention dans le réticulum, et l'inhibition de
I'expression de K8 par interférence ARN permet de restaurer le trafic de CFTR (Colas et al.,
2012). Cette interaction ayant lieu entre le premier domaine de liaison aux nucléotides NBD1
de CFTR et la partie N-terminale de K8, nous avons émis I'hypothése que la délivrance d'un
anticorps anti K8 spécifique du domaine N-terminal dans des cellules porteuses de la
mutation AF508 pourrait bloguer l'interaction et permettre la restauration du trafic de CFTR

vers la membrane plasmique.

Pour évaluer l'impact fonctionnel de la délivrance de cet anticorps, nous avons dans un
premier temps cherché a mesurer une restauration de la conductance membranaire AMPc-
dépendante associée a CFTR par la technique du patch-clamp. Malheureusement, nous
avons rapidement observé que les complexes adsorbés a la surface des cellules interdisent
le contact étroit entre I'électrode de mesure et la membrane plasmique (seal) nécessaire a
I'enregistrement du courant CFTR. Des expériences de mise au point sont en cours pour

éviter la présence de lipides cationiques a la surface des cellules aprées le traitement.

Nous avons donc mesuré les flux transmembranaires d'iode dans les cellules traitées par
vidéomicroscopie. Cette technique est basée sur des sondes dérivees du 6-
méthoxyquinolinium, qui présentent une fluorescence bleue sous excitation UV. Cette
fluorescence est éteinte (quenching) en présence d'ions halogénures par un processus

collisionnel de désactivation intermoléculaire, permettant une mesure semi-quantitative de la
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concentration d'halogénures dans I'environnement de la sonde (Mansoura et al., 1999). Les
principales faiblesses de ces sondes sont : i) leur faible intensité d'émission, qui est
partiellement masquée par l'autofluorescence des cellules sous excitation UV, ii) leur
sensibilité au photoblanchiment et iii) I'absence de décalage spectral de leur fluorescence en
présence d'halogénures, qui interdit une mesure ratiométrique donnant acces a la
concentration absolue de I'halogénure puisque la fluorescence dans ce cas est a la fois
proportionnelle a la concentration de I'halogénure et a celle de la sonde. Néanmoins, la
vidéomicroscopie permet, en suivant la fluorescence de ces sondes dans le temps, d'étudier
des flux transmembranaires d'halogénures en fonction de divers stimuli, et donc sont un outil
de choix pour l'étude de la fonction de CFTR. Ces sondes étant des composés peu
perméants, ils sont généralement chargés dans les cellules par une incubation prolongée
(>12h), incompatible avec notre protocole de délivrance intracellulaire de protéines, ou par
un choc hypotonique rapide mais susceptible de générer un stress mécanique peu
souhaitable ici puisque notre étude porte sur un élément du cytosquelette. Une de ces
sondes, le MEQ, présente la particularité de pouvoir étre facilement réduite en dihydro-MEQ.
Ce composé perméant est rapidement oxydé dans le cytosol pour redonner du MEQ
imperméant qui s'accumule rapidement (2-3 min) dans la cellule sans générer de stress
important. Nous avons donc choisi dans un premier temps d'utiliser le MEQ pour notre étude,
malgré ses caractéristiques spectrales inférieures a celles des autres sondes de la méme
famille. Nos premiéres observations ont toutefois montré que le dihydro-MEQ a une forte
affinité pour les complexes déposés sur et autour des cellules, les rendant fluorescents et
entrainant une diminution inacceptable du rapport signal/bruit. Nous avons donc décidé dans
un second temps de charger le MEQ dans les cellules par choc hypotonique, en adaptant le
protocole de base pour occasionner le moins de stress possible aux cellules. L'absorption de
cette forme de la sonde par les complexes étant moindre, nous avons pu accéder a la

mesure de la fluorescence intracytoplasmique du MEQ.

Pour la mesure elle-méme, les cellules sont placées, aprés chargement de la sonde, dans
une chambre a perfusion installée sous l'objectif du microscope. Initialement a I'équilibre
dans un milieu riche en iode ou la fluorescence du MEQ est minimale, les cellules sont
perfusées par une solution riche en ions nitrate, lesquels peuvent passer par CFTR mais
n'éteignent pas la fluorescence de la sonde. La présence de canaux CFTR fonctionnels a la
membrane se traduit donc par une augmentation de la fluorescence de la sonde consécutive
a l'échange iode/nitrate du milieu intracellulaire lorsque les cellules sont stimulées par
I'AMPc.
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Figure 63 — Mesure de flux d'iode dans des cellules traitées par I'anticorps. (A) Enregistrement de la fluorescence du
MEQ en fonction de divreses stimulations. Les cellules HeLa-CFTR-WT (triangles, ligne pleine) ou HeLa-CFTR- AF508
(ronds, ligne pleine) ont recu 1,5 pg d'anticorps anti-K8 N-term spécifique complexé & la DOSP:MM27 au rapport molaire de
1000. Comme contrbles, les cellules HeLa-CFTR- AF508 ont été enregistrées sans traitement (ronds, ligne pointillée) ou
apreés avoir recu 1,5ug d'anticorps anti-K8 C-term spécifique complexé a al DOSP:MM27 au rapport molaire de 1000. (B)
Vitesse de quenching du MEQ aprés stimulation des cellules par 'AMPc (unités arbitraires).

La Figure 63 A montre que les cellules HelLa exprimant la forme sauvage de CFTR
présentent une augmentation rapide et importante de la fluorescence du MEQ aprés
stimulation des cellules par I'AMPc, suivie d'une diminution rapide de la fluorescence aprés

échange d'une solution de nitrate par une solution d'iodure comme indiqué par la Figure 63
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B. En revanche, les cellules HeLa exprimant la forme mutée du canal ont une augmentation
de la fluorescence lente et de faible amplitude aprés stimulation & 'AMPc, indiquant une
absence de CFTR fonctionnel a la membrane plasmique et un échange d'anions via des
conductances AMPc-indépendantes. La délivrance de l'anticorps anti-K8 N-term spécifique
permet la restauration partielle d'un flux d'iode AMPc dépendant dans des cellules HelLa
exprimant CFTR- AF508, indiquant la présence de CFTR sous forme fonctionnelle a la
membrane plasmique des cellules. La Figure 63 B indique que la vitesse de quenching du
MEQ dans ces conditions est égale a 50% de la valeur enregistrée sur les cellules HelLa-
CFTR-WT. Au contraire, la délivrance d'un anticorps anti-K8 C-term spécifique dans ces
cellules conduit a un courant identique a celui mesuré sur les cellules HeLa-CFR- AF508 non
traitées, qui bien que d'amplitude plus importante est indépendant de la stimulation a I'AMPc

et dont la vitesse de gquenching n'est pas modifiée.

Ces résultats préliminaires sont encourageants mais restent a confirmer par d'autres
techniques pour s'assurer de la restauration de CFTR sous sa forme active a la surface des
cellules traitées. Il est notamment possible de s'assurer de la localisation de CFTR par la
technique du western-blot sur extrait membranaire : la protéine immature apparait sous la
forme d'une bande B alors que la forme mature, correctement glycosylée apparait sous la
forme d'une bande C plus lourde (Colas et al., 2012). D'autres tests fonctionnels sont
également envisageables afin de s'assurer de la restauration d'un courant anionique
dépendant a I'AMPc. Le patch-clamp s'avérant difficile a mettre en ceuvre sur les cellules
traitées par les complexes lipide cationique/anticorps, la méthode de mesure de courants de
court-circuit sur des épithéliums in vitro permettrait d'analyser les propriétés électriques des
cellules ciblées par ce systéeme de délivrance car elle ne nécessite pas de contact direct
avec les membranes. L'équipe de M. Chanson a mis au point un modéle d'épithélium
respiratoire reconstitué in vitro a partir de cellules primaires de patients atteints de la
mucoviscidose (Wiszniewski et al., 2006). Cette technique permettrait de tester la capacité
de la délivrance intracellulaire de l'anticorps anti-K8 a restaurer l'activité de CFTR dans des
conditions plus physiologiques que sur des cellules HeLa exprimant CFTR a partir d'un
transgéne. La délivrance de l'anticorps doit également étre évaluée in situ dans les voies
aériennes chez la souris. L'équipe de A. Edelman a montré que le transfert d'un siRNA anti-
K8 dans I'épithélium nasal de souris porteuses de la mutation AF508 par la Lipofectamine a
permis la restauration partielle de la différence de potentiel nasal caractéristique chez ces
souris (Colas et al., 2012). L'efficacité d'un agent transfectant lipidique dans cette approche
laisse envisager la possibilité de I'appliquer a la délivrance intraépithéliale d'un anticorps
anti-K8.
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Discussion et perspectives

Les résultats obtenus tout au long des différents projets de recherche qui composent ce
travail de these illustrent divers aspects de la délivrance intracellulaire de macromolécules
biologiques par des vecteurs synthétigues. Ces vecteurs présentent l'avantage sur les
vecteurs viraux d'étre faciles a produire, peu immunogénes et bien caractérisés tout en étant
d'une utilisation plus sdre. Leur efficacité est cependant moindre, hotamment dans le cadre

du transfert de génes in vivo.

Nous avons axé nos travaux sur deux grands types de vecteurs synthétiques : les
copolymeres a blocs amphiphiles non ioniques d'une part, les lipides cationiques d'autre
part. Ces composés présentent des structures et des propriétés physico-chimiques
radicalement différentes qui sous-tendent des modes d'action et des domaines d'applications

différents.

Les copolyméres a blocs amphiphiles non ioniques constituent une nouvelle classe de
vecteurs particulierement efficaces pour le transfert d'ADN in vivo, cependant ils sont inactifs
in vitro. Leur développement dans le champ de la médecine humaine est freiné par la
mauvaise compréhension que nous avons de leur mode d'action. Une partie de nos travaux
a contribué a éclaircir le mécanisme d'action de l'un d'entre eux, le Lutrol, en montrant qu'l
facilite le passage des acides nucléigues a travers la membrane plasmique des cellules
ciblées (Chevre et al., 2011). De nombreuses questions restent cependant en suspens,
notamment le mécanisme fin de ce polymére au niveau de la membrane : s'agit-il d'une
"simple" perturbation de la structure de la bicouche lipidique par les parties hydrophobes du
polymére qui conduisent a la formation de pores ? Cette hypothése est peu probable étant
donné que le Lutrol est capable in vitro d'augmenter linternalisation de lipoplexes lipide
cationique/ADN. Une action biologique au niveau membranaire ou sous membranaire
semble envisageable. L'action de ce polymere sur le cytosquelette doit notamment étre
étudiée : le role du cytosquelette, notamment de l'actine, est primordial dans les
mouvements transmembranaires. Ainsi, I'équipe de M.P. Rols a souligné l'implication de
l'actine dans le transfert de gene par électroporation dans des cellules CHO, I'ADN ne
rentrant pas dans les cellules par simple diffusion électrophorétique a travers les pores
membranaires créés par le choc électrique mais conjointement & une action du cytosquelette
sous-membranaire (Rosazza et al., 2011). Une étude a montré la capacité du F68 a protéger
des cellules en culture suite & un choc thermique. Au cours de ce traitement, on observe une

puissante action du polymére sur le cytosquelette puisque si celui-ci est désorganisé dans
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les cellules ne recevant pas de traitement apres un choc thermique, il conserve en revanche
un aspect normal lorsque les cellules sont exposées au F68 (Merchant et al., 1998). Des
études sont nécessaires pour opréciser l'action du F68 sur les mouvements de la membrane
et du cytosquelette de cellules traitées. L'utilisation de cellules modifiées exprimant des
protéines fluorescentes, similaires a celles utilisées dans un travail collaboratif a laquelle
notre équipe a participé sur les voies d'entrée dans la cellule de lipoplexes marqués, serait
d'une aide précieuse pour ce genre d'étude (Billiet et al., 2012).

Malgré leur mode d'action mal connu, les copolyméres a blocs ont déja fait preuve d'une
efficacité considérable pour le transfert de génes in vivo (Pitard et al., 2004; Desigaux et
al.,, 2005; Richard et al., 2005a; Richard et al., 2005b; Bello-Roufai et al., 2007) et
notamment dans des protocoles de vaccination & ADN ou ils ont permis de réduire de fagon
importante la dose d'’ADN nécessaire a la mise en place d'une réponse immunitaire efficace
(Mcliroy et al., 2009; Cany et al., 2011). Les récepteurs intracellulaires de I'ADN sont les
déclencheurs de cette réponse, par leur capacité a reconnaitre les plasmides délivrés au
moyen de vecteurs synthétiques comme des pathogénes intracellulaires. Cependant, cette
réponse peut étre encore exacerbée par I'utilisation d'adjuvants capables de lier et d'activer
fortement ces récepteurs. Des travaux ont ainsi fait état de |[utilisation d'adjuvants,
notamment des ligands des TLR, comme immunomodulateurs afin d'exacerber la réponse
immunitaire induite par 'ADN dans des essais cliniques de vaccination contre I'hépatite B, la
grippe ou l'anthrax (Desmet and Ishii, 2012). La connaissance du mode d'action précis du
polymére 704 utilisé par notre équipe dans les protocoles de vaccination & ADN permettrait
un ciblage plus efficace des sensors cytosoliques de I'ADN pour augmenter la réaction
immunitaire contre un antigéne : en fonction de son entrée dans la cellule par endocytose ou
par délivrance directe dans le cytosol, différents agonistes doivent étre utilisés pour cibler les

Sensors concernés.

A contrario, la connaissance du mécanisme de délivrance des copolymeéres a blocs
permettrait d'inhiber les sensors susceptibles de rencontrer et détecter I'ADN exogéne
introduit a des fins de thérapie de remplacement génique. L'utilisation de plasmides ne
contenant pas de motifs CpG a été rapportée et conduit & une expression du transgéne
soutenue lorsque ces plasmides sont délivrés in vivo par des vecteurs cationiques : étant
incapables d'activer TLR9, leur passage dans les endosomes des cellules ciblées n'est pas
détecté (Pringle et al., 2012; Davies et al., 2012a). Toutefois, I'utilisation de vecteurs non
ionigues comme le Lutrol étant indépendante des voies d'endocytose, lutilisation de
plasmides CpG-free ne permettrait probablement pas d'obtenir une expression aussi
soutenue étant donné que [I'ADN serait détecté par des sensors cytosoliqgues

indépendamment de la présence de CpG dans sa séquence. Il a récemment été décrit un
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inhibiteur de l'inflammasome AIM2 capable de bloquer la sécrétion d'interleukine et la
pyroptose dans des cellules stimulées par un poly(dA:dT) (Coll and O'Neill, 2011).
L'utilisation d'un tel composé conjointement a I'administration d'un plasmide permettrait de
réduire l'inflammation induite et potentiellement d'obtenir une amélioration de I'expression du
transgéne. On peut espérer que la découverte ces derniéres années de nombreux sensors
intracellulaires des acides nucléiques, souvent redondants, stimulera la recherche de
molécules capables de les inhiber afin d'administrer de I'ADN exogéne de maniére furtive et
s'affranchir ainsi des réactions immunitaires dirigées contre le transgene, qui constituent

aujourd'hui un obstacle majeur au développement de la thérapie de remplacement génique.

Les lipides cationiques constituent aujourd'hui la classe de vecteurs de référence pour la
délivrance d'ADN ou d'ARN in vitro. Etudiés depuis vingt cing ans, leur profil d'efficacité et
de toxicité n'a cessé d'étre amélioré. Les dérivés lipidiqgues d'aminoglycosides notamment,
synthétisés par design rationnel en prenant en compte les propriétés des différentes parties
les constituant, permettent d'obtenir de hauts niveaux de transfection avec une toxicité
minimale. Cependant, leur faible efficacité in vivo limite leur utilisation chez l'animal. Les
principales stratégies permettant leur utilisation in vivo consiste a les formuler avec des
stabilisateurs stériques qui empéchent leur agrégation et permettent ainsi leur trafic dans les
fluides biologiques vers les cellules a transfecter (Belmont et al., 2002; Sainlos et al., 2005;
Mevel et al., 2012). Ces stabilisateurs stériques peuvent par ailleurs comporter des motifs de
ciblage afin de diriger ces vecteurs vers un type cellulaire donné, comme cela a été montré
dans une étude a laquelle a participé notre équipe sur la mise au point d'un systéme
multimodulaire permettant la délivrance ciblée d'ADN vers les hépatocytes (Letrou-Bonneval
et al., 2008). L'étude des propriétés physicochimiques des complexes que ces lipides
forment avec les acides nucléiques, a laquelle notre équipe s'intéresse particuliérement,
permet de définir les caractéristiques de vecteurs idéaux et doit permettre le design rationnel

de nanovecteurs synthétiques efficaces in vivo comme in vitro.

Ces lipides cationiques, dont la principale utilisation est la délivrance d'acides nucléiques,
émergent depuis quelques années comme des vecteurs efficaces pour la délivrance
intracellulaire de protéines. Cette stratégie, qui permet de s'affranchir des effets
indésirables de I'utilisation d'acides nucléigues, est en plein développement mais manque de
vecteurs efficaces. Diverses stratégies ont été développées pour délivrer des protéines dans
le cytosol de cellules vivantes. Les méthodes physiques comme la micro-injection ou

I'électroporation ont des effets déléteres sur les cellules et sont impossibles a mettre en

ceuvre a I'échelle d'un organe entier. Les méthodes basées sur les domaines de transduction
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protéiques sont plus prometteuses mais requierent leur fusion avec la protéine a vectoriser,
ce qui peut perturber sa structure et lui faire perdre son activité. De plus, ces séquences
peptidiques dérivées de protéines animales (Antennapedia) ou de virus (TatP, VP22) sont
susceptibles d'étre reconnues par le systeme immunitaire et donc de déclencher des
réactions immunitaires suite a leur administration in vivo. Leur mode d'action est encore mal
compris, bien que le réle du cytosquelette et de la macropinocytose ait été mis en évidence
pour certains peptides (Imamura et al., 2011; Suzuki, 2012) mais leur mécanisme semble
trées dépendant du peptide et de la protéine cargo qui lui est rattachée, ainsi qu'au type
cellulaire ciblé (van den Berg and Dowdy, 2011).

Les lipides cationiques, eux, sont utilisés depuis plus de vingt ans pour la délivrance d'acides
nucléiqgues et leur mode d'action, méme si des zones d'ombre subsistent, a été
particulierement étudié et repose sur la formation d'un complexe avec l'acide nucléique a
vectoriser. Ces systémes présentent l'avantage sur les domaines de transduction protéique
de pouvoir délivrer la protéine sous sa forme native sans requérir sa modification pour la
fusionner a un peptide, une étape susceptible de modifier sa conformation. De plus, les
lipides cationiques sont peu immunogénes contrairement aux domaines de transduction
protéique, et I'encapsulation de la protéine cargo dans des lipoplexes est susceptible de
limiter sa reconnaissance par le systéme immunitaire et donc d'empécher la mise en place
d'une réponse dirigée contre la protéine. Les complexes lipide cationique/protéine sont
internalisés par les cellules ciblées via différentes voies d'endocytose, et se retrouvent dans
les endosomes. Une étape cruciale du transfert de génes par les lipides cationiques est
I'échappement endosomal, qui permet a la molécule cargo d'accéder au cytosol avant sa
dégradation dans les lysosomes. Cette étape est favorisée par lincorporation dans la
formulation du vecteur de composés capables de déstabiliser la membrane endosomale par
leurs propriétés fusogéniqgues ou par un mécanisme d'éponge a protons. L'utilisation de
lipides cationiques pour la délivrance de protéines dans des cellules en culture a émergé
paralléelement a leur utilisation pour le transfert d'acides nucléiques et a permis la délivrance
de nombreux types de protéines dans des cellules vivantes ; protéines rapportrices et
anticorps (Zelphati et al., 2001; Dalkara et al., 2006; Weill et al., 2008a; Weill et al., 2008b)
ainsi que des protéines fonctionnelles comme des caspases (Zelphati et al., 2001), la
protéine cytotoxique saporine (Fretz et al., 2007), la méthyltransférase Mssl (van der Gun et
al.,, 2007), le core antimicrobien de la lactoferricine (Richardson et al., 2009) ou le
cytochrome C (Kim et al.,, 2012). La délivrance de protéines par ces vecteurs suit
probablement les mémes modalités que pour la délivrance d'acides nucléiques, cependant
leur mode d'action précis qui a été largement extrapolé a partir des données obtenues sur le

BN

transfert d'acides nucléiques, reste a préciser, et les propriétés physicochimiques des
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complexes lipide cationique / protéine doivent également étre définies afin de les relier a
I'efficacité de ces systéemes et permettre le développement rationnel de vecteurs dédiés aux
protéines.

Dans cette étude, nous avons mis en évidence la capacité de certains lipides cationiques,
notamment le BGTC et la DOSP, a délivrer dans des cellules HelLa en culture une protéine
modele, la B-galactosidase, lorsqu'ils sont utilisés sous forme de micelles, avec toutefois une
efficacité limitée. Ces deux composés sont efficaces pour la délivrance intracellulaire
d'acides nucléiques tout en étant relativement peu toxiques (Vigneron et al., 1996; Mevel et
al., 2012). Le faible taux de délivrance de la protéine suggérant un faible échappement
endosomal, et donc une dégradation de la B-gal internalisée par les lysosomes, nous avons
formulé ces lipides cationiques au colipide DOPE et avons observé une augmentation
importante du taux d'internalisation. La DOPE est couramment utilisée dans les formulations
destinées a la délivrance d'acides nucléique afin de promouvoir I'échappement endosomal
des lipoplexes (Zuhorn and Hoekstra, 2002; Barteau et al., 2008) et a également été utilisée
avec succes dans des formulations pour la délivrance de protéines (Zelphati et al., 2001,
Dalkara et al., 2006; van der Gun et al., 2007; Richardson et al., 2009; Kim et al., 2012). Ce
résultat souligne que l'importance de I'échappement endosomal observée dans le transfert
d'acides nucléiques s'appliqgue également a la délivrance intracellulaire de protéines.
D'autres stratégies pour promouvoir cette étape ont été développées, par exemple
l'utilisation d'un agent photosensibilisant permettant la rupture de la membrane endosomale
par production d'espéces réactives de l'oxygéne lorsque les cellules sont éclairées (Fretz et
al.,, 2007), mais cette stratégie est plus complexe a mettre en ceuvre que le simple ajout
d'une molécule aux liposomes, entraine une cytotoxicité importante et parait difficile a mettre

€en ceuvre in vivo.

Nous avons déterminé les paramétres optimaux de formulation des complexes lipide
cationique / protéine et avons mis en évidence l'importance de deux facteurs. Le premier est
le rapport molaire lipide cationique / protéine, les complexes les plus efficaces étant
formulée a des rapports molaires voisins de 1000-1500. Un tel ratio lipide / cargo est d'une
importance capitale dans le transfert d'acides nucléiques, ou il définit un rapport de charge et
permet 'assemblage de complexes positivement chargés et colloidalement stables (Barteau
et al., 2008). Cependant nous n‘avons pas observé de corrélation entre le rapport molaire
optimal que nous observons et un rapport de charge constant. L'équipe de J.P. Behr a
proposé la définition d'un rapport optimal de surface pour la délivrance de protéines
anioniques par la DOGS (Dalkara et al., 2004), cependant il apparait que ce rapport de
surface n'est pas applicable aux lipides que nous avons utilisé dans cette étude. L'étude de

la structure des complexes par cryo-TEM nous améne a penser que le rapport molaire
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optimal que nous observons correspond a un juste milieu entre des complexes formulés a
bas rapport molaire, recouverts d'une couche de protéines et donc incapables d'interagir
avec la membrane endosomale et de la rompre, et des complexes formulés a haut rapport
molaire qui, en entrainant la mort des cellules traitées du fait d'une importante cytotoxicité,
provoquent une baisse du taux d'internalisation mesuré. Le second facteur ayant une
influence importante sur le taux d'internalisation est le milieu de formulation des complexes
lipide cationique / protéine. |l apparait que des complexes formulés dans un milieu isotonique
contenant uniguement des ions monovalents conduit a l'incorporation efficace de la protéine
dans des complexes de petite taille, mais que ceux-ci sont peu efficaces pour la délivrer
dans des cellules en culture. A contrario, la formulation de ces complexes dans un milieu de
culture riche en solutés et en ions divalents conduit a une incorporation limitée de la
protéine, mais les complexes résultants s'averent toutefois nettement plus efficaces pour la
délivrer. Cette différence peut s'expliquer par la taille importante des complexes formulés
dans le milieu de culture par rapport a ceux formulés dans un milieu simple. Cette influence
de la taille a déja été mise en évidence pour des lipoplexes lipide cationique / acide
nucléigue (Ross and Hui, 1999) : des complexes de grande taille sont plus aptes a

sédimenter sur les cellules en culture et a étre endocytée.

Nous avons Vérifié que nos formulations sont capables de délivrer la B-gal dans d'autres
lignées cellulaires que les HelLa et avons observé un taux relativement constant de 10-20 %
d'internalisation sur des lignées humaines et animales. Ceci contraste avec la transfection
d'un plasmide dans ces mémes lignées, dont le taux d'expression peut varier de plusieurs
ordres de grandeur. Il a été observé précédemment, lors de la transfection de différentes
lignées cellulaires, que le taux d'internalisation des plasmides est sensiblement identique et
gue les variations d'expression de ces plasmides sont imputables a des efficacités variables
d'importation nucléaire des plasmides par les différents types cellulaires traités (James and
Giorgio, 2000). Cela suggére que le transfert de protéines et de plasmides jusqu'au cytosol
suit les mémes voies, et que l'efficacité de ces voies est sensiblement identique entre
différentes lignées cellulaires. Il convient donc de vérifier sur des lignées cellulaires réputées
particulierement difficiles a transfecter, comme des cellules immunitaires cultivées en
suspension du type Jurkat, si un taux important d'internalisation de protéines est observé, ce
qui indiquerait que les difficultés a transfecter ces cellules par des plasmides seraient

essentiellement dues a des événements en aval de I'échappement endosomal.

Nous avons ensuite vérifié la capacité de notre systeme de délivrance a vectoriser d'autres
protéines que la B-gal, notamment des anticorps capables de reconnaitre leur cible
intracellulaire. La délivrance d'un anticorps anti-B-tubuline par le BGTC et la DOSP, formulés

ou non a la DOPE, s'est avérée inefficace, la protéine cargo se retrouvant dans les
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endosomes sans accéder au cytosol. Ce résultat indique que si les vecteurs synthétiques
sont capables de délivrer des acides nucléiques, qui partagent une structure universelle et
des propriétés physicochimiques communes, indépendamment de leur séquence, ils ne
peuvent pas délivrer tout type de protéine car ces molécules présentent une grande variété
de structures et de propriétés. Ce manque d'échappement endosomal lors de la délivrance
d'un anticorps a déja été observé dans des études précédentes. Le dérivé cationique
d'acides gras Saint-2 formulé & la DOPE s'est avéré capable de délivrer de la 3-gal et une
méthyltransférase dans le cytosol de cellules en culture sous forme active, comme cela a été
démontré par des tests sans ambiglité. En revanche, la délivrance d'anticorps par ce
systeme a invariablement conduit & un marquage punctiforme dans le cytoplasme. Si les
auteurs de cette étude ont considéré que leur systeme est efficace pour la délivrance
d'anticorps, au vu du marquage obtenu il semble que l'anticorps soit contenu dans des
endosomes et n'atteigne pas sa cible intracellulaire (van der Gun et al., 2007), indiquant
gu'un vecteur efficace pour certaines protéines n'est pas nécessairement applicable a
d'autres protéines. Faisant face a la méme problématique, nous avons choisi de favoriser
I'échappement endosomal en utilisant le MM27, un lipide neutre contenant un noyau
imidazole. Ce composé s'est précédemment avéré 100 fois plus efficace que la DOPE pour
faciliter la transfection d'ADN (Mevel et al., 2008; Billiet et al., 2012). Il a été suggéré que le
groupement imidazole de ce composé se protone dans les endosomes en cours
d'acidification, menant a la rupture de la membrane endosomale par un mécanisme
d'éponge a protons (Midoux et al., 2009). Lorsque nous avons utilisé le BGTC et la DOSP
formulés au MM27, nous avons observé une nette amélioration de I'échappement
endosomal puisque la délivrance d'anticorps par ces vecteurs a conduit au marquage du
cytosquelette aprés seulement 4 heures d'incubation des cellules avec les complexes,
confirmant l'importance de I'échappement endosomal et donc de I'ajout dans les formulations

de composés capables de promouvoir cette étape.

Nous avons ensuite étudié la structure des complexes formés par les lipides cationiques et
les protéines. Si les liposomes de BGTC:DOPE sont des vésicules unilamellaires ou
oligolamellaires de 120 nm de diamétre environ, leur mélange avec la B-gal au rapport
molaire optimal de 1500 conduit a la formation de complexes agrégés, indiquant une forte
interaction entre la protéine et le lipide cationique. Peu de réorganisations membranaires
sont observables dans ces complexes, cependant nous avons observé la capacité de la B-
gal a déformer les bicouches lipidiques, formant des jonctions protéiques formées d'une
monocouche de B-gal enserrée entre deux membranes lipidiques. L'observation de
complexes a des rapports molaires inférieurs & 1500 montre que les complexes résultants

sont couverts d'une couche de protéines qui limite leur agrégation. Cette observation
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suggeére que ces complexes formés a bas rapport molaire sont incapables d'interagir avec la
membrane endosomale, préalable nécessaire au mélange des lipides du complexe avec les
phospholipides anioniques de la membrane endosomale, et permet d'expliquer au moins en
partie leur inefficacité a délivrer la 3-gal dans le cytosol des cellules traitées. L'observation de
complexes formés par la DOSP:DOPE avec un anticorps anti-K8 nous a amenés aux
mémes conclusions. Par contre, I'observation de complexes formés avec cet anticorps anti-
K8 et la DOSP:MM27 a montré l'apparition de structures multilamellaires concentriques
absentes de la suspension de lipide seule. De telles structures sont couramment observées
dans les lipoplexes lipide cationique/acide nucléique (Pitard et al., 1999) mais sont formées
de couches lipidiques enserrant des brins d'ADN, alors que dans le cas de complexes
DOSP:MM27 / anticorps ces complexes apparaissent vides. Il nous est apparu que la
formation de telles structures n'est pas due a l'anticorps mais aux ions phosphate présents
dans sa formulation commerciale. Cependant, de telles structures pourraient avoir un effet
bénéfique sur la délivrance de l'anticorps puisque la grande quantité de MM27 qu'elles
contiennent procure a ces objets un pouvoir tampon important susceptible de favoriser
I'échappement endosomal de I'anticorps. Il est maintenant nécessaire d'évaluer la capacité
de complexes DOSP:MM27/anticorps anti-K8 a sortir des endosomes lorsqu'ils sont formulés

en l'absence de phosphates.

Cette étude nous a permis de mettre en évidence la capacité de quelques lipides cationiques
a délivrer des protéines aux fonctions et aux structures variées dans des cellules en culture.
Cependant, de nombreux points sont encore a préciser concernant les propriétés
physicochimiques des complexes qu'ils forment avec les protéines et leur mode d'action
précis. Si les mesures de taille et l'observation de ces complexes en microscopie
électronique suggére un mode d'assemblage et un mécanisme d'action proches de ceux mis
en ceuvre avec les lipides cationiques, de nombreuses inconnues demeurent. L'utilisation de
lignées cellulaires exprimant des protéines fluorescentes au niveau des organelles mis en
jeu dans les processus d'endocytose permettrait de préciser leurs modalités d'internalisation
et les mécanismes de |'échappement endosomal, a l'instar de ce qui a déja été effectué dans
le domaine de la délivrance d'acides nucléiques (Billiet et al., 2012). Le mécanisme
d'échappement endosomal des complexes contenant du MM27 pourrait également étre
appréhendé par I'observation en microscopie électronique de ces complexes a différentes
conditions de pH. La microscopie électronique a également été utilisée avec succeés dans
I'étude du trafic intracellulaire de lipoplexes de DOSP:DOPE et de BGTC:DOPE (Le Bihan et
al., 2011) et pourrait étre mise a profit pour I'étude du mécanisme d'action des vecteurs pour
la délivrance intracellulaire de protéines a I'échelle nanométrique. Enfin, une zone d'ombre

majeure subsiste concernant ces systemes de délivrance puisqu'ils se sont avérés capables
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de délivrer dans des cellules en culture une protéine chargée positivement, I'histone H1,
alors que les études physicochimiques ont montré qu'ils sont incapables de former un
complexe avec elle. Cette absence de formation d'un complexe, qui est pourtant a la base de
la délivrance de macromolécules anioniques par les lipides cationiques, suggére un
mécanisme d'action radicalement différent de celui observé pour les acides nucléiques et
nécessite des investigations plus poussées car la délivrance de ce type de protéines peut
s'avérer d'un grand intérét, notamment dans le domaine de la reprogrammation des cellules
iPSc par vectorisation de facteurs de transcription qui sont des protéines majoritairement
cationiques (Kim et al., 2009). Enfin, la capacité de ces systemes a délivrer des protéines in
vivo doit étre évaluée. On peut notamment envisager leur formulation a des lipides pégylés,
qui a permis la transfection de voies aériennes de souris par les dérivés lipidiques
d'aminoglycosides notamment (Mevel et al., 2012), ou a des copolyméres a blocs
amphiphiles non ioniques pour former des systémes multimodulaires stables dans les fluides
biologiques et capables de les délivrer de facon ciblée, une stratégie déja employée avec
succeés pour la délivrance ciblée de génes dans les hépatocytes (Letrou-Bonneval et al.,
2008).

Malgré ces lacunes dans la compréhension de leur mode d'action, ces vecteurs nous ont
permis de délivrer dans des cellules porteuses de la mutation AF508 un anticorps ciblant la
kératine 8, une cible potentielle pour restaurer le trafic du canal CFTR muté. Si les résultats
encourageants que nous avons obtenus restent a confirmer, cette approche originale
pourrait déboucher a terme sur la mise au point d'outils pour I'étude de cette pathologie et, a
plus long terme, d'une approche thérapeutique basée sur cette techniqgue. De nombreuses
améliorations sont cependant nécessaires avant d'envisager une utilisation efficace de ce
systéme. La mise au point d'anticorps bloquants a haute affinité pour la kératine 8 pourrait
permettre d'améliorer l'efficacité du systéme, ainsi que la mise au point d'anticorps
monochaine dirigés contre cette protéine. Si nos observations sont confirmées, la mise au
point de peptides bloquant l'interaction K8 / CFTR AF508 résistants a la protéolyse pourrait
étre envisagée pour augmenter le temps de résidence de la protéine exogéne dans les

cellules traitées, qui est pour le moment limitée a quelques jours.

Ces différents projets de recherche illustrent l'utilisation de macromolécules biologiques et
leur utilisation potentielle en biothérapies. Cette approche de la médecine basée sur des
produits issus du vivant et capables d'exercer leur action de facon trés ciblée, contrairement
aux molécules issues de la synthése chimique qui peuvent présenter des spectres d'action
larges, est en pleine expansion et va probablement prendre de plus en plus d'importance
dans l'approche des pathologies humaines ces prochaines années. Si de nombreux essais

de thérapie de remplacement génique ont déja eu lieu ou sont en cours, les approches de
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vaccination a ADN chez I'Homme sont actuellement & un stade moins avancé mais les
possibilités offertes par I'immunothérapie dans le traitement de maladies infectieuses ou de
cancers amenent ce champ de recherches a prendre de plus en plus d'importance. Quand a
la vectorisation intracellulaire de protéines, si elle est encore cantonnée a la paillasse et,
pour certaines techniques plus abouties, en phase de tests sur des modéles animaux, il est
possible qu'elle devienne une stratégie courante de la médecine de demain a condition de
mettre au point des vecteurs aussi efficaces pour les protéines que pour les acides
nucléiques.

189



Réferences bibliographiques



Références bibliographiques

Almofti,M.R., Harashima,H., Shinohara,Y., Almofti,A., Baba,Y., and Kiwada,H. (2003a).
Cationic liposome-mediated gene delivery: biophysical study and mechanism of
internalization. Arch. Biochem. Biophys. 410, 246-253.

Almofti,M.R., Harashima,H., Shinohara,Y., Almofti,A., Li,W., and Kiwada,H. (2003b). Lipoplex
size determines lipofection efficiency with or without serum. Mol. Membr. Biol. 20, 35-43.

An,Z. (2010). Monoclonal antibodies - a proven and rapidly expanding therapeutic modality
for human diseases. Protein Cell 1, 319-330.

Aoki,T., Hagiwara,H., Matsuzaki,T., Suzuki,T., and Takata,K. (2007). Internalization of
caveolae and their relationship with endosomes in cultured human and mouse endothelial
cells. Anat. Sci. Int. 82, 82-97.

Arruda,V.R., Favaro,P., and Finn,J.D. (2009). Strategies to modulate immune responses: a
new frontier for gene therapy. Mol. Ther. 17, 1492-1503.

Astafieva,l., Maksimova,l., Lukanidin,E., Alakhov,V., and Kabanov,A. (1996). Enhancement
of the polycation-mediated DNA uptake and cell transfection with Pluronic P85 block
copolymer. FEBS Lett. 389, 278-280.

Avery,O.T., Macleod,C.M., and McCarty,M. (1944). Studies on the chemical nature of the
substance inducing transformation of pneumococcal types : induction of transformation by a
desoxyribonucleic acid fraction isolated from pneumococcus type Ill. J. Exp. Med. 79, 137-
158.

Aviezer,D., Brill-Almon,E., Shaaltiel,Y., Hashmueli,S., Bartfeld,D., Mizrachi,S., Liberman,Y.,
Freeman,A., Zimran,A., and Galun,E. (2009). A plant-derived recombinant human
glucocerebrosidase enzyme--a preclinical and phase | investigation. PLoS. One. 4, e4792.

Bange,J., Zwick,E., and Ullrich,A. (2001). Molecular targets for breast cancer therapy and
prevention. Nat. Med. 7, 548-552.

Banks,W.A., Gertler,A., Solomon,G., Niv-Spector,L., Shpilman,M., Yi,X., Batrakova,E.,
Vinogradov,S., and Kabanov,A.V. (2011). Principles of strategic drug delivery to the brain
(SDDB): development of anorectic and orexigenic analogs of leptin. Physiol Behav. 105, 145-
149.

Banting,F.G., Best,C.H., Collip,J.B., Campbell, W.R., and Fletcher,A.A. (1922). Pancreatic
extracts in the treatment of diabetes mellitus. Can. Med. Assoc 141-146.

Barrat,F.J., Meeker,T., Gregorio,J., Chan,J.H., Uematsu,S., Akira,S., Chang,B., Duramad,O.,
and Coffman,R.L. (2005). Nucleic acids of mammalian origin can act as endogenous ligands
for Toll-like receptors and may promote systemic lupus erythematosus. J. Exp. Med. 202,
1131-1139.

191



Barteau,B., Chevre,R., Letrou-Bonneval,E., Labas,R., Lambert,O., and Pitard,B. (2008).
Physicochemical parameters of non-viral vectors that govern transfection efficiency. Curr.
Gene Ther. 8, 313-323.

Batrakova,E.V. and Kabanov,A.V. (2008). Pluronic block copolymers: evolution of drug
delivery concept from inert nanocarriers to biological response modifiers. J. Control Release
130, 98-106.

Behr,J.P., Demeneix,B., Loeffler,J.P., and Perez-Mutul,J. (1989). Efficient gene transfer into
mammalian primary endocrine cells with lipopolyamine-coated DNA. Proc. Natl. Acad. Sci. U.
S. A 86, 6982-6986.

Beilvert,F., Tissot,A., Langelot,M., Mevel,M., Chatin,B., Lair,D., Magnan,A., and Pitard,B.
(2012). DNA/Amphiphilic Block Copolymer Nanospheres Reduce Asthmatic Response in a
Mouse Model of Allergic Asthma. Hum. Gene Ther. 23, 597-608.

Bell,P.C., Bergsma,M., Dolbnya,l.P., Bras,W., Stuart,M.C., Rowan,A.E., Feiters,M.C., and
Engberts,J.B. (2003). Transfection mediated by gemini surfactants: engineered escape from
the endosomal compartment. J. Am. Chem. Soc. 125, 1551-1558.

Bello-Roufai,M., Lambert,O., and Pitard,B. (2007). Relationships between the
physicochemical properties of an amphiphilic triblock copolymers/DNA complexes and their
intramuscular transfection efficiency. Nucleic Acids Res. 35, 728-739.

Belmont,P., Aissaoui,A., Hauchecorne,M., Oudrhiri,N., Petit,L., Vigneron,J.P., Lehn,J.M., and
Lehn,P. (2002). Aminoglycoside-derived cationic lipids as efficient vectors for gene
transfection in vitro and in vivo. J. Gene Med. 4, 517-526.

Benn,S.C., Ay,l., Bastia,E., Chian,R.J., Celia,S.A., Pepinsky,R.B., Fishman,P.S.,
Brown,R.H., Jr., and Francis,J.W. (2005). Tetanus toxin fragment C fusion facilitates protein
delivery to CNS neurons from cerebrospinal fluid in mice. J. Neurochem. 95, 1118-1131.

Bertling,W.M., Gareis,M., Paspaleeva,V., Zimmer,A., Kreuter,J., Nurnberg,E., and Harrer,P.
(1991). Use of liposomes, viral capsids, and nanoparticles as DNA carriers. Biotechnol. Appl.
Biochem. 13, 390-405.

Billiet,L., Gomez,J.P., Berchel,M., Jaffres,P.A., Le Gall,T., Montier,T., Bertrand,E.,
Cheradame,H., Guegan,P., Mevel,M., Pitard,B., Benvegnu,T., Lehn,P., Pichon,C., and
Midoux,P. (2012). Gene transfer by chemical vectors, and endocytosis routes of polyplexes,
lipoplexes and lipopolyplexes in a myoblast cell line. Biomaterials 33, 2980-2990.

Blizzard,R.M. (2012). History of growth hormone therapy. Indian J. Pediatr. 79, 87-91.

Bonifaci,N., Sitia,R., and Rubartelli,A. (1995). Nuclear translocation of an exogenous fusion
protein containing HIV Tat requires unfolding. AIDS 9, 995-1000.

Both,L., Banyard,A.C., van Dolleweerd,C., Horton,D.L., Ma,J.K., and Fooks,A.R. (2012).
Passive immunity in the prevention of rabies. Lancet Infect. Dis. 12, 397-407.

Bottega,R. and Epand,R.M. (1992). Inhibition of protein kinase C by cationic amphiphiles.
Biochemistry 31, 9025-9030.

Boussif,0., Lezoualc'h,F., Zanta,M.A., Mergny,M.D., Scherman,D., Demeneix,B., and

Behr,J.P. (1995). A versatile vector for gene and oligonucleotide transfer into cells in culture
and in vivo: polyethylenimine. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 92, 7297-7301.

192



Boutorin,A.S., Gus'kova,L.V., lvanova,E.M., Kobetz,N.D., Zarytova,V.F., Ryte A.S.,
Yurchenko,L.V., and Vlassov,V.V. (1989). Synthesis of alkylating oligonucleotide derivatives
containing cholesterol or phenazinium residues at their 3'-terminus and their interaction with
DNA within mammalian cells. FEBS Lett. 254, 129-132.

Boyer,J.D., Cohen,A.D., Vogt,S., Schumann,K., Nath,B., Ahn,L., Lacy,K., Bagarazzi,M.L.,
Higgins, T.J., Baine,Y., Ciccarelli,R.B., Ginsberg,R.S., MacGregor,R.R., and Weiner,D.B.
(2000). Vaccination of seronegative volunteers with a human immunodeficiency virus type 1
env/rev DNA vaccine induces antigen-specific proliferation and lymphocyte production of
beta-chemokines. J. Infect. Dis. 181, 476-483.

Campbell,P.L., McCluskey,J., Yeo,J.P., and Toh,B.H. (1995). Electroporation of antibodies
into mammalian cells. Methods Mol. Biol. 48, 83-92.

Cany,J., Barteau,B., Tran,L., Gauttier,V., Archambeaud,l., Couty,J.P., Turlin,B., Pitard,B.,
Vassaux,G., Ferry,N., and Conchon,S. (2011). AFP-specific immunotherapy impairs growth
of autochthonous hepatocellular carcinoma in mice. J. Hepatol. 54, 115-121.

Carlisle,R.C., Bettinger,T., Ogris,M., Hale,S., Mautner,V., and Seymour,L.W. (2001).
Adenovirus hexon protein enhances nuclear delivery and increases transgene expression of
polyethylenimine/plasmid DNA vectors. Mol. Ther. 4, 473-483.

Caron,N.J., Quenneville,S.P., and Tremblay,J.P. (2004). Endosome disruption enhances the
functional nuclear delivery of Tat-fusion proteins. Biochem. Biophys. Res Commun. 319, 12-
20.

Cavazzana-Calvo,M., Hacein-Bey,S., de Saint,B.G., Gross,F., Yvon,E., Nusbaum,P., Selz,F.,
Hue,C., Certain,S., Casanova,J.L., Bousso,P., Deist,F.L., and Fischer,A. (2000). Gene
therapy of human severe combined immunodeficiency (SCID)-X1 disease. Science 288, 669-
672.

Chauhan,A., Tikoo,A., Kapur,A.K., and Singh,M. (2007). The taming of the cell penetrating
domain of the HIV Tat: myths and realities. J. Control Release 117, 148-162.

Chevre,R., Le,B.O., Beilvert,F., Chatin,B., Barteau,B., Mevel,M., Lambert,O., and Pitard,B.
(2011). Amphiphilic block copolymers enhance the cellular uptake of DNA molecules through
a facilitated plasma membrane transport. Nucleic Acids Res. 39, 1610-1622.

Choi,J.H., Jang,J.Y., Joung,Y.K., Kwon,M.H., and Park,K.D. (2010). Intracellular delivery and
anti-cancer effect of self-assembled heparin-Pluronic nanogels with RNase A. J. Control
Release 147, 420-427.

Choi,S.0., Kim,Y.C., Lee,J.W., Park,J.H., Prausnitz,M.R., and Allen,M.G. (2012). Intracellular
protein delivery and gene transfection by electroporation using a microneedle electrode
array. Small 8, 1081-1091.

Cohen,R.N., van der Aa,M.A., Macaraeg,N., Lee,A.P., and Szoka,F.C., Jr. (2009).
Quantification of plasmid DNA copies in the nucleus after lipoplex and polyplex transfection.
J. Control Release 135, 166-174.

Cohen,S., Coue,G., Beno,D., Korenstein,R., and Engbersen,J.F. (2012). Bioreducible
poly(amidoamine)s as carriers for intracellular protein delivery to intestinal cells. Biomaterials
33, 614-623.

Colas,J., Faure,G., Saussereau,E., Trudel,S., Rabeh,W.M., Bitam,S., Guerrera,l.C.,
Fritsch,J., Sermet-Gaudelus,l., Davezac,N., Brouillard,F., Lukacs,G.L., Herrmann,H.,

193



Ollero,M., and Edelman,A. (2012). Disruption of cytokeratin-8 interaction with F508del-CFTR
corrects its functional defect. Hum. Mol. Genet. 21, 623-634.

Coll,R.C. and O'Neill,L.A. (2011). The cytokine release inhibitory drug CRID3 targets ASC
oligomerisation in the NLRP3 and AIM2 inflammasomes. PL0S. One. 6, €29539.

Conner,S.D. and Schmid,S.L. (2003). Regulated portals of entry into the cell. Nature 422, 37-
44,

Courtete,J., Sibler,A.P., Zeder-Lutz,G., Dalkara,D., Oulad-Abdelghani,M., Zuber,G., and
Weiss,E. (2007). Suppression of cervical carcinoma cell growth by intracytoplasmic
codelivery of anti-oncoprotein E6 antibody and small interfering RNA. Mol. Cancer Ther. 6,
1728-1735.

Cullis,P.R. and Hope,M.J. (1978). Effects of fusogenic agent on membrane structure of
erythrocyte ghosts and the mechanism of membrane fusion. Nature 271, 672-674.

Dalemans,W., Barbry,P., Champigny,G., Jallat,S., Dott,K., Dreyer,D., Crystal,R.G.,
Pavirani,A., Lecocq,J.P., and Lazdunski,M. (1991). Altered chloride ion channel kinetics
associated with the delta F508 cystic fibrosis mutation. Nature 354, 526-528.

Dalkara,D., Chandrashekhar,C., and Zuber,G. (2006). Intracellular protein delivery with a
dimerizable amphiphile for improved complex stability and prolonged protein release in the
cytoplasm of adherent cell lines. J. Control Release 116, 353-359.

Dalkara,D., Zuber,G., and Behr,J.P. (2004). Intracytoplasmic delivery of anionic proteins.
Mol. Ther. 9, 964-969.

Davezac,N., Tondelier,D., Lipecka,J., Fanen,P., Demaugre,F., Debski,J., Dadlez,M.,
Schrattenholz,A., Cahill,M.A., and Edelman,A. (2004). Global proteomic approach unmasks
involvement of keratins 8 and 18 in the delivery of cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator (CFTR)/deltaF508-CFTR to the plasma membrane. Proteomics. 4,
3833-3844.

Davies,L.A., Hyde,S.C., Nunez-Alonso,G., Bazzani,R.P., Harding-Smith,R., Pringle,l.A.,
Lawton,A.E., Abdullah,S., Roberts,T.C., McCormick,D., Sumner-Jones,S.G., and Gill,D.R.
(2012b). The use of CpG-free plasmids to mediate persistent gene expression following
repeated aerosol delivery of pPDNA/PEI complexes. Biomaterials 33, 5618-5627.

Davies,L.A., Hyde,S.C., Nunez-Alonso,G., Bazzani,R.P., Harding-Smith,R., Pringle,l.A.,
Lawton,A.E., Abdullah,S., Roberts,T.C., McCormick,D., Sumner-Jones,S.G., and Gill,D.R.
(2012a). The use of CpG-free plasmids to mediate persistent gene expression following
repeated aerosol delivery of pPDNA/PEI complexes. Biomaterials 33, 5618-5627.

Dean,D.A., Dean,B.S., Muller,S., and Smith,L.C. (1999). Sequence requirements for plasmid
nuclear import. Exp. Cell Res. 253, 713-722.

Debs,R.J., Freedman,L.P., Edmunds,S., Gaensler,K.L., Duzgunes,N., and Yamamoto,K.R.
(1990). Regulation of gene expression in vivo by liposome-mediated delivery of a purified
transcription factor. J. Biol. Chem. 265, 10189-10192.

Demeneix,B. and Behr,J.P. (2005). Polyethylenimine (PEI). Adv. Genet. 53PA, 215-230.
Desigaux,L., Gourden,C., Bello-Roufai,M., Richard,P., Oudrhiri,N., Lehn,P., Escande,D.,
Pollard,H., and Pitard,B. (2005). Nonionic amphiphilic block copolymers promote gene
transfer to the lung. Hum. Gene Ther. 16, 821-829.

194



Desigaux,L., Sainlos,M., Lambert,O., Chevre,R., Letrou-Bonneval,E., Vigneron,J.P., Lehn,P.,
Lehn,J.M., and Pitard,B. (2007). Self-assembled lamellar complexes of siRNA with lipidic
aminoglycoside derivatives promote efficient SiRNA delivery and interference. Proc. Natl.
Acad. Sci. U. S. A 104, 16534-16539.

Desmet,C.J. and Ishii,K.J. (2012). Nucleic acid sensing at the interface between innate and
adaptive immunity in vaccination. Nat. Rev. Immunol. 12, 479-491.

Dimitriadis,G.J. (1978). Entrapment of ribonucleic acids in liposomes. FEBS Lett. 86, 289-
293.

Dingermann,T. (2008). Recombinant therapeutic proteins: production platforms and
challenges. Biotechnol. J. 3, 90-97.

Drury,L. (1994). Transformation of bacteria by electroporation. Methods Mol. Biol. 31, 1-8.

Dubes ,G.R. and Klingler,E.A. (1961). Facilitation of infection of monkey cells with poliovirus
"ribonucleic acid". Science 133, 99-100.

Eagle ,H. (1955). Nutrition needs of mammalian cells in tissue culture. Science 122, 501-514.

Eastman,S.J., Siegel,C., Tousignant,J., Smith,A.E., Cheng,S.H., and Scheule,R.K. (1997).
Biophysical characterization of cationic lipid: DNA complexes. Biochim. Biophys. Acta 1325,
41-62.

El Sayed,A., Futaki,S., and Harashima,H. (2009). Delivery of macromolecules using arginine-
rich cell-penetrating peptides: ways to overcome endosomal entrapment. AAPS. J. 11, 13-
22.

Endo,Y. and Tsurugi,K. (1987). RNA N-glycosidase activity of ricin A-chain. Mechanism of
action of the toxic lectin ricin on eukaryotic ribosomes. J. Biol. Chem. 262, 8128-8130.

Eschbach,J.W., Egrie,J.C., Downing,M.R., Browne,J.K., and Adamson,J.W. (1987).
Correction of the anemia of end-stage renal disease with recombinant human erythropoietin.
Results of a combined phase | and Il clinical trial. N. Engl. J. Med. 316, 73-78.

Escriou,V., Carriere,M., Bussone,F., Wils,P., and Scherman,D. (2001). Critical assessment of
the nuclear import of plasmid during cationic lipid-mediated gene transfer. J. Gene Med. 3,
179-187.

Escriou,V., Ciolina,C., Lacroix,F., Byk,G., Scherman,D., and Wils,P. (1998). Cationic lipid-
mediated gene transfer: effect of serum on cellular uptake and intracellular fate of
lipopolyamine/DNA complexes. Biochim. Biophys. Acta 1368, 276-288.

Falnes,P.O. and Sandvig,K. (2000). Penetration of protein toxins into cells. Curr. Opin. Cell
Biol. 12, 407-413.

Farhood,H., Bottega,R., Epand,R.M., and Huang,L. (1992). Effect of cationic cholesterol
derivatives on gene transfer and protein kinase C activity. Biochim. Biophys. Acta 1111, 239-
246.

Felgner,J.H., Kumar,R., Sridhar,C.N., Wheeler,C.J., Tsai,Y.J., Border,R., Ramsey,P.,

Martin,M., and Felgner,P.L. (1994). Enhanced gene delivery and mechanism studies with a
novel series of cationic lipid formulations. J. Biol. Chem. 269, 2550-2561.

195



Felgner,P.L., Gadek,T.R., Holm,M., Roman,R., Chan,H.W., Wenz,M., Northrop,J.P.,
Ringold,G.M., and Danielsen,M. (1987). Lipofection: a highly efficient, lipid-mediated DNA-
transfection procedure. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 84, 7413-7417.

Felgner,P.L., Tsai,Y.J., Sukhu,L., Wheeler,C.J., Manthorpe,M., Marshall,J., and Cheng,S.H.
(1995). Improved cationic lipid formulations for in vivo gene therapy. Ann. N. Y. Acad. Sci.
772, 126-139.

Ferrari,M.E., Nguyen,C.M., Zelphati,O., Tsai,Y., and Felgner,P.L. (1998). Analytical methods
for the characterization of cationic lipid-nucleic acid complexes. Hum. Gene Ther. 9, 341-
351.

Feuerstein,B.G., Pattabiraman,N., and Marton,L.J. (1986). Spermine-DNA interactions: a
theoretical study. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 83, 5948-5952.

Fintini,D., Brufani,C., and Cappa,M. (2009). Profile of mecasermin for the long-term
treatment of growth failure in children and adolescents with severe primary IGF-1 deficiency.
Ther. Clin. Risk Manag. 5, 553-559.

Ford,K.G., Souberbielle,B.E., Darling,D., and Farzaneh,F. (2001). Protein transduction: an
alternative to genetic intervention? Gene Ther. 8, 1-4.

Fraley,R., Subramani,S., Berg,P., and Papahadjopoulos,D. (1980). Introduction of liposome-
encapsulated SV40 DNA into cells. J. Biol. Chem. 255, 10431-10435.

Frankel,A.D. and Pabo,C.O. (1988). Cellular uptake of the tat protein from human
immunodeficiency virus. Cell 55, 1189-1193.

Fretz,M.M., Hogset,A., Koning,G.A., Jiskoot,W., and Storm,G. (2007). Cytosolic delivery of
liposomally targeted proteins induced by photochemical internalization. Pharm. Res. 24,
2040-2047.

Friedmann,T. (1992). A brief history of gene therapy. Nat. Genet. 2, 93-98.

Fuchs,H.J., Borowitz,D.S., Christiansen,D.H., Morris,E.M., Nash,M.L., Ramsey,B.W.,
Rosenstein,B.J., Smith,A.L., and Wohl,M.E. (1994). Effect of aerosolized recombinant human
DNase on exacerbations of respiratory symptoms and on pulmonary function in patients with
cystic fibrosis. The Pulmozyme Study Group. N. Engl. J. Med. 331, 637-642.

Gao,X. and Huang,L. (1991). A novel cationic liposome reagent for efficient transfection of
mammalian cells. Biochem. Biophys. Res Commun. 179, 280-285.

Gartler ,S.M. and Pavlovskis ,0.R. (1960). Demonstration of celluar uptake of polymerized
DNA in mammalian cell cultures. Biochem. Biophys. Res Commun. 3, 127-131.

Gaymalov,Z.Z., Yang,Z., Pisarev,V.M., Alakhov,V.Y., and Kabanov,A.V. (2009). The effect of
the nonionic block copolymer pluronic P85 on gene expression in mouse muscle and
antigen-presenting cells. Biomaterials 30, 1232-1245.

Gehl,J. (2003). Electroporation: theory and methods, perspectives for drug delivery, gene
therapy and research. Acta Physiol Scand. 177, 437-447.

Giannotti,M.l., Esteban,O., Oliva,M., Garcia-Parajo,M.F., and Sanz,F. (2011). pH-responsive

polysaccharide-based polyelectrolyte complexes as nanocarriers for lysosomal delivery of
therapeutic proteins. Biomacromolecules. 12, 2524-2533.

196



Graessmann,M., Menne,J., Liebler,M., Graeber,l., and Graessmann,A. (1989). Helper
activity for gene expression, a novel function of the SV40 enhancer. Nucleic Acids Res. 17,
6603-6612.

Gregoriadis,G., Leathwood,P.D., and Ryman,B.E. (1971). Enzyme entrapment in liposomes.
FEBS Lett. 14, 95-99.

Grieger,J.C. and Samulski,R.J. (2005). Adeno-associated virus as a gene therapy vector:
vector development, production and clinical applications. Adv. Biochem. Eng Biotechnol. 99,
119-145.

Guillaume,C., Delepine,P., Mercier,B., Gobin,E., Leroy,J.P., Morin,V., and Ferec,C. (2000).
Phosphonocationic lipids in protein delivery to mice lungs. J. Pharm. Sci. 89, 639-645.

Guo,H., Hao,R., Wei,Y., Sun,D., Sun,S., and Zhang,Z. (2012). Optimization of
Electrotransfection Conditions of Mammalian Cells with Different Biological Features. J.
Membr. Biol.

Gustafsson,J., Arvidson,G., Karlsson,G., and Almgren,M. (1995). Complexes between
cationic liposomes and DNA visualized by cryo-TEM. Biochim. Biophys. Acta 1235, 305-312.

Hacein-Bey-Abina,S., Garrigue,A., Wang,G.P., Soulier,J., Lim,A., Morillon,E., Clappier,E.,
Caccavelli,L., Delabesse,E., Beldjord,K., Asnafi,V., Maclintyre,E., Dal Cortivo,L., Radford,l.,
Brousse,N., Sigaux,F., Moshous,D., Hauer,J., Borkhardt,A., Belohradsky,B.H.,
Wintergerst,U., Velez,M.C., Leiva,L., Sorensen,R., Wulffraat,N., Blanche,S., Bushman,F.D.,
Fischer,A., and Cavazzana-Calvo,M. (2008). Insertional oncogenesis in 4 patients after
retrovirus-mediated gene therapy of SCID-X1. J. Clin. Invest 118, 3132-3142.

Hafez,l.M. and Cullis,P.R. (2001). Roles of lipid polymorphism in intracellular delivery. Adv.
Drug Deliv. Rev 47, 139-148.

Heitz,F., Morris,M.C., and Divita,G. (2009). Twenty years of cell-penetrating peptides: from
molecular mechanisms to therapeutics. Br. J. Pharmacol 157, 195-206.

Ho,S.Y. and Mittal,G.S. (1996). Electroporation of cell membranes: a review. Crit Rev.
Biotechnol. 16, 349-362.

Holbourn,K.P., Shone,C.C., and Acharya,K.R. (2006). A family of killer toxins. Exploring the
mechanism of ADP-ribosylating toxins. FEBS J. 273, 4579-4593.

Hornung,V. and Latz,E. (2010). Intracellular DNA recognition. Nat. Rev. Immunol. 10, 123-
130.

Huang,Q., Li,F., Liu,X., Li,W., Shi,W., Liu,F.F., O'Sullivan,B., He,Z., Peng,Y., Tan,A.C.,
Zhou,L., Shen,J., Han,G., Wang,X.J., Thorburn,J., Thorburn,A., Jimeno,A., Raben,D.,
Bedford,J.S., and Li,C.Y. (2011). Caspase 3-mediated stimulation of tumor cell repopulation
during cancer radiotherapy. Nat. Med. 17, 860-866.

Hui,S.W., Langner,M., Zhao,Y.L., Ross,P., Hurley,E., and Chan,K. (1996). The role of helper
lipids in cationic liposome-mediated gene transfer. Biophys. J. 71, 590-599.

Hyman,B.T. and Yuan,J. (2012). Apoptotic and non-apoptotic roles of caspases in neuronal
physiology and pathophysiology. Nat. Rev Neurosci. 13, 395-406.

Imamura,J., Suzuki,Y., Gonda,K., Roy,C.N., Gatanaga,H., Ohuchi,N., and Higuchi,H. (2011).
Single particle tracking confirms that multivalent Tat protein transduction domain-induced

197



heparan sulfate proteoglycan cross-linkage activates Racl for internalization. J. Biol. Chem.
286, 10581-10592.

Jacobson,R.H., Zhang,X.J., DuBose,R.F., and Matthews,B.W. (1994). Three-dimensional
structure of beta-galactosidase from E. coli. Nature 369, 761-766.

James,M.B. and Giorgio,T.D. (2000). Nuclear-associated plasmid, but not cell-associated
plasmid, is correlated with transgene expression in cultured mammalian cells. Mol. Ther. 1,
339-346.

Janicke,R.U., Ng,P., Sprengart,M.L., and Porter,A.G. (1998a). Caspase-3 is required for
alpha-fodrin cleavage but dispensable for cleavage of other death substrates in apoptosis. J.
Biol. Chem. 273, 15540-15545.

Janicke,R.U., Sprengart,M.L., Wati,M.R., and Porter,A.G. (1998b). Caspase-3 is required for
DNA fragmentation and morphological changes associated with apoptosis. J. Biol. Chem.
273, 9357-9360.

Joliot,A., Pernelle,C., Deagostini-Bazin,H., and Prochiantz,A. (1991). Antennapedia
homeobox peptide regulates neural morphogenesis. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 88, 1864-
1868.

Jungas,T., Motta,l., Duffieux,F., Fanen,P., Stoven,V., and Ojcius,D.M. (2002). Glutathione
levels and BAX activation during apoptosis due to oxidative stress in cells expressing wild-
type and mutant cystic fibrosis transmembrane conductance regulator. J. Biol. Chem. 277,
27912-27918.

Kaczmarczyk,S.J., Sitaraman,K., Young,H.A., Hughes,S.H., and Chatterjee,D.K. (2011).
Protein delivery using engineered virus-like particles. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 108,
16998-17003.

Kamiya,H., Fujimura,Y., Matsuoka,l., and Harashima,H. (2002). Visualization of intracellular
trafficking of exogenous DNA delivered by cationic liposomes. Biochem. Biophys. Res.
Commun. 298, 591-597.

Karamitsos,D.T. (2011). The story of insulin discovery. Diabetes Res. Clin. Pract. 93 Suppl 1,
S2-S8.

Kim,D., Kim,C.H., Moon,J.l., Chung,Y.G., Chang,M.Y., Han,B.S., Ko,S., Yang,E., Cha,K.Y.,
Lanza,R., and Kim,K.S. (2009). Generation of human induced pluripotent stem cells by direct
delivery of reprogramming proteins. Cell Stem Cell 4, 472-476.

Kim,E.S., Yang,S.W., Hong,D.K., KimW.T., Kim,H.G., and Lee,S.K. (2010a). Cell-
penetrating DNA-binding protein as a safe and efficient naked DNA delivery carrier in vitro
and in vivo. Biochem. Biophys. Res Commun. 392, 9-15.

Kim,S.K., Foote,M.B., and Huang,L. (2012). The targeted intracellular delivery of cytochrome
C protein to tumors using lipid-apolipoprotein nanoparticles. Biomaterials 33, 3959-3966.

Kim,T., Pazhoor,S., Bao,M., Zhang,Z., Hanabuchi,S., Facchinetti,V., Bover,L., Plumas,J.,
Chaperot,L., Qin,J., and Liu,Y.J. (2010b). Aspartate-glutamate-alanine-histidine box motif
(DEAH)/RNA helicase A helicases sense microbial DNA in human plasmacytoid dendritic
cells. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 107, 15181-15186.

198



Ko,Y.T., Falcao,C., and Torchilin,V.P. (2009). Cationic liposomes loaded with proapoptotic
peptide D-(KLAKLAK)(2) and Bcl-2 antisense oligodeoxynucleotide G3139 for enhanced
anticancer therapy. Mol. Pharm. 6, 971-977.

Kohler,G. and Milstein,C. (1975). Continuous cultures of fused cells secreting antibody of
predefined specificity. Nature 256, 495-497.

Koltover,l., Salditt, T., Radler,J.O., and Safinya,C.R. (1998). An inverted hexagonal phase of
cationic liposome-DNA complexes related to DNA release and delivery. Science 281, 78-81.

Komarova,Y., Peloquin,J., and Borisy,G. (2007). Microinjection of protein samples. CSH.
Protoc. 2007, db.

Kreiss,P., Cameron,B., Rangara,R., Mailhe,P., Aguerre-Charriol,O., Airiau,M., Scherman,D.,
Crouzet,J., and Pitard,B. (1999). Plasmid DNA size does not affect the physicochemical
properties of lipoplexes but modulates gene transfer efficiency. Nucleic Acids Res. 27, 3792-
3798.

Krolick,K.A., Villemez,C., Isakson,P., Uhr,J.W., and Vitetta,E.S. (1980). Selective killing of
normal or neoplastic B cells by antibodies coupled to the A chain of ricin. Proc. Natl. Acad.
Sci. U. S. A 77, 5419-5423.

Krylova,0.0., Melik-Nubarov,N.S., Badun,G.A., Ksenofontov,A.L., Menger,F.M., and
Yaroslavov,A.A. (2003). Pluronic L61 accelerates flip-flop and transbilayer doxorubicin
permeation. Chemistry. 9, 3930-3936.

Kumar,S. (1997). The apoptotic cysteine protease CPP32. Int. J. Biochem. Cell Biol. 29, 393-
396.

Kumar,V.V., Pichon,C., Refregiers,M., Guerin,B., Midoux,P., and Chaudhuri,A. (2003). Single
histidine residue in head-group region is sufficient to impart remarkable gene transfection
properties to cationic lipids: evidence for histidine-mediated membrane fusion at acidic pH.
Gene Ther. 10, 1206-1215.

Laemmli,U.K. (1970). Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature 227, 680-685.

Lalli,G., Bohnert,S., Deinhardt,K., Verastegui,C., and Schiavo,G. (2003). The journey of
tetanus and botulinum neurotoxins in neurons. Trends Microbiol. 11, 431-437.

Le Bihan,O., Chevre,R., Mornet,S., Garnier,B., Pitard,B., and Lambert,O. (2011). Probing the
in vitro mechanism of action of cationic lipid/DNA lipoplexes at a nanometric scale. Nucleic
Acids Res 39, 1595-1609.

Leblond,A.L., Naud,P., Forest,V., Gourden,C., Sagan,C., Romefort,B., Mathieu,E.,
Delorme,B., Collin,C., Pages,J.C., Sensebe,L., Pitard,B., and Lemarchand,P. (2009).
Developing cell therapy techniques for respiratory disease: intratracheal delivery of
genetically engineered stem cells in a murine model of airway injury. Hum. Gene Ther. 20,
1329-1343.

Lemieux,P., Guerin,N., Paradis,G., Proulx,R., Chistyakova,L., Kabanov,A., and Alakhov,V.

(2000). A combination of poloxamers increases gene expression of plasmid DNA in skeletal
muscle. Gene Ther. 7, 986-991.

199



Letrou-Bonneval,E., Chevre,R., Lambert,O., Costet,P., Andre,C., Tellier,C., and Pitard,B.
(2008). Galactosylated multimodular lipoplexes for specific gene transfer into primary
hepatocytes. J. Gene Med. 10, 1198-1209.

Li,F., Huang,Q., Chen,J., Peng,Y., Roop,D.R., Bedford,J.S., and Li,C.Y. (2010). Apoptotic
cells activate the "phoenix rising" pathway to promote wound healing and tissue
regeneration. Sci. Signal. 3, ral3.

Liu,X., Zou,H., Slaughter,C., and Wang,X. (1997). DFF, a heterodimeric protein that
functions downstream of caspase-3 to trigger DNA fragmentation during apoptosis. Cell 89,
175-184.

Lubamba,B., Dhooghe,B., Noel,S., and Leal, T. (2012). Cystic fibrosis: Insight into CFTR
pathophysiology and pharmacotherapy. Clin. Biochem.

Luby-Phelps,K. (2000). Cytoarchitecture and physical properties of cytoplasm: volume,
viscosity, diffusion, intracellular surface area. Int. Rev. Cytol. 192, 189-221.

Lundberg,P. and Langel,U. (2003). A brief introduction to cell-penetrating peptides. J. Mol.
Recognit. 16, 227-233.

Lyu,M.A., Cheung,L.H., Hittelman,W.N., Liu,Y., Marks,J.W., Cho,M.J., and Rosenblum,M.G.
(2012a). Bax345/BLyS: a novel, completely human fusion protein targeting malignant B cells
and delivering a unique mitochondrial toxin. Cancer Lett. 322, 159-168.

Lyu,M.A., Pham,L.V., Sung,B., Tamayo,A.T., Ahn,K.S., Hittelman,W.N., Cheung,L.H.,
Marks,J.W., Cho,M.J., Ford,R.J., Aggarwal,B.B., and Rosenblum,M.G. (2012b). The
therapeutic effects of rGel/BLyS fusion toxin in in vitro and in vivo models of mantle cell
lymphoma. Biochem. Pharmacol. 84, 451-458.

Ma,B., Zhang,S., Jiang,H., Zhao,B., and Lv,H. (2007). Lipoplex morphologies and their
influences on transfection efficiency in gene delivery. J. Control Release 123, 184-194.

Madhumathi,J. and Verma,R.S. (2012). Therapeutic targets and recent advances in protein
immunotoxins. Curr. Opin. Microbiol. 15, 300-309.

Magee,W.E., Goff,C.W., Schoknecht,J., Smith,M.D., and Cherian,K. (1974). The interaction
of cationic liposomes containing entrapped horseradish peroxidase with cells in culture. J.
Cell Biol. 63, 492-504.

Mahato,R.l., Anwer, K., Tagliaferri,F., Meaney,C., Leonard,P., Wadhwa,M.S., Logan,M.,
French,M., and Rolland,A. (1998). Biodistribution and gene expression of lipid/plasmid
complexes after systemic administration. Hum. Gene Ther. 9, 2083-2099.

Maloney,D.G. (2012). Anti-CD20 antibody therapy for B-cell lymphomas. N. Engl. J. Med.
366, 2008-2016.

Manoukian,G. and Hagemeister,F. (2009). Denileukin diftitox: a novel immunotoxin. Expert.
Opin. Biol. Ther. 9, 1445-1451.

Mansoura,M.K., Biwersi,J., Ashlock,M.A., and Verkman,A.S. (1999). Fluorescent chloride
indicators to assess the efficacy of CFTR cDNA delivery. Hum. Gene Ther. 10, 861-875.

Marshall,E. (1999). Gene therapy death prompts review of adenovirus vector. Science 286,
2244-2245.

200



Mcliroy,D., Barteau,B., Cany,J., Richard,P., Gourden,C., Conchon,S., and Pitard,B. (2009).
DNA/amphiphilic block copolymer nanospheres promote low-dose DNA vaccination. Mol.
Ther. 17, 1473-1481.

Merchant,F.A., Holmes,W.H., Capelli-Schellpfeffer,M., Lee,R.C., and Toner,M. (1998).
Poloxamer 188 enhances functional recovery of lethally heat-shocked fibroblasts. J. Surg.
Res 74, 131-140.

Mevel,M., Neveu,C., Goncalves,C., Yaouanc,J.J., Pichon,C., Jaffres,P.A., and Midoux,P.
(2008). Novel neutral imidazole-lipophosphoramides for transfection assays. Chem.
Commun. (Camb. ) 3124-3126.

Mevel,M., Sainlos,M., Chatin,B., Oudrhiri,N., Hauchecorne,M., Lambert,O., Vigneron,J.P.,
Lehn,P., Pitard,B., and Lehn,J.M. (2012). Paromomycin and nheomycin B derived cationic
lipids: synthesis and transfection studies. J. Control Release 158, 461-469.

Midoux,P., LeCam,E., Coulaud,D., Delain,E., and Pichon,C. (2002). Histidine containing
peptides and polypeptides as nucleic acid vectors. Somat. Cell Mol. Genet. 27, 27-47.

Midoux,P., Pichon,C., Yaouanc,J.J., and Jaffres,P.A. (2009). Chemical vectors for gene
delivery: a current review on polymers, peptides and lipids containing histidine or imidazole
as nucleic acids carriers. Br. J. Pharmacol 157, 166-178.

Miller,A.D., Jolly,D.J., Friedmann,T., and Verma,l.M. (1983). A transmissible retrovirus
expressing human hypoxanthine phosphoribosyltransferase (HPRT): gene transfer into cells
obtained from humans deficient in HPRT. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 80, 4709-4713.

Mindell,J.A. (2012). Lysosomal acidification mechanisms. Annu. Rev Physiol 74, 69-86.

Mislick,K.A. and Baldeschwieler,J.D. (1996). Evidence for the role of proteoglycans in cation-
mediated gene transfer. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 93, 12349-12354.

Mok,K.W. and Cullis,P.R. (1997). Structural and fusogenic properties of cationic liposomes in
the presence of plasmid DNA. Biophys. J. 73, 2534-2545.

Montgomery,D.L., Shiver,J.W., Leander,K.R., Perry,H.C., Friedman,A., Martinez,D.,
Ulmer,J.B., Donnelly,J.J., and Liu,M.A. (1993). Heterologous and homologous protection
against influenza A by DNA vaccination: optimization of DNA vectors. DNA Cell Biol. 12, 777-
783.

Moolten,F.L. and Cooperband,S.R. (1970). Selective destruction of target cells by diphtheria
toxin conjugated to antibody directed against antigens on the cells. Science 169, 68-70.

Mumper,R.J., Duguid,J.G., Anwer, K., Barron,M.K., Nitta,H., and Rolland,A.P. (1996).
Polyvinyl derivatives as novel interactive polymers for controlled gene delivery to muscle.
Pharm. Res 13, 701-709.

Muratori,C., Bona,R., and Federico,M. (2010). Lentivirus-based virus-like particles as a new
protein delivery tool. Methods Mol. Biol. 614, 111-124.

Naldini,L., Blomer,U., Gallay,P., Ory,D., Mulligan,R., Gage,F.H., Verma,|.M., and Trono,D.
(1996). In vivo gene delivery and stable transduction of nondividing cells by a lentiviral
vector. Science 272, 263-267.

Neumann,E., Schaefer-Ridder,M., Wang,Y., and Hofschneider,P.H. (1982). Gene transfer
into mouse lyoma cells by electroporation in high electric fields. EMBO J. 1, 841-845.

201



Nicolau,C., Le Pape,A., Soriano,P., Fargette,F., and Juhel,M.F. (1983). In vivo expression of
rat insulin after intravenous administration of the liposome-entrapped gene for rat insulin I.
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 80, 1068-1072.

Ogris,M. and Wagner,E. (2002). Targeting tumors with non-viral gene delivery systems. Drug
Discov. Today 7, 479-485.

Oudrhiri,N., Vigneron,J.P., Peuchmaur,M., Leclerc,T., Lehn,J.M., and Lehn,P. (1997). Gene
transfer by guanidinium-cholesterol cationic lipids into airway epithelial cells in vitro and in
vivo. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 94, 1651-1656.

Pack,D.W., Hoffman,A.S., Pun,S., and Stayton,P.S. (2005). Design and development of
polymers for gene delivery. Nat. Rev Drug Discov. 4, 581-593.

Palte,M.J. and Raines,R.T. (2012). Interaction of nucleic acids with the glycocalyx. J. Am.
Chem. Soc. 134, 6218-6223.

Pastan,l., Hassan,R., Fitzgerald,D.J., and Kreitman,R.J. (2007). Immunotoxin treatment of
cancer. Annu. Rev. Med. 58, 221-237.

Peretti,S., Schiavoni,l., Pugliese,K., and Federico,M. (2005). Cell death induced by the
herpes simplex virus-1 thymidine kinase delivered by human immunodeficiency virus-1-
based virus-like particles. Mol. Ther. 12, 1185-1196.

Perez,F., Joliot,A., Bloch-Gallego,E., Zahraoui,A., Triller,A., and Prochiantz,A. (1992).
Antennapedia homeobox as a signal for the cellular internalization and nuclear addressing of
a small exogenous peptide. J. Cell Sci. 102 ( Pt 4), 717-722.

Pirkmajer,S. and Chibalin,A.V. (2011). Serum starvation: caveat emptor. Am. J. Physiol Cell
Physiol 301, C272-C279.

Piron,J., Quang,K.L., Briec,F., Amirault,J.C., Leoni,A.L., Desigaux,L., Escande,D., Pitard,B.,
and Charpentier,F. (2008). Biological pacemaker engineered by nonviral gene transfer in a
mouse model of complete atrioventricular block. Mol. Ther. 16, 1937-1943.

Pitard,B. (2002). Supramolecular assemblies of DNA delivery systems. Somat. Cell Mol.
Genet. 27, 5-15.

Pitard,B., Aguerre,O., Airiau,M., Lachages,A.M., Boukhnikachvili,T., Byk,G., Dubertret,C.,
Herviou,C., Scherman,D., Mayaux,J.F., and Crouzet,J. (1997). Virus-sized self-assembling
lamellar complexes between plasmid DNA and cationic micelles promote gene transfer.
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 94, 14412-14417.

Pitard,B., Bello-Roufai,M., Lambert,O., Richard,P., Desigaux,L., Fernandes,S., Lanctin,C.,
Pollard,H., Zeghal,M., Rescan,P.Y., and Escande,D. (2004). Negatively charged self-
assembling DNA/poloxamine nanospheres for in vivo gene transfer. Nucleic Acids Res. 32,
el59.

Pitard,B., Oudrhiri,N., Lambert,O., Vivien,E., Masson,C., Wetzer,B., Hauchecorne,M.,
Scherman,D., Rigaud,J.L., Vigneron,J.P., Lehn,J.M., and Lehn,P. (2001). Sterically stabilized
BGTC-based lipoplexes: structural features and gene transfection into the mouse airways in
vivo. J. Gene Med. 3, 478-487.

Pitard,B., Oudrhiri,N., Vigneron,J.P., Hauchecorne,M., Aguerre,O., Toury,R., Airiau,M.,
Ramasawmy,R., Scherman,D., Crouzet,J., Lehn,J.M., and Lehn,P. (1999). Structural

202



characteristics of supramolecular assemblies formed by guanidinium-cholesterol reagents for
gene transfection. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 96, 2621-2626.

Pitard,B., Pollard,H., Agbulut,O., Lambert,O., Vilquin,J.T., Cherel,Y., Abadie,J., Samuel,J.L.,
Rigaud,J.L., Menoret,S., Anegon,l., and Escande,D. (2002). A nonionic amphiphile agent
promotes gene delivery in vivo to skeletal and cardiac muscles. Hum. Gene Ther. 13, 1767-
1775.

Pollard,H., Remy,J.S., Loussouarn,G., Demolombe,S., Behr,J.P., and Escande,D. (1998).
Polyethylenimine but not cationic lipids promotes transgene delivery to the nucleus in
mammalian cells. J. Biol. Chem. 273, 7507-7511.

Porter,A.G. and Janicke,R.U. (1999). Emerging roles of caspase-3 in apoptosis. Cell Death.
Differ. 6, 99-104.

Pringle,l.A., Hyde,S.C., Connolly,M.M., Lawton,A.E., Xu,B., Nunez-Alonso,G., Davies,L.A.,
Sumner-Jones,S.G., and Gill,D.R. (2012). CpG-free plasmid expression cassettes for cystic
fibrosis gene therapy. Biomaterials 33, 6833-6842.

Rao,N.M. (2010). Cationic lipid-mediated nucleic acid delivery: beyond being cationic. Chem.
Phys. Lipids 163, 245-252.

Reisine, T., Rougon,G., and Barbet,J. (1986). Liposome delivery of cyclic AMP-dependent
protein kinase inhibitor into intact cells: specific blockade of cyclic AMP-mediated
adrenocorticotropin release from mouse anterior pituitary tumor cells. J. Cell Biol. 102, 1630-
1637.

Reisine, T., Rougon,G., Barbet,J., and Affolter,H.U. (1985). Corticotropin-releasing factor-
induced adrenocorticotropin hormone release and synthesis is blocked by incorporation of
the inhibitor of cyclic AMP-dependent protein kinase into anterior pituitary tumor cells by
liposomes. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 82, 8261-8265.

Rejman,J., Oberle,V., Zuhorn,l.S., and Hoekstra,D. (2004). Size-dependent internalization of
particles via the pathways of clathrin- and caveolae-mediated endocytosis. Biochem. J. 377,
159-169.

Riabowol,K.T., Vosatka,R.J., Ziff,E.B., Lamb,N.J., and Feramisco,J.R. (1988). Microinjection
of fos-specific antibodies blocks DNA synthesis in fibroblast cells. Mol. Cell Biol. 8, 1670-
1676.

Richard,P., Bossard,F., Desigaux,L., Lanctin,C., Bello-Roufai,M., and Pitard,B. (2005a).
Amphiphilic block copolymers promote gene delivery in vivo to pathological skeletal muscles.
Hum. Gene Ther. 16, 1318-1324.

Richard,P., Pollard,H., Lanctin,C., Bello-Roufai,M., Desigaux,L., Escande,D., and Pitard,B.
(2005b). Inducible production of erythropoietin using intramuscular injection of block
copolymer/DNA formulation. J. Gene Med. 7, 80-86.

Richard-Fiardo,P., Payen,E., Chevre,R., Zuber,J., Letrou-Bonneval,E., Beuzard,Y., and
Pitard,B. (2008). Therapy of anemia in kidney failure, using plasmid encoding erythropoietin.
Hum. Gene Ther. 19, 331-342.

Richardson,A., de Antueno,R., Duncan,R., and Hoskin,D.W. (2009). Intracellular delivery of

bovine lactoferricin's antimicrobial core (RRWQWR) kills T-leukemia cells. Biochem. Biophys.
Res Commun. 388, 736-741.

203



Roberts,R.J. (2005). How restriction enzymes became the workhorses of molecular biology.
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 102, 5905-5908.

Rosazza,C., Escoffre,J.M., Zumbusch,A., and Rols,M.P. (2011). The actin cytoskeleton has
an active role in the electrotransfer of plasmid DNA in mammalian cells. Mol. Ther. 19, 913-
921.

Ross,G.F., Bruno,M.D., Uyeda,M., Suzuki,K., Nagao,K., Whitsett,J.A., and Korfhagen,T.R.
(1998). Enhanced reporter gene expression in cells transfected in the presence of DMI-2, an
acid nuclease inhibitor. Gene Ther. 5, 1244-1250.

Ross,P.C. and Hui,S.W. (1999). Lipoplex size is a major determinant of in vitro lipofection
efficiency. Gene Ther. 6, 651-659.

Sainlos, M. Transfert de génes a l'aide de substances bioactives. These de Doctorat de
I'Université de Paris 6 . 2004.
Ref Type: Thesis/Dissertation

Sainlos,M., Hauchecorne,M., Oudrhiri,N., Zertal-Zidani,S., Aissaoui,A., Vigneron,J.P.,
Lehn,J.M., and Lehn,P. (2005). Kanamycin A-derived cationic lipids as vectors for gene
transfection. Chembiochem. 6, 1023-1033.

Sandvig,K. and van,D.B. (2000). Entry of ricin and Shiga toxin into cells: molecular
mechanisms and medical perspectives. EMBO J. 19, 5943-5950.

Sardesai,N.Y. and Weiner,D.B. (2011). Electroporation delivery of DNA vaccines: prospects
for success. Curr. Opin. Immunol. 23, 421-429.

Schaefer-Ridder,M., Wang,Y., and Hofschneider,P.H. (1982). Liposomes as gene carriers:
efficient transformation of mouse L cells by thymidine kinase gene. Science 215, 166-168.

Scherman,D., Bessodes,M., Cameron,B., Herscovici,J., Hofland,H., Pitard,B., Soubrier,F.,
Wils,P., and Crouzet,J. (1998). Application of lipids and plasmid design for gene delivery to
mammalian cells. Curr. Opin. Biotechnol. 9, 480-485.

Schiffmann,R. and Brady,R.O. (2006). Development of enzyme replacement therapy for
Fabry disease.

Schwarze,S.R., Ho,A., Vocero-Akbani,A., and Dowdy,S.F. (1999). In vivo protein
transduction: delivery of a biologically active protein into the mouse. Science 285, 1569-
1572.

Schwarze,S.R., Hruska,K.A., and Dowdy,S.F. (2000). Protein transduction: unrestricted
delivery into all cells? Trends Cell Biol. 10, 290-295.

Semple,S.C., Chonn,A., and Cullis,P.R. (1996). Influence of cholesterol on the association of
plasma proteins with liposomes. Biochemistry 35, 2521-2525.

Shi,F., Nomden,A., Oberle,V., Engberts,J.B., and Hoekstra,D. (2001). Efficient cationic lipid-
mediated delivery of antisense oligonucleotides into eukaryotic cells: down-regulation of the
corticotropin-releasing factor receptor. Nucleic Acids Res. 29, 2079-2087.

Siegel,D.P. (1999). The modified stalk mechanism of lamellar/inverted phase transitions and
its implications for membrane fusion. Biophys. J. 76, 291-313.

204



Smisterova,J., Wagenaar,A., Stuart,M.C., Polushkin,E., ten Brinke,G., Hulst,R.,
Engberts,J.B., and Hoekstra,D. (2001). Molecular shape of the cationic lipid controls the
structure of cationic lipid/dioleylphosphatidylethanolamine-DNA complexes and the efficiency
of gene delivery. J. Biol. Chem. 276, 47615-47622.

Smith,B.L. and Mochly-Rosen,D. (1992). Inhibition of protein kinase C function by injection of
intracellular receptors for the enzyme. Biochem. Biophys. Res. Commun. 188, 1235-1240.

Sonawane,N.D., Szoka,F.C., Jr., and Verkman,A.S. (2003). Chloride accumulation and
swelling in endosomes enhances DNA transfer by polyamine-DNA polyplexes. J. Biol. Chem.
278, 44826-44831.

Stegmann,T. and Legendre,J.Y. (1997). Gene transfer mediated by cationic lipids: lack of a
correlation between lipid mixing and transfection. Biochim. Biophys. Acta 1325, 71-79.

Stretton,A.O. (2002). The first sequence. Fred Sanger and insulin. Genetics 162, 527-532.

Strohl,W.R. and Knight,D.M. (2009). Discovery and development of biopharmaceuticals:
current issues. Curr. Opin. Biotechnol. 20, 668-672.

Suzuki,Y. (2012). Exploring transduction mechanisms of protein transduction domains
(PTDs) in living cells utilizing single-quantum dot tracking (SQT) technology. Sensors.
(Basel) 12, 549-572.

Takahashi,K. and Yamanaka,S. (2006). Induction of pluripotent stem cells from mouse
embryonic and adult fibroblast cultures by defined factors. Cell 126, 663-676.

Takaoka,A., Wang,Z., Choi,M.K., Yanai,H., Negishi,H., Ban,T., Lu,Y., Miyagishi,M.,
Kodama,T., Honda,K., Ohba,Y., and Taniguchi,T. (2007). DAI (DLM-1/ZBP1) is a cytosolic
DNA sensor and an activator of innate immune response. Nature 448, 501-505.

Takeuchi,O. and Akira,S. (2010). Pattern recognition receptors and inflammation. Cell 140,
805-820.

Tatum,E.L. (1966). Molecular biology, nucleic acids, and the future of medicine. Perspect.
Biol. Med. 10, 19-32.

Timmerman,J.M., Singh,G., Hermanson,G., Hobart,P., Czerwinski,D.K., Taidi,B.,
Rajapaksa,R., Caspar,C.B., Van,B.A., and Levy,R. (2002). Immunogenicity of a plasmid DNA
vaccine encoding chimeric idiotype in patients with B-cell ymphoma. Cancer Res. 62, 5845-
5852.

Tong,A.W., Jay,C.M., Senzer,N., Maples,P.B., and Nemunaitis,J. (2009). Systemic
therapeutic gene delivery for cancer: crafting Paris' arrow. Curr. Gene Ther. 9, 45-60.

Tong,J., Luxenhofer,R., Yi,X., Jordan,R., and Kabanov,A.V. (2010). Protein modification with
amphiphilic block copoly(2-oxazoline)s as a new platform for enhanced cellular delivery. Mol.
Pharm. 7, 984-992.

Trotman,L.C., Mosberger,N., Fornerod,M., Stidwill,R.P., and Greber,U.F. (2001). Import of
adenovirus DNA involves the nuclear pore complex receptor CAN/Nup214 and histone H1.
Nat. Cell Biol. 3, 1092-1100.

Turek,J., Dubertret,C., Jaslin,G., Antonakis,K., Scherman,D., and Pitard,B. (2000).
Formulations which increase the size of lipoplexes prevent serum-associated inhibition of
transfection. J. Gene Med. 2, 32-40.

205



van den Berg,A. and Dowdy,S.F. (2011). Protein transduction domain delivery of therapeutic
macromolecules. Curr. Opin. Biotechnol. 22, 888-893.

van der Gun,B.T., Monami,A., Laarmann,S., Rasko,T., Slaska-Kiss,K., Weinhold,E.,
Wasserkort,R., de Leij,L.F., Ruiters,M.H., Kiss,A., and McLaughlin,P.M. (2007). Serum
insensitive, intranuclear protein delivery by the multipurpose cationic lipid SAINT-2. J. Control
Release 123, 228-238.

Vankeerberghen,A., Cuppens,H., and Cassiman,J.J. (2002). The cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator: an intriguing protein with pleiotropic functions. J.
Cyst. Fibros. 1, 13-29.

Varkouhi,A.K., Scholte,M., Storm,G., and Haisma,H.J. (2011). Endosomal escape pathways
for delivery of biologicals. J. Control Release 151, 220-228.

Vigneron,J.P., Oudrhiri,N., Fauquet,M., Vergely,L., Bradley,J.C., Basseville,M., Lehn,P., and
Lehn,J.M. (1996). Guanidinium-cholesterol cationic lipids: efficient vectors for the transfection
of eukaryotic cells. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 93, 9682-9686.

Vilaysane,A. and Muruve,D.A. (2009). The innate immune response to DNA. Semin.
Immunol. 21, 208-214.

Wang,J., Faust,S.M., and Rabinowitz,J.E. (2011). The next step in gene delivery: molecular
engineering of adeno-associated virus serotypes. J. Mol. Cell Cardiol. 50, 793-802.

Wang,R., Epstein,J., Baraceros,F.M., Gorak,E.J., Charoenvit,Y., Carucci,D.J.,
Hedstrom,R.C., Rahardjo,N., Gay,T., Hobart,P., Stout,R., Jones,T.R., Richie,T.L.,
Parker,S.E., Doolan,D.L., Norman,J., and Hoffman,S.L. (2001). Induction of CD4(+) T cell-
dependent CD8(+) type 1 responses in humans by a malaria DNA vaccine. Proc. Natl. Acad.
Sci. U. S. A 98, 10817-10822.

Wasungu,L. and Hoekstra,D. (2006). Cationic lipids, lipoplexes and intracellular delivery of
genes. J. Control Release 116, 255-264.

Weill,C.0., Biri,S., Adib,A., and Erbacher,P. (2008a). A practical approach for intracellular
protein delivery. Cytotechnology 56, 41-48.

Weill,C.O., Biri,S., and Erbacher,P. (2008b). Cationic lipid-mediated intracellular delivery of
antibodies into live cells. Biotechniques 44, vii-vxi.

Welsh,M.J. and Smith,A.E. (1993). Molecular mechanisms of CFTR chloride channel
dysfunction in cystic fibrosis. Cell 73, 1251-1254.

Wen,X., Lyu,M.A., Zhang,R., Lu,W., Huang,Q., Liang,D., Rosenblum,M.G., and Li,C. (2011).
Biodistribution, pharmacokinetics, and nuclear imaging studies of 111In-labeled rGel/BLyS
fusion toxin in SCID mice bearing B cell ymphoma. Mol. Imaging Biol. 13, 721-729.

Wilson,T., Papahadjopoulos,D., and Taber,R. (1979). The introduction of poliovirus RNA into
cells via lipid vesicles (liposomes). Cell 17, 77-84.

Wiszniewski,L., Jornot,L., Dudez,T., Pagano,A., Rochat,T., Lacroix,J.S., Suter,S., and

Chanson,M. (2006). Long-term cultures of polarized airway epithelial cells from patients with
cystic fibrosis. Am. J. Respir. Cell Mol. Biol. 34, 39-48.

206



Wolfert,M.A., Dash,P.R., Nazarova,O., Oupicky,D., Seymour,L.W., Smart,S., Strohalm,J.,
and Ulbrich,K. (1999). Polyelectrolyte vectors for gene delivery: influence of cationic polymer
on biophysical properties of complexes formed with DNA. Bioconjug. Chem. 10, 993-1004.

Wolfert,M.A. and Seymour,L.W. (1998). Chloroquine and amphipathic peptide helices show
synergistic transfection in vitro. Gene Ther. 5, 409-414.

Wolff,J.A. and Budker,V. (2005). The mechanism of naked DNA uptake and expression. Adv.
Genet. 54, 3-20.

Wolff,J.A. and Lederberg,J. (1994). An early history of gene transfer and therapy. Hum.
Gene Ther. 5, 469-480.

Xu,Y. and Szoka,F.C., Jr. (1996). Mechanism of DNA release from cationic liposome/DNA
complexes used in cell transfection. Biochemistry 35, 5616-5623.

Yang,Z., Sahay,G., Sriadibhatla,S., and Kabanov,A.V. (2008). Amphiphilic block copolymers
enhance cellular uptake and nuclear entry of polyplex-delivered DNA. Bioconjug. Chem. 19,
1987-1994.

Yang,Z., Zhu,J., Sriadibhatla,S., Gebhart,C., Alakhov,V., and Kabanov,A. (2005). Promoter-
and strain-selective enhancement of gene expression in a mouse skeletal muscle by a
polymer excipient Pluronic P85. J. Control Release 108, 496-512.

Yeo,J.P., Alderuccio,F., and Toh,B.H. (1994). A new chromosomal protein essential for
mitotic spindle assembly. Nature 367, 288-291.

Yi,X., Batrakova,E., Banks,W.A., Vinogradov,S., and Kabanov,A.V. (2008). Protein
conjugation with amphiphilic block copolymers for enhanced cellular delivery. Bioconjug.
Chem. 19, 1071-1077.

Yi,X., Zimmerman,M.C., Yang,R., Tong,J., Vinogradov,S., and Kabanov,A.V. (2010).
Pluronic-modified superoxide dismutase 1 attenuates angiotensin llI-induced increase in
intracellular superoxide in neurons. Free Radic. Biol. Med. 49, 548-558.

Yoneyama,M. and Fuijita,T. (2009). RNA recognition and signal transduction by RIG-I-like
receptors. Immunol. Rev. 227, 54-65.

Yu,J., Vodyanik,M.A., Smuga-Otto,K., Antosiewicz-Bourget,J., Frane,J.L., Tian,S., Nie,J.,
Jonsdottir,G.A., Ruotti,V., Stewart,R., Slukvin,l.l., and Thomson,J.A. (2007). Induced
pluripotent stem cell lines derived from human somatic cells. Science 318, 1917-1920.

Zabner,J., Fasbender,A.J., Moninger,T., Poellinger,K.A., and Welsh,M.J. (1995). Cellular and
molecular barriers to gene transfer by a cationic lipid. J. Biol. Chem. 270, 18997-19007.

Zelphati,O., Uyechi,L.S., Barron,L.G., and Szoka,F.C., Jr. (1998). Effect of serum
components on the physico-chemical properties of cationic lipid/oligonucleotide complexes
and on their interactions with cells. Biochim. Biophys. Acta 1390, 119-133.

Zelphati,O., Wang,Y ., Kitada,S., Reed,J.C., Felgner,P.L., and Corbeil,J. (2001). Intracellular
delivery of proteins with a new lipid-mediated delivery system. J. Biol. Chem. 276, 35103-
35110.

Zuhorn,l.S. and Hoekstra,D. (2002). On the mechanism of cationic amphiphile-mediated
transfection. To fuse or not to fuse: is that the question? J. Membr. Biol. 189, 167-179.

207



Zuhorn,l.S., Kalicharan,R., and Hoekstra,D. (2002). Lipoplex-mediated transfection of
mammalian cells occurs through the cholesterol-dependent clathrin-mediated pathway of
endocytosis. J. Biol. Chem. 277, 18021-18028.

208



Annexes



Annexes

Trois publications sont jointes en annexe de ce travail de these, en plus de celles présentées

dans la partie Résultats.

Publication 1

Chatin,B. Mével,M., Lambert,0. and Pitard,B. Supramolecular assemblies for the

intracellular delivery of proteins. En soumission dans la revue Biomaterials.

Publication 2

S.David', C.Passirani, N.Carmoy, M. Morille, M. Mevel, B.Chatin, J.P.Benoit“?, T.Montier,
B.Pitard (2012). DNA nanocarriers for systemic administration - characterisation and in
vivo bioimaging in healthy mice. Sous presse dans la revue Moleculat Therapy — Nucleic
Acids

Publication 3

Beilvert,F., Mével,M., Chatin,B. and Pitard,B. (2012). Local siRNA delivery by non-viral
vectors. J. Drug Del. Sci. Tech., 22 (1) 17-27

210



Publication 1

Supramolecular assemblies for the intracellular delivery of proteins

211



Supramolecular assemblies for the intracellular delivery of proteins

Benoit Chatin ', Mathieu Mével "%, Olivier Lambert *, Aleksander Edelman®, Bruno Pitard '?

" INSERM, UMR_S 1087

? Université de Nantes, Faculté de médecine, 1'institut du Thorax, Nantes F-44000

¥ CBMN UMR-CNRS 5248 IECB, Université de Bordeaux 1-ENITAB, Talence, F-33405
* Faculté de médecine Paris-Descartes, INSERM U845, Paris, F-75015

Abstract

Proteins currently used in human medicine have extracellular targets. Reaching intracellular
targets could be of a great interest for several applications in research and care but the lack of
an efficient vector to cross impermeable plasma membranes is a major obstacle. Intracellular
protein delivery reagents are emerging tools permitting to cross this barrier. Amongst them,
cationic lipids, used for decades for nucleic acid delivery, are of a great interest, These well
characterized compounds are safe, stable and non immunogenic. Furthermore, they have been
studied for years and their mechanism of action for nucleic acid delivery has been solved to a
large extent. However, the efficacy of such compounds greatly relies on the physicochemical
characteristics of the nanoparticles they form when combined with their cargoes, If these
characteristics are well-defined with nucleic acids, there is a need to solve them with proteins,
We describe here cationic liposome-based systems allowing efficient proteins delivery into
cultured, living cells. We defined the physicochemical parameters linked to their efficacy, and
propose the use of a new neutral helper lipid to promote an efficient release of the cargo
proteins into the cytosol,

Keywords
Intracellular protein delivery — Transduction - Cationic lipid — Helper lipid ~ Liposome -
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Introduction

Biotherapies represent a major development of medicine, based on the use of life-derived
products. Biotherapies encompass gene therapy, cell therapy and therapeutic use of proteins,
Proteins have been used for decades as therapeutic drugs, e.g. insuline since 1922 (Bliss,
1993) or growth hormone since 1957 (Laron, 2011)

Protein therapy recently showed important developments with recombinant proteins used in
human medicine : hormones e.g. erythropoietin or insulin-like growth factor (Eschbach et al.,
1987; Fintini et al., 2009), enzymes e.g. glucocerebrosidase or desoxyribonuclease I (Aviezer
et al., 2009; Fuchs et al., 1994) or antibodies e.g. Rituximab or Trastuzumab (Maloney, 2012;
Bange et al., 2001). All these molecules have extracellular targets. Indeed, most of proteins,
because of their important size and charge, do not spontaneously cross plasma membranes.
However, intracellular delivery of proteins could represent a powerful tool for investigating
biological functions of a given protein and its implication in signaling pathways, and could
initiate promising developments as a part of therapies based on intracellular-targeting
proteins. Furthermore, protein delivery could overcome some of gene therapy drawbacks, in
particular difficulty to control its expression level. Indeed, when transgene expression is not
necessary over a long period, delivery of the corresponding protein can be sufficient and can
allow circumventing problems due to its expression from a copy of its gene into the nucleus.
Moreover, internalization of proteins can avoid toxic aspects of the integration of nucleic acid
sequences encoding recombinant proteins into the host cell genome. For instance, this could
be of a crucial importance in the field of induced pluripotent stem cells (iPSc), avoiding
genomic and epigenomic abnormalities that may affect their safe use in cell replacement
therapy (Yu et al., 2007).

In this context, various strategies are available to cross the plasma membrane. Micro-
injection, developed in the 1980°s (Riabowol et al., 1988), allows efficient delivery of a
controlled amount of a protein directly into cell cytoplasm, but this technigque can only be
applied to a limited number of cells and only in cells in culture, Furthermore it is traumatic for
cells, Electroporation can also be used, but is partly limited to the delivery of proteins in in
vitro cells (Campbell et al., 1995)

Recently, new strategies appeared. One of them lies on the engineering of the protein to be
delivered, precisely its fusion with a particular class of peptides named PTDs (Protein
Transduction Domains) or CPPs (Cell Penetrating Peptides) (Ho et al., 2001; Jarver and
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Langel, 2006). Those sequences can be derived from viral proteins (TAT protein from HIV,
VP22 protein from HSV) or animal proteins (Antennapedia factor of Drosophila). The
mechanism of action of such peptides is still largely unknown. Studies tend to show that those
positively-charged aminoacids rich sequences have the ability to destabilize the plasma
membrane, thereby leading to a translocation of the whole protein towards the cytoplasm
(Ford et al., 2001). However, this method requires the engineering of the gene coding the
protein to be delivered, in order to fuse it with the transduction domain, which can affect the
structure of the protein leading to a loss of biological function, Furthermore, these virus or
animal<lerived peptides could trigger after in vive injection adaptative humoral and/or cellular

immune responses.

Another delivery strategy based on non-viral vectors used for gene transfer lies on the use of
cationic lipids, These molecules have already shown their ability to deliver nucleic acids like
DNA or siRNAs into cultured cells, and have more recently been used to deliver proteins
(Dalkara et al., 2004; van der Gun et al., 2007; Zelphati et al,, 2001), These amphiphilic
compounds spontancously form supramolecular assemblies with the macromolecule to be
delivered, which are internalized by cells, These synthetic vectors show advantages over
peptides, since there is no engineering step of the protein, it simplifies the procedure and
reduces the amount of protein needed. Furthermore, they do not lead to specific immune
response and seem more efficient than transduction domains peptides (Ye et al., 2002). In
addition, their action mechanism tends to be well known, since it has been studied in the field
of gene transfer (Le Bihan et al., 2011). It consists on the interaction of a positively charged
macromolecule-cationic lipid complex with the negatively charged plasma membrane of cells,
leading to the endocytosis of the complex. This step is followed by the release of the cargo-
molecule into the cytoplasm, by destabilization of the membrane of complex-containing
endosomes (Wasungu and Hoekstra, 2006). The ability of such supramolecular assemblies to
cross plasma membranes and deliver their cargo into the cytoplasm greatly depends on their
physico-chemical properties. However, even if the properties of complexes based on DNA or
RNA are well characterized (Barteau et al., 2008), protein-based complexes are still ill-
defined. Therefore, there is a need develop efficient and safe synthetic intracellular protein

delivery systems,

In this study, we identified new compounds able to deliver proteins into cells, a strategy that

has been applied with success to the discovery of new classes of vectors for the delivery either

in vitro or in vivo of nucleic acids. This strategy consists in the study of the relationships
3
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between the physico-chemical properties of supramolecular assemblies formed with proteins
and cationic lipids and their influence on protein delivery efficiency into cells. This strategy
has been applied, in the present study, to deliver proteins of various origins including
antibodies and nuclear proteins in various cell types. Furthermore, our results suggest that the
delivery of antibodies against an intracellular target can be used to restore the trafficking of
the CFTR ion channel towards the plasma membrane, a process which is impaired in cystic
fibrosis, providing a new approach for the study of channelopathies.

Materials and methods

Preparation of liposomes and micelles

Cationic lipids used in this study were BGTC (bis-guanidinium-tren-cholesterol) (Vigneron et
al., 1996) and DOSP (dioleoyl-succinyl-paromomycine) (Mevel et al., 2012). Neutral lipids
were DOPE (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine) from Avanti Polar Lipids
(Alabaster, AL) and MM27 (Mevel et al,, 2008). Liposomes were prepared by dissolving
cationic lipid and neutral lipid together in chloroform at a molar ratio cationic lipid/neutral
lipid of 1. Solvent was removed on a rotary evaporator under vacuum at room temperature,
The lipidic film was rehydrated with ultrapure water during 24h at 4°C to obtain a suspension
containing 10mM of cationic lipid. This suspension was vortexed and then sonicated to obtain
liposomes of 100-200 nm diameter. The size of liposomes was controlled on a Zetasizer
300HSA (Malvern Instruments). Cationic micelles were prepared by weighing precisely the
lipid and adding ultrapure water to obtain a solution at 10mM of cationic lipid. This solution
was briefly vortexed and sonicated for S minutes.

Formulation of lipid:protein complexes

Proteins used in this study were [-galactosidase ([3-gal) from E.coli (Roche Applied Sceince,
Basel, Switzerland) and monoclornal anti-cytokeratin 8-FITC antibody (Abcam). Proteins
were diluted at various concentrations in 120mM NaCl buffered with 20mM HEPES pH 7.4,
or in cell culture medium OptiMEM (Life Technologies). Lipids (liposomal suspension or
micellar solution) were diluted in water or OptiMEM at various concentrations to obtain
cationic lipid/protein molar ratios (MR) from 100 to 2000 in the final lipid-protein mix. Equal
volumes of lipid and protein solutions were mixed together and incubated for 15 minutes at

room temperature to form lipid-protein complexes.
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Size measurements of lipid:protein complexes

The size of BGTC:DOPE/B-gal complexes was measured by dynamic light scattering on a
Zetasizer 300HSA (Malvern Instruments Ltd., Malvern, United Kingdom). Complexes were
prepared with Iug of protein at various lipid/protein molar ratios 120mM NaCl and 20mM
HEPES pH 7.4 in a total volume of 100 pL. After 15 minutes of incubation at room
temperature, 900 pL of 120mM NaCl and 20mM HEPES pH 7.4 were added and the size
measured.

Polyacrylamide gel electrophoresis of lipid:protein complexes.

BGTC:DOPE/ §-gal complexes were prepared with 10 pg of f-gal at various lipid/protein
molar ratios in 120mM NaCl and 20mM HEPES pH 7.4 in a final volume of 50 uL., After 15
minutes of incubation at room temperature, 5 pl. of preparation were mixed with Spl. of Blue-
Orange load buffer (Promega, Madison, WT). Migration was performed on a polyacrylamide
gel (stacking : 5%, resolving ; 7%, without SDS) at 80 V during 2 hours, then the protein was

revealed by Coomassie blue staining.

Cell culture

Wild-typeHeLa cells (cervix adenocarcinoma, H.sapiens), H1299 (non-small cells lung
carcinoma, H.sapiens) and C2C12 (myoblasts, M.musculus) were cultured in DMEM medium
(Life Technologies). Hel.a cells expressing GFP and WT-CFTR or F508del-CFTR (kind gift
of A.Edelman) were cultured in DMEM medium supplemented with 450 pg/mL Zeocin
{Invivogen). CHO-K1 cells (ovary, C. griseus) were cultured in F12-K medium (Life
Technologies). All media were also supplemented with 2 mM L-glutamin, 10 pg/mL
streptomycin, 100 U/mL penicillin and 10 % fetal calf serum (Life Technologies). Cells were
cultured at 37°C in 5% CO;/ humidified atmosphere.

Protein internalization

For B-gal delivery, cells were seeded 24h before experiment onto 24-well culture plates, at a
cell density of 70,000/well, resulting in 70-80% confluence 24h later, Internalization was
performed by adding 100 pL of complexes in 400 pL of serum-free medium to each well.
Complexes contained various amounts of protein complexed with cationic lipid at different
molar ratios. After 4 hours of incubation of the cells with the complexes, FCS was added -if
necessary- to the medium (10%) and incubation was prolonged for various times. For
fluorescent antibodies internalization, cells were seeded at day-1 before experiment onto 24-
well culture plates containing glass slides, at a cell density of 70,000/well, resulting in 70-

5

216



80% confluence 24h later. Internalization was performed by adding 100 pL of complexes in
400uL of serum-free DMEM to each well. After 4 hours incubation, cells were washed and
treated for microscopy.

B-gal quantification

After incubation, wells were washed three times with ImL of PBS. Three hundred pl of
Reporter Lysis Buffer (Promega) supplemented with a protease inhibitor cocktail Complete
Mini (Roche Applied Science) were added and cells were freeze-thawed (-80°C/20°C) to
ensure complete lysis. After 5 minutes of centrifugation at 9,000xg, protein amounts was
measured from an aliguot of supermnatant using [l-glo Assay Kit (Promega) on a Victor-X3
multilabel plate reader (Perkin-Elmer). For the quantification of B-gal —containing cells, Hel.a
cells were incubated as described above with 800 ng of f-gal complexed with BGTC:DOPE
at a lipid/protein molar ratio of 1500, Cells were incubated for various times (15 minutes to 4
hours). Cells were then washed three times with PBS, fixed with 3.7% paraformaldehyde at
room temperature and treated with a staining solution (X-Gal 400 pg/mL, MgClx 2 mM,
Ka|Fe(CN)s] 4 mM, K4[Fe(CN)s] 4 mM, in PBS). Slides were mounted with PBS in the
presence of glycerol (509 v/v) and observed under an optical microscope, Counts were made

on minimum 115 cells, on two independent slides.

Epifluorescence microscopy
For fluorescent antibody observation, cells were washed with PBS and fixed with 3.7%

paraformaldehyde for 10 min at room temperature before counterstaining with DAPI (Life
Technologies). For immunocytochemistry experiments, cells were permeabilized and fixed
with a mixture of acetone and methanol (50/50 v/v) at -20°C, then saturated with 1% BSA for
30 min RT before incubation with FITC anti K8 antibody diluted at 1/100 in PBS containing
1% BSA for 30 min RT. Slides were then washed and nuclei counterstained using DAPL
Slides were mounted with Prolong Gold Antifading Reagent (Life Technologies) and
incubated 24 hours at room temperature before observation under a Zeiss Axiovert
epifluorescence microscope using appropriate filters. Images were treated using Imagel 1.42q

software.

Cryo-TEM
Cryo-TEM imaging of cationic lipids/proteins complexes were performed as described in
(Pitard et al., 2004),
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MEQ fluorescence assay

HelLa cells stably expressing WT-CFTR or F508-del and GFP were grown on glass coverslips
for 24 hours before antibody treatment. C-terminus or N-terminus-specific anti-cytokeratin 8
antibodies were delivered using DOSP:MM27 in serum-free medium, Four hours after
antibody treatment, cells were rinsed with an iodide-containing isotonic solution (Nal
138mM, K;HPO4 2,4mM, KH;PO4 0,8mM, HEPES 10mM, CaSO4 ImM, D-Glucose 10mM,
pH 7.4) and incubated 2 minutes in an hypotonic solution containing the halide-sensitive
probe MEQ (Life Technologies) (MEQ 10mM, Nal 110mM, K;HPO; 1,92mM, KH,PO,4
0,64mM, HEPES 8mM, CaSO; 0,8mM, D-Glucose 8mM, pH 7,4). Cells were then left 15
minutes in the isotonic solution to recover. Coverslips were mounted on a homemade
perfusion chamber continuously fed with the isotonic solution at 37°C and observed under an
epifluorescence microscope Leica DMIG000B  equipped with environmental control,
Intracellular MEQ fluorescence of GFP-expressing cells was recorded using MetaFluor
software (Molecular Devices), After 120 seconds of perfusion with the isotonic iodide-
containing solution to obtain the basal fluorescence level, cells were perfused with an isotonic
nitrate-containing solution (NaNOy 138mM, K;HPO4 24mM, KH:POs 0,8mM, HEPES
10mM, CaSO4 1mM, D-Glucose 10mM, pH 7,4) during 120 seconds to record the increase of
MEQ fluorescence due to iodide efflux from the cells. A cAMP stimulatory cocktail
{cptAMPc 500uM, forskolin 25uM, IBMX 100uM) was then added to the perfusion during
210 seconds, then the solution was replaced by the iodide-containing isotonic solution to
quench MEQ fluorescence. Results are expressed as relative fluorescence (F/Fi)-1 where F is
the change of fluorescence with time after background subtraction and compensation of MEQ
photobleaching, and Fi is the basal MEQ fluorescence obtained before the nitrate-containing
solution perfusion,
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Results

Optimization of the protein formulation conditions for j-galactosidase delivery

We identified through the screening of a cationic lipids library two compounds able to deliver
B-Galactosidase ([}-Gal) into living HeLa cells. Fig. 1A shows that the fatty acid derivative
DOSP and the cholesterol derivative BGTC, when complexed to §-Gal at various cationic
lipid/protein molecular ratios (MR), led to B-Gal internalization into HeLa cells. When used
as micelles, these cationic lipids showed a limited efficacy, but when they were combined
with the neutral lipid DOPE to form liposomes we observed a dramatic increase of the
internalization efficiency. The absence of spontaneous intermalization of B-Gal was also
verified (data not shown). As BGTC:DOPE was the most efficient formulation, we decided to
further explore its properties to optimize the protein delivery system. We first assessed the
influence of the protein amount on the protein internalization efficiency. In the same
experiment, vector cytotoxicity was measured by an MTT assay. Figure 1 B shows that the
internalization efficiency increased both with the increasing amount of protein and with the
lipid/protein molar ratio. We observed that the formulation which led to the best
internalization efficiency was 1000 ng of B-Gal complexed with BGTC:DOPE at a MR of
2500, which also led to a reduction of cell viability of 40 % (Fig.1C). For further experiments
we choosed to work with 800ng of protein complexed with BGTC:DOPE at MR of 1500,
which led to the delivery of 6% of the protein into the cells without compromising their
viability.

We next investigated the influence of the formulation medium of BGTC:DOPE [-Gal
complexes on the protein delivery efficiency. Figure 1D shows that complexes formulated in
OptiMEM medium display a 7 fold increase of internalization compared to complexes
formulated in NaCI-HEPES buffer. BGTC:DOPE ability to deliver proteins in other cells than
Hela was assessed. Figure 1E shows that BGTC:DOPE led to internalization of B-Gal into

various cell lines, with an efficiency comparable to the one observed with Hela cells.
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Figure 1 - Intracellular delivery of the reporter protein B-galactosidase. (A) shows B-gal internalization
efficiency in Hela cells of two cationic lipids, BGTC and DOSP, respectively bearing cholesterol-derived and
farty acids-derived hydrophobic tails. Lipids were formulated cither as micelles, cither as liposomes in
combination with the neutral lipid DOPE. 800ng of B-Gal were complexed with the cationic lipids in OpiMEM
medium at MR of 1000 (dashed bars), 1500 (black bars), 2000 (dotted bars). Internalization was performed in
serum-free DMEM. After 4 hours of incubation of the complexes with cells, 10% serum was added. After 8
hours of incubation, cells were lysed and B-Gal activity was measured, (B-C)Influence of protein amount and
cationic lipid / protein molar ratio on internalization and toxicity was assessed by delivering various amounts of
f-gal in HeLa cells complexed with BGTC:DOPE in OptiMEM medium at a8 MR of 1000 (dashed bars), 1500
(bluck bars), 2000 (dotted bars) and 2500 (white bars). (D) Influence of the formulation medium was evaluated
by delivering 800ng of f-Gal into Hel.a cells complexed with BGTC:DOPE at a MR of 2000 in NaCl-HEPES
buffer or OptiMEM medium. (E) The ability of BGTC:DOPE to deliver i-Gal in various cell lines was assessed
by delivering 800ng of B-Gal at vanious molar ratios.
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Annexes — Publication 1

We next investigated the localization of the f-galactosidase after intracellular internalization.
To this end, HeLa cells were incubated with BGTC:DOPE/ -gal complexes. X-gal staining
of Hel.a cells treated with BGTC:DOPE [-gal complexes after 15 min and 4 hours of
incubation showed that for short incubation periods, B-Gal activity is low into cell cytoplasm,
the blue staining being mostly located into punctuate structures corresponding to newly
endocyted complexes (Fig.2A). For longer incubation periods, the activity is present
throughout cytoplasm, indicating the release of the enzyme by the complexes (Fig.2B).

v LY 4
Y e

Figure 2 - Influence of the incubation time on the percentage of Hela cells containing the internalized B-Gal,
800 ng of protein were complexed with BGTC:DOPE at a MR of 1500, Complexes were added on cells in
serum-free DMEM. Afier various incubation times, cells were washed, fixed with 3.7% paraformaldehyde and
stained with X-Gal. (A) cells after 15 minutes of incubation with the complexes. (B) cells after 4 hours of
incabation with the complexes.

Internalization of antibodies

Then, we investigated the ability of cationic lipids to deliver an antibody into cell cytoplasm
under its native conformation capable of recognizing its antigenic intracellular target. An
FITC-tagged monoclonal immunoglobulin directed against human cytokeratin 8 (K8
antibody) was delivered into cultured HeLa cells using BGTC, BGTC:DOPE, DOSP or
DOSP:DOPE (Fig.3). After 4 hours of incubation with the cells, the antibody was mostly
detected into complexes surrounding the cells but only a few cells displayed intracytoplasmic
fluorescence. This prompted us to test whether another neutral lipid than DOPE could
improve the delivery of antibodies into Hela cells. The formulation of BGTC as liposomes
with the neutral lipid MM27 did not lead to a significant increase of FITC-labelled cells (Fig.
3 C) but the use of DOSP:MM27 liposomes led to a dramatic increase of FITC-positive cells
(Fig.3 F). The percentage of K8-labelled cells as a function of the different delivery systems is
summarized in figure 4.
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DOSP:MM27-mediated anti-K8 antibody delivery led to an intense labeling of the cell
cytoskeleton visible after 4 hours of incubation of cells with the complexes (Fig.3 G) and was
still present after 24 hours (Fig.3 H) , demonstrating the ability of DOSP:MM27 liposomes to
deliver the antibody over an extended peniod of time. The cytoskeleton staining pattern was
similar to that observed in acetone/methanol fixed and permeabilized Hel.a cells treated with
the same anti-K8 antibody in a classical immunofluorescence protocol (Fig.3 I). Of note,
cytoskeleton organization was more preserved when the K8 antibody was delivered by
DOSP:MM27 liposomes rather than by acetone/methanol permeabilization, probably because
cells treated with cationic lipid/protein complexes did not underwent dehydratation and
protein coagulation caused by methanol. As a control, C2C12 cells which do not express
human cytokeratin 8 did not displayed cytoskeleton labeling in any of the conditions used
with HeLa cells (data not shown), Tt was verified that DOSP:MM27-mediated delivery could

apply to other immunogiobulins by vectorizing an antibody against human B-tubulin, leading

to the labeling of microtubules in living HeLa cells (data not shown),

Figure 3 ~ Hela cells treated with cationic lipid/anti K8 antibody complexes. Cell received 750ng of anti-K8
antibody complexed with BGTC (A), BGTC:DOPE (B) and BGTC:MM27 (C) or DOSP (D), DOSP;DOPE (E)
or DOSP:MM27 (F) at & molar ratio of 1500. In cach condition, cells were incubsted 4 hours with the complexes
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before fixation and preparation for the microscopy. High magnification views of cells incubated during 4h {(G) or
24h (H) with 750ng of K8 antbody complexed to DOSP:MM27 at a molar ratio of 1500. As a control,
acetone/methanol fixed and permeabilized Hela cells were stained with the same antibody (1),
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Figure 4 - Influence of BGTC- and DOSP-based delivery systems on the intracellular vectorization of anti K&-
antibody. Results are expressed as the mean percentage of 3 representative experiments + S.D.

Physico-chemical characterization of BGTC:DOPE/ -Gal complexes.

We investigated the physicochemical properties of complexes resulting from the association
of proteins and BGTC:DOPE liposomes at the macroscopic and microscopic levels. Colloidal
stability of BGTC:DOPE/B -Gal complexes was assessed by size measurement using dynamic
light scattering. Fig.5A shows that complexes formed in NaCl-HEPES buffer display a size
increase for lipid/protein molar ratios over 100, reaching colloidal instability (mean diameter
above 700nm). As the ratio increased over 1000, the mean diameter decreased, leading to
colloidaly stable particles of 300nm for a MR of 1500. In these conditions, the whole protein
was trapped into complexes as assessed by native polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE)
(Fig.5 B) where the free protein solely can migrate through the gel. Molar lipid/protein ratios
above 200 resulted in aggregates that did not migrate out of the wells. Thus BGTC:DOPE led
to the efficient complexation of the protein and to its compaction into colloidally stable
particles at a MR of 1500.
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Figure § - (A) Colloidal stability of lipid/ {i-gal complexes. -gal was complexed with BGTC:DOPE at various
molur ratios, The mean diameter of BGTC:DOPE/R-gal particles was measured by dynamic ight scattering when
lipoplexes were formulate in 140mM NaCl- 20mM HEPES pH 7.4. (B)Native-PAGE was used 10 assess the
complexation of fi-gal in NaCl-HEPES,

Figure 6 - Typical cryoTEM images of complexes of f-gal with BGTC:DOPE liposomes formulated in 120mM
NaCl and 20mM HEPES pH 7.4 at various cationic lipid/protein ratios, (A-C) MR = 1500; (D-F) MR = 750; (G-
1) MR = 375, p-gal interacted with lipid membrane inducing liposome aggregation and can form protein junction
between two lipid membranes (black arrows), At MR = 375, surface of some liposome was coated with prolein
densities (white arrows), Scale bars 0.5 pm (A, D, G) and 50nm (B, C, E, F, H, )
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To further understand the mechanism of action of BGTC liposomes for B-gal delivery,
mixtures of liposomes and [3-gal proteins at various ratios were analyzed by cryoTEM. Non
complexed BGTC:DOPE liposomes are spherical unilamellar or oligolamellar vesicles with a
mean diameter of 120nm (data not shown). For MR = 1500, a considerable aggregation of
liposomes was observed revealing that [3-gal proteins strongly interacted with liposomes
(Fig.6 A-C). Liposomes kept their overall spherical shape, Lipid bilayers of liposomes at the
periphery of aggregates appeared free of protein. The protein molecules were present within
the aggregates and occasionally formed protein layer between two lipid membranes so called
protein junctions (arrows). The thickness of this junction was about 10 nm. Given that §-gal
molecule is a tetramer, it is likely that -gal molecule exposed more than one binding site for
liposome promoting contacts between two lipid membrane and then responsible of this
liposome aggregation. To get a better analysis of fi-gal organization at liposome surface, the
lipid to protein ratio was decreased. At a ratio of 750, liposome aggregation appeared less
important and protein junctions were more frequently encountered indicative of a larger
amount of proteins bound to liposomes (Fig.6 D-F), At a ratio of 375, liposome aggregates
were clearly less compact than that at higher ratio values (Fig.6 G-1). Some liposomes at the
periphery of aggregates and isolated liposomes were decorated at their surfaces with proteins,
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Figure 7 - ° cryoTEM of complexes of K8 antibody with DOSP:MM27. (A-B) DOSP:MM27
alone. (C-D) DOSP;MM27 mixed with anti-K8 antibody at a MR of 375. Scale bars 1M (A-C} and S0nm (B-
D).

We next investigated the structure of complexes formed by DOSP:MM27 and anti-K8
antibody. Cryo-TEM analysis showed that DOSP:MM27 was organized in 20 nm domains
showing no evidence of an internal structure. These domains were aggregated to form clusters
with a mean diameter of 1pm (Fig. 7 A-B). When mixed with anti-K8 antibody, it formed 1.2
pum lipoplexes consisting in aggregated spherical elements (Fig. 7C). At higher magnification,
these spherical structures were seen as “onion-like™ concentric multilamellar structures of
100200 nm in diameter (Fig. 7D) bearing protein densities on their surfaces. These
concentric structures appear to be devoid of proteins. The formation of such concentric
structures was promoted by phosphate ions present in the buffer of this commercial antibody,
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and not by the protein itself, as they were observed in DOSP:MM27 in the presence of 1 mM
phosphate alone (data not shown).

Functional impact of anti K8-antibody delivery on F580del-CFTR trafficking

We investigated whether the intracellular delivery of antibodies directed against cytokeratin 8
could have an impact on F508del-CFTR trafficking. Indeed, it was previously shown that
cytokeratin 8 is responsible of F508del-CFTR endoplasmic reticulum retention, resulting in a
default of trafficking of this mutated channel towards the plasma membrane where it is
partially functional (Davezac et al., 2004). Furthermore, disruption of the interaction between
F508del-CFTR and cytokeratin network by pharmacological means or RNA interference leads
to the restoration of its trafficking towards the plasma membrane (Lipecka et al., 2006; Colas
et al., 2012). Consequently, we hypothesized that the delivery of an antibody directed against
cytokeratin 8 could also disrupt this interaction and lead to the recovery of a cAMP-dependant
anionic conductance through the plasma membrane of F508-del-CFTR expressing cells. MEQ
fluorescence assay showed that WT-CFTR expressing Hela cells treated with anti-cytokeratin
8 antibody display an intense cAMP-dependant anionic conductance (Figure 8 A) as shown by
the rapid guenching of MEQ fluorescence under iodide perfusion after cAMP stimulation
(Figure 8 B). Untreated cells displayed a similar behavior but a reduced fluorescence
amplitude (data not shown). Contrarily, F508del-CFTR-expressing cells displayed a low
anionic conductance independent of cAMP stimulation. After DOSP:MM27-mediated
delivery of the antibody, these cells displayed a robust and rapid increase in MEQ
fluorescence after cAMP stimulation, followed by a rapid quenching after iodide perfusion as
shown of Figure 8 B, indicating the appearance of a cAMP-dependant anionic conductance at
their plasma membranes and suggesting a partial restoration of F508del-CFTR channel
trafficking towards the plasma membrane.
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Figure 8 — Analysis of CFTR function after anti-cytokeratin 8 antibody delivery. (A) MEQ fluorescence assay on
WT-CFTR-expressing Hela cells treated with 1.5 pg of antibody complexed with DOSP:MM27 at & MR of
1000 (triangles), untreated FS08del-CFTR-expressing HeLa cells (diamonds) and F508del-CFTR-expressing
Hela cells treated with 1.5 pg of antibody complexed with DOSP:MM27 at a MR of 1000 (circles). (B)
Quenching slopes of MEQ fluorescence registered during 30s after cAMP stimulation and iodide perfusion
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Discussion

Intracellular protein delivery represents a powerful tool to investigate protein function after
reaching intracellular targets, and can be a promising approach in vive in the field of
biotherapies. Furthermore, even if a protein has a limited lifetime into a cell due to its
proteolysis and/or denaturation, it permits biological engineering without the use of nucleic

acids which can integrate into chromosomes or trigger inflammation.

Various strategies have been developed to introduce proteins into living cells. Physical
methods like micro-injection or electroporation may have deleterious effects on cells and are
difficult to apply in vivo to an entire tissue or organ. Peptide-based methods relying on the use
of protein transduction domains or cell-penetrating peptides are more promising approaches
but they require the covalent linkage between the PTD sequence and the cargo (protein,
siRNA or DNA). In the case of proteins, a step of genetic engineering is required to create a
chimeric protein fused with the PTD, which can alter the structure and function of the cargo.
Additionnally, these peptidic sequences are derived from viruses (HIV-TatP, VP22) or animals
(Antennapedia) and may trigger immune reactions in vivo. Some have underlined the role of
actin network and macropinocytosis in the transduction of HIV-TatP (Imamura et al., 2011;
Suzuki, 2012) but the mechanism seems highly dependant on the PTD and on the nature of
the cargo (van den Berg and Dowdy, 2011). Despite these limitations, PTD technology is
already tested in vive for clinical applications (Michiue et al., 2009; van Duijnhoven et al.,
2011; Olson et al., 2009).

Cationic lipids are used for nucleic acids transfection since years, in vitro and in vivo, and
several clinical trials are on progress to evaluate their therapeutic potential (Zhang et al,,
2012). Their mechanism of action is well described in the case of nucleic acids and relies on
the formation of complexes between the cargo and cationic liposomes, i.¢. lipoplexes. These
lipoplexes are adsorbed on cells via electrostatic interactions and are endocyted. The limiting
step in nucleic acids transfection is the endosomal escape which must take place before the
degradation of the cargo by lysosomal enzymes. This step is promoted in lipid-based
formulation by compounds selected for their ability to disrupt the endosomal membrane,
permitting the delivery of the cargo to the cytoplasm (Wasungu and Hockstra, 2006). It is
likely that in the case of protein delivery, the same mechanisms could be involved and the
same barriers are to be overcome. In opposition to PTDs, cationic lipids do not require a

fusion with the cargo (DNA, RNA or protein) since they are able to spontancously form
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supramolecular assemblies when mixed with the macromolecule to be delivered.
Consequently, in the case of protein delivery the native protein can be delivered without
modifications.

A forerunner study focused in 1974 on the interaction of sphingomyelin-cholesterol-
stearylamine liposomes containing horse radish peroxidase in cultured cells. The authors
concluded that liposomes were adsorbed on the cells and that some were endocyted, but did
not detect the release of the enzyme into cell cytoplasm, probably due to the lack of an
endosomal escape-promoting molecule in the formulation (Magee et al., 1974). More recently,
a study showed the possibility to regulate gene expression into living cells by the delivery of a
transcription factor using DOTMA based liposomes. The purified peptide T7X556 derived
from the rat glucocorticoid receptor was delivered into various cell lines including primary
cells and was shown to accumulate into cell nuclei and to enhance the expression of a reporter
gene (Debs et al,, 1990), Surprisingly, these interesting findings do not seem to have been
followed up immediately. A decade later, several lipid-based formulations were successively
described to introduce proteins into living cells: reporter proteins and fluorescent antibodies
(Zelphati et al., 2001; Dalkara et al., 2006; Weill et al,, 2008a; Weill et al,, 2008b) but also
functionnal proteins, e.g. caspases and granzyme-B (Zelphati et al., 2001), cytotoxic protein
saporin (Fretz et al,, 2007), DNA methyltransferase Mssl (van der Gun et al., 2007),
lactoferricin’s antimicrobial core (Richardson et al., 2009) or cytochrome-C (Kim et al., 2012)

Here, we choosed f-galactosidase as a model protein to identify lipidic compounds able to
deliver a protein into living cells. The availability of a highly sensitive detection test and the
possibility to observe its presence in cell cytoplasm by X-gal staining allowed us to perform a
screening on a libary of cationic lipids. Furthermore, as its detection is based on its enzymatic
activity, it is a convenient way to discover compounds able to deliver proteins without
denaturating them, under their active conformation. If most of the cationic lipids we tested
proved to be inefficient to deliver the enzyme into cultured HeLa cells, two molecules, DOSP
and BGTC, were able to deliver a low but detectable amount (respectively 0.3 and 0.9 %) of
the initial protein dose to the cells when they were used as micellar solutions. BGTC is a
cholesterol-based lipid bearing two guanidinium polar headgroups (Vigneron et al., 1996) and
DOSP is a fatty-acid-based molecule bearing a paromomycin headgroup (Desigaux et al.,
2007; Mevel et al., 2012). These two compounds are commonly used for their high DNA and
siRNA transfection potential and their lack of toxicity. In order to enhance their protein
delivery activity, we formulated them as liposomal suspensions, combined with the neutral
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lipid DOPE. We observed a dramatic increase of their activity, DOSP:DOPE and
BGTC:DOPE leading to internalization efficiencies of 4.4% and 10% of the initial protein
dose with more than 95% of cell viability. DOPE is commonly used in nucleic acids
transfection reagents to promote endosomal membrane disruption (Zuhom and Hoekstra,
2002; Barteau et al., 2008) and has also been used in protein delivery reagents (Dalkara et al.,
2006; van der Gun et al., 2007; Richardson et al., 2009; Kim et al., 2012; Zelphati et al.,
2001). It is likely that cationic lipids used alone led to the internalization of the protein by
cells, followed by lysosomal degradation. Adding DOPE to the formulation seems to promote
the delivery of the enzyme into the cytosol before fusion of endosomes with lysosomes. To
verify that B-gal was delivered into the cytosol, we performed an X-gal staining of cells
treated with BGTC:DOPE/B-gal lipoplexes. If after 15 minutes of incubation the enzymatic
activity was mostly contained into punctuate structures through the cell, probably endosomes,
after 4 hours of incubation 3-gal was detectable throughout the cytosol of virtually all treated
cells, indicating that it was released under its native conformation capable of catalytic activity,
without being denatured by cationic lipids. Interestingly, B-gal activity was still detectable
after 60 hours of incubation, indicated a prolonged release of the enzyme to the cells and/or a
prolonged survival of the protein into the cytosol (data not shown).

It was also verified that BGTC:DOPE liposomes enable the delivery of [-gal into other cell
lines than HelLa. The internalization efficiency was of 5-10% in mouse myoblast lineage
C2C12 and in human non-small cell lung carcinoma H1299 and of 10-20% in Chinese
hamster ovary lineage CHO-K1, These homogeneous results contrast with cationic lipid-
mediated DNA transfection efficiency in the same cell lines, where we observed that
transgene expression levels after DNA delivery can differ of several magnitude orders (data
not shown). It was previously observed that different cell lines internalize the same amounts
of plasmid after lipofection, but that the transgene expression level is limited by the nuclear
importation of the plasmids (James and Giorgio, 2000). This suggests that the internalization
mechanism is similar between cationic lipid/nucleic acid and cationic lipid/protein complexes

and that its efficiency is roughly the same among different cell lines;

Then we investigated the possibility to deliver into HelLa cells an antibody under its native

conformation able to recognize its intracellular target. An FITC-tagged antibody directed

against human cytokeratin 8 was vectorized using BGTC and DOSP, with or without DOPE,

None of the conditons tested by varying the dose of protein and the molar ratio enabled the

delivery of the antibody into the cytosol: punctuate FITC fluorescence indicated that
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lipoplexes were trapped in endosomal system. Such a lack of efficiency for cationic lipid-
mediated antibody delivery was already observed in previous studies. The fatty-acid cationic
derivative Saint-2 was used by van der Gun et al. to deliver fi-gal, antibodies and the DNA
methyltransferase M.SssI into various cell lines. Results showed that exogenous [-gal
delivered by Saint2:DOPE was present through cell cytoplasm. The delivery of M.Sssl led to
changes in the methylation pattern of cells genomic DNA and to modification of gene
expression, indicating that the delivered protein reached the nucleus and was active, The
authors observed that antibodies delivered by Saint-2:DOPE were localized into the cell and
also considered the delivery was successful (van der Gun et al., 2007). However, antibodies
delivered by this mean were located into punctuate structures, independently of their targets,
probably indicating a defect of endosomal escape of Saint2:DOPE/antibodies lipoplexes and
suggesting that the efficacy of this delivery system is protein dependant, Facing the same
issue, we choosed to enhance the endosomal escape step by using MM27, an imidazole-
bearing neutral lipid. It was previously reported that this compound is 100 fold more efficient
than DOPE to promote DNA transfection (Billiet et al., 2012; Mevel et al., 2008). It was
suggested that the amines of the imidazole headgroup, neutral at physiological pH, undergo
protonation in acidic organelles, leading to endosomal membrane disruption by a proton
sponge mechanism (Midoux et al,, 2009). When we used BGTC:MM27 liposomes to deliver
anti-K8 antibody into HeLa cells, we observed a labeling of the cytokeratin network only in
10% of the cells, showing a limited improvement compared to BGTC or BGTC:DOPE
mediated antibody delivery. In contrast, DOSP:MM27 liposomes lead to the labeling of the
cytokeratin network in 70% of the treated cells after 4 hours of incubation with lipolexes, a
dramatic improvement compared to DOSP and DOSP:DOPE-mediated antibody delivery. The
staining pattern observed in these cells was similar to that observed on fixed/permeabilized
cells treated with the same antibody following a classical immunofluorescence protocol.
Interestingly, the structure of cytokeratin network seemed more preserved when labeled by the
delivered antibody than when using acetone/methanol permeabilization, probably because in
the first case cells did not underwent dehydratation caused by methanol. If most of the cells
were labeled only 4 hours after DOSP:MM27/antibody treatment, the cytoskeleton remained
stained 24 hours after treatment, indicating a prolonged release of the antibody by lipoplexes.
These findings indicate that in the case of protein delivery, the efficacy of the system greatly
varies depending on the protein type, and that vectors have to be adapted to obtain an efficient
delivery. This contrasts with DNA or RNA delivery which takes advantage of the universal

structure of nucleic acids: independently of the nucleotidic sequence, nucleic acids present the
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same structure and electrical charge, which is not the case of peptides and protein whose
physicochemical parameters greatly vary.

We took advantage of the efficacy of the delivery of antibodies into living cells by
DOSP:MM27 1o investigate the ability of anti-cytokeratin 8 antibodies to disrupt the
interaction between cytokeratin 8 and F508del-CFTR, This interaction has previously been
shown to impair the trafficking of this mutated channel towards the plasma membrane where
it is partially functional, leading to cystic fibrosis (Davezac et al., 2004; Lipecka et al,, 2006;
Colas et al,, 2012). The evalvation of transmembrane anionic efflux by MEQ fluorescence
measurement showed that the delivery of antibodies against cytokeratin 8 led to the
restoration of a cAMP-dependant anionic conductance at the surface of F508del-CFTR
expressing cells, which was absent in untreated cells but present in WT-CFTR expressing
cells, These preliminary results have to be confirmed by other means but strongly suggest that
antibody-mediated disruption of the interaction between cytokeratin 7 and F508del-CFTR can
restore the trafficking of this mutated channel towards the plasma membrane, which could
provide a new approach for the study ant future therapeutic strategies of such
channelopathies,

Interestingly, we found that the optimal cationic lipid/protein ratios for protein delivery were
between 1000 and 1500 independently of the nature of the protein. Dalkara et al. found that
DOGS-mediated intracellular delivery of proteins was optimal with ratios corresponding to
4.7 DOGS molecules per square nanometer of protein surface (Dalkara et al., 2004). In the
case of nucleic acid delivery. the key parameter is the charge ratio between the negative
phosphates of the nucleic acid and the positive groups of the cationic lipid (Barteau et al.,
2008). In the case of BGTC and DOSP-mediated protein delivery, we found no relation to
explain the constant optimal ratio we observed, neither considering the protein surface nor
considering the electric charge of the delivered protein (data not shown). We suppose that this
optimal ratio of 1500 corresponds to a compromise between two unfavorable situations : for
lower ratios, the protein densities coated at the surface of lipoplexes, as observed by cryo-
TEM imaging, may prevent the fusion between endosomal membranes and cationic lipids,
hampering endosomal escape and leading to the degradation of the protein by lysosomal
enzymes. At higher ratios, toxic effects of the cationic lipid may have a negative impact on
the delivery efficiency.

22

233



The colloidal stability of BGTC:DOPE/S-gal complexes assessed by dynamic light scattering
showed that such complexes follow a three-zone model previously proposed for cationic
lipid/nucleic acids complexes (Pitard et al., 1997). In the first zone of this model (MR under
100), the protein is in excess, probably leading to the formation of negatively charged
complexes stabilized by electrostatic repulsion. Increasing the molar ratio over 100, leading to
electric neutralization, increases the size of the complexes which become colloidally unstable
and undergo aggregation, probably by hydrophobic interactions. For molar ratios above 1000,
cationic lipids in large excess promote electrostatic repulsion. At the optimal ratio of 1500,
lipoplexes of 300nm in diameter are likely to efficiently sediment on cells and to enter into
cells through endocytosis (Ross and Hui, 1999)

To get a better understanding of the properties of cationic lipid/protein lipoplexes, we
performed cryo-TEM imaging of BGTC:DOPE/B-gal complexes. Our results show that
BGTC:DOPE liposomes are spherical monolamellar or oligolamellar  vesicles with an
average diameter of 120 nm. Cryo-TEM observation indicates that the mixing of these
liposomes with f-gal at a MR of 1500 promotes aggregation, resulting in large, globally
spherical lipoplexes with a few membrane remodeling and protein junctions. The spanning
across such protein junctions was of 10nm, compatible with the presence of a monolayer of -
gal proteins whose thickness is 9nm, assuming that E. coli B-gal is a tetramer of 175 x 135 x
90 A (Jacobson et al., 1994). Lowering the MR to increase lipid/protein interaction showed
that B-gal was coated on the surface of liposomes. This seemed that protein density reached at
liposome surface prevented liposome aggregation. It suggests then that liposome aggregation
is mediated by protein-lipid membrane interactions and unlikely by protein-protein
interactions. Interestingly, at this ratio, liposomes appeared also deformed revealing the
capability of B-gal to induce membrane remodeling. Then it is likely that the binding of -gal
to BGTC liposomes is driven by electrostatic and Van der Waals interactions, the latter being

responsible of membrane remodeling.

Next we investigated the supramolecular organization of DOSP:MM27/ antibodies complexes
by cryo-TEM. DOSP:MM27 alone was organized in micrometer-sized clusters composed of
smaller domains of 10nm with no evidence of an internal structure. When DOSP:MM27 was
mixed with anti-K8 antibody, a deep reorganization of the supramolecular assembly occurred,
showing clusters of onion-like structures bearing antibodies on their surface but apparently
devoid of proteins. This organization was promoted by phosphates present in the commercial
formulation of the antibody, and not by the antibody itself. Such a remodeling of cationic
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lipids-based supramolecular structures, to form onion-like structures have already been
described with cationic lipid/nucleic acids complexes: in this case concentric multilamellar
structures consist in nucleic acid intercalated between two adjacent lipidic bilayers (Pitard et
al., 1999). The presence of such assemblies devoid of proteins might play a role in MM27-
mediated endosomal escape, the large amount of MM27 into the lipoplexe offering a high
buffering capacity. One can explain the lack of efficiency of DOSP:DOPE to promote
endosomal escape of antibodies by the coating of proteins present at the surface of lipoplexes.
Indeed, a tight contact between lipoplexe surface and endosomal membrane is essential to
promote the mixing of lipids by flip-flops between the two bilayers, resulting in endosomal
membrane destabilization and disruption (Xu and Szoka, Jr., 1996; Zuhorn and Hoekstra,
2002). A layer of proteins between the two lipidic membranes may prevent such lipid mixing,
Contrarily, MM27-mediated endosomal escape is presumed to partially rely on a proton
sponge mechanism. Protons are more likely to diffuse through a protein layer than large
lipidic molecules, enabling the buffering of the endosome undergoing acidification and its
swelling without needing a tight contact between the endosomal membrane and the
lipoplexes.

To summarize, we describe here two efficient protein delivery systems based on cationic lipid
able to deliver various proteins under their functional conformation in the cytosol of various
cultured cell types. Our results indicate that, contrarily to nucleic acid transfection, vectors for
protein delivery have to be adapted depending on the nature of the protein. Particularly, the
endosomal escape of lipoplexes seems to be a crucial step in the delivery mechanism and has
to be optimized for some proteins like antibodies. We propose here the use of a protonable
helper lipid, instead of the fusogenic lipid DOPE commonly used, to circumvent problems
due to the structure of lipoplexes preventing endosomal membrane disruption. Furthermore,
our results suggest that the delivery of antibodies directed against an intracellular target
involved in cystic fibrosis can lead to the restoration of F508del-CFTR traffick and function.
Finally, by focusing on the physicochemical properties of such lipoplexes, we determined
which parameters are crucial for an efficient delivery. Such findings should be useful to
permit a rational design of cationic liposomes dedicated to the delivery of proteins into living

cells.
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Abstract
We hereby present different DNA nanocarriers consisting of new multimodular systems
(MMS), containing the cationic lipid dioleylaminesuccinylparomomycin (DNA MMS DOSP),
or bis (guanidinium)-tren-cholesterol (DNA MMS BGTC), and DNA lipid nanocapsules
(DNA LNCs). Active targeting of the asialoglycoprotein receptor using galactose as a ligand
for DNA MMS (GAL DNA MMS) and passive targeting using a PEG coating for DNA LNCs
(PEG DNA LNCs) should improve the properties of these DNA nanocarriers. All systems
were characterised via physico-chemical methods and the DNA payload of DNA LNCs was
quantified for the first time. Afterwards, their biodistribution in healthy mice was analysed
after encapsulation of a fluorescent dye via in vivo biofluorescence imaging, revealing various
distribution profiles depending on the cationic lipid used and their surface characteristics.
Furthermore, the two vectors with the best prolonged circulation profile were administered
twice in healthy mice revealing that the new DNA MMS DOSP vectors showed no toxicity
and the same distribution profile for both injections, contrary to PEG DNA LNCs which
showed a rapid clearance after the second injection, certainly due to the accelerated blood

clearance (ABC) phenomenon.

Keywords:

Lipid nanocapsules; multimodular systems; repeated administration; targeting; ABC

phenomenon

243



INTRODUCTION

Gene therapy is an emerging technology that aims to permanently or temporarily correct a
gene defect by the intracellular delivery of nucleic acids [1]. Gene defects can either arise
during cell division processes or be due to external agents (such as UV or other radiation,
chemical substances). The introduction of a plasmid DNA, encoding the native form of the
gene can be a way to conquer these gene defects. Since naked plasmid DNA is quickly
degraded by blood nucleases and in general shows no relevant therapeutic effects when
administered systemically [1], vectors are necessary to transport plasmid DNA into the cell
nucleus. In general, as with any drug, gene transfer complexes must reach their intended site
of action to induce therapeutic effects, but this can be compromised through unspecific
interactions, especially if they are frequently re-administrated. Consequently, one basic
challenge for non-viral gene therapy is to develop an approach that delivers a therapeutic gene
into selected cells. With this aim in mind, two different types of promising nanocarriers were
developed in our laboratories: lipid nanocapsules (DNA LNCs) and multimodular systems
(DNA MMS). DNA LNCs consist of a lipophilic lipid core, containing a mixture of
triglycerides and polyglyceryl-6 dioleate surrounded by a shell composed of free polyethylene
glycol (PEG) and hydroxystearate-PEG (HS-PEG) [2]. To encapsulate hydrophilic DNA in
the lipophilic lipid core, the first step consists of complexing the anionic DNA with cationic
lipids, to form lipoplexes which are then introduced into the formulation process of DNA
LNCs, based on phase-inversions of an emulsion [3]. DNA LNCs encapsulating a luciferase-
coding plasmid DNA proved their transfection efficacy in vitro [4] and, after surface-coating
with DSPE-PEGgq0 chains forming PEG DNA LNCs, prolonged their circulation in the blood
and their transfection efficacy in vivo in a tumour model [5, 6]. DNA MMS also exhibit a dual
structure: a core composed of lipoplexes and an external corona of steric stabilisers capable of
carrying the ligands necessary for active targeting. The first DNA MMS that were developed
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consisted of the cholesterol derivate BGTC (bis-guanidinium-tren-cholesterol) as a cationic
lipid, the plasmid pCMV luciferase, and the steric stabiliser F108 (a block copolymer of PEO
and PPO), with or without galactose as a ligand. They had already been tested in vitro on
primary hepatocytes [7] and demonstrated a specific transfection for galactosylated DNA
MMS due to the recognition of the galactose ligands by asialoglycoprotein receptors, present

on hepatocytes.

With the aim of developing new, efficient non-viral DNA nanocarriers, new MMS containing
the aminoglycoside derivate DOSP (dioleylsuccinylparomomycin) were developed and
compared to the already in vitro-tested DNA MMS BGTC. In parallel, the DNA payload in
DNA LNCs was for the first time quantified and localised. Afterwards, both DNA MMs, in
the presence and absence of galactose, as well as DNA LNCs and PEG DNA LNCs, were
injected for the first time via intravenous injection into healthy mice and their different
biodistribution and kinetics were explored, via non-invasive in vivo biofluorescence imaging
(BFI) [8]. Finally, PEG DNA LNCs and DNA MMS DOSP, the DNA nanocarriers with the
longest circulation time, were tested for repeated administration since in future therapeutic

applications multiple injections can be envisaged to improve the effect of the plasmid DNA.

RESULTS

DNA nanocarrier characterisation

DNA MMS DOSP — new multimodular systems for systemic administration

Similar to DNA MMS BGTC, new DNA MMS containing the cationic lipid DOSP were
developed. They can be recovered with galactose in order to target the asialoglycoprotein

receptors in future applications directed to the liver. To determine their colloidal stability [9],
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electrophoresis experiments (Fig. 1a), size measurements (Fig. 1b) and fluorescence
measurements (data not shown) of DOSP/DOPE/DNA lipoplexes were performed at different
charge ratios (CR), defined as the ratio of the cationic lipid charge to the anionic nucleic acid
charge (+/-) [10]. Three zones of colloidal stability A (CR<2),B(CR2-5)and C (CR >5)
were determined with a complete complexation of the nucleic acids at CR > 2 indicated by
low fluorescence intensities in electrophoresis experiments and fluorescence measurements
(data not shown). As a consequence, CR 2 was chosen, but lipoplexes at this CR rate had an
increased size and were colloidally unstable. To prevent their aggregation due to their neutral
surface charge, the polymer F108 was added to reduce efficiently their size (final size about
100 - 130nm, Fig. 1c). Additionally, for all FL08/DNA ratios tested, no fluorescence signal
was detected in electrophoresis experiments thus indicating no dissociation of the lipoplexes
(Fig. 1d). In view of these results, and in accordance with DNA MMS BGTC, the F108/DNA

and F108-gal/DNA ratio of 300 (w/w) was chosen.

DNA LNCs — quantification of the DNA payload

To check DNA complexation (lipoplexes) or encapsulation (DNA LNCs) and to confirm that
the purification and that the post-insertion process did not modify the DNA encapsulation in
PEG DNA LNCs, gel electrophoresis experiments were performed. When LNCs were intact,
only very low fluorescence signals were detected for both types of LNCs, indicating neither a
loss of DNA nor the liberation of DNA from the DNA LNCs (Fig. 2a). In contrast, after LNC
destruction with Triton, an intense fluorescence signal was observed in both cases.
Afterwards, the DNA localisation (lipoplexes versus LNCs) was determined using a newly-
developed quantitative method based on chloroform extraction and subsequent UV
spectroscopy analysis at 260nm. Our hypothesis is that DNA could be potentially localised in

four different compartments of the formulation (Fig. 2b): (1) free DNA molecules, (2) DNA
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molecules in lipoplexes outside LNCs, (3) lipoplexes encapsulated in LNCs, and (4) DNA
molecules encapsulated in LNCs dissociated from cationic lipids. DNA quantification, before
purification or postinsertion (Table 1), revealed about 16% of free DNA molecules,
corresponding to a small line of fluorescence at gel electrophoresis experiments, about 65% in
lipoplexes outside DNA LNCs and up to 22% of DNA encapsulated in LNCs, whereas the
major part was dissociated from cationic lipids (21% versus 1%). The experimental DNA
payload was about 0.07% compared to the theoretical DNA payload of 0.29%. To eliminate
free DNA, DNA LNCs were purified by gel chromatography before being coated with PEG
and use for in vivo experiments. Due to the similar size between DNA LNCs and DNA
lipoplexes, we hypothesized that these last particles were not totally eliminated by
chromatography columns. Consequently, DNA LNCs or PEG DNA LNCs used for the
different experiments likely corresponded to a mixture of DNA lipoplexes and LNC. To
ensure the homogen composition from batch to batch, all preparations were characterised by

physico-chemical methods before use for further experiments.

Physico-chemical characterisation of the different DNA nanocarriers

The lipoplex composition used for DNA LNCs, PEG DNA LNCs, DNA MMS BGTC, GAL
DNA MMS BGTC and the newly developed DNA MMS DOSP and GAL DNA MMS DOSP,
as well as the polymer/DNA ratios used for in vivo experiments are listed in Table 2. The
plasmid luciferase was initially chosen as a model because it can be quantified quite easily.
Before using these DNA nanocarriers for in vivo experiments, they were characterised by size
and zeta potential measurements (Table 2). DNA LNCs had a size of 114nm with a PDI of 0.3
and a positive zeta potential of +27mV. Coating the surface with DSPE-PEG;qq resulted in a
size of 132nm and a negative zeta potential of -17mV due to dipolar interactions of PEG with
water as previously described [11]. DNA MMS showed sizes of 150nm (BGTC) and 200nm

(DOSP) with a polydispersity index (PDI) of 0.4. The addition of galactose resulted in a size
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of 300nm for GAL DNA MMS BGTC, which agrees well with previous results [7], and
resulted in a size of 150nm for GAL DNA MMS DOSP with a PDI of 0.5 and unchanged

neutral zeta potentials.

In vivo biofluorescence imaging in healthy animals

Biodistribution after one systemic administration

For in vivo experiments, nude mice were chosen to avoid hair autofluorescence, to facilitate
observations by in vivo biofluorescence imaging (BFI) [12], and to compare the results with
those previously obtained on different tumour models [5, 6, 13]. To follow the DNA
nanocarriers via BFI, we used as in a previously reported study [5] the fluorescent dye DiD (a
near-infrared fluorophore used to avoid the autofluorescence wave length emitted by animals)
encapsulated in the different DNA nanocarriers and images were taken 1, 3, 5 and 24h after
systemic administration (Fig. 3) from lateral and decubitus dorsal views. Different regions of
interest were selected to quantify the fluorescence intensities: (1) the abdominal region,
including liver and bladder, (2) bladder, (3) liver and (4) lungs (Fig. 4). The DNA MMS
BGTC and GAL DNA MMS BGTC were rapidly accumulated in the liver. This accumulation
persisted during the whole observation period and was similar for both DNA nanocarriers.
The fluorescence intensities in the liver were three to four times that in the bladder and about
two times that in the lungs: DNA MMS DOSP showed an accumulation in the liver, but to a
lesser extent than for DNA MMS BGTC. A fluorescence signal was also observed in the
urinary system, and in the lungs during the whole period with similar intensities in liver, lungs
and bladder. Interstingly, DNA MMS DOSP had an increased circulation time compared to
the other DNA MMS tested, with fluorescence signals four to five times higher than for GAL

DNA MMS DOSP and an increase at 24h. The addition of galactose ligands to these systems
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provided an accentuated accumulation in the liver with less accumulation in the urinary
system and the lungs than for DNA MMS DOSP. The fluorescence intensities in the liver
were two times that in the bladder and about one and a third that of the lungs. DNA LNCs
showed a wide degree of distribution 1h after intravenous administration, with fluorescence
intensities in the liver and the lungs about two times that in the bladder. Afterwards, an rapid
and important decrease of the fluorescence signal was observed as the signal was divided by
two at 3h compared to 1h. The addition of long DSPE-PEG chains augmented the circulation
time up to 5h after administration with a maximal signal at 3h and showed a wide distribution
in the whole body as with DNA LNCs at 1h. However, 24h after their administration, no
fluorescence was detected on the images as the fluorescence signal was only about 60% of the

initial signal, indicating the elimination of these systems.

Biodistribution after repeated administration

As the repeated administration of these systems could be envisaged in a treatment context
(chronic disease), the two systems with the longest circulation profile (PEG DNA LNCs and
DNA MMS DOSP) were followed via BFI after two intravenous injections administered at
time intervals of one week (Fig. 4d and 5). Images of the first injection have already been
described in the previous section. After the second injection of DNA MMS DOSP, the
biodistribution profile was similar to the first one, represented by a prolonged circulation time
and an increase of the fluorescence signal at 24h. However, the fluorescence signal in the liver
and in the lungs were, that time, twice that in the bladder, like for DNA LNCs. The
biodistribution profile for the PEG DNA LNCs after the second injection showed a reduced
circulation time and a similar profile to DNA LNCs, with wide distribution in the whole body

one hour after administration. In contrast, an augmentation of the signal in the lungs and the
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liver to 2.5 times that in the bladder after the second injection and a high level of intolerance

to PEG DNA LNCs after the second injection were observed.

Hepatotoxicity of PEG DNA LNCs and DNA MMS DOSP

To determine the hepatotoxicity of PEG DNA LNCs and DNA MMS DOSP, blood samples
were collected regularly during the observation period and the enzyme activity of ALAT
(alanine aminotransferase) and ASAT (aspartate aminotransferase) were quantified (Fig. 5)
indicating a hepato-toxicity when both ALAT values, specific to the liver, and ASAT values,
also found in other organs and tissues, were increased. For the group receiving PEG DNA
LNCs, ASAT and ALAT values showed a slight increase 24h after the first injection. These
values increased again, but to a lesser extent, 24h after the second injection. However, these
values are near to the values obtained for the control group (without nanocarrier injection).
ASAT and ALAT values for the mice receiving DNA MMS DOSP, showed nearly the same
profile as the ASAT and ALAT values for the control group indicating no hepatotoxicity of

these DNA MMS.

Fluorescence accumulation and luciferase quantification in different organs 24h after

i.v. injection

Twenty four hours after the last administration of DNA nanocarriers (two administrations for
PEG DNA LNCs and DNA MMS DOSP, one administration for DNA LNCs, DNA MMS
BGTC, GAL DNA MMS BGTC and GAL DNA MMS DOSP, and no injection for the
control group), the animals were sacrificed and the fluorescence localisation was determined
in different organs (liver, lungs, kidneys, spleen and heart) to confirm BF images since BFI is

affected by tissue depth [8] (Fig. 6). For all DNA nanocarriers, the major intensity was
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observed in the liver, followed by some fluorescence in the lungs and almost no fluorescence
intensity in the heart, the spleen and the kidneys. In mice receiving the two injections, the
luciferase expression was also quantified but revealed little luciferase expression (less than

2RLU/mg proteins) (data not shown).

DISCUSSION

New MMS containing the lipids DOSP/DOPE were developed showing comparable physico-
chemical characteristics as previously described for DNA MMS BGTC. In parallel, DNA was
quantified and localised for the first time using a method based on chloroform extraction and
spectroscopy analysis and revealed about 22% of DNA being encapsulated in LNCs. The
major part of this DNA was dissociated from cationic lipids, certainly due to a rearrangement
of the different lipids around the nucleic acids during the formulation process, since
lipoplexes with an initial size of about 400nm were encapsulated in DNA LNCs presenting a
size of about 100nm [2]. However, a large part of the DNA was still complexed in lipoplexes
outside DNA LNCs which remained in the formulation even after the purification step,
carried out to eliminate the excess of free components, since they both have similar sizes. This
was also confirmed by electrophoresis analysis that, showed similar fluorescence intensities
for DNA LNCs (before the purification step) and PEG DNA LNCs (after the purification
step) (Fig. 2a). Most of these (PEG) DNA LNCs and DNA MMS, developed in our

laboratories, presented appropriated characteristics for systemic administration.

In vivo biofluorescence imaging (BFI), a fast, simple and relatively low-cost technique [14],
was used to determine the biodistribution profiles of the DNA nanocarriers in healthy mice.
With this aim in mind, the fluorescent tracer, DiD, which is not soluble in water and is known
to be prone to aggregation and auto-quenching in aqueous buffer [15], was encapsulated in
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DNA nanocarriers, which mimicked an “organic-like” medium, and thus improved its optical
properties. However, the fluorescence intensity is not an absolutely quantitative method and
depends on the tissue observed and its localisation [16]. Furthermore, the quantity of DiD was
not equal in all systems, but quantities in DNA MMS with the different lipids and ligands
were equal, so they could be compared on the one side, and quantities in DNA LNCs and
PEG DNA LNCs on the other side, were also equal and could thus also be compared with
each other. Each DNA nanocarrier showed a specific biodistribution profile in function of its
composition. DNA MMS composed of the cationic lipid BGTC had a short circulation time
and accumulated preferentially in the liver whereas DNA MMS composed of the cationic
lipid DOSP favoured prolonged circulation time, as evidenced by a clear visible accumulation
up to 24 hours after the first injection. The addition of the ligand galactose to both systems
resulted in an accumulation in the liver. This phenomenon is certainly due to the
asialoglycoprotein receptor (ASGP-R) situated on hepatocytes which recognises terminal,
galactose-bearing asialoglycoproteins and favours the specific internalisation of galactose-
containing systems [7, 17, 18]. DNA LNCs showed wide distribution but a short circulation
time which could be increased by being coated with DSPE-PEG chains, as has also been seen

previously on different tumour models [5, 6, 13].

Afterwards, the DNA MMS DOSP and PEG DNA LNC systems which had the longest
circulation times were chosen for repeated administration on healthy animals. DNA MMS
DOSP showed no hepatotoxicity and similar biodistribution profiles for both injections.
Interestingly, the fluorescence signal of these systems augmented, contrary to that of the other
systems, at 24h for both injections. This could be due to a re-distribution or re-metabolisation
of the labeled lipid, but as it was only observed with these systems, it is likely that this

phenomenon could be attributed to the DNA complexes rather than the tracer itself. In
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contrast, PEG DNA LNCs were rapidly eliminated and showed an augmented intolerance on
healthy mice after the second injection. The elimination process is probably due by the MPS
system [5], as these DNA nanocarriers are too big for renal elimination. The fluorescence
signal observed in the bladder is likely due to the tracer (alone or in association with the
cationic lipids from the lipoplex/LNC mixture). Mice presented signs of paralysis at their
extremities and difficulty in breathing, typical of a shock response, to the point of rapid
mortality within 10 to 30 minutes after the injection of some animals. This could be due to the
accelerated blood clearance (ABC) phenomenon of the PEGylated carriers in combination
with their inflammatory payload (plasmid DNA) and the use of athymic (nude) mice. This
phenomenon has already been reported in the literature [19-21] but is still not fully elucidated.
Two distinct phases can be determined in this phenomenon [22, 23]. (1) The induction phase
following the first injection, where liposomes, or in our case PEG DNA LNCs, bind and
cross-link surface immunoglobulin on PEG-reactive B-cells [24], inducing the production of
anti-PEG IgM and (2) the effectuation phase following the second injection, whereas on the
one hand, the DNA payload is internalised followed by B-cell stimulatory pathway activation,
such as TLR 9 [25] and on the other hand, accessory cells are induced to produce cytokines,
independent of T cell help [25-27] followed by the rapid clearance of the PEGylated carriers
from the bloodstream, mainly by Kupffer cells in the liver. The severe reactions observed
here, including the death of some mice, could be due to the non-regulation of the immune
response due to the use of nude (athymic) mice [21, 28, 29], but the regulation is complex and

needs further investigations to be fully understood.

For the long-circulating systems, PEG DNA LNCs and DNA MMS DOSP, no luciferase or
very low expression could be detected 24h after the last injection in any organ although

fluorescence was observed in the liver. This is in good agreement with our objectif to
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transfect only deficient cells and no healthy cells. To obtain transfection, a targeting strategy
IS necessary as was observed in other in vivo studies with grafted tumours after i.v. injection
of PEG DNA LNCs (passive targeting) [6] and GAL DNA MMS DOSP (active targeting)
(David et al., submitted manuscript). The absence of transfection in the physiological liver,
observed here, could suggest that the number of hepatocytes transfected by nanoparticles
compared to the total number of hepatocytes is not sufficient to produce enough luciferase to
be detected. In contrast, by using targeting strategies, as was done in the other studies,
accumulated doses were probably greater which should led to more efficient transfection. For
PEG DNA LNCs, an important point for the absence of luciferase expression is certainly the
rapid clearance of these DNA nanocarriers after the second injection due to the ABC
phenomenon. For the future, there are different possibilities to diminish this immunogenic
response by considering the time interval between the different injections [20, 30], the lipid
composition of the PEG component [20, 31], the sequence of the pDNA [21] and/or the

animals [19] used.

In summary, we have presented here various DNA nanocarriers for systemic administration
with appropriate physico-chemical properties and different biodistribution profiles depending
on their lipid and surface composition. These DNA nanocarriers represent a promising tool
for various applications such as tumour targeting or hepatocyte targeting. Furthermore, this

platform can easily be complemented using other lipids and/or ligands.
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MATERIALS AND METHODS

DNA nanocarrier preparations

All DNA nanocarriers used were based on lipoplex formation prepared by adding equal
volumes of DNA plasmid (pgW1Z™-luciferase (Gene Therapy systems, Inc., San Diego, CA
USA)) and liposomes in a defined charge ratio of cationic lipid charge and anionic DNA
charge to obtain a final DNA concentration of 0.25g/l for DNA MMS or 0.825g/l for DNA
LNCs. NaCl was added during preparation, to obtain a final concentration of 0.15M.
Lipoplexes were incubated for 20min at room temperature before use. For liposome
preparation a cationic lipid DOSP (dioleylamin-succinylparomomycin) (synthesis previously
described in [32]), BGTC (bis(guanidinium)-tris(2-aminoethyl)amine-cholesterol) (synthesis
previously described in [33]) or DOTAP (1.2-dioleyl-3-trimethylammoniumpropane)
(Avanti® Polar Lipids Inc., Alabaster, AL, USA) was weighted with the neutral lipid DOPE
(1.2-dioleyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine) (Avanti® Polar Lipids Inc., Alabaster, AL,
USA) at the ratios 1/1, 3/2 and 1/1 (M/M) respectively to obtain a final concentration of
20mM of cationic lipid charge (considering the number of positive charges per molecule: 4
for DOSP, 2 for BGTC and 1 for DOTAP), and solubilised in chloroform. Chloroform was
then evaporated under vacuum to obtain a homogeneous lipid film which was hydrated with
deionised water overnight at 4°C. The next day, liposomes were sonicated and size
measurement was performed before use. To prepare DNA MMS for BFI, 1,1’-dioctadecyl-
3,3,3”,3’-tetramethylindodicarbocyanine perchlorate (DiD, em. = 644nm; exc. = 665nm)
(Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) was added to the lipids prior to lipid film preparation
and the steric stabilisers F108 (80% poly(ethylene oxide), MW 14600, generously provided
by BASF) or F108-gal (synthesis previously described in [7]) were added to DOSP/DOPE or

BGTC/DOPE liposomes prior tolipoplex preparation. To obtain fluorescent DNA LNCs for
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BFI, DOTAP/DOPE/DNA lipoplexes (CR =5), corresponding to 78.9% (w/w), were added to
9.9% (w/w) lipophilic Labrafac® WL 1349 (Gatefossé S.A., Saint-Priest, France) mixed with
DiD as described in [34], 3.9% (w/w) oleic Plurol® (Polyglyceryl-6 dioleate) which was
kindly provided by Gatefossé S.A. (Saint-Priest, France), 1.4% (w/w) NaCl (Prolabo,
Fontenay-sous-Bois, France), and 5.9% (w/w) Solutol® HS-15 (BASF, Ludwigshafen,
Germany) [3]. Briefly, after mixing all the components, temperature-cycles around the phase-
inversion-temperature (PIT) were performed under magnetic stirring. Later, ice cooled water
(obtained from a Milli-Q-plus® system, Millipore, Paris, France) was added (at a ratio
0f1:1.96) to dilute the obtained microemulsion and form LNCs. To eliminate free
components, DNA LNCs were purified, using PD10 Sephadex columns (Amersham
Biosciences Europe, Orsay, France), ultrafiltrated with MilliporeAmicon® Ultra-15
centrifugal filter devices (Millipore, St Quentin-Yvelines, France) and then the salt- and LNC-
concentrations were readjusted to obtain a physiologic concentration of NaCl (150mM) and
the initial concentration of LNCs (152g/l) [2]. PEG DNA LNCs with a final polymer
concentration of 10mM were obtained by a post-insertion process which consisted of mixing
purified DNA LNCs with DSPE-mPEG2p0 (1,2-DiStearoyl-sn-glycero-3-
PhosphoEthanolamine-N-[methoxy (polyethylene glycol)-2000], Mean Molecular Weight
(MMW) = 2,805g/mol, Avanti Polar Lipids, Inc, Alabaster, USA), and an incubation for 4h

at 30°C by vortexing every 15 minutes [5].

DNA nanocarrier characterisation

Size and zeta potential measurements

Size measurements for DNA MMS DOSP development described in the first section of the

results were performed using a Malvern Zetasizer 300HSA (Malvern Instruments S.A.,
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Worcestershire, UK) with a dilution of 4:100 in 0.15M NaCl. Size and zeta potential
measurements for DNA nanocarrier characterisation were performed using a Malvern
Zetasizer® (Nano Series ZS, Malvern Instruments S.A., Worcestershire, UK) at 25°C, in
triplicate after dilution at a ratio of 1:100 with deionised water for DNA LNCs or at a ratio of

4:100 with 0.15M NaCl for DNA MMS DOSP.

Agarose gel electrophoresis

Sample preparation for electrophoresis experiments with the aim of DNA MMS DOSP
development, described in the first section of the results, was performed by mixing complexes
with Orange Blue loading dye (Promega, Madison, WI, USA). In contrast, a sample
preparation for electrophoresis experiments with (PEG) DNA LNC formulations was
performed as previously described [2]. Briefly, a treatment with Triton® X100 (Sigma, Saint-
Quentin Fallavier, France) was performed to destroy a volume of LNCs equivalent to 0.2ug of
DNA and samples with or without treatment were mixed with gel-loading solution (Sigma,
Saint-Quentin Fallavier, France). In both cases the prepared samples were then deposited on
1% agarose gel containing ethidium bromide (Sigma, Saint-Quentin Fallavier, France) to

migrate for about 30 min. at 100V.

DNA quantification in DNA LNCs

To analyse the free and encapsulated DNA quantity in DNA LNCs, a volume of DNA LNCs
was mixed with four volumes water (obtained from a Milli-Q-plus® system, Millipore, Paris,
France) and one volume of chloroform, vortexed and immediately centrifuged for 15 min. at
12,600rpm at 4°C. The aqueous phase, containing free DNA, was removed and analysed with
a UV spectrophotometer (UVIKON 922, Kontron Instruments, Munic, Germany) at 260nm.

The volume removed for quantifying the free DNA was replaced by pure ethanol, to liberate
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the DNA encapsulated in the DNA LNCs, and 6 volumes of water were added before
vortexing and immediately centrifuging a second time for 15 min. at 12,600rpm at 4°C. The
aqueous phase, containing the liberated DNA from DNA LNCs, was removed and analysed as
previously with a UV spectrophotometer (UVIKON 922, Kontron Instruments, Munic,
Germany) at 260nm. To analyse the DNA quantity complexed with cationic lipids inside or
outside the DNA LNCs, the same procedure was used, but water was replaced by 1M of
NaOH to dissociate the lipoplexes. The first aqueous phase contained the DNA liberated from
lipoplexes outside DNA LNCs; the second aqueous phase contained the DNA liberated from
lipoplexes inside DNA LNCs. The DNA quantity was calculated using a calibrating curve
with different DNA concentrations and compared to the total DNA amount encapsulated in

theory in DNA LNCs.

In vivo experiments

DNA nanocarrier administration

Six- to nine-week-old female, nude SWISS mice (Charles River, France) were housed and
maintained at the University animal facility; they were processed in accordance with the
Laboratory Animal Care Guidelines (NIH Publication 85-23, revised 1985) and with the
agreement of the regional veterinary services (authorisation FR; 29-024). The different
nanocarriers were injected at volumes of 150ul for DNA LNCs and PEG DNA LNCs, and
200ul for DNA MMS, by intravenous injection into the tail vein of the mice. Animals
receiving PEG DNA LNCs and DNA MMS DOSP were injected twice at a time interval of 1
week between the two injections. The animals were sacrificed 24h after the last intravenous

injection.
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In vivo biofluorescence imaging

To follow the biodistribution of the different nanocarriers, non-invasive fluorescent imaging
(BFI) was performed 1, 3, 5, and 24h post-injection as described before on two animals per
group[13]. Briefly, the BFI system of the NightOWL Il (Berthold Technologies, Germany)
equipped with a cooled, slow-scan CCD camera and driven with the WinLight 32 software
(Berthold Technology, Germany) was used, using the 590nm excitation and 655nm emission
filters. Each mouse was anaesthetised with isoflurane during the acquisition time (3 seconds
for one fluorescent acquisition). The fluorescent signal was then quantified or overlaid on a

picture of each mouse.

Fluorescence and luciferase quantification in different organs

24h after the last DNA nanocarrier injection, animals were sacrificed and the heart, lungs,
spleen, liver and kidneys were dissected. Organs from animals receiving no or one DNA
nanocarrier injection (two animals per group) and organs from half of the animals receiving
two DNA nanocarrier injections (three animals for the PEG DNA LNCs group and 4 animals
for the DNA MMS DOSP group) were immediately placed in the BFI-system and
biofluorescence images were taken using the same settings as for the whole animals. Organs
from the other half of the animals receiving two injections (4 animals for the PEG DNA
LNCs group and 5 animals for the DNA MMS DOSP group) were placed in tubes with PLB
1x (Passive Lysis Buffer, Promega France, Lyon, France) and shred with the gentleMACS
Dissociator for luciferase quantification. Tubes were centrifuged for 10min. at 1,150g at 4°C
and the upper phase was transferred into Eppendorf tubes. After another centrifugation of 10

min. at 20,0009 at 4°C, 25ul of the upper phase was placed, in triplicate, in a white, 96-well

259



plate and the quantification with the luciferin reagent (Promega France, Lyon, France) was

performed with the MLX luminometer plate reader (Dynex, Guyancourt, France).

ALAT — ASAT determination

Blood samples were collected from the lateral saphenous vein as described in [35] from
animals receiving no injections (n = 4), PEG DNA LNCs (n = 9) and DNA MMS DOSP (n =
9). Blood was collected once a day during the analysing period on different animals (two
untreated animals and 5 treated animals per day) to prevent a too great loss of blood, and were
collected in Microvette® collection tubes (Sarstedt, Numbrecht, Germany). Afterwards, the
samples were centrifuged for 2 min. at 10,0009 at 4°C and the plasma removed for further
analysis. ALAT- and ASAT- values were determined using a Selectra-E (Elitech, Signes,

France).
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Tables

(1) F(ri)e ®3) (4) DNA in DNA
Free DNA linoblexes Encapsulated Encapsulated LNCs [%] | payload?®
[%] : E/O] lipoplexes [%] DNA [%)] (3+4) [%]
Formulation 1 0 85 +/-4 1+/-1 15 +/- 6 16 +/- 4 0.(())50;/-
i 0.09 +/-
Formulation 2 21 +/- 20 56 +/- 34 6+/-8 21 +/-21 27 +/- 14 0.06
Formulation 3 27 +/-5 53 +/-1 0 21 +/- 4 21 +/- 4 O.gzg/-
Mean 16 +/-14 | 65+-18 14/-2 21 +/- 5 22415 | 0074

®Experimental DNA payload [%] calculated as w (DNA in LNCs)/ w (formulation) * 100

Table 1: DNA quantification in three different formulations before purification and post-insertion with DSPE-

PEG

DNA nanocarrier specifications
DNA PEG DNA DNA GAL DNA DNA GAL DNA
LNCs LNCs MMS MMS BGTC MMS MMS
BGTC DOSP DOSP
Lipoplex composition
Plasmid pGWIZ-luciferase
Lipids DOTAP/DOPE BGTC/DOPE | DOSP/DOPE
Charge ratio 5 2
Polymer composition
Polymer . DSPE- F108 | F108-gal | F108 | F108-gal
PEGa000
Ratio
polymer/DNA - 70 (wiw) 300 (w/w)
Size [nm] 114 +/- 25 132 +/- 3 150 +/- 32 | 298 +/- 171 | 198 +/- 57 | 152 +/- 58
PDI 0.3 0.3 0.4 0.5 0.4 0.5
[Zrﬁt\f‘] potential | 7,1 12 | 744 | B+-2 | 2441 2+4/-0

Table 2: Characteristics of the different DNA nanocarriers
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Figure 1: Development of DNA MMS DOSP
Electrophoresis experiments (1a) and size measurements (1b) were performed at different charge ratios of

DOSP/DOPE/ADN lipoplexes to determine their colloidal stability. Size measurements (1c¢) and electrophoresis

experiments (1d) of DOSP/DOPE/ADN lipoplexes at CR 2 with different polymer/DNA ratios were performed

to determine the quantity of polymer used for DNA MMS DOSP.
DNALNC

~J\
-
£ :K
=z I

PEG DNALNC
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=55 lipoplex

Figure 2: DNA Quantification in DNA LNCs
2a) Electrophoresis experiments were performed to check DNA encapsulation in DNA LNCs and PEG DNA

LNCs. 2b) Schematic representation of DNA localisation in the DNA LNC formulation (1) as free DNA, (2) in

lipoplexes outside LNCs, (3) in lipoplexes inside LNCs or (4) in LNCs dissociated from cationic lipids
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Figure 3: BFI of the different DNA nanocarriers administered viai.v. injection in healthy animals at different
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DNA MMS BGTC, GAL DNA MMS BGTC, DNA MMS DOSP, GAL DNA MMS DOSP, DNA LNCs and
PEG DNA LNCs encapsulating a fluorescent tracer, DiD, were injected i.v. in healthy mice (two animals per
group) and BFI images were taken at different times (1h, 3h, 5h and 24h after injection) from decubitus dorsal

(first line) and lateral (second line) views to follow their biodistribution.
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Figure 4: Fluorescence quantification after systemic administration of the different DNA nanocarriers in healthy
mice

Different regions of interest were selected to quantify the fluorescence signal from images taken via BFI at
different times (1h, 3h, 5h, 24 after the first injection, or before (Oh), 1h, 3h, 5h and 24h after the second
injection) shown in Figure 3 and 5 (two animals per group): (1) the abdominal region, including liver and
bladder, (2) bladder, (3) liver and (4) lungs. (a) Animals receiving one injection of DNA MMS BGTC or GAL
DNA MMS BGTC, (b) animals after one injection of DNA MMS DOSP or GAL DNA MMS DOSP, (c) animals
after one injection of DNA LNCs or PEG DNA LNCs and (d) animals after two injection of DNA MMS DOSP

or PEG DNA LNCs.
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Figure 5: BFI of DNA nanocarriers in healthy animals after repeated, systemic administration

PEG DNA LNCs and DNA MMS DOSP encapsulating the fluorescent dye DiD were injected twice
intravenously in healthy animals with a time interval of 1 week between administrations and BFI images were
taken (from two animals per group) at different times (1h, 3h, 5h and 24h after each injection and one day before
the second injection (Oh)) from decubitus dorsal (first line) and lateral (second line) views to follow their

biodistribution.
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Figure 6: ALAT and ASAT quantification to determine hepatotoxicity of PEG DNA LNCs and DNA MMS
DOSP

Blood samples of animals receiving no injection (control, diamonds), PEG DNA LNCs (triangles) or DNA MMS
DOSP (circles) were collected once a day during the observation period, starting 1h before the injection of the
DNA nanocarriers, to analyse the hepatotoxicity of these DNA nanocarriers, represented by ALAT (continuous

lines) and ASAT values (dashed lines) (n = 2 for untreated animals and n = 5 for treated animals).
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Figure 7: BFI of DNA nanocarriers in different organs 24h after the last systemic administration

Animals were sacrificed 24h after the last injection of DNA nanocarriers and the fluorescence intensity in (1)
liver, (2) lungs, (3 and 4) kidneys, (5) heart and (6) spleen measured via BFI. All images were taken with the
same settings. (a) control animals receiving no injection (n = 2), (b) animals receiving one DNA MMS BGTC
injection (n = 2) (left) or one GAL DNA MMS BGT injection (n = 2) (right), (c) animals receiving two DNA
MMS DOSP injections (n = 3) (left) or one GAL DNA MMS DOSP injection (n = 2) (right), (d) animals

receiving one DNA LNC injection (n = 2) (left) or two PEG DNA LNC injections (n = 4) (right).
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Local siRNA delivery by non-viral vectors
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Since the discovery of the NNA interfervace (RNAS) phemomenan, BNAz-based therapies aow present o harge powential for the trevarment of
oy diseases, inchading mfomonmaory wed imfectiones diseaves and camcers. While simerone reporty have devenibed the development of small
mperfering RNA (0RNA) dedivery systems for tn-oivo applicationy, mhurmmdrMAMdmmwmmlynlivdw

devedopment, Thiy v exventiolly die bo the Wk of effcient amd gfe SiRNA delevery syodem for

However, the delivery

of nRNA cfter local spection comld reproxens an attractive rode of admenecteatanm o limit the oovaes of mxcaty axoocsed with sysfemic impectam,
e will describe here the differens yynthene vecsors winelk ve bven developed for the focul delmvery of sSiRNA in varsus orgony.

Koy wonds; a&NA — Dvlovery — Catonie fped — Potvwser — Compagated siRNA — Local = Mwooval - Mracereheal — bratimmoral — Introocular.

R.\Aualum(ll\,\u-nay cmaapmﬁnnu
dencing m oells, | by shont

d Al

RNA (dR.\.\) deal (ds) RNA of 21 0 25
mocleotides. SIRN A enert therr geme wilencimg mtivities by tanpet.
g mRNA i1 a highly specalic manper vin RNA-isduced sleacing
wompheses (RINC') whach bend 10 the mMNA and medione 1y
degradation

The dioovery of RNAL b peoersed much emtbanianm within
e sorent e commmamity. In fact, iRN A mofecubes Indd great promise
o nodogacal wools mod ovel therapestic agests, partoulardy m b

wreas of opoology and il 1] In severad shaches, #RNA

Berr boen shoma so allom speeall g of selectod gemes willwont
&m.ﬁmcﬂwhdmkﬂwm
o the dangees of vird gone therapy, The development of of ot
RNA-baned thermapouncs faces some challenges, such as (he deagn
of optimuzed RN A molecules sl ul vuttable delivery sysiems ubde
o dediver siRNA of hosemily, salely s repeatedty for im-vivo apphi
cations, ('m:am the dewgm of optimizad RNAG molecules, two
v v desenbed. The firt commasts of the chemical
-)uku-d-ﬂ‘ndk umhlk.\/\nlxdndqwnnul)
) nocleotides with wsy A overhangy, which are direcaly
bt up by the RISC comples i the eytoplasm. Comsersely, shues
berpon RN A (shRNA) o componed of 2 ssnall RNA soqensee io 2
Bl hanrprn -t stroctuee and i loaded 1000 @ plismid voctor whick
ensures (he expression of the shRNA m the mchous. SHRN A & thew
deaved by DICER compleves 10 provduce small isderfenng siRNA
which otk stp by the RESC compien. Thus, depembing on te (ype
of RN A molecube used, speciBic vectoes have o be devedoped, These
st be optims oed dependang om ihe roste of sdimmration. the v
or cell rype expressing the trpet wene and on whesher short- or fong-
term effects are roquinad To achoeve ef oot sRNA delivery, thes
sy stems mmt | 2) condeme SRNA in nanoparticles, b) protect aRNA
from enrymiti dearadation. o) feclisae cellndar intersadi aton, J)
promote endosomal excipe., sl ¢) mot stimlate moste ity |n
this report, wmll«mm&dﬂumd:&dﬂ, synibestred
daplex siRN A and g RNA Non-viml debivery
wmmupmmdd&u- AMRNA delivery.
Nem viral defivery systems comast wsuadly of fipidhe, polymens and
peptides motecdes. We will report diffeeentsraegies which lure been
devediped o efficiensly deliver RN A by local admmestration, wang
pon Vel vecton, inclading mucosl ad pon mscosal apphications.

17

I. MUCOSAL siRNA DELIVERY

The chence of stnite of adenisi 15 iy
of the elBaency of WRNA debivery, l)mqﬂunmm-d
wirfacen stach on resprratory, gasiro intestinad o v aginal sptholinm is
o atracty e sdiermany ¢ o systermie debyery, Indeed mscosal delivery
"anos 1 eihod albowing dewg dedvery desoctly o banget ates
whuch are the Tuum posits of coery of pomerous pathogens. |he mmcosadl
souts vodh H ernden particle bep "
wnd serum- mduced aggrepation. and faclitates direct contact with
warzet ool Noverthelon, major hurdbos io ef icient mocosl deblyvery
mclmde the presence of mucus fmmg all mmoosal varfacey mnd 4 ught
cpuibelial cell arnngement sweeping swily poseniaal peoctrative ma-
tersal wiing spncal ol Whale some reports bave desenbed of licient
muconal dedivery of maked SRNA b the lung {1, large volunses ad
sapmificant amotmsts of SIRN A were necessary 0 obsann a good deposs-
wom ol sRNA o muconal surfaces. Recest impron cenis have boen
mnle i mmcosal wRNA delivery, leshing w0 of ficient minbstion of the
tarnzeted gene with o low dose of WRNA (Table 7).

1. Lung

The developusent of of eaent therapies using RN {nterfs
for the treament or prevention of fumg diseases represests # promis-
mg approsch. Doe 1o a ligh exposire so pallotion, the mmays are
snceptible o mmeroos diseases, such as cancers and inflammistony
or infections disemen. Many of these divemes condd be treatable by
local RN treanment, bot some hundles peed 10 be convidered wien
deradogrimg of Soent sRNA dolivery system, Abrwoys are relanvely
accessible for the local administration of drg theragies, i lumens
meed 10 b ivorcomse Tor ef ficient iRNA dedivery

L1 Challenges

The comples structune of the himg munt be comadened carefully
The magoriny of respinaony discmes, especially infoctions dscames, are
bocalized im the Jower aerways, thus siRNA defirery sysems soed 1o
wverse the sppor srways o reach terr target in the alveolar sueface
dhkw«mmﬁzw-m\mnmm
structire Wi g ucocdlary o of wwexts,
mhmdewmmmhm“q‘
10 reach the kower -wap. MRNA plmda weew anxd by droddy mammic
beharvier neesd o be zed. The b of partichos mary be pre-

ol by mmm Indecd, lager parsicies, with
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Tabie | - Oy of SANA dellvory systems tor tangets.
Dch-yq.n[ Arsmadiroute [ Moecular targot/model Douageroltect lM
Lpd
Tranat-XO Wouse'ntranasal ASV-P/ Mouse model of RSV 70 pg sIANA i
irdection with Human RSV lang Reouction of 99 % of viral 1aer at 6 days post-vwal
stn Infaction
HP V-3 Mouse mooed of PIV miec- | Protective and cursdve efiect on ASY repicaton
tion with IV type 3 J5 atrain
Oogoloectamine Movse'oanneal | NP and PAASGenza mlaction 20 g sRANA 153
Comitsnation of Ly and Ln_ ascministiiion of sNA
Jeadt to nhitvlion of nbuenza virus replication
Mousa'mirarRgingl | EGFPAmnsgena EGFP mice ~ 75 yg wFNA 28}
Rocuction of EGFP exprossion at day 3 up 1o day §
UL27-29Mouse model of HSY « 7.5 pg SPANA |20}
irfochion with HSV-2 wild type virus | B0 % of survival in mice receiving both siRNA
Lic-1m Mouse'mtravesical | PLK 1 biaddor cances model B00 NS UM - 5 adminayations |34}
Waak expreasion of PKLY, ret o cells
Loooas Mowse/ntranesal | ASV/ Mouse model of RSV infec- | ~40 pg siANA 19)
ton with RSVIA2 o¢ REV/ET stralm | Two-log redection In virsl plagues numbens
PLAS Mousa'ntravaginal | Lamne AC 8yg WRNA 1324
B5 % of lamin AC expresson inhitxtion o 24 h
Polymer
PEI Mouse/mtronasal | AKI Aung cancer model B0 % knockdown of AKY acwvity nn
Suppeassion of tumor growt
Mousedmimvachenl | EFGP/ ransgenic EGFP mco 35 yg sFANA "
rmodal More than 65 % of EQGFP knookdown
Chitosan Wousalrtratractenl | EFGPAmnsgenc EGFP mce 00 pg siRNA &)
model B2 %ol EGFP mRRon P wih
non-treated grosp
Movse/mtranasal | EFGP/mnegone EGFP mice 3 g NRNA [61]
modul 47 % nhibiton of EGFP-eupressing epiheial celly
PLGA Mouse'mirvagnel | EFGPAmnsgenc EGFP mice -2 g SANA 31}
5060 * reduction of EGFP = vagina
et ot dey 10
™ nanopas | Mo TNFoicerslive collis mice model | ~48 g aIRNA - ive daby gavages [=4]
tickes Signiicant reduction of TNFa mENA lewels and re-
ducod manfestations of uicoratve coltis
NMos Mouvse/orsd TNFa'uicoraiive colts mice model | - 74 pg =RNA -~ 3 gavages (251
Bwoo-lokd dooreass of TNFa expression on day 14
Conjugised SIANA
POT-OREP Mouse'mirenassl | ROSA26 mice expressing luo- Estensive resuction of luciferase exprasson through- L]
forase out tha nazal and Incheal passages
TAT/cholestarol Mowse'mtmiacneal | P38 MAP kinase 1-15 1 750 pg conpugated sIRNA (19}
conugated TAT or Choleslont Conjupaton sxiend protei expres-
SO0 KNOCKOOWN COmMpared with naked sRNA
Cnolesterol conp- | Mousa/niavegnal | Neces- VUL29Mouse model of =15 g 5IRNA 133§
gsted HSV irfuction with HEV-2 strein Signdicant and durablo protection againat HSY nfoc-
180 hon
Omer
Irfasur Mousadetavacneal | Codelvary with plasming anceang | 30 pg sEINA &
Lucdornan Lous-affcent ucilorase expeosmon mnititon han with
osw
DSW solution Mousedmmachesl | Codolvery with plasming encoding | 30 pg SIRNA @)
Lucderass Mors-aficsent lucierase expression mnibition than
SC2 and SCOMouse model of wih irdssurt
chasl SARS infection with PUMCO1 SCV | Suppeession of SARS paihogenasis in propiylactic of
thampeutic protocal
GeRPs Micelomd Maghd kinaso « 400 ng sRNA (21}
40 %, 50 % and 50 % of snitdtion In Mg lung. spleen
and liver, roapectively
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i acrody namic diawoter prosior than e src msnly deposed in the
mouth, teost or upper hung tvsses sod opldly climesnated. Samibuly,
poarticlen smaller than | g e diroctly eshialed and dinunaied before
deposstion in the wiveoli

Clearance mochanisme also noed 0 he comsiderad canclully.
In the lower mrways, pulmosary macrophages ingest and degrade
micro partiches beggrer than 260 men, bt ssaller purtscies may escape
macropbage clesrmoce. The use of tasoparticles vach us poly(lacac-
vo-glyodic scid) (PLGA) could represent a suitabie delivery method
2

The Tumg cpithelsum is coverod with mucus, from the nasal on-
ity (o the brooclioles, whenes the slveolar epithelionm is Tised with
ahveolar Mund composed of phospbelipid sarfactants. Tn the case of 2
WGRNA target localized 10 the abyoolar cpitheliv o) could
wllect the cifciency of Hphd-fused dedivery systems, (s i wosdd be
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mdemisteation roquired sucio surgery is order 1o insert the catheser
berween the tracheal nngs. Recently, sn abiernanye mcthod s bees
deveoped thuat docs Bl coquere wn incisoa in ihe tachesd ik, but
eather the cvtheter in insortod in the trachen vin the mouth, the trchea
rerste dtsct. This method s stll, bowever, baviskve amd mon physe-
chogcal

Tutrmansal delivery s an ol licvent altomstive wo itnstrached de-
avery m it in easy (o perfoom amd roquires 8 low level of snesthesia
However, contraey W bmsuns, mice we obligaie nasal breathers. so
extrapolstion 10 umans of the potential efficiency of RN A delivery
by this msethod muy be overestimatod.

Seviral stmbes have used the inhibition of & reponer gese 10
optinsize the development of non viral SN A dedivery systems for
pulmonay admisistration, The megonty of these stadies have v olyod
knﬂhﬁmﬁ‘uw‘mhmtmiﬂiﬁ'}wn

preferuble 10 use other syuthetic delivery systens such as poly
Mucus socretion i modified by physiodogical condisons depending
on the state of the dseine. l‘unaqle.hhummlmkﬂ
o i d meacus som. The whalasion of ol an

dy BGFT ¥ 16} Beyede eral ey
uduﬂ;«l)lmmm’nl.lm-dwumddhu
and Fyuchi reportad the sed of peptick ductive omai

agent, prioe 10 RN A ddivory could reduce s secreton (1]

e the RN A reaches the cell of imterest, it hos 00 crows the cd-
lular membeune o enter the cytoplasm. SIRNA sre acgutively charged

docud spprovimidely 13 KDw, heace they sre not able, sloec,
o crones (e celludir baeriees. Lo e case of poe-vieal RN A delivary
sysieams, endocytous is the magor cellular uptake pathw iy involved in
SBRNA inermodiznton, Dt particles need 10 be snalber than 150 s
Sevenl types of endocyic pathwins wre known, the muont importan
h&lqhqlkarm mlndm\hquu. T hes case, alber

e endosad in whach are nom

mmmwm,mmmx compley in the
cysoplase.
Pracucally, mRNA «Hnuy in e I|-| " -ﬂly achieved by
inlualation or by i som. Due to the
undenMMl&Wh&
mowt commondy used for lRNA delivery.

To uclweve delivery by intualation, ARNA peod w0 be fonmsdised
I ey pnudnalkﬁulmo-d 1n this case, foombation of the
SRNA Is 0 criticd sicp, b Iyopbiluration oe daion of
m\mmmmum-um As
reponed by Lam of o/, (4], &feremt inbalation dovices con be used,
such s weterod-dose isfialers (MIDEs), dry powder intalers (IN1s)
nod pebidizens. MDIx, tn which dRNA oo dissolved o sispendod in

Jed RN A binding d PID-DRBEO) peptides- basod delivery
wysicatss f8] The DRBD bind 1o sORN A with high awidity, suskireg the

WRNA's negative charge wnd allowing PTD-mediated cellalar nprake
(voe details m Tuble 1),
LL Pathobogles

The lungs use subygect 1y i mvolving epithelind

cell, sinch as cystic libeosis and @i, but slso w0 infecton by muy
viruses such an respensiory synatial viem (RSY), SARS corom vins
(\K'\)-llnlm virus As KNA-based thergies represent 4
g appeoach to the of these & many MRNA
qusu&m&nhmh&wi--bﬁhlkm

LL 1 Vieod infections

L LL Respiratory symcytial virus snd parsinfiecnzs virws
Resparatory symoytial vieus (RSV) aod pansnBucnss i (PIV)

aeihe of dach o o at e e )

1 ¥
wod soung chibdeen. RSY mfects the ngpens and lower respusion
wuct leading W ouep, pocunons sl bronchiolitis. RSV and 1TV
slections coukd, potably, be reduced by the del ol the P protel

of RSY and PIV, whuch muy he impilicased i visal replicstion. Thus,
Bisko et ol reported ling delivery of GRNA uepetng the P proicin
of respieatony syncitial vieus or pansinllucnzs vines (1), Two siBNA
st RSV aod oee xgaiest PIV were schoctod for an i vvn sady.

propellants, arc commonly usod but arc ot (s idead vy stom foriiRNA
delivery wdklnwwydkn&\\m
Dits p P dvantages for GRNA delivery: sRNA e
Mnld«ddmdﬂdﬁnwmddﬂﬂn of 4RNA
Tormudations. An slcruatiye 00 MDEs aod D bs nebolizaton, wlch
can he weed for the delivery of large volumes. In all cases, i is very
tmpociat 10 cusiare the protcction of the SIRNA Tormdaton. ladeed,
MRNA could be damspod by the shece fonoe during the ncbulization o
dryiog process. Thas, Tommbation yoctoes need 1o protoct sBNA from
degradation. To due, s sudics have reported o RN A dddivery by
he inlmlation methond. doc 10 the complenity of RN A formulmions
ceguuired fow inhaluton |2

Intrneracheal nod intrandsal admisiamuon s widdy wed fore
hqu'll.\ A dchivery duc to thar suitallity of mjective. Intratocheal
| efticaency of SRNA delvery with
-ld-lhgh-.hummlnu\tdu-ﬁthld
provedure and cannot be convidered for applications s climest tnals
or humsan use. lu € st studies, pulsionary M\m

Mice wore administerod insranasally with approvisssely 70 ug RNA
compleved with TousI TKO reagent, wiach is a poly cation Hiposoaal
formulation from s Corporation (Midison, Unsod Staes). Foar
Bonrs badermios were imranasally infeoted with RSV or PIV Py idmatson
of SIRNA ellicacy was isessed Bive o six days alter s iral infecton,
when the maxioum RSV replication in the lung occars. At this tme,
viral titens wore reduced by agpronimately 2 G in mace treatod with
RSV or PIV aRNA compared with uatrested msce Notshly, maked
SRNA wan advor able 0 bt polisosary viral iiers. Furtbormone,
virus inlibution win haghly specific, s RSV RN A did mot ishibi TV
wod vice versa, snd he Traml T-KO reagent did not cwese discomfont
i mninfocsed mice. When mice were o adamiaistered with the duce
MRNA 7O g each and oo-infected with RS\ and PIV, both vieal
tters were sigmaficantly soduced. In adbtion, Bitko ef al. alwo ovaly
w-mua.\,\u-m Wwar Iwith ellect

wfoction wias well established la this case, mice adimindistered wilk
MRNA e the vame e as, or one day m«. viral u(u-.m. showed
sable t & by weiglets oty i dusice. The

i oficn schieved by the matillation of small val ol

mmmammmwmuma
device wuch = o Pena Cenrury Maorosprayer (is the cane of lgaids)
or o Dy Powder lnsuflator which cnables precise quastificuson of
the dedivered dose [5] The twditional procedure for witratcheol

il
e of WRNA Jater, two 10 four days aftes viml infection,
led b ks effoctive protection gaimst RSV rowdiing in o decresed
momse body weight, with 2 Lile increme i body weight Alsogether,
thove resalis suggont that RSV aRNA delivery i the hungs cables »
protective o camstive effect on RSV replicion
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Uing anodher strategy, Akine ef af. seported the e of Epdosd:
»oew chas of lipd-like vectors, for the delivery of RSV-aRNA by
inttnnead sdmimvrstion. Lipsdouds isc obtaised by the conpagisiod
mldinon of alky | -acrybates or sk | acrylaides wo prouey o d
ey aines. Mice wore inermasally sdmiaisiered with Dpidoids RS\
MRNA formulatsons at a dose of approximatety 70 jeg N A and fogr
Boes Later infecsed wili 10° plague Tonming units of RSY 9] Viae
aters wore aswensed at day 4 alier mlection Akine of o, obwerved that
SRNA formubsied with S8N12-5 Hpldolds cosbled more dan twe
log reductions in viral plaque nsmmbers compured with mked RN A
whuch cnabled oaly one Jog-reduction. Thes authoes roporsed spoecilic
SRNA delivers i the luog with no gene sllcucing phseryved in the
liver and Kidacy

L2 L2 Severy acute resplratory symidrome corona-viras
Severe ncute respissory sydrome (SARS) is o menly cmerping
desensecamed by SARS comma-views | 10] forwhich there s noddficient
vacuine of reatment Lodividuds mfected by SARS vinw present i hagh
fever lollowad by severe chimical vympioms sich as scsic resprrsiony
sviudionse, Several stiadics luve reponsed i viren imhabstion of SCV
Illl Li et @l reponicad the intranssal Selivery of s -SCV alRNA in
o Rbows mocaque moded of SARS [12], In a first ovalustion of the
m vivo petivity of anti SCVARNAL two siRNA, aiSC2 and SiSCS,
targeting (he SCV genonse spikic protcin.coding and ORF I reglons.
RM!d) nucmd. SIRNA were oo delivered with pCyosel e
esponding siSC2amd 9 SCSupet sequences
ndtchnlm-m" N‘(inﬁ(‘!(.l)pl)-lﬂ-m‘
PO sch (O30 ) were fonmuldaod w i DSW solution (destnne $ %
water ) o Infasmd sabstion (Fores 1 abx tes loc Ntvr\'otl.l'-'nl
Stanes ) mnd delivered by ioeatrachend admusistention in mice. Infasarf
i o wierilo onpanic solf vent extract from calf Jung luvage, cosnposed of
sarfactan protcin B oasd C (12 13] Twenty-four hous after slRNA
delivery, co-ddivory of uSC2, wSCS WRNA sod pCT ol o plosmid
lumdnnlhlm solwtion rosulied in o fugher kevd of reporser
and songes RN A sil g compared with siRNA
Mﬂ-n‘ Toomubmod 1m Infasnd solution. Fuether oxpermments in
the R miacague model were camied oot wsing DSW solution
SISCT axd 0SCS aRNA were adunistered intiaieacheally at o dose
of 30 g formulsted in DSW, followiag a prophylactic , concurent
o post expostire protoool. Asel ysis of the siacague body lemperature
(s dncicaton of severity of SARS sy and of effecn ol
wRN \W)Mdi\udlmi-hl»nwmw
of the SARS puthogencsis. Moreoy 1, the authoes obwerved
scV vﬁb&ﬂmﬁdmﬂwﬁuﬂxw.witm
spns of WRNA-isducod ooty

LI LN Influenzn virus

Tofuensa virs s one of the most prevalens infections i hammans
Cusrenn voccines can prevent lllsco but nood o be formidated every
yeur becawse the versd antigems that dicil sestrlizing antibodion
change, rondering (he previous yeasr's vacone incllective aguinst
pew subitypes. Many silRNA speciic For the comernved regions of the
inBuctas vimus genome have boon desagnod and tested [or theis abuli-
Ges W oahibit sflvenes ving production @ e [14] Tosphins e
.. have reponed the ol lorency of imfiuenza vins indabsion o v
wing Oligofectumine medutod (RN A delivery is the lung [15]. To
e the efficrency of WRNA delivery, mice were pretresied with
50 g mukod sRNA by intravcooas isjection. followed 16 10 24 &
Tater by infection with TN T inflacnzas viess. A second dose of 20 ug
MRNA (ormudated with the Tipidic canter Oligolectansne TN, of o
charge mtio of 32, was adminisonod iatrmasally Two diffescat RN A
against lalucnss viras protein NP sl PA were iosted. alone or in
combimason Atday 18 post chalicage, @) " of aninsds recoiving the
comtrol SRNA had dhod. w Borens simaly rocciving clther anth-NF or
i PA BNA prescated respectively, only 20 or 105 of mortality
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Of interost, animaly roceiving both @RNA showed 100 % aurvival
These auehory also fully eviduated the abilies of NFapd A
MRNA 10 wahibit the replication of other influcnza virmses such e
TES, 7 ok 1O inBnemza subtypes. This stdy densonstosed that the
combetusion of bydeodynsunic, it enous defivery of seRNA wilk
wtrnasal dedivery leads 5o sgnificant indubition of virus vepl
Tomphinm ef ol alvo ob d (st it adenia wionc
provided signifcomt protection, but with few efficiency, suggesting
i awrseusal delivery comtribused o suryival

These stunbhes, mvodving diffcremt iR N A fommuday 3T
SRNA e, have dearly shown that SIRNA delivery o the fung is
o pronsiseng and viable upprosch 1o e of viral infecn

L2 1A Lung cancer

Limg camcer o one of the most-Froguent tumons workdwide with
meganks W incidence and moetality taes Although know ledge in the
ficld of lung cancer rescarch has incressed. the modiom sarvival tme
fot prinsarily non-cunshle tumors ks sl less s 12 asonths [16]. Xe
ool d the peieney of RN A, Lasedd with pody{cster amine )
delivery for the eatiocnt of Tuog cancer [17] Protein Misase | (Akt])
s one of the moss-frequently hypesactivaned signaling pathways in
cancer, potably in luag cascer. Poly(oster-smiae) is o sodegraduble
polymer with i lugh mmadection efficency und low touoity comgpeeed
with polycttybeocimine (FET). Ant-AKL (lRNA was Tomndaed
with the polyestion polyfesser mmne) st polytester umine) wRNA
charge natio of 45, e sdmsniicrad in o mowse model of K-rislal
or wrethune nduced lung cancer by o nose inhalation sysem. \ice
umc\p»dmmnue&klwam-odxumlnn
e only esp ch w described by Tebeaen of al. [18]
Analyses of ARl expe ans] e growth were performed
the end of the prosoced. This i wvo study clessly demonsirued the
acancer effoct of AR SRNA i ihe hang (eoigh acrosal ishalanos
s showed Akt ] protein expression Knockdown of sboot 80 5 in the
Bt This was sl Bioscnt 1o suppecss pulmonary Jmsor progression s
Komal Al mice and wethave induced hung cancer auce. Morcover,
sensol delivery of AR aBRNA @3 notafloct ARt protein exprenson
i other organs.

LLLE Inflammsatory disease
R.\Mlmfwhdmumlintw o inbebit the expres
seon o pathedogacalls (oves- ey I gpenes. sotibl s o il

mm-m«mmumam \Mn
of al. hloww.dplﬂll\l‘th-cb’m
MRNA with differemt mon-vieal defivery ve wach o chel
TAT ({45-60) pepide (denvod [rom the nssact v moe of nescnpbos
(VAT ol e i Beticiency virw) and p tin peptide [ 19]
pﬂ&t\?\l-cbhnnmhmﬂhﬂhdnr&uduﬂpk
s fctor (TNF 1)
nlm(ll.}L lnhmdlﬂtu\l’tnucuwkn
pronsising sppeoach foe the treatment of il
wam.,cm.muwm-m Intratrichcal
uppronamascty 1500750 g 1lRN A conpugused cithey
with TAT (4860, pencirasin or cholesterol (o mve resliced in o 30-
A5 % Rnockdown of pI¥ MAY kimase espression al 6 b, o obwervod
with naked uRNA. Neverthales, increasing amonnt of siRNA did
oot load (om0 improyement in mRNA expeoision koockdown, but
ealler b0 a0 smpr of the deration of knockdon i, excepe whes
SRNA wore comjugatod with peoctmasn. TAT (48 6) peptide wlone
wom also abie 10 coduce pAR MAF Kinsse expression, suggestiog that
TAT (48 60) peptidie v a modubator of pOSAAPKsase. (s isteresting
MTATNR«I)M&MMW&\'\M“
it an imasic imsne oy conmguied
RRNA. This smudy muumd%\mﬂﬁ!'w
dhlanml-nycskd.unnl alINA knochdown i the
lung, compered with nakod aBRNA. Moreorer, someo (TP, usch s
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Aok 10

TAT pepades, are able %o supgres
by recogminion with the soll-lke-rocepuor (T1 500) dhat are waally ob-
served when siRNA i iutermadized in the ondosome. Further stadics

e rerguired to chy yee the imochani v of action of CFPP oo gone
oxguresshon s bumune scuy thon.
2.Oral

Orval sIRNA delivery is the most convement and cont-effective
vocams 10 debiver RN A 1o Giscased Inlestinal tissuen. Neverthelons,
the vuin challenpes of ol siRNA delivery ae W protect siRNA from
degrad, by pus bl conryines and 40 allow crosing of the
Mm‘laﬂul.l.l&n Scume stubien have schieved
scoonld ond sSRNA delivery Innﬂdmddwd M'y
bowel diveases. SEIRNA dl d within biod
wlunﬂmmﬁnlnm&aﬂh-d.mh-u\l
cells in Peser’s patches or i inflamed tesmien.

Tnfammmony hwdciwﬂ-( Tohi's descsse and ulcemtine

Colitis e chy dby achronic inflammagon of the grtrousestind
mm\h(mmbcmdtdnhcﬁuﬁwdmm
types, includiog fispovition. emirompestl sl immooc

Factes (m“mmwwnmmu
lnmune - suppressd ve dougs. but lack efficacy with bigh rates of recur-
rence. An altermative is surgonl resnoy ol of the inflamed e, bis this
tnvalves pas ad stralos i cveryday Wfe for the puscnt
Thus, reduction of the inflansmatory phesaotype wsing mn RN - hased
therapy cosdd be a prossing apgroach. Nevertheloss. this requises
the dev clopment of eficsent vocsons Tor onl sRNA delivery
Avend el the st b eep il orsl RN A delivery by
encapeulating s RN A in beodegmdnbic particles | 21] SIRN A, dosi goed
W sllence Mapid (mulogen-sctiviied protom binase Rinase Rinase
Kinewe 4) expression, were eocapsalated b porous particles oot
g of -1 3-D-ghacan shells denved Trom baker's yeast (GeRPy) by
i series of chemical extractions. Particles were tsade of @ central core
of mansfer RN thaet wiss conted with lnyers of cattonse PEX. SERNA
e placed betw oen these layers af PEL by eloctrontatic istoractions.
SIRNA-contamng GeRPs were diminssterod onlly in nece, ooce dinly.
for clght days. The s was (o wnget the M cells peoscat in Peyer's
posches o the totestioal wall m oeder 10 reach macrophiages where
Mapdhd siBRN A coudd modulse oy tokine expresson. By onsl delin
u)d(nm\knkdmnammly-&mu%\.um
P of ARNA-GeRFP partiches i nacropluiges
- exp by a mcked whibition of Mapdkd mRNA
levels of 40 % i the lung, 40 % i (he ypdocn wsd KO "% in te liver,
respectively, compared with controls. Morcoves, the gene silesang
clfocts persistod for up bo caght days efier the list oml aRNA delivery,
with no unexpectod immume stinulation response OF tngorest. onal
delivery of GeRY* partiches loaded withi oaly 400 ng RN A Tead 10 the
cffcient mbabition of MRNA expression: a dose Sive 10 250 wmes less
G the Sonage uvmally used for systamic WlRNA dedivery 22,25
Similaddy, in onder 10 uurget inflamed intestingl s, Wilson
o al. deseloped mmother ol SIRNA dedivery system based om e
Fact thst deseased intestinl Gawmes are cly ized by high levels
o avygen specacs (ROS) produced st sites of inllammation,
e ROS coukl be used o o specific mgger of siRNA release [24]
Wikson e o developed ihioketal namoparticles (TRNS which reboisc
cocupsulaicd agats in respomse 1o ROS. TENs arc devived from 2
polymer, poly-(14-phenyd fancthy bene duoketal ), com-
pasad of ROS semitive thoketal linkages. “hddhuul oally,
nk\\%-mmﬂedmﬂ-ﬁ:hﬂnvmd
the gas imed truct, | g MENA d preventing iy rclesse
into won inflamed tesues, At the i of intestinal inflammation, the
presence of hugh lovdn of ROS enalies the degradation of TN, fead
lng 10 the releme of URNA o the tupet sise of inflasmation. Twmor
wecroses Tactor o CTNE ) plays an d vole im the of
mtestimal inflammution. Thn, Wilson ef al, chose 10 trest mace sal

e

4 falb 4

vl

n
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fenng from wlcerntive colitis with TNI- o dRNA. TNFa-siRNA win
first complened with the catiomse lipad dedooy | ramethy Lunencminm

propane (DOTEAF). and th adatedin TRNs. SIRN A-loaded
I‘K\-hwtmd-hlfm-l nuﬂuwb-hmwic
ke by with s, Mice

-mmu.null; Naamﬂc-&.\'\(m-wdy g
-IL\‘\W, five dodly gavages. Mtn seven days. the authons reposted
" foll d 1 colorue TNFar mRNA in treated mice
comiparcd with controd mice and redeced climtcal masilcvtations of
wlcerstive eoditin. Moreover, formuslation of TNT .« with another vec-
o sach o PLOA or {5 glocan parsicles. did oot Tead 4o o sigal o
decrase i cdonic TNF.a mRNA, suggesting that the specificity
of TRN for infhamed tasues (s an aporsant facror for an ef eient
TNF .o RN Adchivery. This stody clearly eonphascs the mponasce of
kmm-mdl&nnm\)\um fo target cefls Indeed,
TRNa have the chemical ired for ARNA delivery in
mfaoed imestnal tissues
M“ k’.l.—l.‘ o) ey "

based delivery sysiem, nammed NIMDS, («ndnk\\klnmhh
sune msodel of woeeative colitis previousdy descrbed by Wilsoo ef
W [Z5] The NiMOS delivery system comprses B-gelatin nanopur-
ndnmmhnq:ﬂk\\ ulmwu.m(m

l'--.

ez o

..- d

¥ o al ¥ -

The couy of NiMOS pe Imiesa 'Iocdualu-
bysumydnh-pndummmﬂmdu
alter degrndation of the polyfcp capod ) matns by lpmes
im the i J wact. To gote the efficioncy of the NiMOS

system for ond dedivery of tRNAL the suthors devclopod & mnne
moded of woorstive colits. These mice received onlly anti TNF o
SNRA-Nimos particios (appeonimarely 24 g stRNA atdays 3, S and
7 afler the beginming of wlcerative colitis tmduction. At days 10 ad
14 TNF-a0 mRNA nod protam levels were bywer in (be mece teod
with TNF.a-sRNA-NIMOS pantick J with ol mice,
with o throe -fold decrcase o oy 14

These stadics show importesnt advasces which have boen made
i onal siRNA defivery, which may dead 0 o gnilicust developments

o

i the therap of e of inllamusatory sod imestingd
Wseimes i the disog
3. Vaginal

Vugiaal siRNA defivery bolds great posontial for the prevention
o ereamnsent of varions viesd infecth ble for i such

o gemital berpes, scquered tmmune delicency symltone imad corvical
cancer. The advansages of vaginal adusisistration are wamerous dhis
mctieod 1 mos-u iy e, bypasses beputic choaranoe sad peov des focal
deliveny divoctly 1o the target tivvve, redecing the senosnt of thempeutic
agent roguired for efticien gene silencing. Vaganad sSURNA debivery
has already heen described in pee-clinical tnads [or the treatment of
Berpes simpies virms (1ESV ) [20], bt the mcthod romaans challenging
RN A molecsdes i€ 10 cross muscosal arriens and be taken up by
veryicovaginul cpithiclal celhs, winke avouding suclease degraduton

AL Challenges

Cousidering this, intravagmal SRNA delivery systems nead 1o be
cflecnive, sade and noo-srritating %o mocosal vird soes. e inflamenatos
of vaginal tesisen rondens thom more pemsisaive o ifoction. The
mugonity of the developed syscms arc baseal o Bposoenal carlens
Palliser o ol showod that FITC labelod siRNA formulated with the
commcraind reagont Oligofectaming. and debiverod ianavaginally, is
dBoiendy ken up by the Vaginad md cowcervical epethclinm [26]
Morcover, when RN A twgeting EGIP were adamnistesed istrvagy -
mally wiih OEgofectamsoe i FOFP-exprossing mice, G P expression
win roducod throe days Liter nad ihis efloct porisied for t leat nine
days without sy stemue sdloncing in distant ongans. Neverdicloss, i has
been reportesd that Bpoplexcs remuin 1oxic sad wntabie at high ionic
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conlitions. eading to serd ny the wse of Hposoanal
mwwlunlb\\lommd afaces m 30| “oulmo etal.
tans e devcuped Invodegradable pol el g <t icicnt
SMRNA delivery ummmlmtmuu Th-u-hmmdhl
pi,w,munawum vmlhw
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‘M“‘r -..-A 2 ik ind, R £ 4l v
Weaen.

Horpes sumplen viems 2 (HSV-2) mfocton cosseos s hicant

wmorbidity and is an i tam ood in the isviom of HRV

mfoction. SIRNA busad (henipees could be pe 1y reatment foe
these discases as the durability of ae RN tased vimicide does not
requre an admsobstration just before senual istcroonrsc. limiting the

wnd b perties, could be formulased with RN A and
M\uulmhnﬂdmnk-h'ndndms--lm
A sisgle administration of SRNATLGA pertiches ineo

-mmma-nummmmm
the lemmale repeoductive tonct for at east 14 days. Tn order o efBicicnly
cncipsulate sEIRNA, the mshors chose 10 pro-cocagnolaic siRNA with
sprermidine which aces m a countenion, following which the wRNA
spermidine wis cocapsulates in FLGA samoparticies ot o chanpe rslo of
8 1 (N Peatio), with alomling efficicacy of 75ng (RN A pee milligran
PLOEA Alser topecal adainistration o the cervicor agimad bt FLGA
msoparticles were dotoctod in the vaginad cusd and the sterise borns.
latravaginal delivery of WRNA srgeting crbsaced green Bwovescent
proteisn (BEGFP) formmalated with PLOA i waogensc GFP ance led 1o
-mhamdhﬁ‘wm mm". i the repwodective ot
gt 0 len clays post ocdinistay penaiely 2 g aRNA
Mhenm‘wuk\.\thﬂI»\*wdwﬁunlm
of J0EP exprossi histologicid modification of the vaginal
mwwtummvm-ﬂ\mw“tuu
al i ‘ RN fecen Los strogen) wlech
mum-ww-mhmdw
Thos. PLGA nasoparticlos arc attmctive auners for vignal siRNA
delivery un they are shle w0 penetrie deeply imto Banes and 1w silence
geme expression eflocntly using oody & single dose of MRNA

Tt is, neverthelows imporsant w0 note that s these tvo stidics, nece
were peotrcased with -muuuu\:klmdc\\&hva)
Indeed, W et of. 1 that d lipoplexes such s Ofige
foctiumane, Mma’uy.mlﬂkbmhl“
cputicdi 0 disions Mhysiologicd oy
hh\:ﬂdmhumtcquchsewhw-
they cun affect the delivery of macromolecules inlo vaginad saues. The
outer buyor of the epvihelial cefls becomes comified and by perkcrsotc
when imice e b e, s repersod by Wi et o, [32]

Wiet ol recendy Imvﬂpa!dk:hﬂn*«l&mﬁuoﬂ\‘
w0 vaginal Lssues wdor d phywi ditoms without poo
mumm-hmm-ﬁp the bursan vaginal
wit They devdoped s sovd algimse scallold systens contualmong
muco-dnert PECGiylawed Bpopleses based oo DOTAR and cholesiceol
Hpul. whech provide a ined vaginal § of lipopk and
W*kdﬁmdu&“wbvm&lqﬂulﬂl These
PECy L, lipoghex -cotrapped ulginase scalfobds (FLAS) were Laber -
cated wing u frecze dryiog metod. The wse of PEGslated liposomues
wmmm,mum-’mmm
Facalitaeed th ichos in the vapisal y folloming
e igisal adand ‘lk nathors compared the dnm-q ol
hluvqinhmm\ﬂwq of the PLAS syssem with that of cationsc
bapropl he resules showed n sn-fold increase in the percentige of
qﬂcdm\mvwmm&:ﬂ.m systenm compesed
with catiomic lipogdeses. To nssess the Jevel of SIRNA ksockd

blcms of compliance whach are wsudly encoumtcred with the use
of chaical micsobicide: To tnvesuguie the abiliy of amn-HsV-2
wRNA 10 protect msoe from 1ISV-2 vimn, Palliser of of. pectrenied
sulce with # progesicrond deniyatye 10 amcst the mboe in e desmo
phanse of the estious eycle, which may facilitate epsthelial pooctnitios
1261 The mice were then mfccted with a lethal dose of HSV-2 vinm
and weated with anti FESV-2 siRN A foomulatod with (he ial
lapesd Obigodectamine®, two honrs befone aod four howrs wicr vieal
mfection. Two WRNA were testod, targeting (iiferont essential vieal
protein, 17129 (0 DNA - binding prosein) sed 171.27 (envelope glyco-
protein ). The sesults showed that ouly 25 % of mice treated with
00 psod (approsimately 75 3 g) 1129 GRN A dsod compured with
'H'? ha-mlm D-h) 11 ey viral ufecon, sadysis of the
§ robvont § agaist HSV -2 mlection in
UT296RNA- mumum-amuumma\\
were lews protected, with caly 60 % swrvival. Anadyvis of the vaginal
mucona of SERNA-tremod suce on day 6 showed mn it epsithdinm
wtls few apopsite bodies compaeed with comtrol nuce, which showed
-dm-hlmnﬂqnﬁlmnﬂ-hﬂhddw«dn
pated the elfoct of ssvans FISV.2
nk\&mmwm Fon thas o RN A wene adis scred
alooe or &y & mixture, theve and wix hours aftor vied infection. Mice
receiviag vedy wﬂk\\mmmmul v antages comperod
with control mice but, i ¥ k al WiRNA
b B0 % of sarvival. nhmqum-c\mmmddd‘o
bo effeetive. Tois abso important 10 nose that RN A trestiscot does not
chicit om e response aod (ellammastony infiltnge Neverthelons,
Wit ef al. showed that a lipidic seagent lacilitated viod infection by
chiciting » dight infammation, which may be sufficient 10 cabunce
viral upeake [33]. Wu of al. isvestigated inguoting the durshility of
protection and o opeimiang Sdivery sysicnss im0 mouse modd of
berpey simpley view [33) Mhuspdxhnkmimppd
MRNA with o dngle phosphothionte lnkage that |
SRNA degradation by geaital Buid RN Ases. They ilcusied the cell
s ce receptor mcctin- 1 whech i a receptor for V-2, as o possible
target Toe KN Al based thorapy in the case of HSV-2 To assess (he
effciency of chol sIRNA conpapnted for vaginal delivery, mece were
p d wilh & progo derivative, as previomly described,
wnd challenged with 2 « LD30 1ISY.2. Mico receiving two tises ap-
proxunascly 10 uy mectin- -URNA conjegated wilh chol d were
ffiaendy prosected agabmt TSV -2 infection osly when the siRNA
wins admimsierod prioe 40 isfoction (U K seven diys peior o mfec-
woa) The suhors reporsed thet combiming acctin | and UL29 4RNA
Bt 1o vunsed o s sigmi Bicant pe againg HSV-2, frespects
of the e of ARNA adminivration, befvee o afler HSV infection.

M neravaginal adainistoton of chol-SRNA did not induce

mice wese weaned with ¥ ug lammne A CaRNA formelated in PLAS
syssem per dose, and o doses wese adnunisicrad ntravagioally 10
cach momse va wo consccutive days Twenry fous boars Luter, the
kaockdown of lamine A'C i vaginal twses wan of X85 0 mwce
recoiving lamine A C wRNA trcatmenty comparcd with coatrol mice
Thuw sindy was the fiest 1o domonstonte vaginal wRNA dcivery using
beodeprudabie scalfold amd Tiposonses. Tlhes movel syssem o speoaiisng
apgroach for vaginal aRNA delivery amd i coame of administmton
offers visal feanwes for papidd clincad dos dopusent.

AL Pathologhes
The vaginad mocosn i osc of the pen catry poists for oamerous

mterforon of an infamatory response. Thus, the use of cholesterod
oomjugamed stRNA secms %0 inprove protoction agasnst HSV-2 vieal
mfection s chollesterod doos ot elicit an imnstine resposie.

Absogether. the results of these stadies present great proasses foe

sl o of sexuadly wansenined vieal knfocts

\Inuuhownmlloqnmxﬂl.\l\ sllencnyg elficsency, sl 1o
dervedop a dedivery systom sultalie for an inproved vaginal rocotos
wothous pretreatment of the vigginal caviry, in order o be santable for
dinkcal application | hasnaes

4. Intravesical
Inwan edenl siRNA delivery (v & prommising sgywoonch compeeed
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with sysiemic delis ey Indeed, intrav esical siRNA delivery seoms o
achieve a miloe effoct 1o syscmue delivery, with & 50 10 100-old
bower doneof silRNA complen. M, . the procedure ol iransurethod
-hum-nswmldnmukmkdm although
dministaation o the muine bladder is rstber dilBoule. As described
by Nogawa e al in mice, the bladd h J amed the fommm
Latiom w s adaupistcred. A\ punse-sining setae was then placod asound
the wrethes W occhade i Afer fonr bours, the satres were removed
and (e mice rocomancncod thair spostuncos voiding [ 4]

The majocity of Madder csncer diagnoses uee made in the cnely
stage of the discane, bot 30 7% of casex recar wt moce advanced stages
d form imvmive cancers. o thes case, the stiadand trestisent is
cyun:«m) “lnm-uhhd d& dlcmsﬂmunuy
dy jon, The deved
kll-ﬂwnhu.lmnbk lnlhnuy ul(.\\hmedlnqm
e peomsng sools for the treatment of bladder cancer,

Nogawnefal. were the St sorepont imtravesscd deliyery of WRNA
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imbibition of luciferme capression in the striatian of esopenossl
Inaferse-expressing nuce Tntuumaecuuhcwu
focal dedivery of RN 10 the ONS is a feasible option for segeting
ONS hused discaven

Hunad on these stkes, some suthoes have asscsaed
the ablity of RN A based therapees to reat nevrcdogical discases such
s Thustingron’s and Alzbho nser -d-anc

Hiuntington'sd (1) geocativod chi
Lrod by aboss of bewin cansed by expassion of aCAG repest in
the Huntingtin (1its) genc. Inhibisoa of Hintingtin expeession in beain
oewrons reduces the sevenity of the discase. EIToient sSIRN A tuegeting
of the Flst proacin hen boes identified v vurm. Wing of af. delivered
T saRNA o bradn novrons of aes boes HEY msoe 1o assess the hencfins
of AiRNA on HID severity [38], The formulation, compuiving 0.2 ug
H-aRNA with the cutionie hpwd Lipafectamine, was adnsmsorod
0 gew bows mace inte the lateral ventncle, s seporiod by Shea of of.
139]. Ninerysix houes afber dR\r\dﬂvu) the body &aﬂ Tomy of

froes an s extagution of the mtrayesical delivery of an wsti polo like HD nrice treatod with Tt sdRNA was 1k dwith ol
kimase-1 (PLKI- I)dL\AlmtkmdbhddamL\Jl -kc.-dlhwewdmmnmnmkdb)uomwh
PIK-1 its is & regulotor of o in M. L 3RNA fe-established scm by delay
celis It has been d that over sy of PLK-1 is usieadly um-ﬂmmum@mmm«m.malm
{atod with the deselop of Do uimoes wnd mice By measuring e mBN A resdual expression levels, the suthons

in particular bladder cnmcer [15] Nogawas ef o, formlasod snti-
X1 ﬁK\'\ul‘heMlpnmUL 101 which contsns
2042 dethylamsvethy 1)-carh 113 Ohodeoyiglyceral sl
cu'hMlciulhc mrmumumnhnmhm
vescally in an orthotopie bladdey cancer mouse model. Mice were
mlannistered widh UMV-UC-SLoe umor cells at day O Transurctheal
woarmenst with SRN A was porformed five times, once om coch of
days live 1o mime. Mice received ¥ 10 90 gl FLE- 1 ARNAL VLK1
M.\wuwﬂy&vwmhm.kﬂ.w‘-d

pression of PLK-1 § with fewer cancer odls obwerved in
tho siRN A trestes] mice comspaed with d mice Nk , W
wreated mace showed u tolal ensdication of the cancer colls withoo
adverse effests, indicutiog PIK- | siRNA 2 0 proasésing 1ool for the
wreatmenst of bladder cancer, This vtudy win the fiov domonsirstion of
the isbilution of cancer growih ia the manse bladder by lntra evical

SRNA cationic hposomes debivery

Il. NON-MUCOSAL siRNA DELIVERY
We will doscribed in this section local soa vind GRNA delivery
nes thatdo m al vorfiaces. incloding bl

reponted Fin mBNA win maintmmed for more then one woek in the
strstiatns But ol ie remoce arcis of the venricle such s tie cotlen.
This studty woas the fiest reporn of dhe snccessfol use of mn SRNA - hased
.mmmu-mwmm)_w;mqu
o, just oftcr berth 1L fusther inyestigs are g o
hum:h&-lmhtndh&hmnlﬂt\admhdv-
less invasive delivery mothod
A s alormatiy ¢ 4o the s of thecationsc lpwd Lipofoctamine, w hach
vomld be waic foe ncusond cells, DiFiglia of o, reponed the we of o
cholesserob-compagated wlRN A targeting bit m o oew vines-mediod
sssgenic maodel of FID i adult asce [40] A single adaminismation of
ﬂ!pgwwm—tﬂ.\r\hummduv
wim sufficiess i inhibitht mEN Acyp 1 L atloast
Imd-p Inﬂngwkm‘l-‘-ﬁ:mmu
movor for sree weeks. Conttury 10 the
W«iumnd,ludhhummam.’umm
cnabied icrapeuticad benclits in an sdult wotse model of TD with &
sngle prlse of RN A debivery.
Similady, bn oo mouse wodel of Alzheanee's diseases. Uno ef al.

o

imtraocular wnd istranunonsd WRNA delisery (see Taie in

1. Central nervous system
Numerom genes exprossod in the beaim and central aervous sys-
n((“ihtmwmmﬂmuhw

of nlogical and ps puthologies sach as Hussington's or
Aldmmcuhuu: thnﬁ.\:\lmchmuud, sed b0 ives-
ugate gene [ “w 1 the desvelop of i v

RN Adehivery sy sens s the brat bas boon impubrad Iy the cussonce
of the blood hosin harvier and the specific metabolism of the beain
Taking heve Lncroes 1080 socoust. some sepoets kave describod the
develoguuent of RN A delivery systems oplimized for the treatment
of cerchol pathologees.

Tassani of @l were sble 0 koockd )
0 new borm mestse beain wing th the J«SHMIWM M\m

e [ollowing i b som [30]. Using oaly
7¢"tik.\.\[c'mhldnuhkc-l'f\l hwd!hlm
fermse reponier gene was seduced by TE S at 24 b post Selivery s
the bemin 1o funher development, Cardoso o o/, have developed a
Gathomc-Dased siBRN A dedivery sywicm tht cahances ssRNA defivery

™ 37 iatal of 3 p g lNA formulsted with
DOTAF-chdesterad lip fusctionalized with Tratnfesin (1T-
S i O alintoesd Momsisphorsiof esins cnabled s 40 5

L) ¥

d efficient delivery of @RNA in the brsin by combimng high
dennty Bpoproten (HIDE) with an - tocopberol conjugatod wRNA
(Toc asRNAY [41] These subors identified o target pene encoding the
b-sabe iy bosd peecirsor prosoi-cleas ug casyime ] (BACED), wiach
i implicd in Alzbcimer s divoase puehalogy: To avsess the cfficiency
of Tow-stRNA HDL i vevo, these particies were sdmimsisscred o the

mowse brsn by disect Iy ioular o) with
muhaih:db) llnkh dd |42| hm-md with frec
Toc-WRNA 3 Ay 45 pp Toc wRNA/

ot m;lﬂhn‘nhynhlwuhmuktﬂmclmm
of Toe siRNA wilh a i gnificas seduction i bepel BACT ] mRNA
expression ut the beppocampad sod parictal contex (up w0 60 % wilk
Toe-siRNAHD compused with free Too RN A the parietad costes )
Thus Toe-siRNAHIN. particies enabled cfficiom gese-silcocing in
the B tsing a 1000 Fokd lower muosnt of RN At i a proviows
sisdy lnproyements s gene-slencmng of hoency conkd be explained
by & betier uptake of WRNA, av the Tocs@INA DL vector sysicm
winy walize the physscbogscal lipsd metsbolivm Tndeod, o nnﬁuul
iy be tansferved froms ghial cells “lath I

pathway with HDEL Jike paricles,

As reported by DiFiglia of o, the neut chullenge is 00 impeone
the sale dedivery of sRNA in the besin to muvini re target specificiy
Auosool peurodegoncrative disceses viach as 1D require trcatment
for years with adjustent or discontinmuation whes side elfoets srine.
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Tabie B - Ovorview of SITNA delvery systoms for non mucosal target.

Delvory system |  Ammabroute | Mowculartargotmodel | Dosagedetiact | fot
Lpd
JesBl Wouse'rtmcer: Lucerase/vansgenc Lucfernte -7.5 ng sFANA %)
sorw e 78 % reduchon of Luciirase sxprmssion
Tiipopiases Mousarmaces- Lucterasavansgenc Lucfermse | 30 sIRNA 137
strad mos 40 ™ of ofotase oxpression inhbdion
Lpolectamine Mouse'rimcer ML Newbor mice 02 pg sANA 18]
e L span increased by 2 weaks
Mouselramocutar | VEGE- induced angiogenass 1 pg SFNA |48}
mowss model Signdcartt inhibation of VEGF exprossion
Catoric iposome | Mowseimumoni | infegnin siphaV/Human PC3 can- | 1 g siRNA 49]
oo ool model Roouction of 75 % of dumor growtn
Folale-inied nano- | Mousemimsumond | Merdl KIE lurmoe ienogalt model | 10 pg 9FINA 150}
partces Sgndicant inhibstion of lumor growth sl day 4 1o 10
Ahor BFENA acminigration
Folymer
el Ralinramocst NA2EY At 5 ug MANA 1431
B3 % of NR28 mANA expresson recuction
Mogssdmmatumond | PTN/globiastoma mouss modet B g siRNA 151
Inhibitan of senograf! tumor growm
Mousedndratumonsl | Ras1/subcitanecus prostate caro- | 20 g sRINA - oo wookly 153}
noma model SPENans-rast (iminished the growm of PC-7 xenogreft
SigRfcenty whan compaced with other groups
Movsedommumonal | CUXY Sudcutancous pancrestic 10 g SFINA — 3 times & wook ovor 3 woeks |54]
cancer model signifcenty decreased lumar volame accompanied by
& marked reduction in CUX 1 exprasseon
Chinsan-nased Mouselevatumorat | TG2melanoma and breast umor | - 3 pg SANA - twice weekly 157
tyieogel mice mode! Signficant inhibation of lumor growth (72 % reduction
200 52 % 1e0uction In melanoma and Dreast umorsl
model. mEpactivedy)
Conjugnted siANA
Cholessorol-canj | Mousedmiracer Hit‘mouse model of Huntington's | « 75 pg siRNA [40]
pated cbrad dissase Inhibibon of Hit MANA expresalon
Improvemant of neuropamiologesl Satures for 3 weeks
Tocopherol-sANA | Mousa/riiacer BACE-1mice ~45 pg 5IANA for 7 doys [41]
ebral 80 . reduction of BACE -1 mANA expression
Chol-MPG Mousa'ndratumoni | Cycin BY human peostale carch 5 yg 8iRNA 1581
NOMa mice moos! SIFANA sigeting of cycln Bt compromesas umor cefl
prokiuration
Ofae
Asmiocolagen Mousadrtratumoni | HPYicervical cancer mouse model | 15 g sANA 1021
Seppeassion of tumor growsh
Mouse/nissumonst | B8, E7/cedvical cances mouse 7.5 pg SIANA — once every 7 Gays for 30 days 98]
mocel Sgrafcant reducton of umor growth
Mousednupumon | VEGF proatato oancer mouse 750 g 1© 7.5 pg SIRANA 1561
mocet S0 of lumor angiog and 1umor growth
Heace the modalusity of action of wRNA therapestics s a proassing s (AMID) T the sy onmethod i

ool for the troatment of these discaes.

Uitsg different appeoach, Tam ef ). wsed branclsed PEI for o
wwthocal siRNA delivery 3] To o et moded, the delivery d!n
MRNA targoting e N-methy - D bt p
Mlﬂ-ﬁ»WM”ﬁummn
(subarachnokd ), bed bo s K3 5 jalebion of NR2 protan exgression
nad 10 the modulation of paia.

hmwdhoy:umﬂw-dhﬁd i ropeated.
Tndocd. i the mont casex, the Larget site for slONA trestiscnt is oa the
postenior segmest of the eye nmd RN & ot able w pescirate slone
ko the comen soithas o be deliverod i streally. A MRNA
bave a aloet meavioenl Balf life whsch msplies ropensed adeumisten
om0 oblain of Boent Mdmﬂmwmﬂ
n incressed sk of endoplubalonitis aed retinad detachinent. Thus

thmm&\dwmmmulnm

2. Ocular protection againd degradativn aad long tens dddivery.
Ikud\&\\-hdw:ﬂan Prowsseng ralment SINA-benad themapees are currently boing iosted in dimical -
o ocular & wach o oy sou of ape-sclated ulx, motshly foe the tcatmens of AMD [44) VIXGF is an endothelial
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Wthﬂ:ﬂ-pxﬁcumhﬂaﬂmuuﬂnndh
mpogenc | y in ANMD) & Many studiey hone
shown sscconlul istmocnfar delivery of (RNA tpeting VEGF
or the VEGE recopton, Soading 1w the indubstion of peovascudanzn
thom it several validated. preclisicul models 145, 46) Murata o ol
veporied that wuog a siboongunctival administrason of 1 g VEGF
m«touummnum uwd\m wim
segnificandy inhibited i oo i d model of sgiogenesis
without dunsage (o the congunctiya 46 However, Klcinms o al.
buve recemtly shown that (e ibubstion of VEXHF expresvion in these
models wing makod sSIRN A win ol doe 10 0 sequence-specitic RNA
Interference mechanem b rather 1 the imriasic progertios of sSiRN A

-hianod-db)lk‘ﬂktmwuﬂﬂ Indeod. the suhors

1 (hat 21 andeotide or loages ds RNAs displayed anti
mglogenis propernies *ia TLIR3 recepeor acti vation
3. Intratumoral

Many asmor msodels have beea developed 1o study various can
mhddlnm-m Mﬂmm SIRNA-based
cul a i g approach o the of o
sim ubna\balmlhmdmnnblm While
most of hese stinles bave shown systemibc ddivery of siRNA, local
dedivery v a proawming al ve o wrget specifiony und
reduce off tarpets effocts. As reported bedow. variows intratumonsd
delivery syviems have been developed.

I e Gase of prosaate cancer, whach is the vt Deguently disg-
wosd concer in men 1o the USA, tumwor et wally apposns
10 Bonie, with sheletal metastases idonthfiod at autopsy moup o %0 %
of paticots who have died from the diseme Hisane of o, repored
Intrumoeal RN A delivery fom msoded of hussun PC3 canver |
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i sl swodel of ceryical cancer [55] and Tokei o7 al., i 0 moose
monded of prostate cancer | 36] lmﬂ) Hasetal, bvﬂkwlnpd
i usonan -based hydrogel wioch & a
mddﬁunmw.dwhdw:dy -uudhtnlh:
tummor siie and gradually degraded by cneymey of tmor sites alicr
complete releame of WRNA [57] In anoth h. Cromber et
o wad an N-mcthyly SDNA glycosy b (Nhl)mnklnd
delivery vooux for mtratsnonal WRNA delivery io differest mouse
mmumhmmumaumuw
withthe peplich Sieod witheholessorol
dloaddhmdnll.\:\ulnﬂxdmmﬁumm
mostse i modeds

. CLINICAL STUDIES

Wile mtmeroos stdics hoave achiey ol the devclogment of local
MRNA delivery systems wing noa viml vecton, only a few delivery
svston have boen tested in clisieal trials (Fae [7) This is sothly
the case for xiRNA (heeupeutic sSIRNA 27 fermed ACGN2E1745),
whach is a chemically modklicd sdRN targeting the VHGE recepsor |
wnd whach hos cutored o phase 11 triad sccmingly peoving a clinscally
sagmi Bhcamt sugwov ement 1o visel ncuty with oosenoss adveese cvents
of dose-limiting wicity (n o releyamt sulvet of putscnms [44)

An reported bese, various symihictic vectoes for Jocul siRNA
delivery have bhoes devdloped 10 mmpooy e effickency of gene silonc-
g Hlowever, most of the synthetic vecton el Tor local sifNA
dehivery have beon eoentially optinered for v vigw applications,
inclmliang Cagol ine, TraonsIT-KO, cluosan or PLOA delivery

celly indmced in titia [49]. One microgram of st istcgria dphaV’
MENA wins hmnl-cdwihaaudc hwu-nmmnlm
PP e AT
nl-n: memm Mnniycﬁ)hql)ml
duction of integrin alphaV expression nad of
ﬂ'tmhdunlmmdnmmv&tmldtﬂ.\z\
H‘uyulm“ml-midhhumrd‘

oW Yoshi imrntmnocsd s RNA debiyery
-h;hhu fenkod lipad-buscd iches i o modal of hansn ond
epsdermoid carcinoma ool (K1) wm'dl [50] Another strniegy con
shsaed of ustog PET-Duasend del Tlased o a susor moded of
hlm'm speaifioadly lmmkld #ﬂ-wutl K7 cells
lally, Cirrclinski of of & imtratwnond

ubu-md!nul!\)\wmtkmtlmwn
complened with PEL Jod to the inhibisoa of scaogrd] growih [S1)
I the same way, PEI boaved dedivery vystomms have boen widdy wed
fod imtratunsovsl nn.\AMsm).nWb, Kl ef ol i1 0 mouse
moded of sub wradt {321, by Zho et
Nmnumwdvmmmsld
by Ripha of wl. e a model of subcutsicoss puncreatic cancer [54)
Fugit o1 of. banve abwo devedopod mm ongind siFONA delivery sysiem
Foe imtratemorad $iIRN A delivery is o model of conical cancer [30]
SIRNA targeting homan pap oo itus (HEPY ) protan wis Toom-
Lated with melocollagen which s o highly pesificd type 1 collages
of colf derans. The authoes reported eficiont sppressaon of twooe
prowdh wing oudy 15 pg RNA. Similary, Yoo of of, efficicudy
mlabiscs! fmnce growth ssing SERNA foemulned with atelocollag

Tatibe I - Non-vins SANA delivery systems undangomg chicsl trsts

Nysten, \h!m'a.uudlmmamdmﬂnwm
kanown composition, which muM mpae their ovllmndm foe
Funther clisical devclog oy d SERNA ddlivery,
Wh-eddehm, |mmwlh:-ldvmhnpomﬂc
o with s notally in the lumg. In the case of Tung
MRNA dedivery, polymer-basead delivery systesmiv vuch as chisosam and
comjugated delivery syviemis woukd be prefarod. In the smoe way.,
suginad adaunistrasion of SRNA requires the e of polymes-hased
delivery systenss such as PLOA nasoparticles that we biodegradobic
wnd bocompatie. The wse of PEGy lod Tipoglexes alvo seems (o be
ol ficicnt for vaglual sRNA delivery. Conorsely, oo 15RNA
delivery doos ot respuine the developanent of sophisicased sIRNA
delivery sysiemn. ladead, ofBoent uRNA ddivery in the coutral
mervou sy stema i achieyed mang the commercially available vectons
hﬂm -M)o\sl. -n-nummxnnmw
by beul administration of WRNA i o
bighly mmumlmmlkmd I the same way, of -
Sciemt irstumnord GRNA delivery i achieyved wang polymes: based
dedivery syssems such s PEL or chitosan. Al of (hose systoms have
peeviomly beca wsed for geae delivery bul peed ko be optimsized is
order o reduee ooty snd improve elTicacncy o this vy, some stiud-
iex have developed synthetic siRNA debivery especially designed for
SRNA delivery such s mmnoglycosdes denvatives | #7] Tnibe sune
wary, GeRPS pasticles derived From boker's yosst or Nidfos passicles
oosnposod of b gelatin particies bave boon speciically devigned
For venl sERNA delivery in onder w0 avoid degradatson of the ¥iRNA
by gastroinlestingd enzymes, while promeoting aBNA intemalizs-
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Age-refatod maculy | Pnase WM VEGF recepior 1 | intraviteal AGN211743 (SIANA-02T) SENAMSICK
degmmation Prase I e PE-2523665 Quark Prarmaceucal
ASY infection Prase il RSV Irtranpsal ALN-RSVD1 Alnytam Prarmaceutcals

F =



J DRUG DEL SCLTECH., 22 (1) 1727 2012

Gom o target oclis. This review deud s sbows that wRNA defivery
sy sients st be optanszed depending on the sowle of adsninistoatos
by comideniag the specificity of cnch systom. Tho mupor challenge
rormaiim the inapeor oment of salety, whick cirently clesly impain
Turther cinboal development of sSIRNA defivery syssoun. Moecover,
1 resmanns dif ticalt 1o translate the resulis obtaned in sumal models
0 e Buman, by ol al ind phiysiodogicad daT

between hunsens snd other animals. Rowses of administason used
hnm-uxmdm;ml)uxmmhlm

isteation of the nh

ABBREVIATIONS
Ak, peoten dnase 1 AMD, age-related macuiar degeneration. BACET,

ROS, reactive arygen speces. RSV, respratory synotied vieus, TAT,

transactvator of fransoription: TNF, tumor necrosis tactor; TLR, 1ol-ke

roceptor, TYOL. isoketal nancparicies; SARS, sovere scute respratory

synarome; SCV. SARS corona vwrus, Toc, tocopherol. siiNA, smal
g ANA, VEGF. dar endothefial growth facsor
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Résumé

Les biothérapies constituent un domaine de la médecine en plein essor, basé sur l'utilisation
de produits issus du vivant. Ces biothérapies reposent notamment sur la délivrance
intracellulaire de macromolécules biologiques tels les acides nucléiques ou les protéines.
Ces composés sont pour la plupart incapables de franchir les membranes biologiques et
nécessitent l'utilisation de vecteurs aptes a les véhiculer jusqu'a leur cible intracellulaire. Les
copolymeres a blocs constituent une classe de vecteurs particulierement efficaces pour le
transfert de génes in vivo. Leur mode d'action étant encore mal compris, nous hous sommes
attachés a I'étude de leur mécanisme et avons observé qu'ils sont capables de délivrer de
I'ADN directement dans le cytosol des cellules visées. Nous les avons ensuite exploités dans
le développement d'un protocole de vaccination a ADN pour le traitement de l'asthme
allergique. L'autre grande classe de vecteurs synthétiques pour le transfert de géenes est
constituée par les lipides cationiques. Largement utilisés in vitro, leur efficacité demeure
limitée in vivo. L'étude de leurs propriétés physicochimiques nous a amenés a participer au
développement rationnel de nouveaux lipides cationiques peu toxiques et utilisables pour le
transfert de génes in vivo. En paralléle, nous avons exploité ces composés dans le
développement de nanovecteurs capables de délivrer des protéines dans des cellules
vivantes, et avons étudié leurs propriétés physicochimiques afin de comprendre leur mode
d'action. Nos observations nous ont conduits a exploiter ces composés afin de cibler la

kératine 8, une cible thérapeutique potentielle dans le traitement de la mucoviscidose.

Mots clés : vecteur, délivrance intracellulaire, protéine, acide nucléigue, vaccination, lipide

cationique, copolymére a blocs, mucoviscidose.
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Summary

Biotherapies are an expanding field of medicine based on life-derived products. Notably, they
rely on the intracellular delivery of biological macromolecules such nucleic acids or proteins.
These compounds cannot cross biological membranes and need a vector to bring them to
their intracellular target. Block copolymers constitute a class of very efficient vectors for in
vivo gene delivery, but their mechanism of action is ill-defined. We have studied their
mechanism and have shown that they are able to deliver DNA directly into cell cytosol. Then,
we have used these vectors to develop a protocol of DNA-based vaccination for the
treatment of allergic asthma. Synthetic vectors also comprise cationic lipids, widely used in
vitro but rather inefficient in vitro. By studying the relationships between their efficacy and
their physicochemical properties, we participated to the development of new, non toxic
cationic lipids which could be used for in vivo gene transfer. We also used these compounds
to develop vectors for the intracellular delivery of proteins into living cells, and studied their
properties to get a better view of their mechanism of action. Finally, we exploited these new
vectors to target keratin 8, a potential therapeutic target for the treatment of cystic fibrosis.

Keywords : vector, intracellular delivery, protein, nucleic acid, vaccination, cationic lipid, block

copolymer, cystic fibrosis.
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