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 I N T R O D U C T I O N  
Au milieu du XIXe siècle, Gregor Mendel découvrait la transmission des caractères héréditaires grâce à ses célèbres expériences sur les petits pois. Mais ce n’est qu’en 1910 que la génétique, science de l'hérédité, a véritablement pris un élan grâce à Thomas H. Morgan qui a démontré que les chromosomes sont les supports physiques de l’information génétique. En 1953, la découverte de la structure de l'ADN support de l’hérédité par James D. Watson et Francis H. Crick, a permis de comprendre le rôle d’un gène et comment il pouvait être dupliqué pour fournir une copie exacte lors de la division cellulaire. C’est grâce à toutes ces découvertes que les généticiens peuvent aujourd'hui envisager de décrypter l'intégralité du génome humain, pour connaître les gènes responsables des maladies génétiques chez l'homme, dans l’espoir à la fois de les comprendre et de les traiter.  

Au début des années 1980, le développement du génie génétique sonne le début d’une nouvelle révolution médicale : la thérapie génique, dénomination qui recouvre plus un principe général qu’une technique précise. Les méthodes utilisées sont extrêmement diverses, selon que le but est d’obtenir la production d’une protéine active, remplaçant une protéine manquante ou inactive (affections héréditaires), ou un moyen thérapeutique pour lutter contre des maladies comme le cancer. Les techniques de transport du gène à l’intérieur des cellules sont, elles aussi, très variées et peuvent être couplées à d‘autres stratégies, notamment vaccinales, ce qui rend encore la démarche plus complexe. 
Le projet présenté dans ce manuscrit s’inscrit dans une thématique multidisciplinaire, faisant appel à la pharmacie galénique mais également à la biologie cellulaire. Le but de notre étude est l’élaboration d'une forme galénique innovante comme vecteur d’ADN, sous forme d’un vecteur nanoparticulaire, susceptible de transporter un gène médicament du milieu 
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extracellulaire jusqu’au génome. La potentialité de ce nouveau vecteur a été testée en combinaison avec la technique de sensibilisation des cellules que représente l’internalisation photochimique. Le but ultime de cet « outil-vecteur d’ADN », est d’être adapté aux exigences de la transfection, présentable sous forme stable et directement utilisable au chevet du patient.  
La revue bibliographique, correspond à la première partie du document, est consacrée à une présentation succincte des vecteurs de gènes viraux, et insiste sur les vecteurs non viraux en présentant le mécanisme de transfection, et les différentes stratégies pouvant être couplées au transfert de gènes, et plus particulièrement l’internalisation photochimique. 
La seconde partie de ce manuscrit, aborde les études expérimentales. Il s’agit de la mise au point des nanoparticules à base de polymères polycationiques, puis de leur caractérisation physico-chimique, et enfin de leur évaluation biologique en termes de cytotoxicité et de transfection couplée ou non à l’internalisation photochimique.  
En effet, l’ensemble des études consacrées au transfert de gène mentionne la difficulté à trouver le juste équilibre entre une cytotoxicité minimum et une transfection efficace. C’est dans le souci d’approcher un bon compromis que s’inscrivent les études expérimentales décrites dans ce manuscrit. 
 



 

 

 
  

ETUDE 
BIBLIOGRAPHIQUE



 

17 

 E T U D E  B I B L I G R A P H I Q U E  
1 LA THÉRAPIE GÉNIQUE  

1.1 DÉFINITION DE LA THÉRAPIE GÉNIQUE La thérapie génique consiste à introduire un gène fonctionnel comme un médicament dans les cellules d’un organisme pour y corriger une anomalie (mutation, altération) à l’origine d’une pathologie. Elle est à ce jour utilisée pour diverses indications thérapeutiques.  
 

1.2 LES DIFFÉRENTES STRATÉGIES DE LA THÉRAPIE GÉNIQUE La thérapie génique peut être envisagée selon différentes approches [1] : 
 En remplaçant un gène déficient par son ADN complémentaire correspondant et fonctionnel, il s’agit de corriger un défaut de fonction en apportant la protéine manquante. Certaines maladies monogéniques pourraient être traitées de cette façon. Par exemple, la mucoviscidose (dérèglement de la protéine CFTR, Cystic Fibrosis Conductance Transmembrane Regulator, due à une mutation), les myopathies (mutation du gène de la dystrophine pour la myopathie de Duchenne) ou les maladies génétiques du système immunitaire (SCID Severe Combined Immunodeficiency).  
 La correction d’une mutation ponctuelle peut être utilisée dans le cas où il n’est pas possible d'ajouter un gène fonctionnel pour remplacer un gène défectueux. Il existe donc une approche alternative qui consiste à accomplir une correction du gène in situ, en utilisant par exemple des oligonucléotides hybrides ARN-ADN (chiméraplastes) ou des oligonucléotides simples brins [2]. 
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 L’inhibition du fonctionnement d'un gène muté ou l’inactivation de son produit protéique est utilisée dans les cas ou l'apport d'un gène fonctionnel ne suffit pas. En effet lorsqu'une mutation dans un gène entraîne un gain de fonction, les symptômes de la maladie sont liés à la synthèse d'une protéine anormale à effets délétères. 
 L’introduction d’un gène suppresseur de tumeur conduisant à la mort de la cellule malade. Cette technique s’effectue en introduisant un gène apoptotique ou indirectement en sensibilisant par exemple des cellules cancéreuses à des médicaments : on introduit dans les cellules cancéreuses un gène qui code pour une enzyme activant un médicament inactif administré au patient, ce médicament activé détruit alors les cellules cancéreuses [3]. 
 L’ajout d’un gène au génome d'une cellule pour produire une protéine thérapeutique d’intérêt. Par exemple, l’expression des facteurs de croissance (dans le cas des maladies cardiovasculaires : VEGF), des facteurs de coagulation (facteurs VIII et IX sanguins pour l'hémophilie), des interleukines, l’érythropoïétine (pour la β-thalassémie ou l'anémie), des anticorps monoclonaux [4].  

Ainsi, le chapitre suivant tente de donner un aperçu des principales techniques de transfert de gènes. 
 2 PRÉSENTATION DES DIFFÉRENTS VECTEURS POUR LA TRANSFECTION Actuellement, la principale limite de la thérapie génique réside dans le développement de divers systèmes efficaces de transfert d’acides nucléiques permettant le passage des différentes barrières biologiques. Pour prétendre à une efficacité optimale, le vecteur devra présenter diverses caractéristiques telles que:  
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 être spécifique vis-à-vis des cellules cibles 
 sans dissémination du gène dans tout l’organisme 
 être résistant aux dégradations métaboliques et/ou attaques par le système immunitaire 
 avoir le moins d’effets secondaires possible 
 être capable d’exprimer suffisamment et de manière à ce que l’expression du gène d’intérêt thérapeutique soit aussi longue que nécessaire  

De nombreuses méthodes de transfert de gènes existent déjà (Figure 1). Elles sont classées en deux catégories [1] : le transfert par des vecteurs viraux, et par des approches chimiques ou physiques qualifiées de « non virales ».  
 

 
Figure 1 : Les vecteurs viraux et non viraux utilisés en essais cliniques.  

Le pourcentage indiqué correspond au nombre de protocoles d’essai cliniques menés avec les 
différents vecteurs. D’après le site web de Wiley Genetic Medecine : 

http://www.wiley.co.uk/genmed/clinical/ (Source 2009). 



 

20 

2.1 L’ADN NU PLASMIDIQUE L’ADN nu plasmidique est un vecteur composé d’un ADN circulaire portant un gène codant pour une protéine d’intérêt. Il présente l’avantage d’être peu immunogène, et permet donc des administrations répétées. Il permet d’engendrer une réponse immunitaire essentielle dans le processus de la vaccination. L’ADN nu a l’avantage de n’avoir aucune limite pour la taille du gène thérapeutique à insérer, d’être facile à produire et surtout peu onéreux.  
Cependant, il n’est pourtant pas évident qu’une injection d’ADN permette une transfection de cellules in vivo. D’ailleurs, les mécanismes d’entrée dans les cellules in vivo restent encore en partie inconnus. Le premier essai d’injection d’ADN nu directement dans le muscle strié d’une souris permet une expression efficace et pendant plusieurs mois du transgène par des fibres musculaires, et ce quel que soit le transgène utilisé [5]. Toutefois, la technique d’injection d’ADN nu souffre également de nombreux inconvénients. En premier lieu, elle possède une faible efficacité de transfection, dans le muscle par exemple, celle-ci est généralement de 1 à 5% des fibres musculaires totales [5]. D’autre part, les cellules transfectées sont limitées aux cellules les plus proches du site d’injection d’ADN nu. Malgré les résultats positifs de transfert de gènes observés dans la peau ou le muscle, les niveaux d’expression du transgène reste faible pour produire un effet thérapeutique, par contre cette expression reste suffisante pour des applications vaccinales [6]. D’autres études ont également démontré l’expression de transgène après injection directe d’ADN nu dans de nombreux organes ou tissus: la peau [7], les articulations [8], le cœur [9], le cerveau [10], la thyroïde [11], le foie [12]… 
 
L’ADN nu injecté est capable d’exprimer de façon suffisante une protéine antigénique permettant la réaction immunitaire. C’est sur cette capacité que repose le principe de la vaccination. Pourtant l’ADN nu, en tant que molécule, ne provoque pas de réponse immunitaire 
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spécifique. En fait, c’est la présence sur les plasmides de séquences bactériennes riches en motif CpG non méthylés qui favorise in vivo les réponses inflammatoires et immunitaires [13]. Le vaccin d’ADN nu est en phase d’essai clinique dans le cadre de différentes pathologies ou maladies tels que le sida, la malaria, l’hépatite B, ainsi que différents cancers [14]. On note ainsi différents essais cliniques de phase I-II et même III [15] par injection directe d’ADN nu ou par culture cellulaire ex vivo [16] dans les traitements des cancers. Très récemment au Brésil, un essai clinique de phase I-II a été réalisé par injection d’un ADN nu codant pour le VIH de type 1 dans le but de prévenir les risque infectieux [17]. Une récente étude prouve que le tatouage constitue le moyen le plus efficace pour administrer les nouveaux vaccins à ADN, dont l’emploi était limité en raison de la mauvaise protection qu’ils assuraient quand ils étaient injectés dans les muscles [18]. 
Bien que l’injection d’ADN nu donne des résultats très encourageants dans le transfert de gène au niveau de la peau ou du muscle, le problème majeur est la dégradation de l’ADN plasmidique nu par voie systémique (administration par voie intraveineuse). Il est très rapidement dégradé par les enzymes et a donc une demi-vie plasmatique très courte. C’est dans le but d’augmenter l’efficacité de transfection (in vitro ou in vivo) que l’administration d’ADN nu est aidée par des techniques physiques. 
En conclusion, l’ADN nu plasmidique peut être utilisé dans les traitements par thérapie génique en injection intramusculaire, mais ses applications restent très restreintes. Dans le but d’améliorer le transfert de gènes, des vecteurs viraux et non-viraux ont été développés. 
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2.2 LES VECTEURS VIRAUX Les virus représentent les vecteurs naturels les plus évolués pour le transfert d’une information génétique étrangère dans une cellule. Ce sont des outils efficaces pour la thérapie génique en termes de pénétration intracellulaire et éventuellement de persistance du matériel génétique. Ce sont donc naturellement les premiers vecteurs à avoir été utilisés. Actuellement, les vecteurs viraux sont utilisés environ dans ¾ des protocoles. D’ailleurs, de nombreux virus ont fait l’objet d’adaptation en vecteurs : les plus utilisés sont notamment les rétrovirus, les adénovirus et les virus adénovirus-associés (AAV). 
Le cycle viral naturel se distingue en deux phases, la phase d’infection et ensuite la phase de réplication. L’infection consiste en l’introduction du génome viral dans la cellule. L’expression des gènes viraux aboutit dans un second temps à la formation de nouvelles particules virales, c’est la phase de réplication. La plupart des protocoles de thérapie génique ont fait appel à ce genre de vecteur, qui permet d’obtenir une transfection facile et efficace.  
Cependant, les virus sauvages ne peuvent pas être utilisés directement pour les expériences de thérapie génique. En fait, la plupart d’entres eux sont pathogènes et dangereux pour l’homme. Donc afin de devenir un vecteur, le virus est doit être modifié par génie génétique.  
Le transfert de gènes par des vecteurs viraux se fait de la façon suivante : les virus sont rendus inaptes à la réplication par délétion des séquences responsables de virulence et de réplication. La cassette d’expression contenant un promoteur et le gène d’intérêt est insérée au niveau de ces délétions (la taille maximale de la cassette d’expression dépend du virus utilisé). Toutefois, le virus conserve les nombreuses structures qui lui permettent d’infecter une cellule (protéines de l’enveloppe, protéine fusogène, etc…). Il permet donc la production de la protéine d’intérêt thérapeutique, mais sans production de particules virales.  
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Les vecteurs viraux sont classés en deux grands groupes : ceux qui intègrent leur patrimoine génétique à l’ADN de la cellule hôte (lentivirus et rétrovirus) et ceux qui ne l’intègrent pas (virus adénoviraux, adénoviraux-associés et herpétiques). Les différents types de vecteurs viraux utilisés sont représentés dans le tableau n°1. 

Tableau 1 : Les différents vecteurs viraux [19, 20].  
2.2.1 LES RÉTROVIRUS Les rétrovirus ont été les premiers virus utilisés dans le transfert de gène à visée thérapeutique. Ce sont des virus de la famille des retroviridae, disposant d’un fort pouvoir oncogène. Ils sont dotés d’une enveloppe, contenant deux molécules linéaires d’ARN positif simple brin. Ils possèdent une enzyme spécifique, la transcriptase reverse (TR), qui permet la 

 Rétrovirus Lentivirus Adénovirus AAV HSV 

Type de virus ARN ARN ADNdb ADNsb ADNdb 
Infection des 

cellules 
quiescentes 

Non Oui Oui Oui Oui 
Production à 

haut titre 
+ ++ ++++ + +++ 

Intégration Oui Oui Non Oui Non 
Capacité ≤ 8kb ≤ 8kb ≤ 8kb ≤ 5kb ≤ 40kb 
Stabilité ++ ++ + ++ ++ 
Potentiel 

inflammatoire Faible Faible Fort Faible Fort 
Avantages 

Thérapie ex vivo, faible immunogénicité, expression à long terme 
Infection des cellules quiescentes, expression à long termes 

Efficacité de transfection, tropisme naturel pour les voies aériennes, production à haut titre 
Large tropisme, non inflammatoire, non pathogène 

Large capacité d’insert, fort tropisme pour les neurones 

Limitations 

Faible efficacité de transfection in 
vivo, problème de production, insertion mutationnelle 

Pathogène, problème de production, insertion mutationnelle 
Immunogène, inflammatoire (capside), stabilité moyenne 

Faible capacité d’insert, problème de production, effet cytopathique 
Expression transitoire dans les cellules (autres que neurones), inflammatoire, immunogène 
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conversion de l’ARN en un ADN proviral. Le génome des rétrovirus contient deux régions appelées Long Terminal Repeat (LTR) séparées par les gènes gag, pol, et env codant respectivement pour les protéines structurales, les polymérases et les intégrases ainsi que les glycoprotéines de surface [21].  
Lorsque le rétrovirus pénètre dans la cellule, l’ADN viral est transporté dans le noyau de la cellule hôte, puis s’insère de façon aléatoire dans le génome (Figure 2). En effet, l’intégration aléatoire du génome viral peut engendrer une mutagenèse conduisant à une anomalie du cycle cellulaire, et activer des oncogènes comme ce fut le cas lors du traitement des ‘enfants bulles’, provoquant chez ces patients des leucémies secondaires.  
Pour que l’incorporation chromosomique soit effective, le rétrovirus exige que la cellule hôte se réplique, ce qui constitue un désavantage important. Or, certaines cellules comme les myocytes cardiaques et les cellules vasculaires sont peu aptes à proliférer.  
Ils possèdent aussi comme inconvénient une faible capacité d’incorporation d’un exogène (≤ 8 kb) et un manque de spécificité cellulaire. En effet, les protéines de l’enveloppe sont capables de se lier à de nombreux récepteurs portés par différents types de cellules. Les rétrovirus sont rapidement inactivés par le système du complément lorsqu’ils sont injectés par voie systémique. C’est pour cela que les essais menés in vivo ont montré une efficacité de transfection réduite. A l’opposé, leur utilisation ex vivo permet le transfert de gènes dans des cellules tels que lymphocytes et cellules souches hématopoïétiques sur lesquelles une grande expérience clinique a été acquise. 
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Figure 2 : Représentation schématique du cycle d'infection des rétrovirus. 

1) Les rétrovirus pénètrent dans la cellule. ). L'ARN viral est converti en ADN double brin par la 
transcriptase inverse virale présente dans la particule virale. 3) Intégration du provirus dans 

l'ADN nucléaire de la cellule hôte sous l'effet d'une intégrase. 4) Le provirus intégré est transcrit 
en ARNm. 5) Les cellules infectées assemblent et relarguent par bourgeonnement des particules 

virales infectieuses.  
Parmi les rétrovirus, les lentivirus sont particulièrement prometteurs. Ils ont l’avantage de s’intégrer dans le génome des cellules qu’elles soient en prolifération ou non. En effet, contrairement aux autres rétrovirus, les lentivirus possèdent un signal de localisation nucléaire permettant à l’ADN proviral de pénétrer dans le noyau en l’absence de mitose (Figure 

3). Ce sont des virus à ARN monocaténaire dérivés des virus de l’immunodéficience humaine (VIH). Le génome des lentivirus, possède en plus des gènes de base des rétrovirus, deux gènes de régulation, tat et rev qui sont essentiels pour l’expression du génome ainsi que des gènes accessoires. Lorsque la cellule est infectée, l’ARN du vecteur qui contient le gène d’intérêt est transcrit en ADN à l’aide de la reverse transcriptase. L’ADN ainsi transcrit forme un complexe de préintégration avec la protéine accessoire Vrp, l’enzyme intégrase et la protéine codée par 
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le gène gag du virus. Ce complexe comporte un signal de localisation nucléaire qui lui permet de passer l’enveloppe nucléaire. Dans le noyau, l’ADN est inséré dans le génome de l’hôte à l’aide de l’intégrase [22].  
Des études ont démontré l’efficacité de ces vecteurs pour l’application directe in vivo dans différents organes (cerveau, muscle, foie, poumon) [23-25], mais le risque de mutagenèse insertionnelle subsiste [21]. 

 
Figure 3 : Principe du transfert de gènes par un lentivirus.  

Source : www.lentigen.com/technology/vectors.  2.2.2 LES ADÉNOVIRUS Les adénovirus sont des virus provenant de la famille des adenoviridae. Ce sont des virus à ADN linéaire double brin contenant un génome de 36 kb limité par des séquences répétées inversées (inverted terminal repeats, ITR). Ils sont particulièrement adaptés aux protocoles de thérapie génique, car ils se répliquent de façon très efficace et sont faciles à produire. Ils sont responsables chez l’homme d’infections bénignes (conjonctivites, gastro-entérites…) et sont peu pathogènes. Le cycle d’infection de l’adénovirus se divise en deux phases : une phase plus précoce qui concerne l’entrée du virus dans la cellule hôte, le passage du génome viral au noyau cellulaire suivi par la transcription des gènes précoces et une phase 
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plus tardive [26]. Après fixation et pénétration par endocytose dans la cellule, le génome viral migre vers le noyau mais ne s’intègre pas au patrimoine génétique de l’hôte (Figure 4), ne provoquant qu’une expression transitoire du gène thérapeutique (ce qui est à la fois un avantage et un inconvénient), mais évitant les risques de mutagenèse. Par ailleurs, ces virus sont capables d’infecter de nombreux types de cellules quiescentes ou en division et possèdent un tropisme naturel pour les voies aériennes supérieures [27]. 

 
Figure 4 : Principe du transfert de gène par adénovirus.  
Source: ghr.nlm.nih.gov/.../illustrations/therapyvector  

L’inconvénient majeur à l’utilisation de ces vecteurs est lié à la forte réaction immunogène de l’hôte (due à l’expression résiduelle de protéines virales), qui développe des anticorps anti-adénovirus empêchant ainsi une administration répétée de ces vecteurs. L’autre limitation réside dans la faible capacité d’incorporation d’un exogène (≤ 8kb).  
Depuis peu, des nouveaux adénovirus ont été développés (Ad.gutless). Ce sont des adénovirus qui ont été dépourvus de toutes les séquences génétiques virales, ce qui a permis un gain de place. Ces virus possèdent donc une capacité d’incorporation allant jusqu’à 35kb. Mais aussi, la 
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réponse immunitaire est fortement réduite in vivo. Etant dépourvus de toute séquence virale, les Adénovirus « gutless » nécessitent l’apport des protéines virales par un virus « helper ». Le niveau de contamination des préparations finales par des virus « helper » est encore 0,1 à 1% trop élevé pour être utilisées en clinique [28, 29]. En Chine, l’adénovirus modifié H 101 a reçu l’autorisation de la Chinese State Food and Drug Administration (SFDA) pour être utilisé en combinaison avec la chimiothérapie comme traitement clinique antitumorale [29]. 
 

2.2.3 LES VIRUS ASSOCIÉS AUX ADÉNOVIRUS (AAV) Les vecteurs de virus associés aux adénovirus (AAV pour Adeno Associated Virus) proviennent de la famille des parvovirus humains non enveloppés et avec une capside. Ce sont des virus qui nécessitent un autre virus (adénovirus ou HSV) pour accomplir leur cycle de réplication. Ils contiennent deux gènes pouvant produire plusieurs polypeptides : rep pour la réplication virale et cap pour l’encapsidation. Ces deux gènes sont entourés de régions ITR 

(inverted terminal repeat). Ce sont des virus non pathogènes pour l’homme.  
L’avantage de ces virus est leur capacité à intégrer leur patrimoine génétique dans la cellule hôte, permettant une expression prolongée du gène. Par ailleurs, ils sont capables d’infecter à la fois des cellules en division et quiescentes. 
De plus ils possèdent une bonne efficacité de transfection in vivo, et peuvent transfecter différents organes (muscles, poumons, foie..). En effet, les essais in vivo concernant les traitements de la mucoviscidose, l’hémophilie et la dystrophie musculaire ont montré une expression du transgène.  
Bien que depuis des années les protocoles de production et de purification ont été améliorés [21], de tels vecteurs sont difficilement produits en quantités suffisante pour constituer des 
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lots cliniques. Ils comportent aussi un inconvénient majeur, leur capacité de stockage du matériel génétique exogène étant limitée à 5kb.  
 

2.2.4 LES HERPES VIRUS SIMPLEX (HSV) Le virus Herpes Simplex de type 1 (HSV-1) est le virus herpes le plus utilisé en thérapie génique. C’est un virus d’ADN linéaire bicaténaire, qui infecte les cellules neuronales quiescentes. Pourtant, il reste peu pathogène pour l’homme car présent dans 80% de la population. Le virus fusionne avec la membrane d’un neurone puis est transporté dans le noyau. En effet, son neurotropisme est particulièrement attractif : les vecteurs HSV offrent un espoir de transfert de gènes dans les maladies neuronales telles que les maladies de Parkinson ou d’Alzheimer. 
Les amplicons sont des vecteurs dérivés du virus HSV-1, identiques au virus sauvage HSV-1 structuralement et immunologiquement, qui comportent à la place du génome viral un plasmide appelé amplicon. Ils possèdent de nombreux avantages tels que : la capacité d’intégrer un transgène d’environ 150kb ; de former des copies multiples du transgène dans une cellule ; la capacité d’infecter différents types cellulaires dont les cellules dendritiques ; ont une toxicité limitée due à la faible présence de séquence génomique viral [30]. Les récentes études précliniques sur les vecteurs HSV-1, ont permis de concevoir des vaccins pour les traitements de différentes pathologies. Mais des efforts restent encore à fournir pour produire les vaccins en quantité suffisante pour les phases cliniques [31]. 
 
En conclusion, les vecteurs viraux possèdent de nombreux avantages pour le transfert de gènes et leur succès dans les protocoles de thérapie génique repose sur leur important potentiel de transfection in vivo. Cependant, ils souffrent de sévères inconvénients : 
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 l’intégration d’un transgène de grande taille est souvent très difficile, 
 certains virus engendrent des réactions  immunitaires, 
 d’autres peuvent poser des problèmes de toxicité ou redevenir pathogènes après mutagenèse ou recombinaison avec un virus parent infectieux ; 
 enfin, leur manipulation et la production de lots cliniques sont compliquées et coûteuses. Ces problèmes ont incité les chercheurs à développer des vecteurs non viraux de transfert de gènes, plus sûrs. 

 
2.3 LES VECTEURS NON VIRAUX Les premiers vecteurs non-viraux ont vu le jour dans les années 80. Actuellement, l’utilisation de ces vecteurs représente environ 10% des essais de thérapie génique. 

Le développement des vecteurs synthétiques répond à certaines limitations des vecteurs viraux (Tableau 2).  

Tableau 2 : Avantages/ Inconvénients des vecteurs viraux et non-viraux.  
Premièrement, ils présentent une moindre toxicité et n’entraînent pas l’activation d’une réaction immunitaire. Deuxièmement, ils présentent des avantages sur le plan technique puisque la taille du matériel génétique utilisé n’est pas limitée, leur production est 

Vecteurs Avantages Inconvénients 

Viraux 
Transfert d’ADN efficace ADN de taille variable 

Immunogène Intégration mutagène Possibilité de recombinaison Pas facile à produire et à stocker 
Non-viraux 

Non immunogènes Plus sûrs Production et stockage facile 
Transfert peu efficaces Intégration au génome faible et aléatoire 



 

31 

généralement simple et enfin ces techniques sont en général très reproductibles. Tout comme les vecteurs viraux, ils doivent aussi répondre à une utilisation future in vivo et plus particulièrement chez l’homme.  
De manière générale, une condensation de l’ADN dans des assemblages stables est effectuée par un simple effet de coopérativité grâce à des matériaux polycationiques. Les vecteurs synthétiques sont le plus souvent composés de polymères cationiques, leur charge étant conférée par des groupements amine, qui leur permettent d’interagir avec les groupements phosphate de l’ADN par des forces électrostatiques. Ces interactions vont mener à la condensation de l’ADN dans des structures de taille et de charge variables permettant la protection de celui-ci vis à vis des nucléases en limitant l’accès de ces dernières à l’ADN. Les caractéristiques physico-chimiques de ces structures dépendent de la nature du polymère, de sa masse moléculaire et de sa proportion par rapport à l’ADN. La stabilité de ces complexes est dictée par la nature du polymère. En général ceux-ci ont tendance à s’agréger avec le temps ou lorsque leur concentration augmente. Les complexes sont généralement préparés avec un excès de polymère ce qui aboutit à une particule de charge positive. La charge de ces complexes permet l’interaction avec les molécules anioniques de la surface cellulaire, notamment les protéoglycanes [32], et leur endocytose.  
Plus récemment, l’utilisation de nanoparticules ou de microparticules permet l’encapsulation de l’ADN à l’intérieur d’une matrice ou l’adsorption de celui-ci en surface. Ceci leur confère une relative protection vis-à-vis des DNAses [33, 34]. 
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2.3.1 LES LIPOPLEXES Depuis leur première utilisation, les formulations à base de lipides cationiques n’ont pas cessé de se multiplier pour devenir actuellement l’alternative la plus étudiée à l’emploi des vecteurs viraux. Les lipides cationiques forment avec l’ADN des ensembles supramoléculaires appelés lipoplexes par interactions électrostatiques qui permettent un transfert de gène très efficace.  
Les lipides cationiques amphiphiles sont constitués de 3 domaines : une tête cationique permettant la liaison à l’ADN, une ou plusieurs chaînes hydrophobes, et un espaceur séparant ces deux éléments (Figure 5). En solution aqueuse, les chaînes hydrophobes s’associent entre elles pour former des particules (micelles ou liposomes). L’organisation la plus stable de ces molécules amphiphiles est celle qui permet de minimiser les interactions entre les composantes hydrophobes et les molécules d’eau.  

 
Figure 5 : Structure caractéristique des lipides cationiques utilisés en transfection [35].  

De nombreux kits de transfection commerciaux, se basant sur l’utilisation de ce type de complexe vecteur, sont disponibles aujourd’hui (lipofectamine®, fugene 6®…). 
Le premier lipide cationique décrit est le bromure de 2,3-Dioléoylloxypropyl-1-trimethyl ammonium bromide (DOTMA) (Lipofectamine®) [36]. Dans le but d’obtenir une meilleure biodégradabilité et de réduire la toxicité du DOTMA, la liaison éther a été remplacée par une liaison ester pour obtenir le 1,2-Dioleoyl-3-trimethylammonium-propane (DOTAP) [37]. Plus récemment, des lipides cationiques sont complexés avec des siRNA et testés sur des cellules mammaires [38]. Il s’agit notamment d’analogues de structure 1,2-Dioleoyl-3-
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trimethylammonium-propane DOTAP, dioctadecylamido-glycylspermine (DOGS ou transfectam), N-méthyl-4-(dioleyl)méthylpyridinium (SAINT-2), de lipides cationiques contenant du cholestérol, ou des lipopolyamines dont la tête cationique est généralement dérivée de la spermine (Figure 6). L’ADN formulé avec les lipides cationiques, comme le DOTMA, et un phospholipide neutre (le plus couramment la dioléoylphosphatidyléthanolamine ou DOPE), forme des lipoplexes capables de transfecter des cellules avec une grande efficacité 
in vitro [39], et in vivo [40]. Depuis la mise en évidence de l’efficacité transfectante des particules composées d’ADN et DOTMA/DOPE, une grande variété de lipides cationiques a été synthétisée et testée, avec pour objectif d’augmenter l’efficacité de transfection en l’absence comme en présence de sérum, de réduire la cytotoxicité des formulations et d’améliorer la biodisponibilité des particules ADN-lipides. 
 

 
Figure 6 : Structure chimique des principaux lipides cationiques utilisés dans le transfert de gènes. 
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Différents types d’auto-assemblage sont possibles selon la concentration en lipides, la température mais aussi selon la forme géométrique des molécules considérées [41] (Figure 7).  

 
Figure 7 : Exemples d’assemblages possibles pour les molécules amphiphiles dans un solvant 

aqueux : a)micelles et micelles inverses, b) bicouche, c) liposomes, d) phase lamellaire, e) phase 
hexagonale inverse (arrangement de micelles cylindriques inverses), f) phase éponge, g) phase 

cubique directe bicontinue [42]. 
 Les liposomes (Figure 7c) sont des structures les plus utilisées parmi celles présentées en Figure 7. Ils peuvent être classés selon leur taille et leur nombre de bicouches. On distingue les liposomes multilamellaires (MLV), les liposomes unilamellaires de petite taille (SUV), les liposomes unilamellaires de grande taille (LUV) et les liposomes géants (GUV). La méthode la plus simple pour préparer des liposomes consiste à évaporer le solvant organique dans lequel sont dissout les lipides, puis à les remettre en suspension dans un solvant aqueux [43]. En plus, comme la composition lipidique des liposomes, les bicouches peuvent être changées, et les formulations peuvent être personnalisées pour obtenir des caractéristiques souhaitées (taille, charge de surface, morphologie….). 

Bien que plusieurs tentatives ont été faites pour utiliser des liposomes neutres ou chargés négativement pour le transfert de gènes [44], l'efficacité limitée de l'encapsulation de l'ADN plasmidique et par conséquent les faibles niveaux de transfection ont encouragé les chercheurs à se concentrer sur des liposomes cationiques, capables de complexer et de condenser l'ADN. 
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Les lipides cationiques ont déjà été utilisés pour transfecter des acides nucléiques dans différents essais de transfert de gènes in vivo [45], en particulier dans le traitement des cancers [46-48], et de la fibrose cystique (CF) [49, 50], mais aussi à des fins anti-inflammatoires [51] et pour la prévention des infections virales [52].  
Il existe des lipides dit « helper » (DOPE, cholestérol…) permettant d’améliorer la capacité des liposomes cationiques à transfecter des cellules. Leur rôle de « helper » est de faciliter la libération cytosolique en déstabilisant la membrane endosomale. Le choix des lipides « helper » ont un impact majeur sur la structure et l'activité de liposomes. Des études in vitro ont montré que des liposomes composés d'un mélange équimolaire de DOPE et de lipides cationiques peuvent avoir des niveaux supérieurs de transfection en comparaison de ceux ne contenant que des lipides cationiques seuls [53]. Le cholestérol peut être considéré comme un lipide « helper ». D’ailleurs, les lipoplexes contenant du cholestérol ont montré des taux d’activité biologique supérieur aux lipoplexes formulés avec le lipide cationique DOPE, lorsqu’ils sont utilisés in vivo [54]. 
 

2.3.2 LES POLYPLEXES À BASE DE POLYMÈRES CATIONIQUES Un grand nombre de polymères de synthèse compactent efficacement l’ADN, et leur utilisation se base sur la simple observation d’évènements naturels : dans les cellules eucaryotes, la condensation de l’ADN chromosomique est obtenue par l’utilisation de protéines riches en lysine et arginine : les histones. De même, dans les spermatozoïdes, c’est une autre protéine riche en arginine, la protamine, qui permet une compaction maximale du matériel génétique.  
Les polymères cationiques, tels la poly(L-lysine) (PLL), la protamine, la polyéthylèneimine (PEI), ou encore les dendrimères cationiques, s’associent à l’ADN par des interactions 
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électrostatiques multiples engendrant un processus de coopérativité, ce qui génère des particules appelées polyplexes.  
 

2.3.2.1 LE CHITOSANE Le chitosane est un polymère polysaccharidique d’origine naturelle obtenu par désacétylation alcaline de la chitine extraite de l’exosquelette des crustacés et des insectes. Biodégradable, et non toxique il possède une faible immunogénicité, soit trois propriétés primordiales [55]. Il est constitué de deux sous-unités la D-glucosamine et la N-acetyl-D-glucosamine liées par une liaison glucosidique. (Figure 8).  
 

 
Figure 8 : Structure d’une unité polymérique du chitosane.  

Lors d’études d’adhésion, il a été prouvé par Lehr et coll. (cité dans [56]) que le chitosane est un polymère mucoadhésif. Cette application est très intéressante à la transfection gastro-intestinal de cellules épithéliales ou immunitaires.  
Le chitosane peut être caractérisé par sa masse molaire mais aussi par son degré d’acétylation qui correspond au pourcentage de fonctions N-acétyle. Comme il a été décrit dans de nombreuses revues [55, 57], l’efficacité de transfection des complexes chitosane ADN dépendent de nombreux facteurs incluant, le poids moléculaire, le degré de déacétylation, le ratio N/P…. Le poids moléculaire et le degré de désacétylation influence la taille et le potentiel 
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de surface des complexes chitosane/ADN. Ainsi les complexes ont une taille variant de 150 à 600 nm [58], 155 à 181 nm pour des chitosanes de 213 à 48 kDa, au delà pour des chitosanes de poids moléculaires plus faibles. Le même type d’évolution est observé en fonction du taux de désacetylation pour le potentiel de surface des complexes. Mais aucun effet sur la condensation de l’ADN n’est observé. A partir d’un rapport N/P=6, l’ADN est totalement complexé mais les complexes sont peu stables dans le temps et on assiste à une libération de l’ADN en quelques heures dans du PBS sauf si les complexes ont été réticulés au préalable [55]. Ces complexes présentent une bonne résistance vis à vis des nucléases. Mais dans ce cas également ceci est corrélé au poids moléculaire du chitosane. Il existe une corrélation entre l’endocytose des complexes, le taux de transfection, le rapport N/P et le potentiel de surface du complexe.  
 

2.3.2.2 LES PEPTIDES Un certain nombre de peptides (CPP, Cell Penetrating Peptide) ou petites protéines (PTD, Protein Transduction Domain), ayant la propriété de traverser la membrane cytoplasmique des cellules eucaryotes ont été utilisés pour vectoriser des macromolécules dont des oligonucléotides. 
Les CPPs sont des peptides de 7 à 30 résidus, généralement divisés en deux classes : les peptides en hélice alpha riches en lysine et les peptides riches en arginine. Certaines de ces séquences dérivent de protéines naturelles telles que des protéines de surface de virus et bactéries (Tableau 3). 
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Agents de translocation Séquence d’acides aminés Origines 

Pénétratine RQIKIWFQNRRMKWKK Antennapedia 
Tat (48-60) GRKKRRQRRRPPQC HIV-1 

Transportan GWTLNSAGYLLKINLKALAALAKKIL Galanine et Mastoparan 
Peptide amphiphile KALKLALKALKAALKLA Synthèse 

Arg9 RRRRRRRRR Synthèse 
Tableau 3 : Exemples d’agents peptidiques. 

 

Aujourd’hui il n’existe aucun consensus quant au processus d’entrée de ces CPPs dans le cytosol et le noyau. Les CPPs pourraient entrer dans la cellule par des mécanismes passifs mais également par endocytose ou macropinocytose [59]. Ces peptides permettent le transport de petites molécules mais également de nanoparticules et le type des molécules associées influence la voie d’entrée dans la cellule.  
Les premiers CPPs utilisés en transfection proviennent de protéines virales comme l’hémmaglutinine HA2 du virus de l’influenza, Tat (transactivateur de transcription) du virus de l’immuno déficience acquise, ou VP22 du virus herpes simplex de type 1. La plupart de ces peptides ne peuvent pas complexer l’ADN et sont donc en général associés à un autre type de vecteur de transfection, un lipide cationique ou du PEI [60]. Très peu d'études sur la transfection des plasmides avec des CPPs ont été rapportées. 
Aujourd’hui, on développe une nouvelle classe permettant la complexation de l’ADN et la translocation au sein de la cellule. Le premier peptide de ce type décrit est KALA (WEAKLAKALAKALAKHLAKALAKALKACEA). Il complexe efficacement l’ADN par ses résidus lysine et arginine, et peut interagir avec les membranes. Jacobs et al ont synthétisé des vecteurs dérivés de JTS1 (GLFEALLELLESLWELLLEA) en substituant tous les résidus acides glutamiques par des résidus lysine ou arginine. Ces peptides ppTG1 et ppTG20 sont efficaces pour la transfection [61]. Les résidus lysine sont répartis du même coté de l’hélice alpha, ce qui 
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confère au peptide un caractère amphipatique. Comme la distance entre deux groupements NH3+ est de 7.11 Å, comparable à la distance entre deux groupements phosphate dans l’ADN (6.55 Å), le peptide peut interagir avec l’ADN sans que cela n’affecte sa structure secondaire et donc son activité fusogénique. Ceci n’est pas le cas pour d’autres peptides comme KALA qui s’assemble en plusieurs couches. De plus ce sont les premiers peptides décrits comme efficaces pour la transfection in vivo. Après injection intravasculaire, les auteurs observent une expression dans les poumons. Leur efficacité est pourtant pour le moment 10 fois inférieure à celle des formulations de DOTAP et cholestérol, mais également 40 fois inférieure au PEI dans les mêmes conditions. Ces peptides existent sous forme de dendrimères qui présentent une capacité de transfection accrue et comparable à celle de vecteurs synthétiques comme la lipofectamine® [62, 63]. 
 

2.3.2.3 LA POLY(L-LYSINE) PLL De nombreux auteurs se sont intéressés au rôle compactant que peuvent avoir des polymères d’acides aminés chargés positivement. La poly(L-lysine) (PLL) est un des premiers polymères cationiques utilisés pour le transfert de gène [64]. C’est un polypeptide linéaire dont la sous-unité est la lysine (Figure 9). C’est un polymère dégradable, ce qui le rend intéressant pour une utilisation in vivo. La PLL est caractérisée en général par son degré de polymérisation ou son poids moléculaire. 

 
Figure 9 : Structure chimique de la poly-L-lysine. 
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En présence d’ADN, la PLL peut former des complexes et pénétrer dans les cellules. La condensation de l’ADN ainsi que l’efficacité de transfection augmente avec le poids moléculaire de la PLL, mais dans ce cas la cytotoxicité de ces complexes augmente également [65]. Ce polymère ne présente en revanche qu’un faible pouvoir tampon ne permettant pas une sortie efficace des endosomes. Ainsi l’utilisation d’agents endosomolytiques comme la chloroquine [66] ou des peptides fusogéniques [67] sont souvent nécessaires pour obtenir une transfection plus efficace. Sans modification, les complexes de PLL/ADN ne sont pas de bons candidats pour la transfection in vivo. En effet les complexes s’agrègent lorsque le taux de sel atteint un seuil physiologique et la fixation des protéines sériques entraîne leur élimination rapide de la circulation. Néanmoins différentes modifications permettent de contourner les désavantages de ce polymère. La solubilité peut être augmentée par le greffage de PEG, mais contribue aussi à résister à la réponse immunitaire en prolongeant la demi-vie du complexe dans le sang [68]  

De plus, les PLL amphiphiles présentent une plus faible toxicité et leur capacité de transfection est 30 fois supérieure aux PLL classiques. La stabilité des PLL glycosylées est également plus importante comparée aux PLL classiques et leur toxicité est moindre [69]. En effet, l’adjonction de résidus histidine ou de structures imidazole permet d’augmenter l’efficacité de transfection en favorisant l’échappement des endosomes du fait de l’activité de pompe à protons de ces résidus [70, 71]. En s’inspirant de ce polymère, de nombreuses structures peptidiques ont été utilisées tels que la polyornithine, et la polyarginine. Ces différents composés sont moins toxiques, et plus efficaces pour le transfert de gènes [71, 72]. 
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2.3.2.4  LA POLY(ÉTHYLÈNIMINE) La polyéthylènimine (PEI) est un composé polycationique connu depuis plus de cinquante ans et qui était préalablement utilisé pour la purification d’eau potable, l’extraction de minerais, dans les shampooings, etc.  
Ce polymère est une polyamine qui passe de 20 à 45% de protonation entre pH 7 et pH 5 respectivement. La PEI est un vecteur doté d’un pouvoir endosomolytique grâce à son effet « éponge à protons ». Cette propriété lui permet de libérer le polyplexe dans le cytoplasme sans que l’ADN soit dégradé par les enzymes lysosomiales et fait de lui un bon vecteur non viral pour le transfert de gènes. 
Différents dérivés du PEI sont disponibles sur le marché (PEI linéaire de 22 ou 25kDa, PEI branchés, PEI couplé à des résidus osidiques biotinylés ou à un fluorophore). Les molécules de PEI peuvent prendre des formes linéaires ou réticulées (branchée) (Figure 10). La PEI linéaire et de haut poids moléculaire (10kDa) semble donner des meilleurs taux de transfection in vitro et in vivo [73-75]. Il est utilisé comme vecteur de transfection depuis 1995 in vitro et in vivo [76-78]. Il existe dans le commerce sous formes de réactifs de transfection utilisant le PEI linéaire (Exgen500®, jetPEI®). Les PEI existent sous une grande diversité de poids moléculaire allant de 1000 Da à 1,6.103 kDa mais les PEI utilisés dans le cadre de la transfection ont généralement un poids moléculaire compris entre 5 et 25 kDa. En effet, des faibles poids moléculaires présentent une plus faible cytotoxicité [79]. De plus, des études visant à tester des PEI de structure et de poids moléculaires différents n’ont fait état d’aucune cytotoxicité majeure aux concentrations de PEI utilisées pour la transfection in vitro et in vivo. 
L’efficacité de transfert décrit dans la littérature est variable d’une lignée cellulaire à l’autre mais dans tous les cas, les niveaux d’expression sont généralement plus faibles que ceux 



 

42 

obtenus avec les vecteurs viraux. Le rendement du vecteur dépendant de plusieurs paramètres, il faut en tenir compte afin d’obtenir une efficacité optimale.  
 
 

 
 

Figure 10 : Formule chimique de PEI branché et linéaire. 
 

Les complexes PEI/ADN ont une forme sphérique, globulaire ou en bâtonnet [80]. La complexation se fait principalement par interactions électrostatiques. La taille des polyplexes est variable (50 à 100 nm) et dépend des paramètres extérieurs tels que la nature du milieu de préparation, la nature du PEI, le ratio N/P….  
Pour un transfert de gènes efficace, il faut que la charge globale du complexe PEI/ADN soit positive pour favoriser l’interaction avec la membrane cellulaire chargée négativement. Un paramètre essentiel à prendre en charge lors de l’utilisation d’un dérivé du PEI est le ratio des charges N/P qui correspond au rapport du nombre de fonctions amine du PEI (charges positives) sur le nombre de molécules de phosphate de l’ADN (charges négatives). Ce rapport N/P doit être optimisé afin d’obtenir la meilleure efficacité de transfection, pour chaque vecteur et pour chaque type cellulaire [76, 81].  
Lors de la complexation, avec des N/P supérieurs à 6 une grande partie du PEI (86%) reste à l’état libre [82]. La purification des complexes mène à la réduction de la cytotoxicité mais également de l’efficacité de transfection car le PEI libre, endocyté en même temps que les complexes, participerait à l’effet tampon menant à la libération des complexes dans le cytoplasme [83] 
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Il existe également un lien entre la taille des complexes ADN/PEI et l’efficacité de transfert de gène. Il semble que les polyplexes de petite taille (40 nm) soient moins efficaces [84]. Des résultats différents ont été obtenus par Bettinger et coll. (1999) qui sont arrivés à une meilleure transfection avec des complexes ADN/PEI-galactosylé moins volumineux [85]. In 

vitro, les particules PEI/ADN de grande taille (<200 nm) transfectent très efficacement les cellules, quel que soit le rapport de charge utilisé mais poseraient in vivo des problèmes de diffusion dans les fluides biologiques et  les tissus, restreignant donc considérablement la zone à transfecter. Quant aux particules de petite taille (>100 nm), elles ne sont efficaces en transfection que si elles sont fortement positives. Leur efficacité peut-être augmentée in vitro :  
 En facilitant le contact des complexes avec les cellules par exemple par centrifugation. 
 En réduisant le volume de milieu par puits pendant la transfection. 
 En améliorant l’endocytose (couplage avec un ligand pour une reconnaissance des complexes par un récepteur membranaire) [86]. 
 En optimisant la libération cytoplasmique du gène [87]. 

 
Par contre, ces données théoriques ne sont pas forcément transférables aux conditions expérimentales. La nature du milieu dans lequel les complexes ADN/PEI sont préparés détermine la stabilité et la taille des polyplexes. Les milieux de préparation qu’on rencontre le plus souvent sont le glucose 5%, le NaCl 150 mM, et l’eau. Les polyplexes PEI/ADN 22 kDa préparés dans du glucose 5% ont des tailles homogènes comprises entre 30 et 80 nm. Ces même complexes préparés dans une solution saline de NaCl 150 mM deviennent plus volumineux (de l’ordre du micromètre) [88]. 
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Utilisé à un ratio N/P=10, les polyplexes à base de PEI 25 kDa préparés dans une solution de NaCl 150 mM permettent de former des polyplexes de tailles légèrement supérieures (50 à 100 nm), à celles obtenues avec les PEI 22 kDa dans une solution glucosée [89]. 
In vivo dans le cerveau de souriceaux nouveaux-nés et de souris adultes les complexes formés à partir du PEI 22 kDa, ont montré une bonne efficacité de transfection et une diffusion sans toxicité apparente [88]. Injectés par voie intraveineuse sur des souris au niveau du rein, ces mêmes complexes (N/P=10, 100 µg d’ADN) permettent une plus forte expression du transgène dans différents organes tels que le myocarde, les poumons, le foie, la rate et les reins [74, 90]. Dans un effort visant à améliorer l'efficacité de transfection, des modifications ont été réalisées à la structure du PEI, telle que la PEGylation. Le copolymère PEI-PEG crée à la surface une hydrophilie qui réduit les interactions avec des protéines plasmatiques, donc une protection de l’ADN. D’autres groupes, ont modifié la fonction amine du PEI afin d’améliorer l'efficacité de transfection. Wang et coll (2002), ont montré sur les cellules Jurkat-T une diminution de la toxicité et une augmentation de l’efficacité de transfection avec le cholestérol conjugué au PEI 1000 Da [91].  Les PEI n’ont pas une haute spécificité de ciblage. Ce dernier peut être amélioré en associant au vecteur une molécule (glucose, protéine, lipide) qui sera reconnue de manière spécifique par son récepteur situé au niveau des cellules cibles. Sur une lignée de carcinome du pharynx surexprimant des récepteurs au protéoglycanes, les meilleurs résultats de transfert ont été obtenus avec du PEI linéaire tétraglucosylé [92]. Dans une autre perspective, pour imiter le système de pénétration cellulaire adénoviral, des peptides contenant le motif RGD (séquence CYGGRGDTP), ont été greffés sur le PEI 25kDa via des ponts disulfures. Ces peptides sont reconnus par les intégrines, récepteurs exprimés à la surface des cellules adhérentes [89]. Le conjugué PEI-peptide forme des polyplexes de taille homogène (50 à 100 nm) et permet une efficacité de transfection de 10 à 100 fois supérieure à celle obtenue avec le PEI 25 kDa sur des 
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cellules exprimant des intégrines (Hela et MRC5). Cependant, pour le transfert de gènes in vivo [93], ce système conjugué n’est pas très approprié dans la mesure où il s’agrège facilement lui aussi avec de nombreux composés du sang.  
2.3.3 LES CYCLODEXTRINES Les cyclodextrines (CDs) sont des oligosaccharides cycliques provenant de la dégradation enzymatique de l’amidon. Les trois cyclodextrines naturelles les plus courantes se composent de 6, 7 ou 8 unités α-D-glucopyranose en configuration chaise reliées entre elles par des liaisons α-1,4. Elles sont dénommées respectivement α-, β- ou γ-cyclodextrines. Leur structure en trois dimensions apparaît sous la forme d’un cône tronqué à l’extérieur duquel se trouvent les groupements hydroxyles. Elles possèdent une cavité interne apolaire et donc hydrophobe et une surface externe polaire hydrophile (Figure 11). Les cyclodextrines possèdent de nombreuses propriétés dont la plus notable est de former des complexes d’inclusions avec de petites molécules hydrophobes. Les cyclodextrines sont biocompatibles et sont approuvées par la FDA en tant qu’agents solubilisants, ou excipients pour certaines drogues car elles protègent des dégradations enzymatique, physique ou chimique. De plus, elles augmentent la perméabilité membranaire de certains médicaments [94]. 

 
Figure 11: Représentation de la structure chimique des cyclodextrines naturelles [95]. 
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Les CDs ont une faible immunogénicité, présentant de nombreux sites permettant le greffage de fonctions comme des fonctions cationiques capables d’interagir avec l’ADN ou des groupements permettant le ciblage cellulaire. 
Les CDs neutres peuvent interagir avec les acides nucléiques et les nucléotides, mais sont incapables de les complexer. Le greffage de groupements amine permet la formation de CDs cationiques qui interagissent plus fortement avec les acides nucléiques. Les CDs peuvent donc être utilisées en transfection. Par ailleurs, la capacité de certaines CDs de déstabiliser les membranes favorise l’association et la prise en charge des oligonucléotides [96]. 
Des dérivés de CDs cationiques ont démontré une plus grande capacité de liaison aux nucléotides. La 2,6-dimethyl-β-cyclodextrine associée à l’ADN permet une transfection 180 fois supérieure à celle de l’ADN nu. Freeman et coll. (1996), montrent que l’utilisation de β-cyclodextrine comme adjuvant dans une formulation lyophilisée de complexes de DOTAP et d’ADN pour une instillation intra-trachéale chez le rat augmente l’efficacité de transfection [97]. Les CDs cationiques interagissent également directement avec l’ADN et forment des complexes d’une centaine de nanomètres efficients pour la transfection. Cryan et coll. (1996), montrent que des cyclodextrines de type heptakis (6-amino-6-deoxy)-β-cyclodextrine présentent une efficacité de transfection en présence de sérum égale à celle du DOTAP [98]. Ces complexes présentent une charge de surface positive qui leur permet d’interagir avec les protéoglycanes membranaires. La transfection par ces complexes est augmentée en présence de chloroquine ce qui suggère que leur entrée dans le cytoplasme se fait par endocytose et non par déstabilisation de la membrane. 
Ces molécules ont également été utilisées par greffage à des polymères cationiques ou des dendrimères pour diminuer leur toxicité. Le greffage de CDs à des dendrimères de PAMAM a permis d’augmenter l’efficacité de transfection de ces dendrimères in vitro et in vivo [99, 100]. 
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Mais le greffage de CDs à des polymères cationiques donne l’opportunité d’associer de manière simple une autre fonction au complexe. Le greffage du PEI de bas poids moléculaire 600 Da avec la 2-hydroxypropyl-gamma-cyclodextrine a montré des taux de transfection intéressants 
in vitro et in vivo, et une diminution de la toxicité [101]. De nombreux dérivés de CDs sont synthétisés pour améliorer l’efficacité de transfection et diminuer la cytotoxicité telle que les CDs polycationiques amphiphiles (Figure 12).  

 
Figure 12: Représentation schématique d’une cyclodextrine polycationique amphiphiles [102].  

2.3.4 LES DENDRIMÈRES Les dendrimères peuvent être constitués de sucres (glycodendrimères), de peptides, d’amidoamines (PAMAM) ou encore de propylèneimine. Un dendrimère est une macromolécule constituée de monomères qui s’associent selon un processus arborescent autour d’un cœur central plurifonctionnel (Figure 13). 

 
Figure 13 : Dendrimère de type PAMAM de 2ème génération. 
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La construction arborescente s’effectue par la répétition d’une même séquence de réactions jusqu’à l’obtention, à la fin de chaque cycle réactionnel, d’une nouvelle génération et d’un nombre croissant de branches identiques. Après quelques générations, le dendrimère prend généralement une forme sphérique globulaire, hautement ramifiée et plurifonctionnalisée grâce aux nombreuses fonctions terminales présentées en périphérie. Les diverses ramifications ménagent entre-elles des cavités internes. Les complexes peuvent donc être formés en utilisant les cavités formées au sein du dendrimère ou en greffant la molécule à une fonction terminale [103]. Deux classes sont utilisées très fréquemment en transfection du fait de leurs propriétés chimiques : les poly(amidoamines) et les poly(propylène imines) [104].  
Les poly(amidoamines) (PAMAMs) constituent la première famille de dendrimère décrite. Ce sont des dendrimères dont le monomère est un amidoamine. Leur première utilisation en transfection est rapportée par Haensler et Szoka (1993) [105]. C’est la présence de nombreuses fonctions amine secondaires et tertiaires qui les rend efficients pour cette indication. Les groupements amine terminaux permettent l’interaction avec les groupements phosphate de l’ADN. L’ADN s’enroule autour des dendrimères pour former des complexes dont la taille a été évaluée pour des polyamidoamines de 6éme génération à 50 nm [106, 107]. Le type de polyamidoamine utilisé fait varier le complexe mais également l’efficacité de transfection. Ainsi un dendrimère de 3éme génération ne complexe pas l’ADN. Au delà de la 4éme génération et d’un excédant de charge, les polyamidoamines complexent l’ADN et forment des particules de charge nettement positive. L’efficacité de transfection augmente de manière exponentielle entre la 4éme et la 10éme génération avec un plateau à la 8ième génération [108]. La formation des complexes n’est influencée ni par la concentration en sel ni par le pH. Ils présentent donc une bonne stabilité dans les conditions physiologiques. La dissociation du complexe n’intervient qu’en présence de détergent ionique tel que le SDS. Les PAMAMs sont efficaces sur de nombreux types cellulaires. Leur efficacité est 10 à 100 fois supérieure à celle des lipides 
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cationiques [109]. Les PAMAM présentent une efficacité de transfection pratiquement égale à celle du PEI, et une plus faible toxicité [110].  
Diverses modifications à la structure de base du dendrimère composé de PAMAM ont été étudiées pour améliorer l’efficacité de transfection. Ces modifications prennent en compte différents paramètres : la cytotoxicité, la formation de complexe, la liaison du dendrimère à la cellule, sa libération de l’endosome, et le ciblage de cellules. Par exemple, un groupement PEG a été rajouté avec le dendrimère composé du PAMAM dans le but d’améliorer l’efficacité de transfection [111]. 
L’utilisation de polyamidoamines partiellement dégradées par hydrolyse dans l’eau ou dans le butanol a été évoquée par Tang et coll. (1996) [107]. Leur capacité de transfection est supérieure à celle des dendrimères natifs. Cette variation n’est pas due à des variations dans la morphologie du complexe, celui-ci présentant la même forme et la même taille que les complexes formés avec des dendrimères non dégradés. C’est leur plus grande flexibilité qui est à l’origine de cette différence. En effet la forme native est compacte et ne permet pas de remaniement de la molécule. Les formes dégradées présentent une conformation développée du fait de la répulsion entre les groupements terminaux. Lorsqu’ils sont complexés avec de l’ADN du fait de la neutralisation des charges terminales, les PAMAMs présentent une forme plus compacte. Au sein des endosomes leur pouvoir tampon va permettre l’augmentation en charge du polymère. La quantité de polymère nécessaire pour complexer l’ADN est donc moins importante et une partie est libérée dans le milieu. Ces molécules reprennent alors une forme développée. Ce phénomène de gonflement des polymères participe au gonflement des endosomes qui mènera à leur éclatement et à la libération des complexes dans le cytoplasme. Ceci est corroboré par le fait qu’il existe un taux optimal de dégradation. Au dessus de ce taux 
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la gêne stérique est trop importante pour permettre ces changements de conformation. Au dessous, les molécules sont trop petites pour participer à ce phénomène. 
Leur faible toxicité en fait un vecteur intéressant pour une utilisation in vivo. Ainsi ils présentent une efficacité de transfection supérieure au PEI branché de 25 kDa dans le cadre d’une étude sur la transfection d’artères carotides de lapin [112], mais une plus faible efficacité au niveau pulmonaire après administration intratrachéale [113].  
Très récemment une équipe a montré des résultats intéressants dans le cadre d’une thérapie anti-cancéreuse. En association avec un plasmide, l’administration systémique de complexes formés de dendrimères poly(propylène imine) et de transferrine présente une efficacité dans l’arrêt de la croissance tumorale et mène à la prolongation de la survie des souris [114]. 
 

2.3.5 LES PARTICULES POLYMÉRIQUES Depuis quelques années, un des axes principaux de la recherche en pharmacie galénique concerne les vecteurs nano et microparticulaires de nature polymérique. Plus récemment, les nano- et microparticules ont trouvé leur place en thérapie génique comme un outil pour la délivrance intracellulaire d’acides nucléiques. 
Les microparticules sont des systèmes de taille compris entre 1 et 1000 µm, alors que les nanoparticules sont définies comme étant des particules colloïdales ayant une taille comprise entre 10 et 1000 nm [115, 116] (Figure 14). Les nanoparticules sont plus particulièrement intéressantes dans le transfert de gènes du fait de leurs petites tailles qui leur confère une meilleure internalisation dans la cellule. 
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Figure 14 : Représentation schématique des nanoparticules et des microparticules.  

De nombreuses particules ont été développées comme une alternative à l’utilisation des liposomes afin de contourner les problèmes de stabilité posés par ce type de vecteurs tels que les quantums Dots, les nanoparticules d’or, les nanoparticules métalliques, les nanoparticules polymériques…  
L’avantage de ces systèmes particulaires est la protection des oligonucléotides par encapsulation dans la matrice polymérique [117] ou par adsorption à la surface en utilisant un polymère polycationique ou un surfactant cationique [118]. 
Les particules peuvent être formulées avec une grande variété de polymères ayant des propriétés différentes tels que la masse moléculaire, hydrophile ou lipophile, et leur charge. Toutes ces propriétés influent sur la propriété finale de la particule. De nombreux polymères peuvent être également utilisés pour fonctionnaliser les particules dans le but de faire du ciblage cellulaire ou de rendre les particules furtives. 
Les principaux polymères utilisés pour la formulation des nanoparticules ou microparticules sont : les copolymères d’acide lactique et glycolique, les polyméthacylates, et les poly (ß-amino ester) (PBAE). Les principales études menées pour le transfert de gènes avec des 
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microparticules et des nanoparticules de PLGA sont respectivement présentées dans les 
tableaux 4 et 5. 

 Les polyesters biodégradables, copolymères d’acides lactique et glycolique (PLGA) et acide polyl(actique) (PLA) sont parmi les polymères les plus couramment utilisés pour encapsuler des molécules et biomolécules. L’efficacité de transfection de ces particules est moindre que celle de liposomes in vitro mais la relation est inverse in vivo. Ces nanoparticules ont la capacité d'échapper du compartiment endo-lysosomal et de libérer la molécule thérapeutique dans le cytoplasme rapidement [119]. Par ailleurs, la dégradation progressive de ces particules entraîne également une expression prolongée du transgène in vivo. Par exemple l’expression du transgène β-galactosidase a été détectée jusqu'à 28 jours après injection intramusculaire de particules de PLGA contenant les plasmides dans un modèle murin [120].  
 Les polyméthacrylates sont des polymères cationiques qui possèdent la capacité de condenser les nucléotides en nanoparticules. Plusieurs polyméthacrylates tels que le poly [2 - (diméthylamino) éthyl méthacrylate] (DMAEMA) et ses co-polymères ont été utilisés pour la transfection de l’ADN. Une gamme de polyméthacrylates, de poids moléculaire et de structure chimique différente, a été évaluée pour leur potentiel en tant que vecteur de gènes [121, 122]. Il a été montré que les polyméthacrylates ne contenant que des groupes amine tertiaires ont des effets similaires à la PEI en termes d'efficacité de transfection tout en affichant un meilleur profil de biocompatibilité [122]. Récemment une équipe a formulé des nanoparticules cationiques avec des polyméthacrylates disponibles dans le commerce tels que l’Eudragit® E100 en combinaison avec du PLGA, et un surfactant cationique, le cétyltriméthyl-bromure d'ammonium (CTAB). Les résultats ont montré une efficacité de transfert in vitro et in vivo 10 fois plus importante que celle de nanoparticules de PLGA seul [123]. 
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 Les poly(ß-amino ester) (PABE) sont des polymères cationiques biodégradables et de nature non-toxique. Les PBAE sont utilisés pour leur différente masse moléculaire, leur fonction chimique terminale, la taille conférée lors de leur complexation avec l’ADN et leur rapport N/P. Les polyplexes de PBAE formés avec l’ADN ont montré une efficacité de transfection similaire au PEI et une moindre toxicité in vitro [124]. Les PBAE sont souvent utilisée en association avec le PLGA pour formées des particules qui ont montrés une efficacité en diminuant la taille des tumeurs chez la souris transfectée par le gène codant la luciférase [125]. Les particules de PBAE/PLGA ont également montré une libération prolongée du plasmide pendant 4 jours [126]. 
  .
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RESULTATS 
AUTEURS 

POLYMERE ET 
ADN 

METHODES 
DE 

FABRICATION

TAILLE 
(µM) 

ENCAPSULATION/ 
ADSORPTION 

MODELE 
CELLULAIRE TOXICITE TRANSFECTION 

Walter, et 
coll. (1999) 

[127] 

- PLGA (Resomer RG502, MW 13 700) - pGFP Spray-drying 10 Encapsulation Lignée cellulaire : 293 NR In vitro : 24h = 80%, après 20sec de sonication 
Little, et 

coll. (2004) 
[125] 

4-6 NR 
Little, et 

coll. (2005) 
[126] 

- PLGA (Resomer RG502) -poly-ß amino 
ester - pCMV-Luc 

Double émulsion  5-8 
Encapsulation Macrophage : P338D1 MPs contenant PBAE plus sont toxiques que les microparticules de PLGA seul 

In vitro : - 25%=PBAE/75%PLGA augmente 3-5 fois taux de transfection par rapport NPs PLGA seul -Les microparticules contenant 35 et 50% PBAE sont moins efficaces 
Howard, et 
coll. (2004) 

[128] 

- PLGA - PEI - PEG  - Plasmide codant pour la ß-
galactosidase 

Double émulsion 2  Encapsulation Complexe PEI/ADN (N/P=5) recouvert de PEG Cellule du mélanome humain : B16F10 NR 
In vivo : Administration par voie orale après 3 jours dans la rate : -501 667 RLU/mg de protéines 

Oster, et coll. 
(2005) [129] 

- PLGA (Resomer RG502) -PEI (Mw : 25 kDa) - CTAB (agent cationique)  - pLUC-CMV 

Double émulsion (Encapsulation PEI) 1 – 63 Adsorption Fibroblastes de souris : L929 Toxique In vitro : -RG502H+PEI 10%  - 50% ≈ PEI/ADN=5 
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AUTEURS 
POLYMERE ET 

ADN 

METHODES 
DE 

FABRICATION

TAILLE 
(µM) 

ENCAPSULATION/ 
ADSORPTION 

MODELE 
CELLULAIRE 

TOXICITE TRANSFECTION 

Kasturi, et 
coll. (2005) 

[130] 

-PLGA (RG 502H) - PEI (70kDa et 25kDa) branché - pgWiz codant pour la luciférase 
Double émulsion (Liaison Covalente PEI) NR Adsorption ADN Macrophage : RAW264.7 

-MPs PLGA 100% viabilité. - MPS PLGA/PEI conjugués à la surface des microparticules= 20% toxicité -PEI/ADN 80% toxicité 

In vitro :  - MPs PLGA conjugués à la PEI sont les seuls à transfecter les macrophages comparés au MPs de PLGA encapsulent pDNA 

Zhang, et 
coll.(2007) 

[131] 

-PLGA - PAMAM (G3-G6) - PEI (25kDa)  -pVR1255 codant pour la luciférase 
Double émulsion 2-3,2  -Encapsulation (MPs PLGA simple) -Adsorption (MPs PLGA PAMAM, et MPs PLGA-PEI) 

-HEK293 : rein embryon humain - Cos-7 : rein de SINGE africain 

- MPs PLGA/pDNA et MPS PLGA/PAMAM non toxiques sur les Cos-7.  - Toxicité similaire au MPs PLGA/PEI-ADN sur les cellules HEK298. 

In vitro :  -MPs PLGA/PAMAM transfectent mieux que PLGA seul. - PLGA-PAMAM G3 transfectent 7 à 11 fois mieux que les MPs PLGA-ADN sur les HEK193 et cos-7 respectivement 

Kakade, et 
coll.(2009) 

[132] 
-PLGA - PEI (25 kDa) - MPs (Polystyrène) - Plasmide codant pour la protéine 
phosphate alcaline 

-Simple émulsion 2-6  Adsorption du complexe PEI/ADN sur les MPs PLGA ou PS Macrophage : J774.1 NR In vitro :  - MPS PLGA adsorbant le complexe PEI/ADN sont efficaces pendant 9 jours 
Tableau 4 : Etudes réalisées avec des microparticules polymériques pour le transfert de gènes (NR : Non renseigné). 



   

56 

RESULTATS 
AUTEURS 

POLYMERE ET 
ADN 

METHODES 
DE 

FABRICATION

TAILLE 

(NM) 
ENCAPSULATION/ 

ADSORPTION 
MODELE 

CELLULAIRE TOXICITE TRANSFECTION 

Cohen, et 
coll. (2000) 

[133] 

-PLGA  -pcDNA3 codant pour l’alcaline 
phosphate Double émulsion 530-630 Encapsulation -Cellule endothélial : 293 -Fibroblaste : NIH 3T3 NR - NP PLGA augmente d’environ 100 fois l’expression du gène après 48h et 1000 fois après 1 semaine 

Oster, et 
coll. (2003) 

[134] 

-PLGA (RG 502 H) avec modification de la fonction amine - pCMV-luc codant pour la luciférase 
Déplacement de solvant et évaporation 160-600  Encapsulation Fibroblastes L929 de souris NR Plus le nombre d’amine sont modifiées, plus la transfection augmente. 

Bivas-
Benitas, et 

coll. (2004) 
[135] 

- PLGA - PEI (25kDa, branchée)                - V1Jns codant pour l’Ag 85B 
Déplacement de solvant 200 Adsorption Cellule épithélial du poumon : Calu-3  Entre 10 à 40% de toxicité selon le ratio PLGA/PEI Un faible taux de fluorescence est observé dans les cellules 

Kim, et coll. 
(2005) 
[118] 

- PLA (Mw= 10,600) -PLGA 50 (Mw= 50 000- 75 000) -PLGA 75 (Mw= 90 000-126 000) -PEI (Mw= 64 000) - ß-galactosidase 
Diafiltration 100-600 Adsorption Cellule embryonnaire humain: HEK 293  

-PLGA (50 et 75)/PEI =10% de toxicité - PLA/PEI = pas de toxicité  - PEI/ADN = 40% de toxicité 

- PLGA(50)/PEI=10mU galactosidase  - PLGA(75)/PEI= 10mU galactosidase - PLA/PEI =10mU galactosidase  -PEI/ADN= 30mU 
Csaba, et 

coll. (2006) 
[136] 

- PLGA (RG 503 H) - Pluronic® F68     - Tetronic® 904     - pEGFP-C1 

Technique de diffusion du solvant 160-180 Encapsulation Cellule embryonnaire humain: HEK 293 NR In vitro :  Le nombre de cellules transfecté est important mais la fluorescence est faible 
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RESULTATS 
AUTEURS 

POLYMERE ET 
ADN 

METHODES 
DE 

FABRICATION

TAILLE 

(NM) 
ENCAPSULATION/ 

ADSORPTION 
MODELE 

CELLULAIRE TOXICITE TRANSFECTION 

Gvili, et coll. 
(2006) 
[137] 

- PLGA (RG 502, Mw= 20 kDa ou 100 kDa ) - pIRES-EGFP et pGL3-Luciférase 
Double émulsion 200-1500 Encapsulation - Cellule de singe d’Afrique : Cos-7 - Cellule de thymus canin : Cf2th  

-NP PLGA= pas toxique sur la lignée Cf2th.  - NP PLGA = toxique sur la lignée Cos-7 à partir de 600mg/ml (20%) 

In vitro :  - NP de PLGA/ADN= 200 fois plus sur les Cos-7 et 250 fois plus sur les Cf2th que l’ADN seul. 
Oster, et 

coll. (2006) 
[138] 

- PLGA (502 H) -DEAE -DMAPA -DEAPA - pLuc-CMV codant pour la luciférase 
Déplacement de solvant et extraction 200-1000 Adsorption Fibroblaste de souris : L929 - Faible toxicité 10%, augmente en présence d’amine modifiée 

In vitro :  NP PLGA-DEAPA donne des taux d’expression de la luciférase 41 000 fois plus que l’ADN seul. NP PLGA-DEAE donne des taux d’expression 2,3 fois plus que l’ADN seul 
Chumakova, 

et coll. 
(2007) 
[139] 

- PLGA (RG 504 H) - jetPEI™ - LacZ exprimant la 
ß-galactosidase 

Double émulsion, et filtration 200  Adsorption du complexe PEI/ADN cellules cancéreuses humaine de la prostate : DU 145 NR 
In vivo :  NP PLGA-PEI/ADN = environ 2% de transfection  -après sonication = 10% de transfection 

Kanazama, 
et coll. 
(2009) 

[140] 

- PLGA (Mw= 14 kDa) - PEI (750 kDa) - pEGFP-N1 Spray-Drying 140-1000 Adsorption 
- Cellule de singe d’Afrique : Cos-7 - dérivées de monocyte humain ne se divisant pas : hMoDCs  

- 0 et 300V= aucune toxicité - 500V= 60% de toxicité  
- NP PLGA/PEI transfecte mieux les cellules Cos7 que les cellules hMoDCs 

Tableau 5 : Etudes réalisées avec des nanoparticules de PLGA pour le transfert de gènes. 



 

58 

3 LES DIFFÉRENTES ÉTAPES ET LES MÉCANISMES DU TRANSFERT DE GÈNES PAR LES VECTEURS NON VIRAUX  
Le succès d’un transfert de gènes est largement dépendant du comportement du vecteur au cours de son trajet entre le site d’injection et le noyau de sa cible cellulaire. Ce parcours est jalonné d’étapes limitantes qui affaiblissent ou inhibent les capacités du vecteur à délivrer le gène au noyau cellulaire qui constitue sa cible. (Figure 15). 

 
Figure 15 Les barrières du transfert de gènes.  

1) trafic extracellulaire, 2) adhésion spécifique ou non avec la membrane cellulaire, 3) 
endocytose, 4) sortie des endosomes, 5) trafic intracytosolique migration vers et dans le noyau.  

De nombreuses barrières biologiques limitent l’entrée des acides nucléiques dans les cellules. Les plus importantes à franchir lors du transfert de gènes dans la cellule sont : la membrane cytoplasmique puis la paroi nucléaire. Le compartiment endosomal représente également un 
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obstacle au transfert de gène, tout comme la dégradation de l’ADN par les protéines sériques. En clinique, le transfert de gènes peut se faire par deux stratégies différentes : ex vivo ou in vivo. Un traitement ex vivo implique un prélèvement des cellules du patient, leur modification par transfert de gènes in vitro puis leur réinjection chez le patient. Un traitement in vivo implique l’injection des acides nucléiques directement aux patients. L’utilisation de différents vecteurs présentés chapitre 2, capables de surmonter les barrières biologiques citées précédemment est fondamental pour favoriser l’entrée du gène thérapeutique dans la cellule cible ou le noyau.  
 

3.1 LE TRAFIC EXTRACELLULAIRE Dans les expériences de transfection in vitro, la présence des protéines sériques constitue le seul obstacle que rencontre le vecteur pour atteindre la surface cellulaire. Lorsque ces expériences sont réalisées en présence de plasma, une inhibition de la transfection des cellules en culture par les vecteurs non viraux est généralement observée. 
In vivo, ces protéines ainsi que le long cheminement du vecteur depuis son site d’administration jusqu’à la cible cellulaire, et les différentes barrières physiologiques que le vecteur doit surmonter ou traverser pour atteindre la cellule cible constituent, en revanche, des handicaps majeurs à l’efficacité des vecteurs synthétiques (et des vecteurs viraux). De nombreux facteurs et acteurs (mode d’administration, prolifération cellulaire, densité de charge, disponibilité des récepteurs de surface, capacité des cellules à endocyter, présence de sels, protéines, lipides, sucres, opsonines ou enzymes dans les différents milieux biologiques, circulations sanguine, et lymphatique, etc…) influent en effet sur la destinée in vivo des vecteurs non viraux et donc sur leur efficacité. Par conséquent, le modèle des cultures cellulaires ne reflète pas, et de loin, la totalité de tous ces facteurs biologiques critiques pour la délivrance du gène in vivo. La prolifération cellulaire, même pour des cellules tumorales, est 
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très nettement moins rapide in vivo qu’en culture. Mises à part les cellules du MPS (système phagocytaire mononucléé) dont la fonction principale est d’endocyter les éléments exogènes, la capacité des autres cellules à endocyter est généralement faible. Les cellules in vivo étant entourées d’une matrice interstitielle, polarisée et même couplée à des cellules adjacentes, leur capacité à endocyter est également très différente de celle des cellules en culture. Au total, il est donc extrêmement difficile d’apprécier, à partir de données in vitro, les propriétés des complexes administrés in vivo, et cela d’autant plus que leurs propriétés physico-chimiques peuvent être modifiées radicalement in vivo par les constituants des fluides biologiques dans lesquels ils sont placés. Par ailleurs, il est également très fréquent que les résultats d’évaluations in vivo et in vitro ne soient pas corrélés entre-eux. Enfin, il est également relativement difficile de comparer les divers systèmes entre eux, car les études de transfection sont rarement réalisées dans des conditions identiques. Enfin, quand une telle comparaison est possible, il n’est pas aisé d’extrapoler ces résultats à une autre lignée cellulaire et cela encore moins dans le cadre d’une évaluation in vivo. 
 

3.2 L’ENTRÉE DANS LA CELLULE L’ADN nu se lie très difficilement à la membrane cellulaire suite aux répulsions électrostatiques entre l’ADN polyanionique et les charges anioniques présentes à la surface de la membrane cellulaire. Ceci n’est pas le cas des vecteurs non-viraux qui interagissent avec la membrane cellulaire d’autant plus fortement qu’ils sont chargés positivement et que la membrane cellulaire exprime des protéines anioniques.  
Les complexes ou les particules de taille plus faible seront plus aisément endocytés par les cellules. Cependant, les mécanismes d’entrée de ces vecteurs sont encore mal connus. Deux 
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hypothèses dominent, la principale étant la voie de l'endocytose [141]. L'autre hypothèse suggère que le complexe fusionne avec la membrane, libérant l'ADN dans le cytoplasme [36].  
 

3.3 LE TRAFIC INTRACELLULAIRE Après adhésion à la surface cellulaire, les vecteurs non viraux pénètrent dans la cellule le plus souvent par un phénomène d’endocytose impliquant des puits de clathrines. Ce phénomène peut être non-spécifique s’il ne fait intervenir que les interactions électrostatiques ou être contrôlé par un récepteur dans le cas où les vecteurs portent un ligand spécifique de ce récepteur et que la formation du complexe ligand-récepteur entraîne l’internalisation de ce complexe. Une fois internalisés, les vecteurs non viraux se retrouvent piégés dans des endosomes dits précoces. Pour atteindre leur cible nucléaire, ils doivent obligatoirement s’échapper de ces endosomes le plus rapidement possible pour éviter la dégradation de l’ADN. Les endosomes ont en effet pour fonction de dégrader les composants intravésiculaires inutiles au fonctionnement de la cellule. Les endosomes précoces progressent lentement vers l’intérieur des cellules et après une acidification croissante suite à l’action de pompes à protons ATPases dépendantes vont évoluer en endosomes tardifs. Ceux-ci fusionnent avec des lysosomes, vésicules renfermant des hydrolases (dont des nucléases), dans lesquels le pH est d’environ 5. Les particules endocytées subissent alors une dégradation par ces enzymes. Ainsi, l’ADN, pour ne pas être dégradé lors de ce processus, doit quitter les endosomes avant qu’ils n’aient fusionné avec les lysosomes. 
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3.4 LA TRANSCRIPTION L’avant dernière étape consiste à la transcription de l’ADN plasmidique en ARN messager. Cette étape a lieu dans le noyau cellulaire et nécessite que l’ARN polymérase de la machinerie cellulaire se fixe sur le promoteur du plasmide. Par conséquent, le choix du promoteur revêt une importance particulière. Le promoteur cytogémalovirus (pCMV) apporte une meilleur efficacité de transfection in vivo du plasmide que les promoteurs SV40, thymidine kinase (TK) ou d’adénovirus. 
Le choix des promoteurs peut également se porter sur des promoteurs réglables, dont l’expression peut être induite ou réprimée, ou sur des promoteurs spécifiques d’un type cellulaire. Ces derniers présentent l’avantage de ne permettre une expression du transgène que dans des cellules bien précises. La dernière étape qui consiste à traduire l’ARN messager en protéine est elle aussi sous le contrôle de la machinerie cellulaire. 
 3.5 EXPRESSION CYTOPLASMIQUE DU TRANSGÈNE La faible efficacité du transport nucléaire de l’ADN plasmidique par les systèmes synthétiques de transfert de gènes est un des problèmes majeurs à résoudre. Pour s’affranchir de cette étape limitante de l’expression du transgène, l’utilisation de systèmes permettant aux gènes d’être exprimés au niveau cytoplasmique a été explorée. De tels systèmes offrent des perspectives intéressantes pour le futur car ils sont en principe adaptables à n’importe quel type cellulaire. Il n’est pas non plus nécessaire que la cellule soit en division pour que le transgène puisse être exprimé au niveau du cytoplasme.  
Une première stratégie, qui repose sur la délivrance simultanée dans le cytoplasme de la protéine ARN T7 polymérase, et d’un plasmide qui contient un gène rapporteur sous le contrôle du promoteur T7, a été élaborée. Cette polymérase, d’origine bactérienne, a la 
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particularité de transcrire l’ADN plasmidique en ARN messager dans le cytoplasme, avec une efficacité bien supérieure à celle de polymérases eucaryotes. Par ailleurs, cette polymérase ne pénètre pas dans le noyau. Ce système a conduit à une expression du transgène dans le cytoplasme avec une cinétique relativement plus rapide (8-10 h) que celle qui nécessite un transport nucléaire du gène. Mais l’expression obtenue avec ce système s’est révélée transitoire (2-3 jours), ceci ayant été attribué à la dégradation/inactivation de la polymérase dans la cellule.  
 4 LES MÉTHODES PHYSICOCHIMIQUES AMÉLIORANT LA TRANSFECTION  

4.1 LES MÉTHODES PHYSIQUES Plusieurs méthodes physiques ou mécaniques telles que la micro-injection, le canon à ADN, la sonoporation, l’irradiation laser, l’injection hydrodynamique, l’électroporation ou électrotransfert (pour revue détaillée, voir [142] et [143]) ont été testées. 
 

4.1.1  MICROINJECTION La microinjection consiste à injecter directement le matériel génétique dans le cytoplasme ou le noyau d’une cellule en utilisant une micropipette de verre, un système de précision pour contrôler le mouvement de la micropipette, un microinjecteur et un microscope. Le matériel génétique est introduit dans la cellule par la pression hydrostatique. Cette technique est simple mais contraignante puisque chaque cellule est traitée séparément. 
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4.1.2 CANON À ADN Le canon à ADN ou « gene gun » consiste à adsorber l’ADN nu autour de particules métalliques inertes (tels que l’or ou le tungstène), et de les propulser à l’aide d’un gaz dans la cellule ou le tissu. Cette technique a été utilisée pour la première fois dans les cellules végétales en 1987 [144]. Au début des années 1990, elle a été étendue aux cellules et aux tissus de mammifères [145, 146]. Une récente étude a permis de trouver une alternative à l’introduction de métaux dans l’organisme. Lee et al ont utilisé des nanoparticules de chitosan en combinaison avec le système « gene gun », et ont obtenu des résultats similaires aux particules métalliques [147]. Cette technique reste principalement utilisée pour l’immunisation dans la peau [148]. 
4.1.3 SONOPORATION La sonoporation consiste à appliquer des ultrasons qui permettent la perméabilisation de la membrane des cellules et d’augmenter la pénétration des molécules. L’ADN nu est co-injecté avec des microbulles (1 à 3 µm) constituées de protéines, lipides ou polymères et remplis d’air ou d’un gaz inerte. On peut citer par exemple les microbulles de Optison™ constituées de perfluoropropane encapsulées dans une sphère d'albumine humaine.  

Le premier résultat de transfert de gènes par sonoporation a été décrit dans les années 90 [149]. Depuis, cette technique a été utilisée dans une grande variété de tissus parmi lesquels le muscle squelettique [150], les tumeurs solides [151] ou les cellules neuronales [152]. 
4.1.4 IRRADIATION LASER L’irradiation laser repose sur l’utilisation d’une source laser (exemple laser argon). Le mécanisme d’action s’explique par une perméabilisation transitoire de la membrane au niveau du faisceau probablement dû à un effet thermique local. Cette perturbation permet à l’ADN de pénétrer dans la cellule. Le premier résultat de transfert de gènes par irradiation laser a été 
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décrit en 1987 [153]. L’inconvénient de cette technique est son coût élevé et l’infrastructure lourde qu’elle nécessite. 
4.1.5 INJECTION HYDRODYNAMIQUE L’injection hydrodynamique consiste à injecter un grand volume de liquide contenant de l’ADN soit par voie intraveineuse ou par voie intra artérielle qui permet une pénétration de l’ADN en ciblant principalement les hépatocytes (injection dans la veine de la queue de la souris pour le ciblage du foie), ou les cellules musculaires (injection dans le système artériel pour cibler les muscles). Cette technique a surtout été développée chez la souris en utilisant le foie comme organe cible [154], mais des études récentes ont montré la faisabilité de cette technique sur de plus gros animaux en injection intraartérielle par l’intermédiaire de cathéters chez le singe, le chien [155, 156], et plus récemment chez le porc [157]. Un dispositif d'injection contrôlé par un ordinateur a été récemment mis au point dans le but d’obtenir un système efficace, sûr et contrôlé automatiquement [158]. 

4.1.6 ELECTROPORATION L’électroporation ou électrotransfert consiste à appliquer un champ électrique au niveau du tissu cible après injection de l’ADN nu. L’électroporation utilise l’effet d’impulsions électriques pour déstabiliser la membrane cellulaire pendant de courtes périodes, permettant ainsi la pénétration du plasmide ou d’autres molécules. Cette technique a été préalablement développée pour améliorer l’entrée dans la cellule de molécules ou principes actifs peu perméables. La première étude de transfert de gène à l’aide d’électroporation à été menée en 1982 par l’équipe de Neumann et coll. (1982) [159]. Il a été montré que l’ADN pouvait être introduit dans des cellules de souris en suspension à l’aide d’impulsions électriques. A la fin des années 80, l’électroporation in vivo voit le jour, et est appliqué aussi bien sur l’animal qu’aux plantes [160]. Actuellement, cette technique est utilisée aux chevets des patients dans le 
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transfert de molécule anti-cancéreuses (tels que bléomycine ou cisplatine). Mais aussi plus récemment, dans le traitement cutané et subcutané des tumeurs [161]. 
 5 INTERNALISATION PHOTOCHIMIQUE (PCI)  

5.1 HISTORIQUE La membrane cellulaire est une barrière semi-perméable qui contrôle les échanges de molécules entre le cytoplasme et le milieu extérieur. Seul un nombre limité de molécules hydrophobes peut pénétrer dans le cytoplasme en traversant la bicouche lipidique, d’autres doivent pénétrer par l’intermédiaire du processus d’endocytose. Bien que la plupart des molécules puissent être endocytées plus ou moins efficacement dans la cellule, de telles molécules finissent en règle générale par être dégradées et perdent leurs activités biologiques dans l’endosome ou le lysosome. Dans ce contexte, la molécule d’intérêt doit s’échapper de la vésicule avant sa dégradation. Ainsi, la membrane endosomale constitue une barrière sévère pour les molécules. Récemment, une étude clinique de phase I montrent des résultats préliminaires encourageants pour le traitement des cancers en association avec la bléomycine [162]. 
L’internalisation photochimique est une technique innovante développée par K. Berg depuis les années 1999 [163]. Depuis, cette technique est en progrès régulier dans le cadre du transfert de gènes in vitro et ex vivo avec l’utilisation de différents agents de transfection 
(Tableau6).  
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Transfection agent 
Enhancement achieved with 

PCI,-fold Comments 

Poly-L-lysine 10-100 PCI generally gives positive effects in most cell lines tested 
Polyethyleneiminie 10-25 PCI includes positive effect similar to poly-L-lysine (two cell lines tested) 

Poly-arginine 10 Unpublished 
Transferrin-polylysine 0-200 Cell type dependent 

DOTAP1 Negative to 5 Best PCI effects with short transfection times (≤ 1h) 
BAE-DMRIE2 (cationic lipids) 0 PCI has no or negative effects 
BAE-DMRIE/DOPE3 (cationic 

lipids) 1.5-5 Cell type dependent; best with short transfection times (≤ 1h) 
Adenovirus 0-30 Positive effects in 5 of 6 cell lines tested; less efficient in cells that normally are easily infected 

1 DOTAP = N-(1-(2,3-dioleoxyloxy)propyl1)-N, N, N, -trimethylammonium-methyl-sulfate 

2 bAE-DMRIE = N-(2-aminoethyl)-N, N-dimethyl-1-2, 3-bis(tetradecyloxyy)-1-propanaminium bromide. 

3 eDOPE= 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine. 

Tableau 6 : Les différents agents utilisées en transfection avec la PCI [164]  
5.2 PRINCIPE DE L’INTERNALISATION PHOTOCHIMIQUE Comme nous l’avons déjà évoqué, la taille des particules internalisées dans les cellules est un facteur limitant fortement leur utilisation. Or, la plupart des molécules utilisées sont des macromolécules qui à de rares exceptions près, ne peuvent pas traverser directement la membrane plasmique. Elles sont généralement incorporées dans les cellules par endocytose, se retrouvent « emprisonnées » dans les endosomes et sont finalement dégradées avant qu'elles n’aient pu exercer un effet biologique. La technique d’internalisation photochimique permet d’accroître la pénétration intracellulaire des macromolécules ou des complexes supramoléculaires (protéines, plasmides, polymères). La PCI repose sur la destruction photochimique des vésicules d’endocytose obtenue par photoirradiation de cellules ou de tissus préalablement exposés à un agent photosensibilisant se localisant au niveau membranaire. Le photosensibilisant s’incorpore dans la membrane plasmique des cellules 
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cibles. Il y a formation des endosomes photosensibilisés contenant le complexe supramoléculaire. Après irradiation à une longueur d’onde spécifique, le photosensibilisant passe d’un état normal à un état d’excitation singulet en absorbant l’énergie d’un photon. Le photosensibilisant singulet passe très rapidement à un état d’excitation triplet et produit des espèces réactives de l’oxygène, l’oxygène singulet en particulier (Figure 16). L’oxygène singulet est un agent d’oxydation capable d’oxyder diverses biomolécules notamment d’induire des dommages dans la membrane des endosomes et de les détruire.  

 
Figure 16 Présentation schématique de la réaction photochimique.  

(PS) photosensibilisant ; (1PS*) photosensibilisant excité à l’état singulet ; (3PS*) 
photosensibilisant excité à l’état triplet ; (1O2) oxygène singulet. D’après hogset et coll. [165]. 

 

In vitro, la technique de PCI a montré une libération de l’endosome de diverses molécules d’intérêt, mais aussi un effet biologique. Cette technique a été largement utilisée pour un grand nombre de molécules, surtout pour l’ADN avec une augmentation nette de l’expression de gène comparée à une transfection simple. Le principe technique est présenté dans la figure 17. Le photosensibilisant est déposé sur les cellules et s’incorporent dans la membrane plasmique des cellules cibles. Le complexe ADN vecteur est déposé sur les cellules, formation des endosomes photosensibilisés contenant le complexe ADN vecteur. Après irradiation avec une lumière à la longueur d’onde spécifique, le photosensibilisant excité produit des espèces réactives de l’oxygène et entraine la rupture de la membrane et le relargage du complexe ADN vecteur dans le cytosol. 
 



 

69 

 

 
Figure 17 : Réalisation in vitro de la technique d’internalisation photochimique.  

5.2.1 CHOIX DE LA DOSE DE LUMIÈRE Pour induire la réaction photochimique entrainant la destruction de la membrane endosomale, il est nécessaire d’appliquer une dose de lumière au-dessus d’un certain seuil. De plus, la concentration en photosensibilisant dans la membrane endosomale, et la toxicité du photosensibilisant peut varier d’un type cellulaire à un autre. Il est donc essentiel de déterminer la dose optimale de lumière selon les types cellulaires.  
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5.2.2 CHOIX DU PHOTOSENSIBILISANT L’efficacité de la PCI dépend très étroitement du photosensibilisant utilisé. Il s’agit en général de dérivés de porphyrines ou de phtalocyanines (TPPS2a, AlPcS2a) (Figure 18) qui vont dans un premier temps s’insérer dans la membrane plasmique. Le photosensibilisant doit répondre à certains critères pour une action optimale : il doit s’intégrer dans le compartiment endosomal, préférentiellement dans la membrane plasmique pour maximiser l’effet de rupture induit après irradiation, et minimiser la destruction des molécules situées à l’intérieur de l’endosome. L’agrégation du photosensibilisant dans la cellule doit être faible, puisqu’elle réduit la faculté du photosensibilisant de passer à un état excité et donc réduit l’efficacité du traitement photochimique.  

 
Figure 18 : Structure chimique du meso-tetraphenylporphyrine disulfonate (TPPS2a).  

5.2.3 CHOIX DE LA LIGNÉE CELLULAIRE L’efficacité de transfection utilisant la méthode de PCI dépend aussi du type cellulaire que l’on souhaite étudier. Il a été montré que la PCI a un effet positif sur le transfert de gène sur différents types cellulaires cancéreux ou non-cancéreux (Tableau 7).  
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Cell line Tissue Protein transfer Plasmid transfer Adenovirus 

transfer 
NHIK 3025 Cervix, carcinoma in situ +   
NCI-H146 Lung, small cell carcinoma +   

WiDr Colon adenocarcinoma +  + 
KM20L2 Colon adenocarcinoma +   
Col115 Colon adenocarcinoma +   

HCT116 Colon carcinoma + + + 
T47D Breast, ductal, carcinoma +   
THX Skin malignant melanoma + + + 

Malme-3 Skin fibroblast +   
Malme-3M Lung metastasis, malignant melanoma +   

FM3 Malignant melanoma + +  
U87 Brain, glioblastoma + +  
D54 Brain, glioblastoma +   
EB Immortalised B cells +   

V79 Lung fibroblasts, Chinese hamster +   
BL2-8G-E6 Mouse fibrobblastoma +   

COS-7 Kidney, green monkey +   
HeLa Cervix adenocarcinoma  + + 
COS-1 Kidney, green monkey  +  
A549 Lung carcinoma   + 

FEMXIII Malignant melanoma   + 
Neuro-2 Neuroblastoma  +  
DU 145 Prostate cancer  +  

BHK Kidney, baby hamster  +  
HFib Fibroblast   + 
Raji Burkitt's lymphoma   + 

 
Tableau 7 : Exemple des différentes lignées cellulaires utilisées dans le transfert de 

différentes macromolécules et la PCI [165].  
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 E T U D E  E X P E R I M E N T A L E  
Comme nous l'avons longuement développé, le concept de thérapie génique nécessite par nature d'avoir à disposition des vecteurs efficaces susceptibles d'assurer le transfert d'une information choisie du milieu extracellulaire jusqu'au génome. 
Pour mener à bien ce transfert, les vecteurs viraux furent logiquement les premiers utilisés compte tenu de leur pouvoir infectieux naturel, mais leurs inconvénients potentiels (pathogénicité, pouvoir immunogène, manipulation non dénuée de risques et coûteuse, etc..) ont incité à rechercher d'autres vecteurs en dehors des virus. Comme nous l'avons également rapporté la recherche de vecteurs non viraux explore de multiples solutions et pose d'importants problèmes technologiques ou les techniques de pharmacie galénique apportent une large contribution.  
C'est dans cette optique que s’inscrit l’objectif de notre travail puisqu’il se propose d’élaborer un « outil-vecteur d’ADN » adapté aux exigences de la transfection, et présentable sous une forme directement utilisable au chevet du patient. Son efficacité a été testée seule ou couplée à la technique d’internalisation photochimique susceptible de jouer un rôle précurseur dans le taux de transfection. C’est dans le but de créer un vecteur modèle pour le transport de gène suppresseur de tumeurs tel que le gène Pten impliqué dans de nombreux cas de cancers. 

C’est dans un environnement multidisciplinaire, que nous avons en effet étudié : 
 Tout d’abord, la capacité de transfection de nanoparticules polycationiques composées de polymère méthacrylique Eudragit RS et RL (Article 1). 
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 Deuxièmement, l’évaluation de la capacité de transfection des nanoparticules composées d’une association de polymère biodégradable d’acide lactique et glycolique (PLGA) et d’un polymère souvent utilisé pour le transfert de gène la polyéthylenimine. (Article 2). 
 Troisièmement, nous avons évalué l’impact et la capacité à améliorer l’efficacité de transfert de gènes de nos nanoparticules en association à une technologie innovante l’internalisation photochimique. L’internalisation photochimique est basée sur la photoactivation d’un photosensibilisateur localisé dans les membranes cellulaires de manière à libérer des molécules thérapeutiques enfermées par endocytose dans des vésicules intracellulaires. Pour notre étude expérimentale, nous avons choisi de travailler sur les cellules cancéreuses de pharynx (FaDu) avec un photosensibilisant amphiphile le TPPS2a., et une durée d’irradiation des cellules de 30 sec. 

 
Ce travail démontre l’utilisation possible des nanoparticules polymériques comme un outil-vecteur d’ADN. L’utilisation de tels « vecteur-médicament » correspondant à une forme galénique stable et facile à utiliser pourrait offrir de nouveaux espoirs en thérapie génique anticancéreuse. 



 

 

Article 1 
Optimization of a new non-viral 
vector for transfection : Eudragit 
nanoparticles for the delivery of a 
DNA Plasmid 
 
Publié dans Technology in Cancer Research and Treatment  
Technol Cancer Res Treat. 2009 Dec;8 (6):433-44 
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1 ARTICLE 1 : OPTIMISATION DE NANOPARTICULES D’EUDRAGIT® RS ET RL POUR LE TRANSFERT D’UN PLASMIDE. Les vecteurs non viraux à base de polymères ou de lipides offrent un nouvel élan à la thérapie génique car ils sont moins toxiques que les vecteurs viraux. De plus, les vecteurs polycationiques ont démontré leur capacité à induire des taux de transfection plus élevés que les vecteurs non cationiques, car ils favorisent une fixation de l’ADN polyanionique et un contact intime avec les membranes cellulaires chargées négativement. Nous avons donc, dans un premier temps, cherché à développer un nouvel « outil-vecteur d’ADN » correspondant à des nanoparticules à base de polymère méthacrylique (Eudragit® RS et RL) qui ont été caractérisées d’un point de vue physico-chimique (taille et potentiel zêta, taux d’adsorption d’ADN, toxicité). Deux méthodes ont été utilisées pour leur fabrication : la nanoprécipitation et la technique de double émulsion/évaporation de solvant. Ce sont des techniques rapides et simples qui permettent d’obtenir des nanoparticules d’Eudragit® RS et RL de 43 à 57nm pour la nanoprécipitation, et de 359 à 362 nm pour la méthode de double émulsion. Le potentiel zêta, positif varie de +50 à +60 mV selon la méthode utilisée, diminue en présence d’ADN jusqu’à -43mV, supposant ainsi la fixation de l’ADN sur les groupements cationiques des polymères, ce qui a été confirmé par quantification de l’ADN adsorbé sur les nanoparticules par un gel d’agarose. Selon la concentration en nanoparticules, et le type de polymère la quantité d’ADN adsorbée varie de 40 à 80%. La cytotoxicité des nanoparticules testée sur différents types cellulaires (FaDu, MDA-MB 231, MCF-7) par le test MTT montrent que les cellules FaDu sont plus « sensibles » aux nanoparticules préparées par nanoprécipitation que les autres types cellulaires (50% de mortalité à 24h). De plus, les nanoparticules préparées par double émulsion, en dépit de leur taille plus importante, ont montré une plus faible toxicité (20% de mortalité à 24h) sur les cellules MCF-7 par rapport aux nanoparticules préparées par nanoprécipitation (40% de mortalité à 24h). Enfin, les études de transfection effectuées sur les 
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différents types cellulaires, ont montré des taux de transfection du gène codant pour la Green Fluorescent Protein (GFP) de 4 à 6%, proche de celui obtenu avec la lipofectamine (de 3 à 15%), molécule couramment utilisée en transfection. Sur les cellules de type MCF-7, ces premiers essais de transfection ont également révélé que les nanoparticules préparées par nanoprécipitation (entre 2 et 3%) amènent à des taux de transfection sensiblement plus élevés que celles préparées par double émulsion (entre 1 et 2%). 
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2 ASSOCIATION DES NANOPARTICULES D’EUDRAGIT® RS OU RL AVEC LA TECHNIQUE D’INTERNALISATION PHOTOCHIMIQUE : TENTATIVE D’AMÉLIORATION DE L’EFFICACITÉ DE TRANSFECTION.   
2.1 INTRODUCTION Parmi les vecteurs non viraux élaborés actuellement pour des essais de thérapie génique, les nanoparticules de polymères présentent de multiples avantages dans la délivrance des médicaments [166]. Dans le chapitre précédent, nous avons décrit le développement et l’évaluation de nouveaux « outil-vecteur de gène » basés sur des nanoparticules constituées de polymères méthacryliques polycationiques (Eudragit® RS et RL), sur lesquelles était adsorbé un gène rapporteur. En effet, ce gène codant pour la Green Fluorescent Protein (GFP) permettait, de manière relativement aisée, d’évaluer l’efficacité de la transfection en suivant l’expression de la protéine pour laquelle il code par cytométrie en flux. Ces nanoparticules ont tout d’abord été caractérisées d’un point de vue physico-chimique en termes de taille, de potentiel zêta, et de la quantité d’ADN adsorbée à la surface. L’efficacité de la transfection de ces nanoparticules a été ensuite testée sur plusieurs lignées cellulaires classiquement utilisées en transfection mais différentes de par leur métabolisme plus ou moins rapide (cellules migratrices ou non) et par conséquent de par leur aptitude à être transfectées. Ainsi, les résultats les plus intéressants de transfection à l’aide de ce nouvel « outil-vecteur d’ADN » ont été obtenus avec la lignée cellulaire FaDu. Des taux de 6 à 7 % de transfection ont pu être détectés sur les cellules FaDu, de même ordre que ceux obtenus avec la lipofectamine. Néanmoins, ces niveaux de transfection nécessitent d’être encore améliorés et l’association de ces vecteurs méthacryliques avec la technique d’internalisation photochimique, connue pour faciliter l’entrée des vecteurs dans les cellules, fait l’objet des essais exposés dans ce chapitre. Comme nous l’avons décrit dans la revue bibliographique, l’internalisation photochimique 
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(PCI) est une technologie physicochimique permettant la libération spécifique de macromolécules dans les cellules [163]. Son utilisation a ainsi augmenté significativement l'efficacité de la transfection de la GFP sur différents types cellulaires (de 2% sans PCI à 50% avec la PCI selon le types cellulaires) [167], mais nécessite néanmoins une mise au point préalable des paramètres d’application, tels que la nature et la concentration en photosensibilisant ou la nature et le temps d’exposition à la lumière.  
Dans ce chapitre, nous exposons donc la mise en place d’une technique de PCI sur les cellules FaDu ainsi que les essais de transfection par les nanoparticules d’Eudragit associées à cette technique. 

2.2 MATÉRIELS ET MÉTHODES  
2.2.1 TECHNIQUE D’INTERNALISATION PHOTOCHIMIQUE (PCI) ET OPTIMISATION DES PARAMÈTRES L’optimisation des conditions de PCI sur les cellules FaDu dont nous disposons a été effectuée selon la même procédure que celle préalablement exposée par Ndoye et coll. (2004) [168]. Pour cela, nous avons réalisé une étude de transfection avec des complexes constitués de polyéthylènimine (PEI), et d’ADN. Il s’agissait en effet de se placer dans des conditions certaines de transfection : le pouvoir transfectant de la PEI n’est plus à démontrer et s’élève de 20 à 100% selon les études [76, 168-170]. Le ratio « nombre de moles d’Azote sur le nombre de moles de Phosphate » (ratio N/P, caractérisant l’adsorption de l’ADN) était dans notre étude, égal à 5. Des études de transfection avec ces complexes PEI/ADN sur les cellules FaDu ont donc été réalisées en association à la technique de PCI. Le photosensibilisant utilisé est le mésotétraphénylporphine disulfonée (TPPS2a). Le TPPS2a, mésophénylporphyrine contenant deux groupements sulfonés adjacents, a l’avantage d’avoir un fort taux d’incorporation dans les tissus tumoraux donc un intérêt pour une utilisation en photochimiothérapie. Il est également 
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approprié à une utilisation en tant que photosensibilisateur pour une internalisation photochimique de macromolécules. Toutefois, le désavantage principal de l'utilisation du TPPS2a à des fins cliniques est sa faible absorbance de la lumière rouge. En effet, une limitation majeure à l'utilisation clinique de tous les dérivés de porphyrine connus est que la plus longue longueur d'onde de lumière à laquelle ils répondent a une absorbance relativement faible se situe à environ 620 à 630 nm. A de telles longueurs d'onde, la lumière est seulement capable de pénétrer d'une courte distance dans des tissus vivants et est donc incapable d'atteindre des cellules ou des tissus en profondeur, par exemple des cellules tumorales. Plusieurs concentrations de ce photosensibilisant (0,05 ; 0,1 ; 0,15 ; 0,2 ; 0,3 ; 0,5 µg/ml) et plusieurs durées d’exposition à la lumière (λ= 420 nm) [165] (15, 30 et 60 secondes) ont été évaluées de la manière suivante, afin de déterminer les conditions optimales de PCI. Brièvement, les cellules FaDu (passage 70 à 80) ont été ensemencées dans des plaques 24 puits à une concentration de 5.104 cellules/puits, dans du milieu RPMI complet 10% sérum de veau fœtal (SVF, Sigma-Aldrich, Saint Quentin-Fallavier, France), 1% antibiotiques, 1% L-Glutamine (Invitrogen, Illkirch, France). Les cellules ont été ainsi incubées pendant 24h (à 37°C et dans une atmosphère à 5% CO2). Le milieu de culture a alors été éliminé, et les cellules ont été lavées 2 fois avec du tampon phosphate (PBS, Gibco, Invitrogen, Illkirch, France). Les différentes concentrations de TPPS2a (0,05 ; 0,1 ; 0,15 ; 0,2 ; 0,3 ; 0,5 µg/ml de milieu RPMI à 2% SVF) ont été déposées sur les cellules incubées ainsi pendant 18h, à 37°C, dans une atmosphère à 5% CO2. Le photosensibilisant, très sensible à la lumière, implique des manipulations à l’obscurité.  
Les complexes PEI/ADN (N/P=5 ; 4 µg ADN, 100µl finaux dans du glucose 5%) ont été préparés extemporanément et déposés dans les puits pendant 2h (37°C, 5% CO2). Les cellules ont ensuite été irradiées pendant différents durées (15, 30, 60 secondes) à l’aide d’un banc de lumière Lumisource® (PCI Biotech, Oslo, Norway) contenant 4 tubes fluorescents, conçu pour fournir une lumière homogène émettant dans le bleu (pic à 420 nm et d’intensité homogène 10 
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± 0,1 mW/cm2). Après 2 heures d’incubation (37°C, 5% CO2), 500µl de milieu RPMI 20% SVF ont été ajoutés aux cellules. Après 24 heures d’incubation et lavage au PBS, l'intensité de fluorescence de 10.000 cellules a finalement été mesurée, avec un cytomètre de flux FACS Calibur® et analysée avec un logiciel Cell Quest® (Becton Dickinson, Le Pont-de-Claix, France). Les taux de transfection, obtenus pour les différents paramètres de PCI et sans PCI, ont été exprimés en pourcentage de cellules comptées (n=4).  
 

2.2.2 FABRICATION DES NANOPARTICULES « OUTIL-VECTEUR D’ADN ». Les nanoparticules d’Eudragit® RS et RL ont été préparées par la méthode de nanoprécipitation [171, 172] décrite brièvement dans le chapitre précédent [173]. Les particules sans ADN ainsi formulées présentaient une taille d’environ 50nm et un potentiel zêta de + 50 mV.  
L’ADN adsorbé sur ces nanoparticules est un ADN plasmidique porteur du gène de la GFP, permettant une détection aisée de la protéine pour laquelle il code par cytométrie en flux  
L’adsorption de l’ADN à la surface des nanoparticules s’effectue par l’établissement de nombreuses interactions électrostatiques entre les groupements phosphate de l’ADN et les groupements ammonium quaternaires des Eudragit® [174]. Ainsi, une quantité fixe de 4 µg d’ADN a été mise en présence à température ambiante, pendant 30 min, dans une solution de glucose à 5%, avec différentes concentrations de nanoparticules d’Eudragit® RS ou RL (30, 60, 125, 250, 500 µg/ml).  
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2.2.3 CYTOTOXICITÉ DES NANOPARTICULES D’EUDRAGIT® ASSOCIÉES À LA PCI SUR LES CELLULES FADU. La cytotoxicité des nanoparticules associée à la PCI a été déterminée à l’aide du test MTT. Ce test est basé sur la capacité des cellules vivantes à réduire par la succinate déshydrogénase mitochondriale le (3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl) -2, 5-bromure diphenyltetrazolium) soluble, en formazan qui est un produit insoluble. La même procédure que celle décrite dans le chapitre précédent a été effectuée. Les cellules FaDu ont été ensemencées 24 h à 5.104 cellules/puits (plaques 24 puits), lavées à deux reprises avec du PBS, incubées pendant 18h avec le photosensibilisant TPPS2a à une concentration de 0,3µg/ml et mises en contact des nanoparticules/vecteurs d’ADN (100µl dans du glucose 5%, 4µg d’ADN) dans du milieu RPMI sans sérum (0% SVF, 1% antibiotiques, 1% L-glutamine). Différentes concentrations de nanoparticules (30, 60, 125, 250, 500 µg/ml) ont été testées. Après 4h d'incubation, du milieu RPMI 20% SVF a été déposé dans chaque puits. Après 24h d'incubation, le réactif MTT a été ajouté à la concentration de 2,5 mg/ml pour 4h d’incubation. Les cristaux de formazan formés ont été dissout dans une solution aqueuse de SDS 25% avant lecture de l'absorbance à 570 nm. Le pourcentage de viabilité cellulaire a été déterminé par rapport à l'absorbance du témoin (cellules non traitées, sans nanoparticules et PCI ; n= 9).  
 

2.2.4 TRANSFECTION DES CELLULES FADU PAR LES NANOPARTICULES D’EUDRAGIT® ASSOCIÉES À L’INTERNALISATION PHOTOCHIMIQUE. Le protocole de transfection est basé sur la même procédure que le protocole d’évaluation de la cytotoxicité (Figure 19). Les cellules FaDu ont été préparées de la même manière. Après 2h d’incubation avec les nanoparticules-vecteurs d’ADN aux différentes concentrations testées, les cellules ont été irradiées pendant 30 secondes avec la source lumineuse (Lumisource®) décrite précédemment. Après 2h d’incubation (37°C, 5% CO2), 0,5 ml 
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de milieu enrichi en sérum (20% de SVF) a été ajouté dans chaque puits. Après 24h d’incubation à 37°C, les cellules ont été lavées, incubées avec de la trypsine / EDTA pendant 5 min à 37°C, .et récupérées par centrifugation à 1500 tr / min pendant 10 min. L'intensité de fluorescence moyenne de 10.000 cellules individuelles a été mesurée avec un cytomètre de flux FACS Calibur® et analysées avec un logiciel Cell Quest® (Becton Dickinson, Le Pont-de-Claix, France). 

 
Figure 19: Schéma chronologique des manipulations lors de la transfection avec PCI.  

2.3 RÉSULTATS ET DISCUSSION.   
2.3.1 OPTIMISATION DES PARAMÈTRES DE LA TECHNIQUE DE PCI SUR LES CELLULES FADU. De nombreuses études ont été réalisées afin d'évaluer l'efficacité de transfert de gènes à partir de vecteurs non-viraux en couplage avec la PCI. Dans notre étude, nous avons évalué l’impact de la PCI sur l’efficacité du transfert de gènes par des nanoparticules d’Eudragit® RS et RL sur des cellules FaDu. L’utilisation de la technique de PCI sur les cellules FaDu a fait l’objet d’une étude par Ndoye et coll. (2004) [168].  

J=0 J=1 -Ensemencement des cellules dans les plaques de culture. - Dépôt du photosensibilisant (TPPS2a, 0,3µg/ml). - Dépôt des nanoparticules. - Irradiation des cellules. - Lecture au cytomètre en flux 
J=2 J=3 
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La concentration en photosensibilisant et le temps d’exposition à la lumière ont été optimisés. Ces auteurs ont montré que lorsque les cellules sont transfectées avec du polyethylenimine (PEI) ou du PEI-glucosylé, puis ensuite exposées au TPPS2a, la cytotoxicité varie selon la concentration du TPPS2a et la dose de lumière dans les deux lignées cellulaires qu’ils ont étudiées. Les conditions optimales de transfection dans cette étude étant de 0,1 µg/ml de TPPS2a et de 30 secondes d’irradiation pour les cellules FaDu. Cependant, nous avons tenu à vérifier l’efficacité du TPPS2a sur la transfection des cellules FaDu. Le TPPS2a est un photosensibilisant amphiphile qui se localise préférentiellement dans la membrane cytoplasmique des cellules, et est ensuite internalisé dans la membrane de l’endosome. Dans l’étude de Ndoye et coll., les résultats obtenus sur les cellules FaDu avec le TPPS2a sont de 44% d’expression de la GFP après 48h de transfection. Nous avons donc fait varier la concentration en TPPS2a de 0,05 à 0,5 µg/ml, ainsi que le temps de présence à la lumière des cellules (15 à 60 secondes à la lumière bleue émettant à la longueur d’onde de 420 nm). Pour permettre une visualisation plus aisée de la transfection, des complexes PEI/ADN codant pour la GFP ont été préparés. Ces complexes ont été utilisés dans les études de Ndoye et coll. (2004), Maurice-Duelli et coll. (2004), et Prasmikaite et coll. (2000) [168, 175, 176]. Ils sont formés sur la base d’interactions électrostatiques entre les groupements amines (N) de la PEI et les groupements phosphate (P) de l’ADN : ce qui défini le rapport N/P, caractéristique des complexes polymères cationiques / ADN. Nous avons choisi d’utiliser le rapport N/P=5 car le taux de transfection du complexe PEI/ADN (seul, sans PCI) est d’environ 40%, ce qui permet de mettre en évidence une amélioration de l’efficacité de transfection. Les résultats obtenus sont exposés Figure 20. Les variables étudiées sont la quantité de photosensibilisant déposée sur les cellules, ainsi que la durée d’exposition à la lumière.  
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Figure 20 : Expression du taux de transfection du gène GFP en fonction de la quantité de 

photosensibilisant et du temps d’irradiation (moyenne ± écart-type ; n=9). 
 

 Les pourcentages de cellules transfectées les plus élevés ont été obtenus pour les concentrations en photosensibilisants de 0,3 et 0,5 µg/mL : selon le temps d’exposition à la lumière, 25 à 60% de transfection ont alors été obtenus. Le meilleur taux de transfection que nous ayons obtenu a été retrouvé pour une concentration en TPPS2a de 0,3 µg/ml et pour une exposition à la lumière de 30 secondes. Nous utiliserons donc ces dernières conditions pour la suite de notre étude. 
Par rapport aux résultats décrits dans la littérature sur les cellules FaDu par Ndoye et coll. (2004), la concentration de TPPS2a que nous utilisons s’avère trois fois supérieure (0,1 µg/mL pour 30 secondes d’exposition dans l’étude de Ndoye et coll.). Cette augmentation nécessaire de la concentration en photosensibilisant pourrait être liée à l’utilisation d’une PEI de nature différente de celle utilisée par Ndoye et coll. (2004) : la PEI utilisée dans notre étude est une molécule de 25kDa. Celle utilisée par Ndoye et coll. présente une masse moléculaire de 22kDa et est glucosée. Le franchissement des membranes cellulaires pour accéder au noyau est peut-
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être plus aisé pour le second type de PEI. Néanmoins, la concentration de TPPS2a utilisée dans notre étude (0,3 µg/mL) demeure cohérente avec les études de PCI réalisées ces dernières années avec ce photosensibilisant (Tableau 8). 
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AUTEURS PHOTOSENSIBILISANTS 

TEMPS / 
PUISSANCE 

D’EXPOSITION 
A LA LUMIERE

VECTEUR 

PLASMIDE 
MODELES 

CELLULAIRE 
TOXICITE TRANSFECTION 

Prasmickaite, et 
coll. (2001) 

[87] 

- AlPcS2a = 20µg/ml - TPPS2a = 2µg/ml - TPPS4 = 75µg/ml - 3THPP = 0,25µg/ml - Photofrin = 2,5µg/ml 
- p-TMPyPH2=30µg/ml 

NR - pEGFP-N1 - Polylysine (N/P=1,7) - DOTAP THX : lignée cellulaire d’un mélanome malin NR 
Après PCI avec le complexe PLL/ADN : - AlPcS2a = 40% - TPPS2a = 30% - TPPS4 = 10%l - 3THPP = 3% - Photofrin = 20% 
- p-TMPyPH2 = 3% 

Prasmickaite, et 
coll. (2002) 

[177] 

- AlPcS2a = 20 µg/ml  - 3min - pEGFP-N1 - Polylysine THX : lignée cellulaire d’un mélanome malin NR Après illumination : - 30% de transfection 
Ndoye, et coll. 

(2004) 

[168] 

- TPPS2a = 0,1µg/ml  - 30 secs - 10 mW/cm2 - pEGFP-C3  - PEI 22kDa tetraglucosé (Glu4) (N/P=5) 
-FaDu : carcinome du pharynx  - PANC3 carcinome du pancréas. 

- PCI engendre 30 % de toxicité sur les cellules 

Pour les cellules FaDu après 48h: - PEI 22kda= 22% - PEI 22kDa +PCI = 22% - PEI Glu4= 28% - PEI Glu4+ PCI= 44% Pour les cellules PANC 3 après 48h : - PEI 22kda= 17% - PEI 22kDa +PCI = 26% - PEI Glu4= 27% - PEI Glu4+ PCI= 36% 
Maurice-Duelli, 
et coll. (2004) 

[175] 

- TPPS2a = 0,1µg/ml  - 30 secs - 10 mW/cm2 - pEGFP-C3  - pc4-PTEN - JetPEI® (N/P=5) - Cellule Ishikawa= utérines 
- JetPEI/GFP 30% de toxicité avec PCI - JetPEI/ PTEN/ GFP avec PCI = 80% de toxicité 

- Quantification par RT-PCR  - Témoin 1,72 - JetPEI/ADN = 3,34 - JetPEI/ADN + PCI= 7,22 
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AUTEURS PHOTOSENSIBILISANTS 

TEMPS / 
PUISSANCE 

D’EXPOSITION 
A LA LUMIERE

VECTEUR 

PLASMIDE 
MODELES 

CELLULAIRE 
TOXICITE TRANSFECTION 

Arnida et coll. 
(2006) 

[178] 

- AlPcS2a incorporé dans la micelle  - 45 min - 3 mW/cm2 
- PEG-b-poly(ß-benzyl-L-aspartate) (PEG-b-
PBLA):  + EDA ethylenediamine + DET diethylenetriamine + TET triethylenetetramine + TEP tetraethylenepentamine  

- HUH7 : cellule hépatome humaine 
- Sans PCI = 20% de toxicité - Avec PCI= 40 à 60% de Toxicité 

- Les meilleurs taux de transfection quelque soit le polymère sont à 5.10-4 mg/ml avec la PCI. - Sans PCI = 1.107 RLU/mg - PEG-b-P [Asp(EDA)]= 1.108 RLU/mg - PEG-b-P [Asp(DET)]= 1.109 RLU/mg - PEG-b-P [Asp(TET)]= 1.109 RLU/mg - PEG-b-P [Asp(TEP)]= 1.1010 RLU/mg 
Nishiyama, et 

coll. (2006) 

[179] 

- AlPcS2a incorporé dans la micelle - 3 mW/cm2 - pCAcc+Luc =luciférase - PLL-PEG micelles 
- Hela: cancer du col de l’utérus - HuH-7 : hépatome humain 

- DPc N/P= 1,2 > 40% de toxicité - N/P=2 > 20% de toxicité - DPc N/P = 1,2 > 100 fold  - DPc N/P = 2 > 10 – 30 fold 
Kloeckner, et 
coll. (2006) 

[180] 

- TPPS2a = 0,3µg/ml  - 60 secs - 13,5 mW/cm2 - pCMV-Luc= luciférase  - PEI (22kDa)/ADN (N/P 6) - HUH7 : cellule hépatome humaine NR 
- Transfection en RLU/1000cells : - PEI22kDa/ADN - PCI= 105  - PEI22kDa/ADN - PCI= 107  - EGF/PEI 22kDa -PCI = 105  - EGF/PEI 22kDa +PCI = 107  - OEI-HD-1 - PCI = 104  - OEI-HD-1 + PCI = 106  - EGF/ OEI-HD-1 - PCI = 105  

Shieh, et coll. 
(2008) 

[181] 

-TAMCPP (5,10,15-tri(4-acetamidophenyl)-20-mono-(4-carboxy-phenyl)porphyrin)= 0,4 µM 
- 200 sec ou 400 sec - 1,4 J/cm2 ou 2,8 J/cm2 - plasmide eGFP - PAMAM-porphyrine - Hela: Cancer du col de l’utérus Toxicité > 7% quelques soit la dose de luminosité 

- Sans PCI > 3% - G4-TAMPCC sans PCI = 5% - G4-TAMPCC à 1,4 J/cm2 = 12,6% - G4-TAMPCC à 2,8 J/cm2 = 26,8% - Superfect®= 15% 
Tableau 8 : Principales études de transfert de gènes associant la PCI aux vecteurs polymériques..
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2.3.2 CYTOTOXICITÉ DES NANOPARTICULES ASSOCIÉES À LA PCI SUR LES CELLULES FADU. Après avoir déterminé les conditions les plus favorables d’internalisation photochimique sur les cellules FaDu, nous avons étudié la cytotoxicité engendrée par les nanoparticules d’Eudragit® RS et RL associées à la technique de PCI. Les résultats du test MTT réalisé sur les cellules FaDu après 24h d’incubation sont décrits Figure 21. Il est à noter que la cytotoxicité des nanoparticules « seules » (sans internalisation photochimique) a été évaluée dans le chapitre 1 de l’étude expérimentale. Ces résultats sont rappelés ici afin de permettre une comparaison et de mieux visualiser l’impact de la PCI. Des points de contrôle de la transfection sans PCI ont été réalisés pour vérifier la reproductibilité des résultats sans PCI. 

 
Figure 21 : Cytotoxicité en pourcentage de viabilité cellulaire, des nanoparticules d’Eudragit® RS 

et RL sur les cellules FaDu en association ou non à la méthode d’internalisation photochimique 
(moyenne ± écart-type ; n=9). 

  
Le témoin « sans PCI » correspond aux cellules « seules » : sans particules ni PCI. Le témoin « avec PCI » correspond aux cellules mises en contact du TPPS2a pendant 18h et exposées à la lumière pendant 30 secondes. Le pourcentage de viabilité cellulaire est calculé en fonction de l’absorbance obtenue pour le témoin « sans PCI ». Ainsi, la PCI induit une toxicité de 60% sans 
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l’utilisation de nanoparticules. Pourtant, si plusieurs études ont montré une cytotoxicité liée à la technique de PCI [165, 167], les cellules FaDu montraient une relative résistance, comme l’ont décrites les études menées par Ndoye et coll. avec le photosensibilisant (TPPS2a) : plus de 96% de cellules viables ont été retrouvées, quelle que soit la durée (entre 15 et 60 secondes) ou la concentration de TPPS2a (0,05 à 0,7 µg/ml).  
En présence des nanoparticules d’Eudragit® RS et RL, le même niveau de cytotoxicité de 60% est retrouvé, quelque soit le type polymère utilisé ou la concentration de nanoparticules mise en contact avec les cellules. Dans nos essais et contre toute attente, la PCI entraîne donc une augmentation de la toxicité et, en association avec les nanoparticules, masque « l’effet dose » décrit dans le chapitre 1 de l’étude expérimentale. 
Cependant dans la littérature, plusieurs études ont montré que la toxicité liée à la PCI entraînait une augmentation de la transfection. Par exemple, Hellum et coll. (2003) [182] ont montré que l’efficacité de transfection du plasmide pEGFP-ßAE-DMRIE/DOPE augmentait lorsque la toxicité liée à la PCI augmente, et en fonction de la durée d’exposition à la lumière. Les résultats obtenus ont montré que pour 60% de cytotoxicité, l’efficacité de transfection de la GFP atteint jusqu’à 80% sur la lignée HTC 116. C’est dans cette optique que nous avons donc poursuivi l’étude de transfection sur les cellules FaDu, malgré la cytotoxicité >60% obtenue. 
 

2.3.3 TRANSFECTION DES CELLULES FADU À L’AIDE DES NANOPARTICULES ASSOCIÉES À LA PCI. Le même vecteur d’ADN que celui décrit dans le chapitre 1 a été utilisé : il s’agit des nanoparticules d’Eudragit® RS et RL sur lesquelles le plasmide codant pour la green fluorescent protein (GFP) a été absorbé. Les résultats de cytométrie en flux obtenus précédemment ont été reportés sur la Figure 22 pour permettre une comparaison et visualiser 
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l’effet de l’association nanoparticules - PCI. La lipofectamine est utilisée comme contrôle. Le taux de transfection de la lipofectamine sans PCI est d’environ 15% dans notre étude.  

 
Figure 22 : Taux de transfection en fonction des nanoparticules d’Eudragit® RS et RL avec ou sans 

internalisation photochimique (moyenne ± écart-type ; n=4). 
 Le taux de transfection obtenu sans PCI est d’environ 6% quelque soit le polymère ou la concentration utilisés. Pour les concentrations de 250µg/ml à 500µg/ml, le taux de transfection diminue légèrement, sans pour autant montrer une différence significative. En revanche, la technique d’internalisation photochimique diminue le taux de transfection à 2% environ.   

Contrairement à ce que Hellum et coll. (2003) avaient constaté sur les cellules HTC116, nos résultats avec la PCI montrent une inhibition totale du transfert de gène [182]. Plusieurs points peuvent expliquer ces résultats négatifs de transfection :  
 L’efficacité de la PCI est totalement dépendante de la combinaison entre principalement l’agent photosensibilisant/ le type cellulaire/ la molécule ou le vecteur à internaliser / la puissance et la durée d’exposition à la lumière. Il s’agit donc à chaque nouvel essai de combiner ces facteurs et de trouver le meilleur équilibre. Le protocole que nous avions optimisé sur les 
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cellules FaDu avec les complexes PEI/ADN (exposé dans ce chapitre 2) n’est pas adapté aux vecteurs polymériques, en regard des résultats très faibles de transfection obtenus. Le relargage des complexes de l’endosome vers le cytoplasme, est influencé par la taille des complexes [167]. Nous avons présenté à notre connaissance, la première étude associant un vecteur polymérique à la PCI. Un réajustement des différents paramètres de la PCI est sans doute nécessaire en effectuant, par exemple, un test systématique de différents agents photosensibilisants. Les quelques études effectuées sur des vecteurs proches de liposomes [176] peuvent difficilement nous informer quant aux paramètres de PCI à utiliser, étant donnée la nature du vecteur : les lipides et bicouches lipidiques interagissent facilement avec les membranes cellulaires, cible majeure de la PCI. Les polymères et vecteurs polymériques ne peuvent pas établir les mêmes contacts avec les membranes.  
 La PCI entraîne une mort cellulaire de par les dommages causés par l’exposition à la lumière, par l’activation du photosensibilisant intercalé dans les membranes qui aboutit à une déstabilisation des bicouches lipidiques. Cette cytotoxicité s’ajoute à la fragilité cellulaire engendrée par les vecteurs polymériques. Le nombre de cellules dans le puits se trouve réduit, la machinerie cellulaire est mobilisée pour tenter de réparer les dommages et ne peut plus intervenir pour permettre la transfection.  
 La PCI endommage la membrane de l’endosome, mais peut également dégrader la molécule internalisée. L’ADN peut être endommagé par l’induction d’une oxydation, conduisant à la fois à l’induction de mutations mais également à la perte de l’expression de la protéine qu’il code [165]. Dans le cas des nanoparticules d’Eudragit que nous avons formulées, l’ADN est adsorbé en surface ce qui le rend plus sensible à ce type de phénomène.  
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2.4 CONCLUSION Dans cette étude, nous avons évalué l’impact de la PCI sur le transfert de gènes par des nanoparticules polycationiques d’Eudragit® RS et RL sur les cellules FaDu. Ces travaux constituent, à notre connaissance, la première étude décrivant l’association de vecteurs polymériques avec la PCI pour augmenter l’efficacité de transfection d’ADN, mais malgré une adaptation de la méthode de PCI sur les cellules FaDu, les résultats obtenus ne répondent pas à nos attentes. Une cytotoxicité trop importante est à notre avis l’explication majeure à ces faibles taux, causée par la technique de PCI mais aussi par le vecteur utilisé dont les caractéristiques physico-chimiques (taille, charge…) fragilisent la cellule. Une optimisation du vecteur nous paraît être l’orientation à envisager à la vue de ces résultats.  
 

 



 

 

  
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

Article 2 
Evaluation of poly (D,L-lactide-
co-glycolide) and 
polyethylenimine 
nanoparticles coupled with 
photochemical internalization 
for pDNA transfection. 
Soumis à International Journal of Pharmaceutics 



107 

3 ARTICLE 2 : EVALUATION DU TRANSFERT DE GÈNES DE NANOPARTICULES DE PLGA ET PEI COUPLÉE À LA MÉTHODE D’INTERNALISATION PHOTOCHIMIQUE. Dans le but d’avoir un outil efficace et transposable au « chevet du patient », des nouveaux vecteurs nanoparticulaires constitués d’une combinaison de polymères biocompatibles ont été développés. Deux polymères ont été utilisés pour la préparation des nanoparticules : un copolymère d’acide lactique et glycolique (PLGA), et la polyéthylenimine (PEI) qui est un polymère fortement cationique. Dans le but de diminuer la cytotoxicité et d’améliorer la demi-vie du complexe PEI/ADN, des nanoparticules de PLGA/PEI ou PLGA ont été réalisée pour le transfert de l’ADN (sous forme d’un plasmide codant pour la GFP). Les nanoparticules ont été formulées par la méthode de double émulsion et deux systèmes nanoparticulaires ont été préparées avec l’ADN: des nanoparticules PLGA/PEI sur lesquelles l’ADN a été adsorbé (PLGA/PEI-ADN), ainsi que des nanoparticules de PLGA sur lesquelles le complexe PEI/ADN a été adsorbé (PLGA-PEI/ADN). Les nanoparticules ont été ensuite caractérisées d’un point de vue physico-chimique (potentiel zêta, adsorption d’ADN ou du complexe PEI/ADN, toxicité et transfert de gènes). Dans cette étude, les rapports PLGA-PEI/ADN (1,3mg/ml de nanoparticules de PLGA), et PLGA/PEI-ADN (N/P=20) ont été évalués à l’aide d’un dosage du bromure d’éthidium (un agent intercalant de l’ADN) ou par chromatographie sur gel d’agarose.  
Disposant ainsi d’un nouveau vecteur potentiel pour la transfection, les tests de cytotoxicité et de transfection ont été réalisés sur la lignée cellulaire FaDu. Les résultats de cytotoxicité ont montré une forte toxicité du complexe PEI/ADN au rapport N/P=20 (environ 40% de toxicité). Par contre, les nanoparticules de PLGA-PEI/ADN et PLGA/PEI-ADN ont montré une moindre toxicité (20 à 60% de mortalité selon la concentration) par rapport au complexe seul. Les 
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résultats de transfection sur les cellules FaDu sont très variables selon le type de nanoparticules utilisées (de 2 à 80% de transfection). 
La méthode d’internalisation photochimique (PCI) à été associée au transfert de gènes par les nanoparticules polymériques et les effets de cette association ont été observés. Néanmoins, la PCI n’améliore que légèrement les taux de transfection. Une différence significative n’est observée que pour deux concentrations de nanoparticules de PLGA-PEI/ADN.  
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Abstract 
The main objective of this study was to prepare two types of nanoparticles with poly (D,L-lactide-co-glycolide) (PLGA) and polyethylenimine (PEI) polymers. Plasmid DNA (pDNA) was adsorbed either on PLGA/PEI nanoparticles, or as PEI/DNA complex onto the surface of PLGA nanoparticles. Both types of nanoparticles were prepared by the double emulsion method. The nanoparticles were characterized by their size, zeta potential and pDNA or PEI/DNA complex adsorption. The PEI/DNA complex adsorption was confirmed with ethidium bromide assay. pDNA adsorption onto PLGA/PEI nanoparticles (PLGA/PEI-DNA) was studied by electrophoresis on agarose gel. Cytotoxicity and transfection efficiency of both types of nanoparticle formulations were studied in head and neck squamous carcinoma cell line (FaDu). To improve endosomal release, photochemical internalization (PCI) was used. The zeta potential increased when the PEI/DNA complex adsorbed onto PLGA nanoparticles (PLGA-PEI/DNA). Optimal pDNA adsorption efficiency was achieved for nitrogen/phosphorous ratio ≥ 20/1. In vitro transfection and cells viability on FaDu cells with or without PCI were found to be variable depending on the type and concentration of nanoparticles. The results showed that transfection efficiency for PLGA/PEI-DNA or PLGA-PEI/DNA nanoparticles ranged between 2 and 80%, respectively. PCI was found to slightly improve the transfection efficiency for all formulations. 
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1. Introduction Gene therapy is a promising technology for the treatment of genetic diseases. Most studies used viral vectors due to their high transfection efficiency (Liu et al., 2010; Wang et al., 2010; Wolfe et al., 2010). However toxicity, immunogenicity, including mutagenesis issues may limit the use of viral vectors. Recently, the use of non-viral vectors such as cationic polymers (O'Rorke et al., 2010), liposomes (Oliveira et al., 2009; Xiao et al., 2010) and nanoparticles (Fay et al., 2010; Yang et al., 2010) to deliver plasmid DNA (pDNA) has been developed as an alternative strategy with less immunogenicity. In addition non-viral vectors are much easier to produce in large quantities (Niven et al., 1997). Among non-viral vectors, nanoparticles have been developed for their multiple advantages in drug delivery. When coating or ligand materials are attached at the surface of biodegradable nanoparticles, higher stability, and easier uptake into cells by endocytosis, and targeting ability to specific tissues or organs, has been reported. One of the most popular biodegradable polymer is poly (D,L-lactide-co-glycolide) (PLGA). PLGA has been approved by the Food Drug Administration for transfection trials in humans (Budker et al., 1996; Sahoo et al., 2002). Previous studies have demonstrated the potential of PLGA nanoparticles to deliver genes into cells (Fay et al., 2010; Niu et al., 2009; Son and Kim, 2010). Following cells endocytosis, PLGA nanoparticles escape rapidly from the degradative endo-lysosomal compartment to the cytoplasmic compartment (Panyam et al., 2002). The degradation time of PLGA can be altered from several days to years by varying the polymer molecular weight, the lactic acid to glycolic acid ratio in copolymer, or the nanoparticles structure. pDNA could be encapsulated (Cohen et al., 2000) or adsorbed onto nanoparticles (Kumar et al., 2004; Rhaese et al., 2003).  
In order to achieve an efficient transfection, the addition of a cationic polymer, e.g. polyethylenimine (PEI) which is commonly used for non-viral pDNA delivery systems, to the 
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PLGA nanoparticles was already investigated (Bivas-Benita et al., 2004; Katas et al., 2009; Park et al., 2008). Adsorption is based on the ionic interactions between the cationic polymers and the anionic pDNA (Singh et al., 2000). PEIs are polymers available in two forms i.e. linear and branched. Compared to linear forms, branched PEI has shown a better cells rate transfection (Godbey et al., 1999). PEIs exhibit a high positive charge density when protonated in aqueous solutions. The high positive charge density of PEI causes an electrostatic interaction with anionic charged species such as pDNA to form polyplexes. Furthermore, PEI protected pDNA from the degradation of nuclease activity (Kim et al., 2007).  
Photochemical internalization (PCI) is a promising technology for site-specific release of macromolecules within cells. The mechanism of PCI is based on the breakdown of the endosomal/lysosomal membranes by photoactivation of photosensitizers that localize in the membranes of the endosomes (Berg et al., 1999) as shown in Fig. 1. This technology has been used to release several macromolecules such as bleomycin (Berg et al., 2005), gelonin (Dietze et al., 2003), DNA as a complex with cationic polymers (Ndoye et al., 2004b) or incorporated in adenovirus (Bonsted et al., 2004) and nucleic acid (Folini et al., 2003), from endocytic vesicles to the cytosol. PCI can significantly increase the transfection efficiency of PEI/DNA complex in 

vitro (Ndoye et al., 2004a), and in vivo (Ndoye et al., 2006). 
In this study, two types of nanoparticles were evaluated to deliver pDNA into human head and neck squamous carcinoma cell line (FaDu). An optimisation of photochemical internalization conditions was made in a previous study onto this cell line (Ndoye et al., 2004b). PLGA nanoparticles incorporating PEI were prepared using a double emulsion method and the resulting nanoparticles were used to adsorb pDNA for the cell transfection study. In addition, unloaded PLGA nanoparticles were prepared, and PEI/DNA complexes were adsorbed onto their surface. Both type of nanoparticles were characterized with regards to their size, zeta 
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potential, adsorption as well as evaluation of transfection efficiency and cytotoxicity into FaDu cells. Furthermore, the effects of PCI on pDNA transfer in human cancer cells were evaluated using PLGA/PEI or PLGA nanoparticles.  

 
Figure 1: Photochemical internalisation mechanism: a photosensitiser (S) and the 

macromolecule of interest (M) are endocytosed and co-localised to endocytic compartments. 
Light exposure of the cells introduces rupture of the membrane of these vesicles and subsequent 

cytosolic release of macromolecules.  
2. Materials and Methods 2.1. Materials pEGFP-C3 plasmid DNA coding for Green Fluorescent Protein (GFP) was obtained from Clontech (Montigny le Bretonneux, France). The following polymers were used as received: poly (DL-lactide-co-glycolide) (PLGA 50:50; Resomer RG® 503H, viscosity 0.42 dl/g, uncapped; Boehringer Ingelheim, Ingelheim, Germany) and polyethylenimine (PEI 25 kDa, branched; Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France). The poly(vinyl alcohol) (PVA, Mw 30,000, 99% hydrolyzed) was obtained from Sigma Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France). The human head and neck squamous carcinoma cell line (FaDu) was kindly provided by Professor A. Hanauske (Munich University, Germany) (ATCC number HTB-43™). Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640) cell culture medium and LipofectamineTM 2000 (transfection 
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reagent, a cationic lipid), were purchased from Invitrogen Life Technology (Cergy-Pontoise, France). Disulfonated meso-tetraphenylporphine (TPPS2a) (LumiTrans®) was used as photosensitizer and was kindly provided by PCI Biotech (Oslo, Norway). Lumisource® was used as light source.   2.2. Preparation of PLGA/PEI and PLGA nanoparticles The preparation method of PLGA/PEI or PLGA nanoparticles was a modification of the double emulsion method described by Park et al, 2008. Briefly, 4 mL of an organic phase containing PLGA (50 mg/mL in methylene chloride) were magnetically stirred during 15 seconds with 1 mL of an aqueous solution of PEI (5 mg/mL) or plain water (1 mL). This emulsion was poured into 16 mL of PVA aqueous solution (5% w/v), and sonicated (80W for 30 s) using an ultrasonic homogenizer (Vibracell 75022, Bioblock, Illkirch, France). The solvent was then evaporated under vacuum using a rotary evaporator at 40 °C for 1 minute (Heidolph 94200, Bioblock, Illkirch, France). The resulting nanoparticles were obtained by centrifugation (42,000 g, 20 min, 20 °C). The pellet was washed three times with purified water and was re-suspended in 2 mL of purified water. The obtained nanoparticles suspensions were stored at 4°C.   2.3. pDNA preparation pDNA, pEGFP-C3 encoding the green fluorescent protein (GFP) was propagated into E.Coli bacterial strain. Transformed cells were grown in Lysogeny Broth (LB) medium (Tryptone, yeast extract and NaCl). Plasmid was purified using Marligen maxiprepTM high purity plasmid purification columns (Clinisciences, Montrouge, France). The pDNA concentration was determined by UV spectrophotometry (Uvikon 922, Kontron, Eching, Germany) at 260 nm and 
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the purity was confirmed by using 0.8% agarose gel electrophoresis (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) in the presence of ethidium bromide (EtBr).  
 2.4. PEI/DNA complexes preparation and adsorption of pDNA or PEI/DNA complexes onto nanoparticle surface  PEI/DNA complexes were prepared according to various nitrogen/phosphorous (N/P) ratios. The PEI polymer concentrations were calculated from the desired N/P ratio and the amount of plasmid assuming that 43.1 g/mol-1 corresponds to each repeating unit of PEI containing one nitrogen atom, and 330 g/mol-1 corresponds to each repeating unit of pDNA containing one phosphorous atom. The resulting charge ratio is expressed as PEI nitrogen/ DNA phosphorous (Ho et al., 2008).  Different N/P ratios (from 5 to 20; PEI or PLGA/PEI nanoparticles) were adsorbed with a fixed amount of pDNA. Briefly, 4 µg of DNA in 5% glucose solution were mixed with different amounts of PEI or PLGA/PEI nanoparticles (according to the tested N/P ratio) also diluted in 5% glucose solution. PEI solution or PLGA/PEI nanoparticles suspension (50 µL) was added to the pDNA solution (50 µL), mixed by vortexing for 10 s and incubated for 30 min at room temperature. Attention has to be taken to the nomenclature used in this manuscript: Blank PLGA nanoparticles adsorbed with the PEI/DNA complexes are called PLGA-PEI/DNA nanoparticles whereas PLGA/PEI nanoparticles adsorbing the naked pDNA are called PLGA/PEI-DNA nanoparticles. For PLGA-PEI/DNA nanoparticles, the PEI/DNA complexes (N/P = 20), prepared in advance as mentioned above, were added to different concentrations of blank PLGA nanoparticles suspensions (from 1.3 to 29.8 mg/mL) and were incubated for one hour at room temperature.  The adsorption efficiency of pDNA (alone or complexed with PEI) adsorbed onto PLGA nanoparticles was obtained by measuring the extinction fluorescence with ethidium bromide 
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(EtBr). After adsorption, nanoparticles were centrifuged at 42,000 g and 100 µL of supernatant was collected. Tris-HCl (80 µL) and 20 µL of EtBr (100 µg/mL) were added into each well of a black plate. Fluorescence studies were performed using a fluorescence spectrometer Synergy 2 (Biotek Instruments GmbH, Colmar, France) at an excitation wavenlength of 524 nm and emission wavelength of 582 nm.   2.5. Particle size and zeta potential The size of the nanoparticles and zeta potential were measured with a Zetasizer 3000E (Malvern Instruments, Worcestershire, UK). All the analyses were conducted in triplicate and the results are expressed as means of the three measurements.  2.6. Agarose gel electrophoresis of pDNA The amount of pDNA bound onto PLGA/PEI nanoparticles or complexed with PEI was determined by the electric mobility of pDNA into a 0.8% agarose gel. Different N/P ratios (1/1; 3/1; 5/1; 20/1; 40/1; 50/1 ratios between PLGA/PEI nanoparticles and pDNA) were tested with a fixed amount of pDNA (4 µg). Electrophoresis was carried out at a constant voltage of 90V (Bio-Rad®, Marnes-la-coquette, France) for 30 min in TBE buffer (4.45 mM Tris-base, 1 mM sodium EDTA, 4.45 mM boric acid, pH 8.3) containing 0.5 µg/mL EtBr. The gels were visualised under a UV transluminator (Geldoc 2000, Bio-Rad®, Marnes-la-Coquette, France).   2.7. In vitro release Release study of either PEI/DNA complexes or pDNA adsorbed onto nanoparticles was determined. Both types of nanoparticles suspension (200 µL) were incubated in 200 µL of Tris-HCl buffer (pH 7.4), in a shaking incubator at 37°C. Nanoparticles were centrifuged for 20 min at 42,000g and supernatants were taken periodically. Then, nanoparticles were resuspended 
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and reincubated in fresh Tris-HCl buffer (pH 7.4) (400 µL) till the next sampling time. Supernatants were analysed using EtBr assay as previously described in chapter 2.4.   2.8. In vitro photochemical transfection  105 cells per well, were seeded in 24-well culture plates at 37°C in a 5% CO2 in humidified atmosphere for 24 h to reach 70% confluence at the time of transfection. Then, for the photochemical transfection study the cells were incubated for 18 h with 0.3 µg/mL of TPPS2a and kept in the dark until the end of the protocol. LumiTrans® was dissolved in dimethylsulfoxide (Sigma Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) as a 350 µg/mL stock solution. 
Subsequently, cells were washed twice with phosphate buffered saline (PBS) and supplemented with 0.5 mL of fresh serum-free RPMI medium. The formulations and LipofectamineTM 2000 were added to the cells and homogenized. FaDu cells were incubated at 37°C in a 5% CO2 atmosphere for 2 hours. Cells were submitted 30 seconds to blue light emitted by Lumisource® and fresh medium composed of 20% FBS (500 µL) was added. Lumisource® is a bank of 4 fluorescent tubes designed to provide homogeneous illumination of the treatment area, emitting mainly blue light with a peak at 420 nm. The light emission from the illumination area was measured and showed a high homogeneity with a fluence rate of 10 ± 0.1 mW/cm2 over the light field. After 24 h, the cells were washed with PBS and incubated with 200 µL of trypsin/EDTA (0.05%) for 5 min at 37°C. The cells were obtained in 2 mL of complete fresh medium and centrifuged at 430 g for 10 min at 20°C. In a final step, pellets were dispersed in PBS and cells were analysed for GFP expression using flow cytometery (FACS Calibur, BD FACS Calibur™, Becton Dickinson, Le Pont-De-Claix, France) (488 nm excitation, 510-520 nm band-pass filter emission). Fluorescence parameters from 104 cells were acquired 



 

118 

and analyzed using Cell Quest® software program (Becton Dickinson, Le Pont-De-Claix, France).  
 

2.9. Cytotoxicity assay The cytotoxicity of both types of nanoparticles (PLGA-PEI/DNA or PLGA/PEI-DNA), the PEI/DNA complexes and the LipofectamineTM 2000 was evaluated using the (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide) MTT colorimetric test. The test is based on the ability of living cells to reduce the water-soluble yellow dye, MTT, to purple water-insoluble formazan product by mitochondrial enzyme succinate dehydrogenase. FaDu cells, seeded in 24-well culture plates (105 cells/well), were washed twice with PBS at 37°C. For the photochemical cytotoxicity study, TPPS2a photosensitizer was added (0.3 µg/mL) 18 h before adding the nanoparticles suspensions. Increasing concentrations of nanoparticles or PEI/DNA complexes were added to the cells in FBS free medium and homogenized. FaDu cells were further incubated at 37°C in a 5% CO2 atmosphere for 2 hours. PCI was performed and cells were reincubated for 2 hours. Then, 500 µL of 20% FBS complete medium were added in each well for 24 hours. Thereafter, cell viability was determined by the MTT assay according to the procedure described by (Ndoye et al., 2004a). Briefly, 250 µL of MTT solution (2.5 mg/mL in PBS) were added in each well and plates were incubated at 37°C for 4h. The formed formazan crystals were dissolved using a 25% aqueous solution of sodium dodecyl sulfate (250 µL/per well). The absorbance was measured at 570 nm using a multiwell-scanning spectrophotometer EL 800 universal microplate reader (Biotek Instruments GmbH, Colmar, France). Cell viability was determined as a percentage of absorbance relative to untreated cell. 
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 2.10. Statistical analyses Statistical analyses were performed using a Mann-Whitney U test. Data are presented as means ± standard deviation (SD). p < 0.05 was considered as statistically different. 
 

3. Results 3.1. Particle size and zeta potential of nanoparticles  Blank PLGA nanoparticles diameter was around 380 nm (± 10 nm). When prepared with PEI the PLGA/PEI nanoparticles size decreased slightly 322 nm (± 14 nm) as the amount of PEI increased. Zeta potential of PLGA/PEI nanoparticles was determined according to the quantity of PEI added at the beginning of preparation. As shown in Fig. 2 a, all zeta potentials of PLGA/PEI nanoparticles were positive, ranging from +40 (± 2 mV) to +42 (± 3 mV) for 5 mg/mL and 200 mg/mL of PEI, respectively whereas negative values were observed for blank PLGA nanoparticles (- 26 ± 2 mV). For the following studies, we decided to formulate nanoparticles with a PEI concentration of 5 mg/mL.  Adsorption of PEI/DNA complexes onto PLGA nanoparticles was evaluated by zeta potential measurements. As shown in Fig. 2 b, zeta potential increased in presence of PEI/DNA complexes (N/P = 20). Zeta potential of blank PLGA nanoparticles was around -25 (± 5 mV); after PEI/DNA complexes adsorption and increased to +40 (± 3 mV) for 29.8 mg/mL nanoparticle concentration. At the concentration of 1.3 mg/mL of PLGA nanoparticles (lowest nanoparticles concentration), zeta potential was +25 (± 7 mV). For 10.9 mg/mL nanoparticles concentration, the zeta potential was already + 40 (± 3 mV) meaning that a plateau was obtained. This result was confirmed with the following ethidium bromide assay. 
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Figure 2: (a) Influence of increasing PEI concentrations on zeta potential of PLGA/PEI 

nanoparticles (n=3 ± SD). (b) PLGA nanoparticles binding efficiency and adsorption capacity to 
adsorb PEI/DNA N/P=20 complex. PEI/DNA complex (N/P=20) were prepared, then incubated 

with PLGA nanoparticles and zeta potential was measured (n=3 ± SD).  
3.2. Ethidium bromide assay Analysis of PEI/DNA complex (N/P = 20) efficiency adsorbed onto PLGA nanoparticles was performed with ethidium bromide exclusion assay (Fig. 3). PEI/DNA complexes were adsorbed onto the nanoparticles for different concentrations of PLGA nanoparticles, ranging from 1.3 mg/mL to 29.8 mg/mL. The results showed a significant decrease in percentage of relative fluorescence for all PLGA nanoparticle concentration (p< 0.05). It showed that PEI/DNA complexes were efficiently adsorbed onto PLGA nanoparticles starting at 1.3 mg/mL of nanoparticle concentration. These results were consistent with those advanced in measuring the zeta potential. 
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Figure 3: Characterisation of the binding interaction between PLGA nanoparticles and PEI/DNA 

(N/P = 20) complex. Free PEI/DNA complexes were incubated with ethidium bromide (100% 
fluorescence), then incubated with PLGA. Data present the means of triplicate samples ± SD.  

 
3.3. Agarose gel electrophoresis of pDNA The agarose gel electrophoresis was carried out to confirm whether the pDNA was associated to the PLGA/PEI nanoparticles (Fig. 4). PLGA/PEI nanoparticles, with or without pDNA, are too large to diffuse through the agarose matrix. Therefore, only pDNA which is not bound onto the surface of nanoparticles is able to migrate to the positive electrode in the same manner as the naked pDNA (Elfinger et al., 2009). Thus, different concentrations of PLGA/PEI nanoparticles were incubated with a constant amount of pDNA in order to determine the optimal N/P ratio. Optimal pDNA adsorption efficiency was achieved for N/P ratios ≥ 20/1. Contrary, for N/P 1/1, 3/1 and 5/1 ratios, pDNA was not totally bound onto nanoparticles.  
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Figure 4: Agarose gel of DNA (4 µg) adsorbed onto different amount of PLGA/PEI nanoparticles 

with different N/P ratios (NP PLGA/PEI-DNA). The samples from the left to the right were as 
follows, (lane 1) Naked DNA; (lane 2), ratio N/P=1/1, (lane 3) ratio N/P=3/1, (lane 4) ratio 

N/P=5/1, (lane 5) ratio N/P=20/1, (lane 6) ratio N/P=40/1, (lane 7) ratio N/P=50/1.  3.4. In vitro release An initial increase in release was observed for each type of nanoparticles either with pDNA or PEI/DNA complexes (Fig. 5). The initial release was higher with the nanoparticles adsorbing the PEI/DNA complexes. The initial and overall release for the PLGA-PEI/DNA nanoparticles concentration of 10.9 mg/mL was found to be statistically higher than that observed for the 1.3 and 29.8 mg/mL concentration (p< 0.05). The release of PEI/DNA was between 30% and 80% after 24 h for the 29.8 and 10.9 mg/mL nanoparticles concentration, respectively. As for the PLGA/PEI-DNA nanoparticles, the release of pDNA reached almost 25% after 24 h for all N/P ratios. The incorporation of PEI into the PLGA nanoparticles significantly influenced the release rate of pDNA when compared with the nanoparticles adsorption of the PEI/DNA complex (p< 0.05). 
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Figure 5: Cumulative release of pDNA and PEI/DNA complex from PLGA/PEI-DNA and PLGA-

PEI/DNA nanoparticles into PBS at 37°C. Data are shown as mean ± SD (n=3).  PLGA-

PEI/DNA 1.3mg/ml;  PLGA-PEI/DNA 10.9 mg/ml; PLGA-PEI/DNA 29.8 mg/ml;  

PLGA/PEI-DNA (N/P=5);  PLGA/PEI-DNA (N/P=10);  PLGA/PEI-DNA (N/P=20).  
3.5. In vitro photochemical transfection and cytotoxicity assay Gene transfection efficiency was compared between PEI/DNA complexes (N/P ratio from 5 to 20), PLGA/PEI-DNA nanoparticles, and PLGA-PEI/DNA nanoparticles (Fig. 6 a-d). In the case of PEI/DNA complexes (Fig.6 b), it was observed that the GFP expression increased when the N/P ratio was increased. However, the differences were not statistically different between the lowest (5) and the highest (20) N/P ratios (p> 0.05). Binding the PEI/DNA complexes (only for N/P ratio of 20) onto PLGA nanoparticles, did significantly improve the transfection efficiency (p< 0.05, Fig. 6 c). On the contrary, the transfection efficiency was decreased for 10.9 and 29.8 mg/mL of nanoparticle concentrations whereas it was similar for 1.3 mg/mL of the concentration. Surprisingly, in the case of pDNA adsorbed onto the PLGA/PEI nanoparticles (Fig.6 d), there was very low transfection efficiency (> 3%). When compared with a well-
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known commercial standard (i.e. LipofectamineTM 2000), it was observed that the PEI/DNA complexes either alone or bound onto the PLGA nanoparticles (for the 1.3 and 10.9 mg/mL concentration) improved dramatically the transfection efficiency (> 60%).  
PCI improved the transfection efficiency in PEI/DNA complexes and PLGA-PEI/DNA nanoparticles. However a statistical enhancement of about 2 fold in GFP expression was noticed for the N/P ratio of 5 for the PEI/DNA complexes (Fig. 6 b). In the case of the PEI/DNA complexes bound onto PLGA nanoparticles (Fig. 6 c), a significant increase was also observed for the 1.3 and 10.9 mg/mL nanoparticle concentrations (p< 0.05). 
The cytotoxicity of PEI/DNA complexes, PLGA-PEI/DNA and PLGA/PEI-DNA nanoparticles, and LipofectamineTM 2000 was investigated in FaDu cell line, with or without PCI (Figure 7 a-d). The results revealed that all systems, with or without PCI, were toxic to some extent when compared to untreated cells. Using LipofectamineTM 2000, approximately 20% loss of cell viability was found, and no significant increase was observed when PCI was used (p> 0.05, Fig. 7 a). In the case of the PEI/DNA complexes (Fig. 7 b), the higher the N/P ratio, the more toxic the system was. When the complex was bound onto the PLGA nanoparticles, toxicity was found to decrease with increasing concentration of nanoparticles (Fig. 7 c). PLGA/PEI nanoparticles adsorbing pDNA, toxicity was also observed from 30% to approximately 20% for N/P= 5 and the N/P= 20 ratio, respectively. A slight decrease in toxicity was observed when N/P ratio was increased (Fig. 7 d). When PCI was used, cells viability decreased approximately between 10 to 20 % for both types of nanoparticles and PEI/DNA complexes.  
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Figure 6: GFP expressing cell fraction (%) in FaDu cells measured by flow cytometry 24 h after 
GFP gene transfer using (a) LipofectamineTM 2000, (b) PEI/DNA complex, (c) PLGA-PEI/DNA 

nanoparticles and (d) PLGA/PEI-DNA nanoparticles with or without photoirradiation (n=9 ±SD). 
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Figure 7: Cytotoxicity of (a) LipofectamineTM 2000, (b) PEI/DNA complex, (c) PLGA-PEI/DNA 
nanoparticles and (d) PLGA/PEI-DNA nanoparticles in FaDu cell lines with or without 

photoirradiation. Results are expressed as the fraction of surviving cells relative to untreated cells 
without photoirradiation (n=9 ± SD).  
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4. Discussion 

In recent years, biodegradable nanoparticles, based on PLGA and/or PEI polymers (Bivas-Benita et al., 2004; Kim et al., 2005; Park et al., 2008; Son and Kim, 2010; Takashima et al., 2007) have been developed for gene delivery.  In the present study, the transfection ability and cytotoxicity of PLGA/PEI nanoparticles adsorbing pDNA and PLGA nanoparticles adsorbing PEI/DNA complexes were evaluated. Furthermore, since PCI has been reported to enhance gene delivery (Bonsted et al., 2008; Nishiyama et al., 2005; Shieh et al., 2008), the impact of PCI onto pDNA delivery from both types of nanoparticles was also evaluated.  Since pDNA is a hydrophilic macromolecule, nanoparticles were prepared by the well-known double emulsion evaporation method (Park et al., 2008). PLGA nanoparticles are neutral or slightly electro-negatively charged particles. PLGA is a biodegradable polymer with two functional end groups i.e. hydroxyl and carboxylic group. The carboxylic functions can interact with the amine groups of PEI via an electrostatic interaction. Since cationic particles are known to improve oligonucleotides delivery, PEI was selected as the cationic polymer designed to be either incorporated or adsorbed in nanoparticles (Katas et al., 2009). Several studies have used PEI in PLGA particles to introduce cationic charges on the surface, which allows the oligonucleotides on the surface of the particles (Kim et al., 2005; Oster et al., 2005; Takashima et al., 2007). However, PEI had several drawbacks: it is generally cytotoxic for cell lines (Neu et al., 2005), the positive charge of PEI/DNA polyplexes engenders interactions with blood components (Rudolph et al., 2002; Zou et al., 2000) and active the complement system which results in rapid clearance of the complex from the bloodstream (Godbey and Mikos, 2001). Thus, the strategy was to use PLGA polymer to decrease cytotoxicity and to avoid these problems.  
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It is well known that particle size significantly affects the cellular uptake of nanoparticles and, in some cell lines only submicron size particles have been reported to efficient yield in gene transfer (Panyam and Labhasetwar, 2003). The mean diameter of nanoparticles incorporating PEI (PLGA/PEI nanoparticles) depends on the weight ratio of PLGA used during the formulation (Katas et al., 2009). The nanoparticles diameter was slightly decreased when PEI was incorporated into the matrix, and ranged from 380 to 320 nm for PLGA nanoparticles and PLGA/PEI nanoparticles (200 mg/mL of PEI), respectively. In previous study it was observed that the use of PEI in PLGA nanoparticles decreased the particle size with increasing the amount of PEI added (Takashima et al., 2007). When PEI/DNA complex was adsorbed onto the blank PLGA nanoparticles, there was also a slight trend in size reduction since the diameter was around 350 nm. Nevertheless, in both cases, the size difference was not statistically different (p > 0.05). Therefore, it was possible to compare transfection and toxicity results with nanoparticles of similar size allowing the size parameter not to influence the observed results.   
The negative zeta potential of blank PLGA nanoparticles was attributed to the terminal carboxyl groups of PLGA. For PLGA/PEI nanoparticles, the zeta-potential of PLGA/PEI nanoparticles dramatically changed increasing PEI amounts in the PLGA/PEI formulations. The zeta-potential of the PLGA/PEI nanoparticles (5 mg/mL of PEI) was + 40 ± 2 mV. In the literature, similar results were obtained for PLGA-PEI nanoparticles using PVA (5% w/v). The particle surface charge was + 37.4 ± 1.0 mV (Katas et al., 2009). The positive charge was a result of the adsorption of PEI onto the surface of nanoparticles. The positively charged particle surface can facilitate adherence to negatively charged cellular membranes, thus inducing and increasing intracellular uptake (Mansouri et al., 2006).  
In the case of PLGA-PEI/DNA nanoparticles, a constant amount of PEI/DNA complex (N/P = 20) was added. For the lowest concentration of PLGA nanoparticles (1.3 mg/mL), zeta 
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potential was around + 25 ± 7 mV. However, a constant value of around + 40 ± 3 mV was obtained for 5.0 to 29.8 mg/mL of PLGA nanoparticles concentrations.  
In the PLGA-PEI/DNA complex nanoparticle solution, the zeta potential was positive and comparable to that of PEI/DNA due to possible attachment of PEI/DNA particles on the surface of PLGA nanoparticles (Chumakova et al., 2008). 
EtBr assay was used to evaluate the zeta potential of PEI/DNA complex onto PLGA nanoparticles. According to EtBr assay, when PLGA nanoparticle concentration increased the percentage of the relative fluorescence decreased. This result might be explained due to the PEI/DNA complexes adsorption onto the PLGA nanoparticles. Incubation of plasmid with polylysine gave similar results by the reduction EtBr fluorescence (Chaszczewska-Markowska et al., 2004). For both type of nanoparticles, the system was very rapidly saturated with PEI/DNA complexes and the zeta potential reached the same value i.e. around + 40 ± 2 mV. 
For PLGA/PEI nanoparticles, pDNA adsorption was determined by an agarose gel technique. For a 20/1 ratio, pDNA is totally adsorbed onto PLGA/PEI nanoparticles. This result suggests that the negatively charged pDNA gradually interacted with the cationic surface of PLGA/PEI nanoparticles up to this ratio. Following this ratio, the charge interactions achieved saturation conditions. 
The release kinetic of the nanoparticles formulations was performed in a PBS buffer (pH 7.4). Indeed, the release kinetics and the transfection efficiency of pDNA might be influenced by the presence of PEI in the PLGA/PEI-DNA nanoparticles. In the case of PLGA-PEI/DNA nanoparticles, more than 35% of PEI/DNA complex was released within 4 hours, which means that transfection was due to the PEI/DNA complexes. In this case, it can be considered that nanoparticles target PEI/DNA complex to cells. For the PLGA/PEI-DNA nanoparticles, not more than 25% of pDNA was released after 4 hours and for up to 24 h. This slow release may explain 
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the lower transfection results observed with this type of nanoparticles. This result can be explain by the cationic nature of PEI that may retard pDNA release due to the electrostatic attractions between them (Son and Kim, 2010). 
Transfection efficiency and cytotoxicity have been shown to be depending on the N/P ratios (PEI/DNA) (Godbey et al., 1999), and the photochemical internalisation (Berg et al., 1999). In our case, we have selected 3 ratios (N/P = 5, 10 or 20) where pDNA was totally complexed with PEI (data not shown).  For PLGA/PEI-DNA nanoparticles, the transfection efficiency was approximately 3%. The low transfection efficiency could be attributed to a low nanoparticles endocytosis from the nanoparticles. Similarly, Kim et al. (2005) evaluated ß-galactosidase transfection with the same type of PLGA/PEI nanoparticles and obtained transfection results of approximately 10%. Bivas-Benita et al. (2004) also reported that PLGA/PEI-DNA nanoparticles were taken up in Calu-3 cells. However, pDNA encoding for the GFP protein expression signal was rather low.  For PLGA-PEI/DNA nanoparticles, transfection efficiency were close to 70% for 1.3mg/ml of PLGA nanoparticles as observed for the PEI/DNA complexes (N/P=20). From the kinetic release result, we hypothesize that only PEI/DNA complexes are internalized in cells.  Cytotoxicity is also a critical issue that may affect transfection efficiency (Choi et al., 2006). Both types of nanoparticles were slightly less toxic than free PEI/DNA complexes: this result was more obvious for the N/P=20 ratio. Furthermore, higher PEI/DNA complexes ratio correlates with higher cytotoxicity. It was previously reported that cell toxicity can be reduced by using lower PEI/DNA ratio (Florea et al., 2002). In addition, when PEI was incorporated in the PLGA nanoparticles, the toxicity of PEI was decreased. In the literature, the effect of PEI and siRNA incorporation in PLGA nanoparticles on cytotoxicity was evaluated (Patil and Panyam, 2009): nanoparticle formulations were found to be non-toxic to the cells whereas free PEI was found to be highly toxic. 
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In this research, we also evaluated the combination of both type of nanoparticles with PCI on the transfection efficiency and the cytotoxicity. For PEI/DNA complexes and PLGA-PEI/DNA nanoparticles, PCI increase the efficiency of transfection. The mechanism of PCI is based on photochemical rupture of endocytotic vesicles after incubation of the cells with a photosensitizing compound which localizes to these vesicles, and irradiation at a wavelength specific to the photosensitizer [168]. We can hypothesize that PLGA nanoparticles can stimulate the binding of PEI/DNA to the cell membrane and the endocytosis. The toxicity of nanoparticles was increased by direct interaction with PCI. Although, the details of the interaction of PCI with the nanoparticles are still unclear. In our case, GFP expression was found to be higher when PCI was applied with PEI/DNA complexes. For PLGA-PEI/DNA nanoparticles, PCI improved significantly the transfection efficiency for the 1.3 and 10.9 mg/mL nanoparticle concentrations (p< 0.05). These findings suggest that the combination of the nanoparticle with PCI is an efficient tool for gene delivery. However, for the PLGA/PEI-DNA nanoparticles the transfection efficiency decreased with PCI. These results might be explained as follows: PCI damage can explain the decrease in transfection seen after PCI with some cationic lipid transfection agents. This indicates that photochemical damage may be more important for some transfection agents than for others, either because some complexes are located closer to the sensitiser, or because different complexing agents protect the DNA from damage to a different extent. The importance of photochemical damage for the overall efficiency of PCI-mediated drug delivery is not known and will probably vary substantially with the molecule to be internalised, and may be also with the photosensitiser used [165].    
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5. Conclusion From this research, PEI has been shown to have the ability to deliver pDNA into cells. Modification of PLGA nanoparticles by incorporating PEI or adsorbing PEI/DNA complexes onto nanoparticles has led the formation of a delivery system for pDNA. PCI was found to slightly improve the transfection efficiency for all formulations. 
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 D I S C U S S I O N  G É N É R A L E  
Les nanoparticules et microparticules ont aujourd’hui trouvé leur place en tant que vecteur pour introduire l’ADN dans une cellule comme en témoigne l’augmentation importante de publications sur le sujet lors de ces dernières années [123, 129, 132, 183]. Elles ont, en effet, l’avantage, en fonction de leur composition, de maintenir leurs structures particulaires pendant une longue période, de pouvoir être administrées par différentes voies (orale, sous-cutanée, intramusculaire), et d’être également adaptées à la production industrielle. 

L’objectif des travaux sur les nano- et les microparticules vecteurs d’ADN retrouvés dans la littérature est d’élaborer des particules capables:  
 de véhiculer des acides nucléiques (ADN ou ARN) au cœur de la cellule [183]. La machinerie cellulaire est alors utilisée pour permettre l’expression de la protéine pour laquelle ce gène code et ainsi permettre son action thérapeutique (Figure 23). 

 de protéger l’ADN ou l’ARN de la dégradation dans les milieux biologiques (notamment une dégradation enzymatique). Deux possibilités ont été décrites pour cela : l’encapsulation de l’ADN dans les particules ou l’adsorption à leur surface. 

 
Figure 23 : Les différentes étapes du transfert de gènes dans une cellule cible. 

(1) complexation de l’ADN avec le vecteur, (2) passage de la membrane cytoplasmique par 
endocytose, (3) circulation du cytoplasme vers le noyau, (4) passage de l’enveloppe nucléaire. 
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Notre projet de thèse visait à développer un « outil-vecteur d’ADN » à base de particules polymériques solides, adapté aux exigences de la transfection, présentable sous forme stable et directement utilisable au chevet du patient (tel que l’avait envisagé Mohammed AR et coll. (2006) avec des liposomes lyophilisés et stérilisés) [184]. Cet « outil–vecteur d’ADN » pourrait alors être utilisé aussi bien en thérapie anticancéreuse que pour traiter des maladies génétiques. Nous avons d’abord formulé un outil capable de véhiculer l’ADN, puis évalué sa toxicité et son efficacité sur des cultures cellulaires. Toute la difficulté de ce projet consistait à trouver un compromis entre une cytotoxicité minimum et une efficacité de transfection maximale.  1 DÉVELOPPEMENT D’UN « OUTIL-VECTEUR D’ADN MÉDICAMENT ».  
1.1 LE CAHIER DES CHARGES ET LES PARAMÈTRES DE FORMULATIONS CHOISIS. 1.1.1 LES POLYMÈRES POLYCATIONIQUES UTILISÉS. L’utilisation de polymères polycationiques nous a paru judicieuse pour permettre l’association des particules aux molécules d’ADN via des interactions électrostatiques. Comme nous l’avons largement mentionné dans la revue bibliographique, plusieurs polymères polycationiques ont déjà été utilisés. Notre choix s’est orienté vers deux stratégies différentes :  
 Notre première approche a consisté à utiliser des polyméthacrylates de type Eudragit® qui sont des polymères biocompatibles « naturellement » chargés positivement par la présence de groupements ammonium quaternaire. Dans la littérature, les premiers résultats de particules pour le transfert d’acide nucléiques composées de polymères méthacryliques ont été publiés par Esposito et coll. (1999); et par Cortesi et coll. (2004). Ces deux études ont montré une adsorption efficace de l’ADN sur des particules composées d’Eudragit® RS 100, une protection de l’ADN contre les nucléases, mais également un taux de transfection similaire 
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voire supérieur à la Lipofectine [174, 185]. Nous avons choisi de travailler avec les Eudragit® RS et RL qui se différencient uniquement par leur teneur en groupements ammonium quaternaires qui atteint respectivement 0,5 à 0,8% et 0,8 à 1,2%, ce qui confère à l’Eudragit® RL un plus grand nombre d’interactions potentielles avec l’ADN (Figure 24). L’utilisation d’un polymère non biodégradable pour le transfert de gène peut être certes critiquée, mais une balance entre le bénéfice d’un bon taux de transfection et le risque de toxicité dû à une accumulation du polymère peut être discutée.  

 
Figure 24 : Structure chimique de l’Eudragit® RS et RL.  

 La seconde approche que nous avons envisagée est d’utiliser un polymère à la fois parfaitement biocompatible et biodégradable de type copolymère d’acide lactique et glycolique (PLGA 503H). Ce polymère étant légèrement chargé négativement, nous l’avons associé à la PLL ou la PEI qui sont des polymères classiquement utilisés en transfection et porteurs de nombreuses charges positives [186-188]. Cette association de polymères polycationiques avec le PLGA est réalisée durant le procédé de formulation, ou lors de l’adsorption avec l’ADN. Ainsi, le chapitre 3 décrit le développement de particules constituées de PLGA et de PEI, et de particules de PLGA sur lesquelles des complexes PEI/ADN sont adsorbés. Une autre étude que nous avons menée en parallèle a été de « remplacer » la PEI par la PLL. 
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Pour étudier l’association entre le PLGA et la PEI ou la PLL, nous avons déterminé la quantité de PEI ou de PLL réellement présente dans les vecteurs à l’issue de la formulation. Pour cela, nous avons mis au point une technique d’extraction1 de la PEI, basée sur les données de solubilité de la PEI dans l’eau et différents solvants [189]. Cette méthode d’extraction de la PEI n’a, à notre connaissance, jamais été décrite dans la littérature. Après extraction de la PEI des nanoparticules PLGA/PEI (10 mg), le taux de PEI présent au sein des nanoparticules atteint 50%, ce qui est favorable à une forte interaction avec l’ADN. De plus, nous n’avons pas pu obtenir d’informations sur la quantité de PLL réellement présente dans les particules de PLGA/PLL. Un dosage de la quantité de PLL présente dans le surnageant des nanoparticules après centrifugation (donc de la PLL non « encapsulée ») par la méthode de « microBCA » a été réalisé mais il ne nous a pas permis de dégager une valeur. Une interférence importante sur le dosage est visible, liée à la présence d’une grande quantité de tensioactif (alcool polyvinylique à 5% m/v) nécessaire lors de la formulation. 
1Brièvement, 10 mg de nanoparticules PLGA/PEI préalablement lyophilisées sont dissouts dans la 
triacétine, solvant non miscible à l’eau mais permettant la dissolution du PLGA. Après dissolution des 
particules, 10 ml d’eau sont ajoutés au mélange afin d’extraire la PEI, qui est hydrosoluble et donc 
récupérée dans l’eau après une nuit d’extraction. Après deux cycles d’extractions successifs, la PEI est dosée 
grâce à une technique colorimétrique et spectrophotométrique (à 275 nm) décrite par Ungaro et coll. 
[190], et l’établissement d’une gamme d’étalonnage contenant de la PEI en présence de cuivre. Ce dosage a 
été réalisé pour des nanoparticules constituées à partir de 5 mg/mL (n=3). Pour les formulations de 
PLGA/PEI préparées avec des quantités supérieures de PEI, nous n’avons pas pu déterminer la quantité de 
PEI encapsulée. Un précipité blanc apparait dans la phase aqueuse, interférant dans le dosage de la PEI. 
Afin d’améliorer l’efficacité d’extraction, différents ratios de triacetine/eau ont été testés avec les 
formulations contenant plus de PEI. Un témoin contenant uniquement 250 µg de PEI, et un témoin 
constitué de nanoparticules de PLGA uniquement ont été également réalisés. 

 

Quantité de PEI après extraction des nanoparticules de PLGA/PEI (10mg). 

1.1.2 L’ASSOCIATION À L’ADN 
 Témoin PEI (250 µg) PLGA/PEI Témoin PLGA 

Quantité de PEI après 
extraction (µg) 

210 ± 3 115 ± 9 0 
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L’ADN est ensuite associé à ces polymères. Nous avons choisi d’utiliser le gène codant la « green fluorescent protein » (GFP) inclus dans un plasmide (pGFP-C3) pour les raisons évoqués dans le chapitre 2.1 de l’étude expérimentale. 
Nous avons testé les deux possibilités d’association de l’ADN sur les vecteurs polymériques qui ont été décrites dans la littérature : l’encapsulation [117, 127] et l’adsorption [135, 191]. Si l’encapsulation apporte une protection plus importante des acides nucléiques véhiculés vis-à-vis des enzymes, l’adsorption permet, quant à elle, une libération de la macromolécule plus aisée [191]. Nous nous sommes tout d’abord tournés vers l’encapsulation du plasmide pEGF-C3. Des essais de formulation de particules à base d’Eudragit® RS ont été effectués. Afin de vérifier que les procédés de simple et de double émulsion - évaporation de solvant n’altéraient pas le plasmide, une migration sur gel d’agarose de l’ADN non encapsulé (présent dans le surnageant des particules) a été réalisée (Figure 25).  

 
Figure 25 : Migration sur gel d’agarose (0,8%(m/v) ; 90 V/cm) des plasmides libres présents dans 

les surnageants de particules d’Eudragit RS formulées par simple et double émulsion – 
évaporation de solvant. La présence d’une traînée témoigne de la dégradation de l’ADN lors du 

procédé de formulation. 

ADN seul Simple émulsion Double émulsion Marqueur de poids moléculaire 
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Cette étude montre une dégradation de l’ADN (présence d’une trainée sans bandes bien différenciées), et ce malgré les précautions prises lors de la formulation (expérience réalisée sur un lit de glace, migration effectuée juste après la formulation, durée de sonication réduits à leur minimum…). Les étapes de sonication nécessaires à l’émulsification peuvent être, à notre avis, le facteur principalement responsable de cette dégradation de l’ADN, comme cela a déjà été évoqué précédemment [127, 192, 193]. Face à ces essais d’encapsulation infructueux, nous avons préféré adsorber l’ADN en surface des particules de polymères.  
 

1.1.3 UN PROCÉDÉ SIMPLE DE FORMULATION Les vecteurs non viraux à base de nano- ou microparticules de polymères proposés dans la littérature pour la transfection de cellules sont formulés selon différents procédés, allant de technique nécessitant un équipement lourd mais facilement industrialisable (comme la méthode de « spray-drying » [194]) à des techniques plus faciles à mettre en œuvre en laboratoire, à petite échelle comme la double émulsion - évaporation de solvant [195]. Cette dernière technique de double émulsion - évaporation du solvant ainsi que la nanoprécipitation sont utilisées au cours de notre étude. La première méthode est classiquement utilisée pour l’encapsulation de molécules hydrophiles [196]. La seconde est connue pour permettre l’obtention de particules de petite taille [171]. L’organisation des polymères dans la structure particulaire, les tensioactifs utilisés dans ces deux techniques étant différents, il nous a semblé judicieux de comparer les paramètres physicochimiques et l’efficacité des deux types de vecteurs à adsorber le plasmide pEGFP-C3. 
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1.1.4 DES TAILLES DE PARTICULES COMPATIBLES AVEC LA TRANSFECTION. L’obtention de particules de taille compatible avec la transfection étant primordiale, c’est naturellement le premier paramètre de formulation que nous avons contrôlé par diffusion dynamique de la lumière (Zetasizer 3000, Malvern Instrument). En effet, dans la littérature, les nanoparticules de petites tailles sont mieux internalisées par les cellules [115, 119, 197].  
Dans notre étude, les nanoparticules d’Eudragit® RS et RL présentent une taille inférieure à 100 nm lorsqu’elles sont formulées par nanoprécipitation et une taille avoisinant 350 nm par le procédé de double émulsion – évaporation de solvant. Cette même taille est observée pour les particules à base de PLGA, formulées exclusivement par double émulsion – évaporation de solvant. Cependant, en présence des polymères polycationiques, PEI et PLL, les particules de PLGA présentent une taille variable. L’association de la PEI dans la formulation se traduit, en effet, par une diminution de la taille des nanoparticules : plus la quantité de PEI augmente (5 mg/ml à 200 mg/ml), plus cette diminution est marquée, jusqu’à obtenir des diamètres d’environ 320 nm. En revanche, la PLL ne présente pas ces propriétés puisqu’une légère augmentation de taille (de 380 nm à 420 nm) a été observée pour les nanoparticules de PLGA associées à la PLL à la concentration de 5 mg/mL. 
Ainsi l’ensemble des particules de polymères formulées présentent des tailles compatibles avec la transfection de gène et permettent, ainsi, sur la base de ce critère, de comparer les deux procédés de formulation que nous avons choisis.  
 

1.1.5 UNE ADSORPTION EFFICACE DE L’ADN OU DES COMPLEXES POLYMÈRES POLYCATIONIQUES/ADN Comme nous l’avons mentionné précédemment, certaines des particules formulées sont capables d’adsorber directement le plasmide (chargé négativement) par des liaisons 
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électrostatiques (de par leurs charges positives). D’autres particules, de charge globale proche de la neutralité, peuvent en revanche interagir avec un complexe PEI/ADN ou PLL/ADN préalablement constitué. Pour évaluer cette potentialité d’adsorption, la taille et surtout la charge des particules sont suivies après 30 min d’incubation en présence du plasmide ou des complexes (Zetasizer 3000, Malvern Instrument). La présence d’ADN n’a pas modifié significativement le diamètre des vecteurs formulés. Les résultats de potentiel zêta figurent dans le tableau 9. 
 Eudragit RS Eudragit RL PLGA/PEI PLGA/PLL 

PLGA – 
PEI/ADN 

PLGA – 
PLL/ADN 

Sans /avec 
ADN - + - + - + - + - + - + 

Potentiel 
zêta (mV) 

(+) 47±8 (-) 17± 2 (+) 58±4 (-) 43± 3 (+) 40±3 (-) 7±5 (+) 3.2±0.9 ND (-) 26±2 (+) 40±7 (-) 26±2 (+)     3 ± 2 
Tableau 9 : Potentiel zêta des différents types de vecteurs d’ADN (n=3 ; ND : non 

déterminé). 
 Le potentiel zêta des nanoparticules constituées uniquement d’Eudragit® RS, RL et de PLGA est de respectivement +58 mV, +47 mV et -26 mV. Conformément à nos attentes, une efficacité d’adsorption du plasmide codant pour la GFP sur les nanoparticules d’Eudragit (RS ou RL) est mise en évidence par une diminution du potentiel zêta : de +47 mV à – 17 mV pour l’Eudragit® RS et de +58 mV à – 43 mV pour l’Eudragit® RL. Cette interaction Eudragit® / ADN est due à l’établissement de liaisons électrostatiques entre les groupements ammonium quaternaire des Eudragit® et les groupements phosphate de l’ADN. Plusieurs quantités de particules ont été évaluées : 500 µg/mL de particules d’Eudragit RS et d’Eudragit RL sont nécessaires pour complexer la totalité des 4 µg d’ADN plasmidique. 

Lors de la formulation de particules PLGA/PEI, le potentiel zêta augmente avec la quantité de PEI utilisée jusqu’à obtenir un plateau vers +40 mV (pour une concentration en PEI supérieure 
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à 5 mg/mL). En revanche, le potentiel zêta des particules de PLGA/PLL demeure proche de la neutralité : -2.5 ± 1.5 mV pour les particules à partir de 1 mg/mL de PLL et +3.2 ± 0.9mV pour celles à partir de 5 mg/mL de PLL. Cette charge étant trop faiblement positive, pour permettre l’adsorption d’ADN, nous n’avons pas donné suite à ce vecteur PLGA/PLL-ADN.  
Par contre, en présence d’ADN (4µg), les particules de PLGA/PEI ont vu leur potentiel zêta diminuer : de + 40 mV à environ -7 mV, témoignant ainsi de l’adsorption de l’ADN. 
En ce qui concerne les particules de PLGA sur lesquelles les complexes PEI/ADN ou PLL/ADN sont adsorbés, plusieurs mises au point préalables se sont imposées pour permettre l’utilisation de la quantité la plus faible possible en particules pour véhiculer la dose d’ADN efficace que l’on s’était fixé : 4 µg. En effet, cette dose de 4µg correspond à une quantité d’ADN plasmidique souvent utilisée dans la littérature [198-200]. 
Ainsi, dans un premier temps nous avons déterminé le ratio « polymère polycationique (PEI ou PLL)/ADN » qui permet l’association de la totalité des 4µg d’ADN, révélateur de l’association et du nombre d’interactions possibles avec l’ADN. A la vue des résultats par fluorimétrie (diminution de l’incorporation du bromure d’éthidium en présence des polymères PEI ou PLL) et des observations sur gel d’agarose (l’ADN ne migre pas dans le gel lorsqu’il y a association avec les PEI ou la PLL) (Figure 26), la totalité des 4 µg d’ADN se trouve associée à la PEI et à la PLL dès le ratio N/P égal à 1.  
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Figure 26 : Mise en évidence de la formation des complexes polymères polycationiques (PEI ou 
PLL) / ADN par l’extinction de la fluorescence induite par le bromure d’éthidium en présence d’un 

complexe (A) et par l’observation sur un gel d’agarose (B). 

A) 

M ADN seul 20 1 5 10 20 
ADN/PEI = N/P 

1 105
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Une fois les complexes ainsi optimisés, nous avons déterminé le ratio « PLGA / complexe » qui permet l’association de la totalité des complexes utilisés. Les mesures de potentiel zêta présentées dans le tableau 9 permettent de le confirmer. Le potentiel zêta augmente en présence des complexes : de -26 mV à + 40 mV pour les particules de PLGA–PEI/ADN et de -26 mV à + 3 mV pour les particules de PLGA–PLL/ADN. En effet, des interactions électrostatiques entre les quelques charges négatives du PLGA et les groupements positifs de la PEI ou de la PLL complexées à l’ADN peuvent se constituer et entraînent donc cette modification de la charge de surface observée. Pour vérifier ce résultat, une détection des complexes PEI/ADN ou PLL/ADN non adsorbés a été initiée, dans le surnageant de la formulation des vecteurs ainsi formés. Une diminution de la fluorescence est observée, ce qui correspond à une adsorption des complexes PLL/ADN ou PEI/ADN sur les nanoparticules de PLGA. Une concentration en nanoparticules de PLGA de 1,3 mg/ml permettant d’adsorber la totalité du complexe PLL/ADN ou PEI/ADN dès 1h d’incubation. 
 

1.1.6 DES VECTEURS PEU CYTOTOXIQUES ET EFFICACES EN TRANSFECTION : UN JUSTE ÉQUILIBRE À TROUVER. Les deux derniers critères du cahier des charges que nous nous étions fixé correspondent à une faible cytotoxicité évaluée sur différents types cellulaires et, bien évidemment, une efficacité de transfection comparable à celle obtenue avec la lipofectamine très largement utilisée pour la transfection des cellules eucaryotes [201].  
Les deux phénomènes « cytotoxicité » et « transfection » sont en effet liés car l’internalisation du vecteur, du complexe ou éventuellement de l’ADN libre, entraîne des perturbations des membranes (notamment la membrane plasmique) et risque, par conséquent d’entraîner une mort cellulaire. Les vecteurs que nous avons développés présentent donc une certaine cytotoxicité qui dépend des doses utilisées sachant qu’en général, les doses efficaces en 
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transfection entrainent souvent une mortalité cellulaire. Toute la difficulté de ce projet consiste donc à trouver un compromis entre une cytotoxicité minimale et une efficacité de transfection maximale.  
Les études de transfection et de cytotoxicité des premiers vecteurs (nanoparticules d’Eudragit® RS et RL) ont été tout d’abord effectuées sur différents types cellulaires : une lignée de cellules cancéreuses du sein non métastasiques (MCF-7) et, métastasiques (MDA MB-231), ainsi qu’une lignée de cellules cancéreuses du pharynx (FaDu). Ce sont des cellules qui présentent une efficacité de transfection différente selon leurs capacités prolifératives ou migratrices. C’est le cas en particulier des cellules MCF-7 qui sont plus facilement transfectables que les cellules MDA-MB231, car ces dernières sont très migratrices, ce qui rend plus difficile l’activité des agents de transfection couramment utilisés [202, 203]. Les taux de transfection les plus élevés (70%) sont obtenus sur les cellules FaDu. Les figures 27 et 28 résument les principaux résultats obtenus sur cette lignée cellulaire pour les vecteurs développés lors de ce travail.  
Ces vecteurs permettent d’augmenter l’efficacité de transfection en comparaison à l’ADN libre 
(Figure 27), comme cela a été largement évoqué dans la revue bibliographique. De plus, les résultats obtenus avec les particules d’Eudragit® RS et RL (6 à 7%) se rapprochent de ceux obtenus avec la lipofectamine (15%) dans notre étude mais aussi dans la littérature [204, 205]. Les taux de transfection les plus élevés que nous avons obtenus sont observés en utilisant les particules de PLGA sur lesquelles les complexes PEI/ADN et PLL/ADN sont adsorbés (respectivement 60% et 30%). Les pourcentages atteints sont respectivement 4 fois et 2 fois supérieurs à ceux obtenus avec la lipofectamine. Cependant, il est à noter que les quantités de nanoparticules mises en contact des cellules FaDu sont totalement différentes. Ainsi, les taux de transfection les plus élevés obtenus avec les particules d’Eudragit® RS et RL le sont pour des 
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quantités en particules environ 10 et 5 fois inférieures à celles déposées pour atteindre les taux de transfection avec des particules à base de PLGA. Les conséquences de la transfection sur la viabilité cellulaire est visible sur la figure 28. 
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Figure 27 : Etude de la transfection des cellules FaDu par le gène rapporteur codant pour la GFP 

véhiculé par les différentes nanoparticules formulées par le procédé de double émulsion – 
évaporation de solvant. Les résultats sont exprimés en pourcentage de cellules fluorescentes 

détectées par cytométrie en flux (moyenne ± écart-type ; n=4)  

 
Figure 28 : Etude de la cytotoxicité par test MTT des vecteurs formulés par double émulsion- 

évaporation de solvant sur les cellules FaDu et donnant les taux de transfection les plus élevées. 
Les résultats sont exprimés en pourcentage de viabilité (moyenne ± écart-type ; n=9)  



 

155 

Ainsi, les particules de PLGA–PLL/ADN aboutissant à 30% de transfection entrainent une mortalité cellulaire élevée (70%).  
En résumé, les quantités de particules-vecteurs d’ADN utilisables au contact des cellules FaDu varient, en fonction de la nature du polymère et de sa concentration :  

 Les Eudragit® sont plus cytotoxiques que le PLGA, sans doute en raison des charges positives des Eudragit® qui entraînent plus de dommages aux membranes (effets tensioactifs) qu’avec le PLGA, polymère faiblement chargé [206]. De plus, dans notre étude, les complexes PEI/ADN présentent la même cytotoxicité que les complexes PLL/ADN. Ceci est en adéquation avec ce que Wang et coll. avaient observé en décrivant la PLL comme ayant une toxicité similaire à la PEI [207].  
 La concentration en polymère peut également avoir une influence sur la cytotoxicité et la transfection, comme nous l’avons également évoqué précédemment. Pour les Eudragit® étudiés, nous avons vu que, plus la concentration en nanoparticules augmente, plus la toxicité devient importante (pour des concentrations en particules de 250 à 500 mg/mL). Ceci ne nous permettait pas d’envisager des études de transfection avec des concentrations supérieures à 500 mg/mL de particules. Les résultats de cytotoxicité présentés dans la figure 29 sous forme d’histogrammes représentent la viabilité cellulaire (%) obtenue avec les formulations de PLGA associées aux complexes PLL/ADN (N/P= 20).  
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Figure 29 : Viabilité des cellules FaDu en pourcentage, après 24h de mise en contact avec les 

nanoparticules de PLGA-PLL/ADN (moyenne ± écart-type ; n=9).  
Les nanoparticules de PLGA-PLL/ADN donnent des résultats surprenants, puisque leur toxicité diminue lorsque leur concentration augmente. Des résultats similaires ont été obtenus pour les nanoparticules de PLGA-PEI/ADN. Nous avons observé une interférence des nanoparticules de PLGA seules, sans cellules, avec le test MTT. Même après prise en compte de cet effet matrice, cette tendance reste la même. C’est également pour cette raison que nous avons sélectionné la concentration en particules de 1,3 mg/mL pour la suite des études. 
 

 Nos résultats de transfection et de cytotoxicité varient en fonction du procédé de formulation. Les nanoparticules préparées par double émulsion – évaporation de solvant entrainent une plus faible mortalité cellulaire par rapport aux nanoparticules préparées par nanoprécipitation, ce qui est également évoqué dans la littérature [208]. De plus, les particules de PLGA/PEI sur lesquelles l’ADN est adsorbé se caractérisent par une transfection et une cytotoxicité moins importantes que les particules de PLGA sur lesquelles des complexes 

PLGA-PLL/ADN
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PEI/ADN sont adsorbés, pour une même concentration en particules. Les nanoparticules de PLGA/PEI ont montré une toxicité d’environ 60% et une efficacité de transfection de seulement 3% (pour une concentration en particules de 1,3 mg/mL). D’autres études ont montré une toxicité moins importante (environ entre 40 et 20%) mais le type de PEI n’était pas le même, et la taille des nanoparticules différait également [118, 135, 191]. En revanche, cette très faible efficacité de transfection est en corrélation avec les résultats retrouvés dans de nombreuses études [118, 135, 194, 209]. Takashima et coll. (2007), a montré que des nanoparticules de PLGA/PEI d’environ 340 nm et des microparticules de PLGA/PEI d’environ 1µm sont capables de transfecter les cellules de types Cos-7. Par contre, ces particules présentent un faible taux de transfection par rapport à la lipofectamine (environ 3 à 4 fois moins d’expression de la luciférase avec les nanoparticules et les microparticules). 
 L’efficacité des vecteurs développés dans cette étude varie aussi en fonction du ratio N/P utilisé. Pour les particules de PLGA–PEI/ADN ou PLGA–PLL/ADN, les résultats de toxicité montrent une toxicité qui augmente pour les complexes PEI/ADN lorsque le rapport N/P s’élève. Ces résultats sont en corrélation avec la littérature [210]. La figure 30 représente les résultats que nous avons obtenus pour les complexes PLL/ADN et pour les particules de PLGA sur lesquelles les complexes PLL/ADN sont adsorbés. Un taux de transfection de 40% est obtenu pour les complexes PLL/ADN (N/P=20), pour une cytotoxicité de 60%. Or, les résultats rapportés dans la littérature pour les complexes PLL/ADN (N/P=20) décrivent une toxicité d’environ 10% sur les cellules Cos-1 [186]! 
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Figure 30 : Pourcentage de transfection des cellules FaDu avec la lipofectamine, l’ADN seul, les 

complexes PLL/ADN et les nanoparticules de PLGA-PLL/ADN (moyenne ± écart-type ; n=4). 
 

Ainsi, parmi les formulations proposées, celle qui répond le mieux au cahier des charges que nous nous sommes fixés sont les particules de PLGA formulées par double émulsion – évaporation de solvant sur lesquelles les complexes PEI/ADN de ratio N/P égal à 20 sont adsorbés. En effet, un taux de transfection de 60% largement supérieur à celui de la lipofectamine (15%) a été observé (pour une concentration en particules de 1,3 mg/mL), mais avec une toxicité de 60%. Composés de polymères biodégradables, ces vecteurs peuvent prétendre être utilisés facilement dans l’organisme car le procédé de formulation par double émulsion – évaporation de solvant permet d’aboutir à l’obtention de particules de 380nm, taille parfaitement compatible avec la transfection [118].  
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1.2 LES PARTICULES DE PLGA-PEI/ADN : UN VECTEUR PROMETTEUR ? Cependant ce vecteur PLGA-PEI/ADN ne répond pas tout à fait à tous les critères :  
 les taux de transfection obtenus sont équivalents à ceux obtenus avec uniquement les complexes PEI/ADN (N/P=20). L’étude de la cinétique de libération de l’ADN a permis de montrer une libération prématurée du complexe ou de l’ADN au cours des premiers temps (« effet burst » jusqu’à 4h), alors qu’une libération de la totalité de l’ADN n’est pas obtenue au bout des 24h d’étude (cf. Figure 5 de l’article 2). Dans ces conditions, l’intérêt des particules de PLGA reste minime et ne permet pas le contrôle de la libération des complexes qu’elle présente en surface. 
 Nous avons étudié la protection des complexes contre l’action des DNAses. Les complexes PLL/ADN (N/P=20) et nanoparticules PLGA-PLL/ADN ont été mis en contact pendant 10 min avec les DNAses (1U/µg d’ADN) selon le protocole de Zhu et coll. (2005) [211]. Les résultats montrent que le complexe PLL/ADN protège l’ADN de la dégradation des DNAses. L’utilisation des nanoparticules de PLGA ne modifie pas cette protection : En effet, l’ADN complexé à la PLL est déjà protégé. Aucune dégradation de l’ADN n’est observée, lorsque ces complexes PLL-ADN sont absorbés sur les nanoparticules de PLGA (Figure 31). 

 

 
Figure 31 : Migration sur gel d’agarose (0,8%(m/v) ; 90 V/cm) des complexes PLL/ADN et des 

nanoparticules de PLGA-PLL/ADN après traitement à la Dnase. La présence d’une traînée 
témoigne de la dégradation de l’ADN lors du procédé de formulation.  

Ainsi, l’apport des particules de PLGA ne réside que dans deux aspects :  

ADN + DNaseADN/PLL + DNasePLGA-PLL/ADN + DNase
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 la libération des complexes peut être étendue sur plusieurs jours. 
 une stabilité plus importante. Ce qui est conforme à la littérature où il est rapporté que les complexes PEI/ADN présentent une demi-vie plasmatique plus courte que lors d’une adsorption sur des particules de PLGA [212]. 2 OPTIMISATIONS POSSIBLES ET PERSPECTIVES  

2.1 OPTIMISATION DE LA FORMULATION Une optimisation du vecteur demeure donc nécessaire, et différentes stratégies pour améliorer l’internalisation des vecteurs peuvent être envisagées : 
 Le polyéthylène glycol (PEG) peut être utilisé dans la formulation avec le PLGA. Il est connu pour diminuer la toxicité des vecteurs, pour stabiliser les complexes en les rendant plus hydrosolubles, et permet une expression plus durable du transgène [213]. 
 Le greffage d’un motif ou d’une séquence peptidique sur les nanoparticules pourrait permettre de mieux cibler l’enveloppe nucléaire, et d’aboutir à un passage plus actif dans le noyau [214-216] comme les facteurs de transcription qui portent dans leur séquence peptidique, une séquence spécifique de localisation nucléaire (NLS). Cette séquence permet l‘interaction avec l’importine α et le déclenchement de la translocation nucléaire par des mécanismes actifs à travers les complexes du pore nucléaire [214]. 
 L’utilisation de ligands spécifiques greffés sur les nanoparticules peut également cibler le récepteur de la membrane plasmique, et améliorer l’endocytose. Les ligands pouvant être utilisés sont la transferrine, des groupements galactose, des groupements mannose, des anticorps, et des peptides [86, 217-220]. 
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 L’utilisation de la méthode de nanoprecipitation pour obtenir des nanoparticules inférieures à 100 nm, décrites dans la littérature comme étant mieux internalisées serait également une stratégie envisageable. 
 
 

2.2 AMÉLIORER LE PASSAGE DES MEMBRANES L’efficacité modérée en transfection des vecteurs développés peut être également causée par une faible internalisation du vecteur ou des complexes véhiculant l’ADN. Afin de permettre un passage plus aisé des membranes cellulaires, nous avons associé la PCI aux vecteurs développés. En effet, l’internalisation cellulaire des vecteurs de transfection se fait généralement par endocytose. Les vecteurs sont alors localisés dans les endosomes où ils peuvent être dégradés dans les lysosomes avant d’atteindre le noyau. L’efficacité de transfert dépend alors de leur libération des endosomes/lysosomes pour atteindre le cytosol et le noyau. Dans ce contexte une nouvelle approche de l’internalisation photochimique, a été développée dans le but d’augmenter l’efficacité de transfert des gènes par déstabilisation de la membrane des endosomes [163, 164]. Cette technique à l’avantage de ne pas être limitée par la taille des agents à transfecter (comme par exemple la Bléomycine), et de ne pas être spécifique d’un type de molécules.  
Dans la littérature, les premières études utilisant la PCI ont été menées avec des macromolécules ou des complexes tels que les dendrimères, le PEI ou des liposomes [169, 181, 182], et les données bibliographiques montrent que la PCI améliore l’efficacité de transfert des complexes de PEI glycosylé/ADN pour atteindre environ 50%, taux comparable au niveau d’expression obtenu avec des vecteurs viraux [169].  
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Paradoxalement dans notre étude, l’association de la PCI avec les nanoparticules n’entraine pas d’apport supplémentaire sur l’efficacité de transfert de gènes. Pourtant, une adaptation préalable des conditions de la méthode de PCI a été effectuée sur les cellules FaDu avec les complexes PEI/ADN. La littérature toutefois, rapporte de nombreux paramètres susceptibles d’intervenir dans l’efficacité de transfert de gènes avec la méthode de PCI, parmi lesquels peuvent être cités :  
 le type de molécules à transfecter (cf. Chapitre 5.1, tableau 6) 
 la nature du photosensibilisant : le TPPS2a est un photosensibilisant couramment utilisé dans la PCI, cependant lors de l’irradiation le TPPS2a est connu pour son effet cytotoxique. Dans une étude menée par Nishiyama et coll. (2005), les effets cytotoxiques de ce photosensibilisant ont été limités par l’utilisation d’un dendrimère phtalocyanine [221] 
 le type cellulaire utilisé : ceci est dû au niveau d’expression des récepteurs des cellules cibles (cf. Chapitre 5.3.3, tableau 7). 

 
D’autres techniques physiques peuvent être couplées pour améliorer le transfert de gènes avec les nanoparticules de polymère tel que l’électroporation, l’irradiation laser, l’électrotransfert, etc.…. Ces techniques physiques présentées dans le chapitre 4.1 de la revue bibliographique permettent selon différents modes d’action d’améliorer l’internalisation des oligonucléotides. [222]parfois très coûteux. 
 
A ce jour, l’objectif principal de la thérapie génique est le développement de vecteurs pouvant encapsuler et délivrer un gène au niveau de cellules cibles pour l’expression de la protéine correspondante. Par ailleurs, la transfection d’ARN interférant (siRNA) afin d’éteindre 
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l’expression d’une protéine peut être intéressante à étudier. Ces siRNA agissent au niveau post-transcriptionnel, en catalysant la dégradation des ARN messagers. A l’inverse de l’ADN qui doit entrer dans le noyau, ces acides nucléiques agissent au niveau du cytoplasme, seules les membranes plasmiques et endo-lysosomales sont donc à franchir ; le passage de l’enveloppe nucléaire et la transcription sont évités. Pour apporter dans la cellule des siRNA et permettre leur action efficace, des vecteurs polymériques [71, 223-225] ou lipidiques [222, 226] ont été formulés : il s’agit par exemple de lipoplexes [222, 226] ou de nanoparticules de silice recouvertes de PEI [225]. Certains de ces vecteurs se sont montrés efficaces pour l’internalisation de siRNA mais également pour le transfert d’ADN. Cette efficacité dépend principalement du lipide ou du polymère utilisé (masse moléculaire, nature du lipide…). Même si ces particules engendrent parfois une cytotoxicité importante (jusqu’à 20% de viabilité cellulaire), les résultats d’extinction de l’expression de la protéine suivie atteignent 60 à 80% en fonction du vecteur utilisé [222, 225]. Des nanoparticules de PLGA/PEI, formulées selon un protocole similaire à celui que nous avons utilisé, ont été également décrites récemment dans la littérature pour véhiculer des siRNA. Ces nanoparticules présentent une faible cytotoxicité (moins de 10%), et induisent une extinction de l’expression de la luciférase d’environ 70% [195, 227]. Enfin, lors d’une communication, Epple M. et coll. a montré que la transfection d’ADN à l’aide de nanoparticules de phosphate de calcium aboutissait à un niveau d’expression de la GFP faible (10%) et proche de celui constaté dans notre étude avec les particules d’Eudragit®. En revanche, ces nanoparticules utilisées pour le transfert de siRNA ont permis un niveau d’extinction de la GFP de 48%. (« Functionalized Calcium Phosphate Nanoparticles : Tools for Gene Delivery and Imaging » présentée au congrés Nano SMH à Pont-à-mousson le 21 juin 2010). C’est dans cette optique que nous pourrions envisager l’utilisation des particules décrites dans ce projet de thèse, peu efficaces pour vectoriser l’ADN, pour véhiculer des siRNA. 



 

164 

3 CONCLUSION  Le développement de vecteurs non viraux adaptés au transfert de gène suscite actuellement un grand intérêt dans le domaine pharmaceutique, comme en témoigne les nombreuses études publiées ces dernières années qui présentent des liposomes ou des particules de polymères pour véhiculer de l’ADN [183, 191, 202]. Les principaux vecteurs ont été exposés dans la première partie bibliographique de ce travail. Ces vecteurs non viraux apportent donc des perspectives encourageantes pour traiter les cancers ou des maladies génétiques et permettent notamment de supplanter aux problèmes d’immunogénicité ou de production couteuse des vecteurs viraux. Les recherches dans le domaine de la galénique permettent donc d’envisager un vecteur stable, adaptable à chaque « gène-médicament », à chaque patient et directement utilisable au chevet du patient.  
C’est dans cet esprit que s’inscrivent les études expérimentales exposées dans ce manuscrit en proposant de développer plusieurs « outil-vecteur d’ADN » à base de polymères polycationiques. Ce projet s’est donc articulé sur deux axes majeurs :  

 la formulation et la caractérisation physico-chimiques des particules. 
 l’évaluation de la cytotoxicité et de l’efficacité de transfection des vecteurs développés. 

Dans un premier temps, nous avons préparés des vecteurs polymériques à base de polymères méthacryliques (Eudragit RS et RL) ou d’une combinaison de PLGA et de PEI ou PLL.  Deux méthodes de formulation ont été utilisées : la nanoprécipitation et la méthode de double émulsion / évaporation de solvant. Devant la difficulté à encapsuler le plasmide sélectionné, nous nous sommes  proposés d’adsorber l’ADN, seul ou sous la forme de complexes, en surface des particules. Une caractérisation physicochimique poussée de ces nanoparticules a été réalisée. Il s’agissait par exemple de suivre la taille, le potentiel zêta et le taux d’adsorption de l’ADN des particules afin d’étudier les interactions polymères / ADN et de déterminer les 
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quantités respectives à mettre en contact pour permettre une adsorption optimale des 4µg d’ADN nécessaires à la transfection.  
Dans une seconde partie, la cytotoxicité des particules a été évaluée en parallèle de l’efficacité de transfection. Pour ce faire, différentes lignées ont été utilisées. Nos résultats ont montré que la cytotoxicité des vecteurs proposés est variable en fonction : 

 du type cellulaire : bien que les cellules MDA-MB 231 étaient moins sensibles aux nanoparticules au regard des résultats du test de cytotoxicité, les taux de transfection les plus élevés ont été constatés sur les cellules FaDu. 
 du procédé de formulation : les nanoparticules d’Eudragit® préparées par double émulsion-évaporation de solvant entrainent une plus faible mortalité cellulaire que les nanoparticules préparées par nanoprécipitation. 

 
Ainsi, les niveaux d’expression de la GFP, protéine codée par le plasmide véhiculé dans nos études, atteignaient 3 à 80 % selon les particules utilisées. La plus forte expression a été observée dans le cas des nanoparticules de PLGA sur lesquelles les complexes PEI/ADN étaient adsorbés. Par les études complémentaires réalisées (cinétique de désorption, test des DNases…) et les résultats obtenus avec les complexes PEI/ADN, nous avons supposé que la particule protégeait et véhiculait l’ADN et que l’efficacité de transfection obtenue était liée principalement au complexe PEI/ADN.  
 
Afin d’améliorer l’efficacité de transfection des vecteurs développés, nous les avons associés à la technique d’internalisation photochimique, technique facilitant l’échappement de l’endosome des molécules d’intérêt, par l’utilisation d’un photosensibilisant déstabilisant les 
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membranes lors d’une exposition à la lumière. L’ADN pourrait alors être plus vite disponible au niveau du cytoplasme et du noyau. Malgré une adaptation du protocole de PCI sur les cellules FaDu, les niveaux d’expression de la GFP constatés lors de cette association étaient très faibles. La cytotoxicité des vecteurs élaborés, associée à celle inhérente à la technique de PCI, nous parait être responsable ces résultats. 
 
En conclusion, s’il a été possible de formuler plusieurs vecteurs-ADN, l’efficacité de transfection n’a pas atteint les résultats escomptés. Nous nous sommes heurtés en effet au problème majeur de cytotoxicité liée à l’internalisation des vecteurs dans la cellule et aux dommages secondaires qu’elle engendre. Le juste équilibre cytotoxicité/efficacité de transfection n’est pas simple à déterminer et varie pour chaque vecteur élaboré. Les vecteurs décrits ouvrent cependant des perspectives pour, par exemple, véhiculer des siRNA. Ces acides nucléiques n’ont pas à franchir la membrane nucléaire et agissent au niveau cytoplasmique. Des optimisations des vecteurs proposés sont toutefois encore nécessaires afin, par exemple, de limiter en aval les dommages liés à leur internalisation. 
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