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RESUME

Notre étude s’intéresse a caractériser de maniére fine par ultracentifugation analytique (AUC) et
diffusion dynamique de la lumiere (DLS) des complexes utilisés en thérapie génique. Ces
derniers sont obtenus en condensant des oligodésoxynucléotides (ODN) et un polymeére naturel
dérivé de la chitine, le chitosan. A des fins de comparaison, un autre polymére utilisé pour la
complexation des ODN est testé en paralléle, a savoir le polyéthylenimine (PEI). L’analyse
combinant les deux techniques a montré des particules trés poreuses (au-dessus de 80% de
porosité), avec des rayons hydrodynamiques pondérés en masse de 46 et 55 nm pour les
complexes chitosan/ODN et PEI/ODN respectivement. La transformation de la distribution de
sédimentation de coefficient en distribution de masse molaire a permis de déterminer la masse
molaire moyenne de ces polyplexes. 19 et 29 MDa ont été trouves respectivement pour les
complexes chitosan/ODN et PEI/ODN. L’AUC permet de déterminer également la
steechiométrie, c’est-a-dire le ratio N/P, et le dn/dc des polyplexes de maniére précise. Les
valeurs 0,117 et 0,152 mL/g ont été obtenues pour le dn/dc des complexes chitosan/ODN et
PEI/ODN respectivement. Les ratios N/P déterminés sont de 1,3 et 2,5 pour ces mémes
complexes. Afin de valider nos résultats et notre méthode par AUC et DLS, les complexes sont
également caractérisés par diffusion statique de la lumiere (SLS), et par microscopie électronique
a balayage (SEM). Les résultats obtenus valident notre méthode et démontre que la combinaison
des deux techniques, AUC et DLS, et une méthode puissante pour caractériser des polyplexes
aussi bien en déterminant leur taille, leur steechiométrie, leur porosité ou encore leur masse

molaire.



ABSTRACT

Analytical ultracentrifugation (AUC) and dynamic light scattering (DLS) were combined to
characterize polyplexes formed with 10 kDa chitosan or 10 kDa PEI and oligodeoxynucleotides
(ODN). Combined analysis revealed that both polyplexes were highly porous (over 80%) and that
their weight-average hydrodynamic diameters were of 46 and 55 nm for chitosan/ODN and
PEI/ODN complexes, respectively. Transformation of the sedimentation coefficient distribution
to a size and molecular weight distribution, gave an average molecular weight of 19 and 29 MDa
for chitosan and PEI polyplexes, respectively. Data from AUC also allowed for the calculation of
the actual, dn/dc namely 0.117 and 0.152 for chitosan/ODN and PEI/ODN polyplexes
respectively and N/P ratios, namely 1.3 and 2.5 for chitosans/ODN and PEI/DON polyplexes,
respectively. Additional data from scanning electron miscroscopy and static light scattering
confirmed the conclusions that were initially derived from AUC and DLS, thus validating that the
combination of AUC and DLS is a powerful approach to characterize polyplexes in terms of

refractive index increment, size and molecular weight distributions as well as porosity.
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INTRODUCTION

Introduire du matériel génétique dans les cellules est devenu depuis plusieurs décennies, une
nouvelle approche thérapeutique afin de soigner de nombreuses maladies rares ne répondant pas

aux traitements habituels.

L’introduction d’ADN ou d’ARN se fait a 1’aide de deux catégories de vecteurs : les virus et les
vecteurs non-viraux. Les vecteurs non-viraux ont un grand intérét di a leur faible toxicité, leur
plus grande slreté et leur facilité de production. Leur fabrication requiert I'usage de polycations,
comme le chitosan et le polyéthylénimine. Ces derniers forment par interactions électrostatiques
des complexes stables avec ’ADN et I’ARN, complexes pouvant par la suite étre internalisés par

les cellules [1, 2].

La caractérisation de ces complexes se révele essentielle pour s’assurer de leur efficacité et de
leur non-toxicité ainsi que pour comprendre I'impact des parametres expérimentaux utilisés pour
les générer, au niveau macromoléculaire, dans une optique de recherche et dévelopement. Les
études initiales caractérisant les complexes a base de chitosan utilisent frequemment la diffusion
dynamique de la lumiére et la microscopie électronique [3]. Une étude plus poussée a aussi
permis leur caractérisation par la méthode de fractionnement a flux forces couplées (AF4). Cette
approche a également permis de déterminer la steechiométrie des complexes [4]. Une étude plus
récente s’est intéressée aux complexes PEI/ADN plasmidique et les a caractérisés par
microscopie a force atomique et par ultracentrifugation analytique [5]. Alors que cette technique
est principalement utilisée pour caractériser les protéines et leurs interactions, son application a la

caractérisation des colloides et les nanoparticules est de plus en plus fréquente [6].

Ce mémoire traite donc de la caractérisation de ce type de complexes par ultracentrifugation
analytique, & savoir des complexes formes par la condensation d’oligodésoxynucléotides et du
chitosan. Bien que ces complexes aient déja été caractérisés par différentes techniques, ils n’ont
jamais encore été étudiés par ultracentrifugation analytique. Développer une telle méthode de
caractérisation s’avere donc novateur pour ce type de complexes; elle pourrait permettre une
caractérisation plus précise quant a la polydispersité des échantillons. Pour des fins de validation
et de comparaison, notre etude inclut l'utilisation de I'AUC pour la caractérisation de complexes
ODN/PEI.



Le premier chapitre présente 1’ultracentrifugation analytique et les récentes avancées concernant
la caractérisation des complexes utilisés en thérapie génique. L’article soumis pour publication
est preésenté dans le chapitre 2 avec sa présentation et la problématique du mémoire. Pour

terminer, le chapitre 3 discute les résultats et se penche sur les futurs travaux a réaliser.



CHAPITRE1 REVUE DE LA LITTERATURE
1.1 Thérapie génique

1.1.1 Généralités

La thérapie génique a pour but d’introduire du matériel génétique dans des cellules somatiques
présentant un dysfonctionnement génétique. Une thérapie génétique ideale remplit trois roles: la
déficience génétique est corrigée et non remplacée, le systeme de livraison n’induit pas une
réponse immunitaire et la transfection du matériel se limite aux cellules ciblées. En plus du
systeme immunitaire, de multiples barriéres doivent étre franchies au sein du corps humain et de
la cellule pour pouvoir assurer la livraison du matériel génétique. Les composants essentiels en
thérapie génique sont : le matériel géenétique (ADN/ARN), les composants régulant 1’expression

du géne utilise, et le systéme de livraison [1].

L’intérét se porte plus particuliérement sur le vecteur qui permet de délivrer le mateériel
génétique. Un vecteur idéal se doit d'étre non toxique et non-immunogéne. Il cible
spécifiqguement les cellules a traiter et possede une haute capacité de transfection. Sa production
doit étre facile a grande échelle et peu codteuse. Le vecteur doit former avec le matériel génétique
des complexes stables et reproductibles ayant une durée de demi-vie plus longue que I’ADN seul
dans les fluides biologiques. Deux types de vecteurs sont étudiés pour livrer le matériel génétique

dans la cellule : les vecteurs viraux, et les vecteurs non-viraux [1, 2].

Polycation ADN Complexe Polvcation/ ADN

Figure 1. Formation des complexes



Les polycations sont des polyméres dont 1’unité répétitive porte un groupe électrolyte qui se
charge positivement en solution aqueuse. Ces polymeres font partie des vecteurs non-viraux.
Chargés positivement, ils ont la capacité de condenser I’ADN ou I’ARN, chargé négativement, et
de produire des complexes stables de petite taille (figure 1). Deux polycations présentent un fort

potentiel en thérapie génique : le chitosan, un polymere naturel, et le polyethylenimine (PEI), un

100-DA

polymére synthétique (figure 2) [7, 8].

Figure 2. Structure chimique du chitosan ayant un pourcentage d’acétylation DA (a gauche), et

du PEI linéaire (a droite).

Le chitosan est un dérivé de la chitine, un polysaccharide produit par de nombreux crustaces. Il
est produit par désacétylation chimique ou enzymatique, ¢’est-a-dire le remplacement du groupe
acétyle (COCHpg) sur une partie des monomeéres de la chitine par un simple atome d’hydrogene H.
Le pourcentage d’acétylation appelée DA est le rapport du nombre de monomere acétylée sur le
nombre de total de monomere. Dans la littérature le pourcentage de désacétylation DDA est

également mentionné, comptant alors le nombre de monomere désacétylé.

1.1.2 ARN interférent vs Oligodésoxynucléotide (ODN)

Les ARN interférents (ARNi) sont utilisés en thérapie génique pour éviter 1’expression de
certaines protéines qui sont surexprimées dans les cellules. Les petits ARN interférents (SiRNA
ou pARNI) sont une catégorie d’ARNi. Ce sont des petits brins d’ARN double brin de 21 a 24
nucléotides. Ces petits ARN vont activer une voie cellulaire qui va degrader un ARN messager
ciblé empéchant la traduction de cet ARN messager en protéine. C’est une méthode basée sur un
mécanisme naturel qui réduit au silence un géne donné [9]. Cette technique est utilisée en

thérapie génique en synthétisant des petits ARN interférents afin de traiter des maladies dues a la



surexpression  de  certaines  protéines, comme  apolipoprotéine  (APOB)  pour
I’hypercholestérolémie [10], ou encore TNF-a pour I’arthrite rhumatoide [11].

Les ODN sont des molécules d’ADN double hélice de petite taille. Ils sont souvent utilisés pour
imiter le comportement de pARNi. Un ODN équivalent a un pARNi aura les mémes paires de
bases, sauf que 1’uracile (U) sera remplacé par la thymine (T), et que ses bases sont liées a un
désoxyribose et non a un ribose (comme dans I’ARN). Les ODN sont plus simples d’utilisation,
car ils sont plus resistants a la dégradation et moins colteux a produire, tout en ayant des

comportements similaires lorsqu'ils forment des complexes en présence de polycations [9].

1.2 Caractérisation des complexes en therapie genique

Caractériser des complexes destinés a la thérapie génique revient a déterminer par différentes
techniques leur taille, leur forme, leur steechiométrie et leur potentiel z&€ta. Dans 1’industrie, cette
caractérisation est essentielle pour s’assurer de la qualité du produit fabriqué et pour prédire,
jusqu'a un certain point son efficacité et sa non-toxicité ; elle est absolument nécessaire dans le

domaine pharmaceutique et biomédical.

1.2.1 Diffusion dynamique et statique de la lumiere (DLS et SLS)

Ces deux méthodes utilisent la caractéristique ondulatoire de la lumiere. Un faisceau lumineux
avec une longueur d’onde donnée est envoyé sur une particule. Cette onde électromagnétique va
moduler les charges et la particule va se comporte comme un dipble électromagnétique qui a son
tour va générer une nouvelle onde électromagnétique de maniére isotropique. Lorsque la particule
est grande, plusieurs dip6les sont générés, chacun émettant une nouvelle onde électromagnétique.
Ces ondes émises peuvent interférer entre elles, et sont caractéristiques de la particule étudiée. Sa

mesure permet donc de déterminer certaines des caractéristiques de cette derniéere [12].

Dans le cas de la SLS, la lumiere diffusée est mesurée par des detecteurs placés a différents
angles et permet de déterminer la masse molaire de la particule, le second coefficient du viriel, et
le rayon de giration (figure 3). Ce type d'études a été mené pour différents type de complexes,
comme les complexes formés d’ADN et de poly-L-Lysine, ou encore des micelles composés de
polyméres synthétiques [13-15]. Les mesures sont réalisées pour des solutions trés diluées a
différents angles, car la diffusion de la lumiére n’est pas forcément isotrope (particules de

grandes tailles, particules non sphériques, ...). Cette technique SLS nécessite la connaissance de



la variation de I’indice de réfraction, dn/dc, des particules. Ce dernier est le plus souvent mesuré
a l'aide d'un réfractométre. Dans certains cas, une hypothése d’additivité est admise, mais elle est
souvent revérifiée [14]. Cette hypothése suppose que la variation de 1’incide de réfraction est la
moyenne pondéré par la masse de la variation d’indice de réfraction des constituants. Dans le cas

des polyplexes, ce serait I’ADN et le polycation.

Figure 3. En SLS, la lumiére diffusée est mesurée a différents angles ©.

Dans le cas de la DLS, la variation de I’intensité lumineuse diffusée est mesurée au cours du
temps, en se basant sur le déplacement de type brownien des particules (figure 4). Cette technique
permet de mesurer rapidement le rayon hydrodynamique des particules. En revanche elle est trés
sensible aux poussiéres et aux grosses particules. Cette technique est souvent utilisée pour
caractériser de nombreux type de particules, y compris des polyplexes chitosan/ADN

plasmidique [3, 16].
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Figure 4. Principe de mesure de la DLS pour un échantillon.



En utilisant la SLS, et la DLS, deux parametres différents sont obtenus, le rayon de giration R,
et le rayon hydrodynamique R, . Le rapport des deux R, /R, permet de d’obtenir des indications

sur la forme de la particule (sphere, ellipsoide, ...) [12].

1.2.2 Techniques de microscopie

Plusieurs techniques sont utilisees dans la littérature afin de caractériser les complexes, la
microscopie électronique a balayage, la microscopie a force atomique (AFM) ou encore la
microscopie en transmission (TEM). Ces techniques permettent d'observer les particules. Leur

forme et leur taille peuvent donc étre évaluées directement.

Dans le cas de la SEM, les échantillons sont recouverts d’un film métallique conducteur, tel
qu’un film d’or, suite a une technique de séchage. Ils sont ensuite placés dans une chambre a vide
et balayés par un faisceau d’électrons. L’échantillon réémet des électrons, appelés électrons
secondaires, qui sont mesurés a 1’aide de capteurs. Une image précise est ainsi obtenue. Cette
technique permet une observation de chaque particule ou complexe, en revanche, le mode
préparatoire des echantillons peut les modifier (agrégation, rétrécissement). Notons que cette

technique a déja éte utilisée pour des complexes a base de chitosan et d’ADN plasmidique [4].

Pour I’AFM, les échantillons sont également séchés. Ils sont ensuite parcourus par une sonde
semblable a une pointe effilée [17]. Cette sonde faite dans la majorité des cas a base de silicium,
dont la base est de 1’ordre de quelques millimeétres, pour permettre a I’opérateur de la placer dans
I’appareil avec une pointe de 1’ordre de quelques nanométres. Les mesures obtenues par la sonde,
soit par contact direct, soit par sa vibration permettent d’obtenir une image précise de
I’échantillon. Cette technique a été utilisée récemment pour caractériser les complexes PEI/ADN

plasmidiques [5].

1.2.3 Autres méthodes de caractérisation

Il existe d’autres méthodes de caractérisation qui permettent d’obtenir certains ou plusieurs

paramétres de fagon simultanée.

Pour déterminer la steechiométrie de ce type de complexe a base d’ADN, le dosage
colorimétrique basé sur l'utilisation de 1’Orange Il est utilisée pour les polymeres cationiques

possédant des groupes amines NH3", tel que le PEI et le chitosan [18]. Les solutions contenant les



complexes sont d’abord centrifugées a haute vitesse. Les complexes sédimentent ne laissant que
les polyméres libres en solution. Le surnageant est alors récolté et titré a 1’aide d’un colorant
I’Orange 1l. Cette méthode a été utilisée par plusieurs auteurs pour caractériser les types de

complexes suivants: ADN plsamidique/chitosan, ADN plasmidique/PEI [4, 5].

Le fractionnement a flux forces couplées (AFFFF) est une technique permettant d’obtenir la taille
des complexes et leur steechiométrie en une seule expérience [4, 19]. Les particules sont injectées
dans un canal rempli de solvant subissant un déplacement laminaire constant. Chaque particule se
déplacera en fonction de sa position dans le canal (plus elle est au centre, plus elle avancera vite)
et en fonction de son coefficient de diffusion. A la sortie du canal, les particules sont mesurées

grace des détecteurs (absorbance, DLS, ...).

La titration calorimétrique isotherme (ITC) est également une méthode de caractérisation
permettant de comprendre la formation des complexes par I'entremise des variations enthalpiques

résultantes. Elle a été utilisée pour caractériser les complexes ADN plasmidique/chitosan [20].
1.3 Ultracentrifugation analytique

1.3.1 Aspect théorique de I’ultracentrifugation analytique [6, 21]

1.3.1.1 Théorie simplifié de Svedberg
Considérons dans un premier temps, une particule de masse m_ de densité p, se trouvant dans
un solvant de densité p, et viscosité 7,. A l'intérieur d'une centrifugeuse en action, cette particule

est soumise a un champ gravitationnel du type w’r créé lors de la rotation du rotor, ol r

correspond a la position radiale de la particule et @ a la vitesse angulaire du rotor.

En mécanique newtonienne, trois forces sont appliquées sur notre particule en mouvement :

— la force de sédimentation F,, équivalente au poids de la particule dans ce type de champ

gravitationnel ;

— lapoussée d’Archimede F, , équivalente au poids du fluide m, déplacé par la particule ;

— la force de friction F, , de coefficient de friction f, proportionnelle a la vitesse u de la

particule (figure 5).
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Figure 5. Représentation des forces appliquées sur une particule dans une ultracentrifugeuse

analytique.

Si les trois forces précédentes entrent en équilibre immédiatement, la particule se déplace a une

vitesse U constante et nous pouvons écrire :
F.+F+F =0 1
2 2
m @’ —mw’r — fu=0 2

En introduisant M la masse molaire de la particule, N, le nombre d’Avogadro, v le volume

spécifique partiel de la particule (qui est ’'inverse de la densité de celle-ci), I’équation précédente

devient :

Nous avons introduit le coefficient de sédimentation s qui est une caractéristique de notre
macromolécule (dans le cas des solutions idéales). Le coefficient de sédimentation a pour unité le

Svedberg de symbole S. Il est équivalenta 10-13 s°1,

Le coefficient de friction f dépend a la fois de la taille et de la forme de la particule mais aussi
dans le régime dans lequel la particule se trouve (turbulent versus laminaire). Dans notre cas nous
nous placons dans le régime laminaire. Si nous considérons le cas d’une particule sphérique

pleine, I’équation de Stokes-Einstein donne :
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pokl _ RT =377, -d 4
D N,-D P

avec k, la constante de Boltzmann, T la température, R la constante des gaz parfaits, D le

coefficient de diffusion, d le diametre de la nanoparticule.

Cela nous donne 1’équation de Svedberg qui est utilisée pour déterminer la masse molaire a partir

du coefficient de sédimentation d’une particule :

De la méme maniére, nous pouvons obtenir le diamétre d’une particule sphérique a partir du

coefficient de sédimentation en utilisant 1’équation de Stokes-Einstein :
d, = 18-7,-s 6
(pp _ps)

Une méthode plus générale, basée sur une analyse thermodynamique de la sédimentation, permet

1.3.1.2 Les équations de Lamm

d’arriver aux équations de Lamm, qui permettent de décrire la majorit¢ des expériences de

sédimentation dans le cas de solutions dites idéales.

Considerons pour cela un volume dV dans un secteur d’une cellule subissant le champ

gravitationnel @°r . Nous nous intéresserons au transport de masse au sein de ce volume, qui est
défini par sa largeur le long du chemin optique a, son épaisseur dr, et sa hauteur qui dépend de

I’angle du secteur ¢ (figure 6).
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r+dr

Tp

Figure 6. Schéma d’un secteur d’une cellule (I, étant la position radiale du ménisque et r, la

position radiale du fond de la cellule).

Deux mécanismes gouvernent le déplacement des particules au sein de ce volume : la diffusion et

la sédimentation.
Ainsi, la variation de masse de soluté transporté par sédimentation a travers la surface se trouvant

a la position radiale r , notée dm,/dt est:

dm
dt

S=Cc-gar-u=c-gar-s-o’r 7

avec c la concentration en soluté a la position radiale r et en introduisant le coefficient de

sédimentation s défini précédemment.

En utilisant la premiére loi de Fick, la masse transportée par diffusion, notée dmg /dt est:

de:—D-¢ar-@ 8
dt or

La variation de masse a travers la surface se trouvant a la position radiale r , notée dm/dt est

donc :

dm ) oc -
— =gar| csw’r—D— |=garJ 9
dt ¢ { @ ar} 4
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avec J le transport au travers de la surface.

En utilisant 1’équation de continuité, on obtient donc I’équation 10.

—=V-J 10

Ce qui mene aux équations de Lamm :

xc_10 D@—cswzr r 11
ot ror or

Soit en développant :
2
@=D a—g+£@ —~w’s r@+20 12
ot or° ror or

Les deux mécanismes décrits précédemment réapparaissent dans la forme finale des équations#
de Lamm : le transport lié a la diffusion, avec le coefficient de diffusion D, et le transport lié a la
sédimentation (et au champ gravitationnel produit par ’ultracentrifugeuse), avec le coefficient de

sédimentation s .

Dans le cas des solutions idéales s et D ne dépendent pas de la concentration en particules. De
nombreux phénomeénes peuvent rendre la solution non-idéale, rendant D et s dépendant de la

concentration c.
1.3.2 Ultracentrifugeuse analytique [6, 21]

1.3.2.1 L’ultracentrifugeuse et le rotor

L’ultracentrifugeuse analytique disponible au laboratoire est fournie par Beckman Coulter®.
Deux modeles sont actuellement sur le marché : les ProteomeLab® XL-A et XL-I, le premier
permettant un suivi de 1’absorbance des échantillons, le second permettant également de mesurer
des franges liées au principe d’interférométrie de Rayleigh (figure 7). Les deux modéles peuvent
atteindre des vitesses allant jusqu’a 60 000 tours par minute, ce qui représente un champ

gravitationnel de 290 000 g, ou g est le champ gravitationnel de la Terre (g = 9.8 m/sz).
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Figure 7. Exemple de franges obtenues par AUC lors de la sédimentation d’une espéce.

Le rotor est placé sous vide durant 1’expérience, pour éviter les frictions liées a 1’air. La
température, fixée par I’opérateur entre 0°C et 40°C pour des raisons biologiques et mécaniques,
est précise a 0,5°C pres.

Les rotors commercialisés sont en titane et peuvent contenir de 4 a 8 cellules, selon le type de
détecteurs utilisé et la vitesse souhaitée. Le rotor de 8 cellules (figure 8) a une vitesse maximale
de 50 000 tours par minutes (soit 200 000 g). Cela permet d’analyser en paralléle jusqu’a 8

échantillons par interférence et 7 par absorbance.

¥ L

Figure 8. Rotor d’AUC pouvant contenir 8 cellules, vitesse maximale de 50 000 tours par minute.

1.3.2.2 Les cellules d’analyse

Les cellules d’analyse (figure 9) sont en contact direct avec 1’échantillon et le solvant. Elles

doivent répondre a deux principaux critéres :

— ne pas fuir ou se distordre sous la pression créée par le fort champ gravitationnel produit par

la centrifugeuse ;
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— laisser passer la lumiére a travers des vitres stables de quartz ou de saphir, pour permettre la

détection.

La différence principale entre les cellules se fait selon leur piece centrale. Il en existe de plusieurs
types, mais la principale utilisée est celle contenant deux secteurs, 1’un pour le solvant, et 1’autre

pour I’échantillon ; leur épaisseur est de 12 mm.

Figure 9. Exemple de cellules d’analyse d’AUC avec une piéce centrale a double secteur.

1.3.2.3 Les détecteurs

Les données recueillies par une ultracentrifugeuse analytique sont des profils de concentration
c(r) dans la cellule a différents instants. L’ultracentrifugeuse analytique ProteomeLab XL-I®
fournie par Beckman Coulter® possede deux moyens de détection indépendants pouvant étre

utilisés durant la méme expérience : I’interférence et 1’absorbance.

La mesure d’absorbance, utilisant une lampe au Xénon pouvant aller de 190 nm a 800 nm,
permet de calculer directement la concentration de 1’échantillon dans la cellule en utilisant la loi

de Beer-Lambert (équation 1.13) :

A=l-¢-C 13

avec A I’absorbance mesurée, | le chemin optique, ¢ la concentration, et & le coefficient
d’extinction molaire de I’espéce a la longueur d’onde mesurée. Les protéines absorbent a 280 nm
si elles contiennent des acides aminés aromatiques (tyrosine, tryptophane) ou des cystine, ¢’est-a-

dire deux cystéines liées par un point disulfure ; quant a I’ADN, il absorbe a 280 nm et a 260 nm.
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Les mesures de franges se basent sur I’interférométric de Rayleigh. La vitesse de la lumiere
dépend de I’indice de réfraction du milieu, lui-méme dépendant de la composition du milieu
(principalement la concentration des espéces en solution). Un laser diode a 655 nm illumine les
deux secteurs de la cellule produisant des franges d’interférences. Lors de la sédimentation des

variations de ces franges sont observees et mesurées en nombre de franges, J (r). Le nombre de

franges permet de remonter a la concentration d’aprés 1’équation 1.14 :

I-(dn/dc
J(r) :g-c(r) 14
A
avec dn/dc la variation de I’indice de réfraction, et A la longueur d’onde. Cette formule n’est
valide que dans le cas d’une expérience de vitesse de sédimentation ('Sedimentation Velocity').
Dans le cas d’une expérience de sédimentation a 1'équilbre (‘Sedimenation Equilibrium'), seule

une concentration relative en franges est connue, et une autre technique s’avére nécessaire pour

connaitre la concentration réelle.

Chaque détecteur a sa propre vitesse de mesure. Dans le cas de I’interférence, la mesure de toute
la cellule est prise instantanément, alors que pour 1’absorbance, la cellule est balayée afin de

mesurer en chaque point I’absorbance pour une durée totale de 1 minute environ.

1.3.3 Une méthode de caractérisation des protéines et macromolécules

L’ultracentrifugation analytique est une méthode classique de caractérisation des protéines et des
macromolécules. Développée par Theodor Svedberg durant les années 1920, elle a permis
d’étudier de nombreuses macromolécules et phénoménes macromoléculaires, par exemple la
réplication de ’ADN [22]. Combinée a d’autres méthodes d’analyse, elle permet de déterminer
avec grande précision la pureté d’un échantillon, de caractériser les interactions entre des
protéines ainsi que la steechiométrie des complexes résultants, de déterminer des changements de
conformation et de mesurer des constantes d’équilibre de systéme hétérogéne [23]. Deux types
d’expériences sont réalisés pour analyser les protéines et les macromolécules : celles dites de

‘Sedimenation Velocity' et de 'Sedimenation Equilibrium'.



16

1.3.3.1 Sedimentation Velocity (Vitesse de sédimentation)

Avec I’expérience de type 'Sedimentation Velocity', la sédimentation des particules en solution
est suivie au cours du temps. La vitesse est telle que la sédimentation prédomine sur la diffusion,
mais la diffusion ne peut étre négligée dans de nombreux cas. Plusieurs modeéles existent pour

analyser les résultats obtenus et obtenir une distribution de coefficients de sédimentation .

0,035 -
0,03
0,025 -
0,02
0,015

0,01 A

Distribution c(s) ou Is-g*(s)

0,005 -

04— |
10 100 1000
Coefficient de sédimentation (S)

Figure 10. Distribution des coefficients de sedimentation pour des billes de polystyrene
monodisperse de 100 nm.
La distribution c(s) est calculée de prime abord pour la majorité des échantillons analysés. Elle

permet de savoir rapidement si un échantillon est hétérogéne et de connaitre le modéle a utiliser
par la suite. Méme si la sédimentation prédomine, le modele tient compte de la diffusion des
especes en solution. De plus, le modéle suppose que les particules n’interagissent pas entre elles,
et que la solution est idéale. Le signal mesuré est reconstruit par intégration pour tous les scans

obtenus au cours de la sédimentation selon [6] :

a(r,t);J'c(s)L(s,r,t)ds 15

avec a(r,t) le signal obtenu par ultracentrifugation, L(s,r,t) les solutions de I’équation de

Lamm calculées avec la méthode des éléments finis. Dans ce modele, le rapport entre le

coefficient de friction de la macromolécule f et celui d’une sphére parfaite f; est optimisé et
supposé le méme pour toutes les especes en solution.
La distribution Is—g*(s) se base sur les mémes hypotheses que la distribution c(s), mais elle

néglige les phénomeénes de diffusion face au phénomeéne de sédimentation. Cette hypothese est
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valide pour les grandes particules denses (nanoparticules d’or ou billes de polystyréne par

exemple). La résolution se base sur des fonctions en escaliers U (s, r,t) (équation 16) [6].

—20°st

U(s,rt)=e= 0 ST T<he 16
1 sinon

avec r la position radiale du ménisque.

Par intégration, le signal a(r,t) est reconstruit comme précédemment (équation 1.17).

a(r,t);jls-g*(s)u (s,r,t)ds 17

Ces resolutions numériques ont été implémentées dans le logiciel SEDFIT développé par Peter
Schuck [24, 25].
1.3.3.2 Sedimentation Equilibrium (Equilibre de sédimentation)

Une expérience de type 'Sedimentation Equilibrium', comme son nom I’indique est une
expérience ou un équilibre de sédimentation est atteint. Un profil de concentration indépendant
du temps est obtenu. Cherchant a obtenir un équilibre, la vitesse de la centrifugeuse est beaucoup
plus faible qu’en mode 'Sedimentation Velocity' pour une méme espéce. A 1’équilibre, la

sédimentation et la diffusion de 1’espéce analysée s’annulent donnant :
1 c
0= (DL _prsr |r 18
ror or

qui, dans le cas d’une espéce pure, peut se résoudre [6] :

M (1—17p)%( r2—r2 )

avec a, la valeur du signal au rayon de reférence r, .

A I’inverse des expériences de type 'Sédimentation Velocity', un seul scan est obtenu pour une
vitesse donnée. Celui-ci étant insuffisant pour une analyse cohérente, deux scans supplémentaires

sont alors pris en compte pour des vitesses différentes.
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Dans le cas d’une auto- ou d’une hétéro-association, la solution des équations de Lamm
ressemble fortement & celle obtenue ci-dessus. Cela revient a sommer des exponentielles, ce qui
présente un fort potentiel de produire une erreur d’interprétation si les espéces en solution ne sont
pas connues. La principale utilit¢ d’une expérience de type 'Sedimentation Equilibirum' est de
calculer la masse molaire de 1’échantillon et les constantes d’équilibre qui sont directement
accessibles par la résolution des équations de Lamm. En revanche, une expérience de type
‘Sedimentation Equilibrium’, se suffit rarement a elle-méme, mais complete une expérience de

type 'Sedimentation Velocity'.

Le logiciel SEDPHAT est utilisé pour résoudre ce genre de probléme, car il permet de considérer

de nombreuses situations associatives différentes [26].
1.4 Caractérisation des nanoparticules par AUC

1.4.1 Caractérisation des colloides

La caractérisation des colloides et nanoparticules par ultracentrifugation analytique a été rendue
plus facile depuis la mise en place de I’interférométrie de Rayleigh sur 1’ultracentrifugeuse. A
I’inverse de nombreuses protéines qui absorbent a 260 nm, de trés nombreux colloides (certains
polyméres et sucres par exemple), n’absorbent pas entre 190 et 800 nm, rendant leur analyse par
ultracentrifugation impossible jusque-la. Leur analyse reste compliquée de nos jours malgré

I'implémentation des interféromeétres sur les ultracentrifugeuses.

En effet, I’hypothése d’idéalité des solutions qui est souvent supposée dans le cas des protéines,
n’est plus forcément présente dans le cas de certains polyméres comme le chitosan [27]. Le

phénomene de non-idéalité est souvent expliqué de trois maniéres différentes :

— la viscosité du fluide augmente avec la concentration en particules, ce qui implique une

diminution du coefficient de sédimentation ;

— la densité de la solution dépend de la concentration, ce qui implique que la solution au fond

de la cellule est plus dense et peut ralentir la sédimentation de maniére importante ;

— une particule en se deplacant laisse derriere elle un vide qui est remplacé par du fluide

provoquant un courant inverse a la sédimentation et donc la ralentit.
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Le plus souvent un coefficient de sédimentation intrinseque s, est obtenu en extrapolant une

dilution infinie:

s(c) % 20

avec k; le coefficient de non-idéalité.

Les effets de charges sont aussi a considérer dans les effets de non-idéalité. Les effets de charges
sont liés aux interactions électrostatiques des espéces chargées en solution. lls ont tendance a
ralentir la sédimentation de 1’espéce chargée a étudier. Deux effets de charges sont a distinguer,
le primaire et le secondaire. Lors de la sédimentation d’une particule chargée, les contre-ions se
déplacent avec elle pour maintenir la neutralité de la solution. Etant beaucoup plus légers que la
particule elle-méme, ils vont ralentir le déplacement de la particule, et donc mener a une sous-
estimation de son coefficient de sédimentation. Cet effet s’annule en diminuant la concentration
de I’espece chargée ou en augmentant la force ionique de la solution. Pour les protéines et les
macromolécules, le plus souvent étudiées, I’ajout de 50 mM de NaCl ou KCl est suffisant. L’effet
de charge secondaire est lié & la nature des contre-ions, qui peuvent légérement modifier le
coefficient de sédimentation surtout pour les especes légéres, comme 1’albumine de sérum bovin
[28]. L’effet de charge primaire est également présent pour les polyélectrolytes trés utilisés en
thérapie génique. Des études en mode 'Sedimentation Equilibrium' se sont intéressés a ce
phénomeéne pour déterminer la charge des particules a 1’aide de nouveaux modeles théoriques
[29].

Pour certains colloides, trés denses et tres grands, la sédimentation est tellement rapide, que
seulement quelques scans sont possibles. C’est le cas par exemple de particules d’or qui
nécessitent de tres faibles vitesses pour leur étude par absorbance [30, 31]. C'est aussi
potentiellement le cas pour la majorité des complexes a base d’ADN, si l'on se base sur les
données de la littérature, aussi bien sur leur taille que sur leur volume spécifique partiel. La
vitesse de sédimentation pour certains colloides est tellement grande, qu’en quelques secondes ils
ont atteint le fond de la cellule. L’interférométrie de Rayleigh permet en partie de résoudre ce

probleme, grace a sa rapidité de detection et de mesure [21].
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1.4.2 Caractérisation des complexes a base d’ADN/ARN

La caractérisation des complexes a base d’ADN en thérapie génique par ultracentrifugation
analytique est un champ d'études pratiqguement inexistant si nous nous basons sur la littérature

scientifique actuelle.

1.4.2.1 Une étude pionniére

En fait, une seule étude s’intéresse aux complexes formés par un plasmide d'’ADN avec du PEI
[5]. Dans cette étude, ces complexes sont formés dans 50 mM de NaCl a différents ratios N/P. Le
ratio N/P est le nombre d’atomes d’azote des polycations pouvant capter un proton sur le nombre
d’atomes de phosphate chargés négativement de I’ADN ou ARN. La vitesse de
’ultracentrifugeuse a été fixée entre 1 000 tours par minute (80 g) et 40 000 tours par minute

(130000 g) en fonction de la taille des nanoparticules. Les deux systémes de détection de

I’ultracentrifugeuse analytique ont été utilisés simultanément pour recueillir les résultats.

Trois modeles sont appliqués pour étudier les résultats obtenus par ultracentrifugation

analytique : les distributions c(s) et Is—g=*(s) décrites précédemment, et la distribution
c(s, f / f,), qui ajoute une dimension supplémentaire a la résolution. Pour chaque sédimentation

de coefficient s, le rapport des coefficients de friction f / f, peut donc varier. Une transformation
en taille est réalisée en utilisant 1’équation de Stokes-Einstein et en introduisant le coefficient de
friction f / f,. Le volume spécifique partiel nécessaire a la détermination de la taille a été obtenu

en utilisant la méthode de variation de la densité [32].

Dans cette étude, la détermination du ratio N/P a été fournie par la méthode d’Orange II pour les
faibles concentrations en PEI libre (soit les faibles ratios N/P initiaux). A plus fortes
concentrations, 1’ultracentrifugeuse analytique est utilisée. Le suivi de la sédimentation du PEI
libre & haute vitesse a permis de déterminer sa concentration en solution, et donc de déterminer la
quantité de PEI 1i¢ a I’ADN.

Cet article bien qu’extrémement intéressant semble contenir plusieurs contradictions alors que
plusieurs points ne sont pas assez développés. Cet article s’intéresse a des complexes PEI/pDNA
formés a pH physiologique et a forte concentration en sel, or dans ces conditions les complexes

formés ont une forte tendance a 1’agrégation, ce qui est observé. Il est difficile par la suite de
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d’analyser les résultats obtenus par AUC, DLS et AFM en sachant qu’au cours du temps ce type
de complexes forment des agrégats de plus en plus grand, le plus souvent de maniére non

reproductible.

1.4.2.2 Nos connaissances actuelles.

Considérant les limites de 1’étude précédente, nous avons approché le probléme de maniere
différente. Nous nous sommes placés dans un cas idéal de particules sphériques poreuses. La
porosité a été démontrée dans la littérature pour des particules a base de chitosan et ADN
plasmidique [33, 34]. Ces particules sont donc trés poreuses (au-dessus de 85% de porosité). Cela
a également été montrée en étudiant la densité de ce type de particules, qui est entre 0.3 g/mL et
0.6 g/mL [35]. Cette densité a été calculée en mesurant la masse de ces particules et leurs rayons
hydrodynamiques. En revanche le volume spécifique partiel de leurs composants (ADN, chitosan

et PEI) montre qu’ils sont trés denses (au-dessus de 1.5 g/mL) [27, 36].

Les polyplexes se forment par interactions €lectrostatiques. Les constantes d’association trouvées
dans une précédente étude pour des complexes a base de chitosan et de plasmide sont aux
alentours de 10° — 10 M [20]. Aprés formation, les particules sont stables et ne se dissocient
pas, ce qui facilite leur caractérisation aussi bien par diffusion dynamique de la lumiére que par

ultracentrifugation analytique.
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CHAPITRE2 L’ANALYSE COMBINEE DES COMPLEXES
POLYCATIONS/ODN PAR ULTRACENTRIGATION ANALYTIQUE
ET DIFFUSION DYNAMIQUE DE LA LUMIERE REVELE LEUR
TAILLE, LEUR VARIATION D’INDICE DE REFRACTION, LEUR
STOECHIOMETRIE, LEUR POROSITE ET LEUR MASSE
MOLECULAIRE.

2.1 Présentation de Particle

L’ultracentrifugation analytique est une technique intéressante pour caractériser de nombreux
colloides, mais elle a été rarement utilisée pour caractériser les complexes a base de matériel
génétique [5, 6]. Nous cherchons ici a caractériser des complexes a base d’ODN et de chitosan
ainsi que ceux a base de PEI et d’ODN par ultracentrifugation analytique. Quelles
caractéristiques physico-chimiques de nos polyplexes donnent 1’ultracentrifugation analytique ?
Est-elle aussi précise que d’autres techniques ? Pouvons-nous la combiner avec d’autres

méthodes pour avoir de plus amples informations sur nos polyplexes ?

Ce mémoire et cet article répondent & ces questions en utilisant. Nous nous intéressons tout
particulierement aux complexes chitosan/ODN et PEI/ODN. Comme son titre 1’indique, nous
combinerons également 1’ultracentrifugation analytique avec une autre technique, la diffusion

dynamique de la lumiére.
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2.2 Combined Analysis of Polycation/ODN Polyplexes by Analytical
Ultracentrifugation and Dynamic Light Scattering Reveals their Size,
Refractive Index Increment, Stoichiometry, Porosity and Molecular
Weight.
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2.24 ABSTRACT

Analytical ultracentrifugation (AUC) and dynamic light scattering (DLS) were combined to
characterize polyplexes formed with 10kDa chitosan or 10kDa PEI and oligodeoxynucleotides
(ODN). Combined analysis revealed that both polyplexes were highly porous (over 80%) and that
their weight-average hydrodynamic diameters were of 46 and 55 nm for chitosan/ODN and
PEI/ODN complexes, respectively. Transformation of the sedimentation coefficient distribution
to a size and molecular weight distribution, gave an average molecular weight of 19 and 29 MDa
for chitosan and PEI polyplexes, respectively. Data from AUC also allowed for the calculation of
the actual dn/dc and N/P ratios of each polyplex. Additional data from scanning electron
microscopy and static light scattering confirmed the conclusions that were initially derived from
AUC and DLS, thus validating that the combination of AUC and DLS is a powerful approach to
characterize polyplexes in terms of refractive index increment, size and molecular weight

distributions as well as porosity.

ODN Intensity-average diameter

= - A Z-average diameter

A 2 Polydispersityindex (PDI)

; ’ Porosity
Molecular Weight
Weight-average Diameter

Aggregation number

v/ 4 AUC
+ S distribution
+ Stoichiometry
PEI or Chitosan dn/ dc

Figure 11. Table of content
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2.2.5 Introduction

Interest in the field of non-viral gene therapy has risen significantly in the past years due to some
recent success in human clinical studies [37-39] of small interfering RNA (siRNA). As a result, a
great diversity of siRNA delivery systems are currently being developed, including lipid
nanoparticles (lipoplexes) [40], polymeric nanoparticles (polyplexes) [41, 42] and SiRNA
conjugates [2]. Among cationic polymers, the synthetic polycation polyethyleneimine (PEI) is the
most widely used to deliver siRNA [43], while chitosan-derived vectors have garnered increasing

interest as chitosan is biocompatible [44], biodegradable [45] and nontoxic [46].

In order to establish clear structure-activity relationships for optimizing polyplexes, a complete
characterization of their physicochemical properties relying on the use of multiple independent
analytical techniques is required. Particle size and size distribution are the most widely assessed
properties of these nano-sized systems since they significantly influence their behavior and
functionality. Amongst other important physicochemical properties are the surface charge, the
molecular weight and the amount of free excess polycation, the latter was recently shown to play
a very determinant role in transfection [47, 48]. Dynamic light scattering (DLS) and electron
microscopy (EM) are commonly used techniques for size measurement [3, 15], while Doppler
velocimetry and static light scattering (SLS) are used for zeta potential (surface charge) and
molecular weight determination, respectively. A combined technique where Asymmetrical Flow-
Field Flow Fractionation (AF4) is coupled to light scattering and UV/vis spectroscopy was used

recently to determine the size distribution and stoichiometry of chitosan-based polyplexes [4].

Analytical Ultracentrifugation (AUC) has become a powerful technique to characterize proteins
and their interactions, since the development of new computer-based modeling relying on the
Lamm equation [24, 26]. It has also been proven to be of great interest for colloid analysis [21,
49]. However, to the best of our knowledge, there is only one study in the literature reporting the
use of AUC for the characterization of polycation/nucleic-acid complexes [5]. As for AF4, AUC
has the ability to separate species according to their size and, therefore, allows for the
quantification of free excess polycations in polyplex solutions. Moreover, the sedimentation
coefficient distribution provided by AUC can be converted into a hydrodynamic size distribution
if one knows the particle partial specific volume while assuming that the particle is a compact
sphere [21]. Such an assumption provides a minimal value of the hydrodynamic size and is
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appropriate for compact structures such as dense nanoparticle and globular proteins [50].
Although polyelectrolyte complexes such as polyplexes are much more compact than their
individual constituents, the particle density (i.e. particle mass divided by particle hydrodynamic
volume) normally ranges from 0.3 to 0.7 g/mL and can even be lower, especially if the
mismatching of the intercharge distance between the constituents is large [35]. A comparison of
these values with the inverse of the partial specific volume of the polyplex constituents (e.g. 1.79
and 1.69 g/mL for DNA [36] and chitosan [27], respectively) reveals that these structures are
highly porous. Porosity values as high as 95% have been reported for chitosan-plasmid DNA
complexes [33, 34]. Their porosity must be known in order to precisely convert particle
sedimentation coefficient into hydrodynamic size.

We report here a new approach for the characterization of polycation/nucleic acid complexes,
which relies on a combination of AUC and DLS measurements in order to overcome the
challenge associated with the inherent porosity of this type of nanoparticles. Polyplexes formed
between siRNA-mimicking oligodeoxynucleotide (ODN) and chitosan or PEI were used as
models to demonstrate the advantages of AUC/DLS combination to determine porosity, particle
size, size distribution, molecular weight, stoichiometry and incremental refractive index of

polyplexes. For validation purposes, polyplexes were also characterized by SLS and EM.
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2.2.6 Theoretical Aspect

2.2.6.1 Sedimentation of a porous particle in a centrifugal field.

The porous sphere model is used to represent the polyplex and a nondraining behavior is

assumed, a common assumption for polymers [51]. When placed in a centrifugal gravitational

field, three forces are acting on the particle, namely the gravitational force Es (equation (21)),

the buoyant force Eb (equation (22)), and the frictional force F, (equation (23)), as previously

reported[52, 53]:

dr 5
F=(l-¢ | —=a-oFr 21
s ( p)3V ( )
4 3
Fb:—(l—gp)gﬂa p (22)
Fo=—f.u=—f-s-o°r (23)

where  is the angular speed, r is the distance from the center of rotation, a, v and ¢, are the

radius, the partial specific volume and the porosity of the particle, respectively, p and n, are the
solvent density and viscosity, respectively and u is the speed of the particle when the three forces

come into balance. It is noteworthy that the mass and the buoyant mass of the particle are
corrected by the porosity parameter, ¢,, while the same frictional force as for a compact and non-
porous sphere of equivalent size is considered to act on the polyplex since non-draining behavior

is expected. The porosity is considered to be independent of the particle size and the spheres were

considered to be homogeneous throughout all calculations in this study. Using Stokes Einstein

equation [21], the diameter d ; can be deduced from the sedimentation coefficient using:

dp:Za:\/( 18:77:5 (24)

1—5p)(1/1_/—p)
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2.2.6.2 ¢(S) and Is-g*(s) models for the analysis of AUC sedimentation profiles.

Two models were used here to analyze sedimentation data in this study. The c(s) distribution

model is based on the numerical resolution of the Lamm Equation (equation (25)) for ideal
species that do not interact with each other. It is implemented into the SEDFIT software with a
maximum entropy regularization [24].

2
X _p 8_(2:+l@ —ats[r & oc (25)
ot o ror or

where ¢ is the mass concentration of a given species, o is the angular speed, D is the diffusion
coefficient, s is the sedimentation coefficient, t is the time and r is the radius or distance from
the center of the centrifuge. This model was used for the analysis of the sedimentation data of

single species.

The least-square boundary model, known as the Is—g*(s) distribution, is also based on the

numerical resolution of the Lamm equation (equation (25)), but for ideal non-interacting and non-
diffusing species (D =0). It is also also implemented in the SEDFIT software, but with a
Tikhonov-Philips regularization procedure [25]. This model was used for the analysis of the

sedimentation data of polyplexes.

The weight-average diameter of polyplexes was determined from the sedimentation coefficient
distribution as follows:

_Ils—g*(s)-dp(s)-ds

d _
P .[ Is—g*(s)-ds

(26)

where d_(s) is the diameter calculated with equation (24).

2.2.6.3 Intensity-weighted average hydrodynamic diameter derived from AUC

The intensity-weighted average hydrodynamic diameter (also provided by DLS), d,, ,,c, was

also calculated from the Is-g*(s) distribution as follows:
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[1s-g*(5)-d,(9)" -ds
jm-g*@ydﬁgﬁds

p,1,AUC (27)
This calculation of d, ,,c (for comparison with DLS results) assumes Rayleigh scattering, i.e.

an isotropic scattering with intensity that is proportional to the square of the particle mass or,
equivalently, to the 6™ power of its size (R®). The DLS size distributions of polyplex (Figures S6
et S8 in supplementary information) revealed that most of the particles were sufficiently small to
be considered as Rayleigh scatterers (for an angle of detection of 173° and a laser wavelength of
633 nm, the R® dependence of intensity was satisfied for hydrodynamic diameters up to about

100 nm or so) and the use of equation (27) was thus appropriate.

2.2.6.4 Calculation of porosity by combining AUC and DLS.
The porosity, ¢,, was calculated from the intensity-weighted average diameters measured by
DLS, d,, s, and determined by AUC, d, o, supposing that particles were not porous

(¢, =0). Considering that DLS and AUC intensity-weighted diameters should be equal, the

porosity parameter was calculated by combining (24) and (27):

:, —1—{‘1""‘\“(8” - 0)] (28)

dp,I,DLS

2.2.6.5 Number-weighted average diameter and weight-average molecular weight derived
from AUC.

Number-weighted average diameter, d \ A,c, was calculated from the Is-g*(s) distribution by

including the porosity derived from equation (28) as follows:

Is—g*(s) ,
jcyf(s) d,(s)-ds
Ib—g*ﬁxds
d,’(s)

(29)

dp,N,Auc =

Number-weighted average diameter was determined for comparison with SEM results.
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Similarly, weight average molecular weight, M, ,,c, was calculated from the Is-g*(s)

distribution by correcting the mass of compact sphere with the porosity derived from equation
(28) as follows:

. az(d ()Y
J'Is—g (s)-(l—gp)&_/[ > J-ds

J'Is—g*(s)-ds

(30)

M w,AUC —

M., auc Was calculated for comparison with results from SLS.
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2.2.7 Materials and Methods

2.2.7.1 Materials.

Ultrapure chitosan with a degree of deacetylation (DDA) of 92.7% was depolymerized using
nitrous acid to achieve a number average molecular weight (Mn) of 10 kDa following previously
published procedure [3]. Molecular weight distribution and DDA were determined by size
exclusion chromatography [54] and *H NMR [55], respectively. Oligodeoxynucleotide: sense 5'-
GTCATCACACTGAATACCAAT-3; antisense: 5-ATTGGTATTCAGTGTGATGACAC-3'
(M, 13451.9 Da), which is an ApoB1l siRNA-mimicking [56] ODN, was from IDT. Linear
Polyethylenimine (Product N°:765090) and Hydrochloric Acid (1N) were from Sigma. Chitosan

and PEI properties are shown in Table 1.

Table 1. Molecular characteristics of Chitosan and PEI

Polydispersity

M, (kDa) DDA
Index (PDI)
Chitosan 8.1 1.2 92.7%
PEI 9.7 1.2} -

! Values from the supplier

2.2.7.2 Preparation of the ODN/polycation complexes.

Chitosan (5 mg/mL) and PEI (2 mg/mL) stock solutions were prepared by dissolving the polymer
overnight in deionized water and HCI with HCI:glucosamine or HCl:ethyleneimine molar ratios
of 1. ODN was dissolved in deionized water. All polymer stock solutions were filtered through a
0.2 pum filter prior to use. Complexes were formed by adding an equal volume (between 50 uL
and 500 pL) of polycation solution into a 100 pg/mL ODN solution. Mixing was done by quickly
pipetting up and down the final solution. Samples were allowed to incubate at room temperature
for 30 minutes before DLS, SLS and EM analysis. For AUC experiments, samples were placed

directly into the instrument to reach thermal equilibrium. All polyplexes were prepared at an
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amine:phosphate molar ratio (N/P ratio) of 5, i.e., for a 100 ug/mL ODN solution, a 270 pg/mL
chitosan solution or a 65 pg/mL PEI solution was used to prepare polyplexes. All experiments
were performed in the presence of 10 mM NaCl, the concentration that was determined to be
necessary to eliminate any electrostatic contributions to the sedimentation coefficient. This final
ionic strength was achieved by adding a volume of 50 mM NaCl solution corresponding to 20%
of the sample volume, a few minutes after polyplex preparation. For dn/dc measurement and the
determination of the N/P ratios of the PEI/ODN polyplexes, the complexes were prepared using a
200 pg/mL ODN solution. The concentration of polycation solution was adjusted accordingly in

order to maintain a mixing N/P ratio of 5.

2.2.7.3 Analytical Ultracentrifugation.

AUC of all polyplex samples was performed using a ProteomeLab XL-I instrument (Beckman
Coulter) equipped with a titanium 8-hole rotor (Beckman Coulter, An-50 Ti). The cells were
assembled with sapphire windows and Epon charcoal-filled double sector, 12 mm pathlength
centerpieces. The reference and the sample sectors were filled with 400 uL of 10 mM NaCl
aqueous solution and 400 pl of sample solution, respectively. All the experiments were
performed at 20°C and the samples were placed in the centrifuge for at least one hour prior to
centrifugation to ensure thermal equilibrium was reached for the analysis. For single species
(ODN, PElI, chitosan), AUC speed was fixed at 50,000 rpm (RCF = 200,000q). Sedimentation
profiles were collected by interference optics using a laser diode at 655 nm and analyzed using
the c(s) distribution. For polyplexes, the speed was fixed at 10,000 rpm (RCF = 7300 g).

Sedimentation profiles were collected by measuring absorbance (260 nm) for polyplexes

(following ODN) and analyzed using the Is—g*(s) distribution.

For each species, the partial specific volume reported in the literature was used, namely 0.56 ml/g
for ODN [36], 0.59 mL/g for chitosan [27], 0.669 mL/g for PEI [5], 0.58mL/g for chitosan/ODN
complexes [33, 34][33, 34][33, 34][33, 34] and 0.50 mL/g for PEI/ODN complexes. We here
assumed that the partial specific volumes of polymers/pDNA [5, 33, 34] and polymers/ODN
complexes do not significantly differ. SEDNTERP software was used to determine the density

and the viscosity of the 10mM NaCl aqueous solution used as solvent [57].
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2.2.7.4 Refractive index increment and N/P ratio determination by AUC.

2.2.7.4.1 Refractive index increment of single species.

Chitosan, PEI and ODN were diluted from stock solutions to achieve a final concentration of 0.5
g/L. Each solution was analyzed by AUC as described above at 50,000 rpm using interference
optics. The dn/dc of each species was calculated using the following equation:

:I-(dn/dc).C

A== 31)

where AJ is the number of fringes calculated from the integration of the c(s) distribution
obtained with SEDFIT, | is the optical path, A is the laser wavelength and ¢ is the concentration

of species.

2.2.7.4.2 Quantification of unbound polymers by AUC and determination of the N/P ratio of the

polyplexes.

Concentration of excess free polycation in polyplex samples was determined by AUC at 50000
rpm using interference optics. After a few minutes, polyplexes had completely sedimented and a
new sedimentation boundary corresponding to the lower mass species appeared. It is noteworthy
that the absorbance at 260 nm revealed no free ODN left in the solution after complete
sedimentation of the polyplexes. Concentration of the free polymer was determined by
integrating the c(s) distribution peak corresponding to the polymers species and using the
dn/dc of the polymer previously calculated using equation (31). The polyplex N/P ratio was
then calculated by using the following equation:

N/P (O =G )Ny (32)

polyplex
Coon - NP

where C, . is the total mass concentration of polymers, C, ; is the mass concentration of free
polymers after mixing, C,p, IS the concentration of ODN, N is the number of amine groups per

mass unit of polymers and N, is the number of phosphate groups per mass unit of ODN.
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2.2.7.4.3 Refractive index increment of polyplexes.

The dn/dc of polyplexes was determined at 10,000 rpm using equation (31). The mass
concentration of polyplexes was calculated from the known concentration of ODN and polymer

as well as from the N/P ratios of the mix and of the resulting polyplexes using:

Cpolymer N/ Ppolyplex (33)

C =C
polyplex ODN
N/P,,

where ¢ Is the mass concentration of polyplexes, C,p, is the mass concentration of ODN,

polyplex

c is the total mass concentration of polymer, N /P

oypiex 1S the polyplex: stoichiometry

polymer

(equation (32)) and N / P, is the mixing N/P ratio.

2.2.7.5 Determination of the number of ODN and polymer per particle.

The weight-average number of ODN and polymer molecules per particle were determined from
the calculated weight- average molecular weight (equation (30)) and the polyplex N/P ratio

(N/P, equation (32)) as follows:

olyplex !

N = I\/IW,AUC
ODN
-N/P
(MWODN + YQoon polyplexes MWponcaﬁon]
quchation (34)
q N / P olyplexes

N polycation = NODN ( ODN q polypl

polycation

where Ng,, and N are the number of ODN and polycation molecules within the particle,

polycation

respectively, M, .,c is the weight-average molecular weight of polyplex calculated using

equation (30), MW,,, and MW are the molecular weight of ODN and polycation

polycation
molecules (number-average molecular weight, Table 1) respectively, and dopy and dcaion @re
the number of charges or ionisable moieties per molecule of ODN and polycation, respectively.

Here, chitosan, PEIl and ODN, bear 46, 44 and 220 charges or ionisable moieties per molecule on

average, respectively.
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2.2.7.6 Dynamic Light Scattering and Static Light Scattering.

DLS and SLS were performed at 20°C on a Zetasizer Nano ZS (Malvern Instrument) with a laser
wavelength of 633nm and a scattering detection of 173°C. SLS was performed for samples
diluted to 5, 7.5, 10, 12.5, 15, 17.5 and 20 pg/mL of ODN. For each concentration, one DLS
measurement with one read-out, using both the CONTIN algorithm and the cumulant fit was also
performed. Toluene was used as reference solution for SLS measurements. Solutions were
analyzed from the lowest to the highest concentration in order to obtain a Debye plot by applying

the Rayleigh equation (equation (35)), from which the weight average molecular weight of the

polyplexes, M, is determined by an extrapolation to infinite dilution:

Kc 1

— =] —+2Ac |P(@ 35

S RL o9
where A, is the second virial coefficient, R, is the ratio of scattered light to incident light also
called the Rayleigh ratio, c is the polyplex mass concentration calculated from the polyplex N/P
ratio (equation (33)), P(8) the angular dependence of the polyplex scattering intensity, and K is

an optical constant given by:

(ny(dn/dc))’ (36)

where /4, is the laser wavelength, N, is the Avogadro’s constant, N, is the solvent refractive
index, and dn/dc is the refractive index increment of the polyplexes measured by analytical

ultracentrifugation as described above.

A spherical shape correction implemented in the manufacturer software was applied, in

agreement with the morphology revealed by EM (see Figure 13).

2.2.7.7 Scanning electron microscopy.

Samples were prepared using a Badger 250 Mini Spray to pulverize the polyplex solutions on a
silicon substrate, which was subsequently coated with gold. SEM analysis was performed using
an environmental SEM (ESEM, Quanta 200 FEG, FEI Company Hillsboro, OR). The high

vacuum mode of the ESEM microscope was employed for greater resolution and increased
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contrast. An accelerating voltage of 20 kV; a spot size of 3 and a working distance of 5 mm were
used. For each sample, 5 to 6 images were acquired and 10 particles/image were characterized for

their size. Mean size and standard deviation were calculated from these 50-60 measurements.

2.2.7.8 Statistics.

Mean and standard deviation for each result were calculated from three independent experiments
(N=3) for AUC, SLS and DLS experiment.
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2.2.8 Results and Discussion

2.2.8.1 Separation of free polymer and polyplex by AUC allows for the precise

determination of polyplex refractive index increment and stoichiometry.

The determination of the refractive index increment (dn/dc) of all single species and polyplexes
was essential to calculate the N/P ratio as well as to measure the molecular weight of polyplexes
by SLS. dn/dc values of 0.189, 0.293 and 0.168 mL/g were found for chitosan, PEIl and ODN,
respectively (Table 2). Refractive index increment determined by AUC for chitosan and ODN are
in good agreement with previously reported values (Table 2). The slight discrepancy found for
PEI (namely 0.293 mL/g in this study vs 0.263 - 0.272 mL/g in the literature [58] is most likely
due to differences between the solvent used in the different studies (10 mM NaCl solution in this

study versus 1% formic acid [58]).

Table 2. Refractive index increment dn/dc of the different species.

dn/dc measured dn/dc from the
by AUC (mL/g) literature (mL/q)

Chitosan 0.189 + 0.002 0.190 - 0.192[7,
54]
PEI 02930004  0:203-0272
[58]
ODN 0.168 + 0.002 0.168-0.171
[15, 59]
Chitosan/ODN
0.117 + 0.005 n.a.
polyplexes
PEI/ODN
0.152 + 0.001 n.a.
polyplexes

We also determined the concentration of free polymer by analyzing the sedimentation profile of

the remaining polymer at high speed (Table 3), as previously reported [5]. These values of free
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polymer concentration allowed us to calculate the N/P ratios of the chitosan/ODN and PEI/ODN
complexes of 1.3 and 2.4, respectively (Table 3). These N/P ratios are in agreement with those
determined using AF4 or Orange Il titration (for chitosan) as well as with AUC or a copper-based
colorimetric approach (for PEI) (Table 3). Using these polyplex N/P ratios, dn/dc values of
0.117 mL/g and 0.152 mL/g were then deduced for chitosan/ODN and PEI/ODN polyplexes,
respectively, from equations (31) and (33) (Table 2).

Table 3. Concentration of free polymers and polyplex N/P ratios (calculated with equation (32)).

g Cp.1 N/P ratio
Polyplexes
(ug/mL) (ug/mL) AUC results literature
Chitosan/ODN 108 79+2 1.3+0,1 1.2-1.6 [4]
PEI/ODN 52 25+1 24+£0.1 2.4-2.5 [5, 60]

In our study, the dn/dc of polyplexes was directly measured by AUC instead of being calculated
by relying on the common assumption of the additivity of the refractive index increment of the
two components [15] , namely the polycation and the ODN. Furthermore, our results strongly
suggest that such the additivity of the refractive index increment of the two components is not
applicable to highly interacting multi-component systems, such as polyplexes. Indeed, the
additivity assumption would have given theoretical values ranging between the dn/dc values of
singles species, whereas our experimental protocol gave values below this range (Table 2). Thus,
AUC stands out as a technique of choice in order to measure dn/dc for polyplexes since, in
contrast to standard refractometry measurements, AUC has the ability to separate complexes
from free species. It is noteworthy to recall that the dn/dc values required for SLS
measurements are those corresponding to complexes, the scattering of the free polymer being

negligible when compared to that of the complexes.
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2.2.8.2 Combining AUC and DLS allows for the calculation of porosity, size distribution,
aggregation number and molecular weight of polyplexes.

AUC profiles corresponding to three independent preparations of each type of polyplex (Figure
12A) demonstrated that our experimental protocol was reproducible with manual mixing of
ODN and polycations. Furthermore, no sign of polyplex aggregates was present in our samples,
in stark contrast with PEIl/plasmid DNA polyplexes studied by Perevyazko and colleagues [5].

Analysis of the Is—g*(s) distribution gave weight-average sedimentation coefficients, S, of

100 S and 299 S for chitosan/ODN and PEI/ODN polyplexes, respectively, which are at least 20-
times higher than those of the individual constituent species (Figure 12B).
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Figure 12. (A) Reproducibility of (1-3) chitosan/ODN and (4-6) PEI/ODN polyplexes as
investigated by AUC (B) Sedimentation coefficient distribution of (1) PEI, (2) Chitosan, (3)
ODN, (4) Chitosan/ODN and (5) PEI/ODN polyplexes. Sedimentation was performed at 50000

and 10000 rpm for single species and polyplexes, respectively.
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A preliminary interpretation of these AUC data, assuming that the polyplexes are compact and
spherical, gave intensity weight-average diameters of 31 and 34 nm for chitosan/ODN and
PEI/ODN complexes (as calculated using equation (26)). These values were directly compared to
the intensity weight-average diameter of the same polyplexes, determined by DLS where
diameters of 97 and 82 nm were found for the chitosan/ODN and PEI/ODN polyplexes,
respectively (Table 4). The lower sizes from AUC did not account for the highly porous nature of

our polyplexes. The porosity (gp) could then be calculated by combining AUC and DLS intensity

weight average diameters using equation (28).  was thereby calculated to be 90% and 83% for
chitosan/ODN and PEI/ODN complexes, respectively. Introducing the porosity in equation (24),
the weight-average diameters for chitosan/ODN and PEI/ODN polyplexes were found to be 46
nm and 55 nm, respectively (Table 6), as calculated by equation (26).

Table 4. Estimation of porosity ¢, based on the AUC and DLS results and equation (28) for both

polyplexes.
Polyplexes S, Aoiave ™ 9oios 9o averagents PDI e
(S) (nm) (nm) (nm)
Chitosan/ODN 100 £ 7 311 97 7 72+4 0.23+0.02 90% + 1%
PEI/ODN 299 + 10 34+6 82+5 68+4 0.18 +0.02 83% + 4%

* assuming that the polyplexes are non-porous.

Porosity was previously introduced theoretically for charged porous spherical nanoparticles
exposed to a constant gravitational field in other studies [52, 53]. In this study we assumed a
non-draining situation in which the fluid within the particle moves along with it. To the best of
our knowledge, porosity corrections were never applied to sedimentation velocity experiments
and never combined with DLS in order to characterize polyplexes. Porosity values we calculated
in the case of chitosan/ODN polyplexes are close to the value found in the literature for scaffolds
made of chitosan and plasmid DNA [33, 34]. The calculation of porosity implied the use of
intensity weight-average diameters derived from both DLS and AUC (see equation (28)). For
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AUC data, the calculation of the intensity weight-average diameters assumes Rayleigh-type
scatterers (i.e., particles with scattered intensities proportional to the sixth power of the radius).
Such an approximation held true for most of the particles corresponding to each type of polyplexe
under study, as revealed by SEM (Figure 13). PEI-derived polyplexes were found to be less
porous than their chitosan counterparts, more likely due to higher mismatch of intercharge
spacing between chitosan and ODN when compared to that of PElI and ODN (0.52 nm for
chitosan [20], 0.25 — 0.35 nm for PEI [61] and 0.17 nm[20] for ODN). Indeed, intercharge

spacing mismatches are known to induce swelling of polyelectrolyte complexes [35].

Pioneering work of Pereviazko et al. [5] studied PEI/pDNA polyplexes by AUC [5]; however,
the authors did not introduce porosity in their analysis of AUC results. Sedimentation coefficients
reported by Pereviazko et al. [5] were significantly higher than the ones we report here (10,000
versus 300 S). This difference is most likely due to the presence of aggregates since PEI/DNA
polyplexes are prone to aggregation at physiological pH and high salt concentrations (as used in
their study). In contrast, we used only 10 mM salt concentration and acidic conditions to ensure

colloidal stability of polyplexes.

Having determined the N/P ratio and the weight average-molecular weight for each particle, by
AUC, it is possible to determine the aggregation number (i.e. the number of copies of each
species within a single polyplex - see Table 5). Interestingly, both polyplex types are
characterized by amounts of ODN being within the same order of magnitude, despite of

significant physicochemical differences between polycations.

Table 5. Aggregation number related to both polyplexes

Number of Number of

Polyplexes M, auc (KDa) _
ODN polycations
Chitosan/ODN 19000 + 3000 780 + 120 1000 + 160

PEI/ODN 29000 * 4000 1580 + 220 790 £ 110
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2.2.8.3 SEM imaging confirms the spherical shape of both polyplexes and their size, as
determined by DLS/AUC.

Further investigations of our polyplexes by SEM unambiguously confirmed the spherical shape
of our polyplexes (Figure 13A-D). Diameters measured by SEM for both chitosan/ODN and
PEI/ODN polyplexes were of 57 + 13 and 45 + 12 nm respectively (Table 6, Figure 13 2E-F), in
agreement with number-average diameter values (equation (29)) derived from AUC experiments
(40 and 46 nm for chitosan/ODN and PEI/ODN polyplexes, respectively).

Table 6 : Number-average diameter calculated from SEM imaging and AUC and weight average

diameter calculated from AUC.

Polyplexes dpnsem (NM) dpnave (NM) d,wauc (NM)
Chitosan/ODN 57 + 14! 40 + 18 46 + 3°
PEI/ODN 45 + 10? 46 + 13 55 + 33

! standard deviation calculated from 100 measurements from 6 different pictures
2 standard deviation calculated from 60 measurements from 5 different pictures

® standard deviation calculated from independent experiments (N=3)
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Figure 13. SEM images of (A, B) chitosan/ODN and (C, D) PEI/ODN polyplexes. Polyplex size
distribution from SEM imaging for (E) chitosan/ODN and (F) PEI/ODN polyplexes.
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2.2.8.4 SLS weight-average molecular weight measurement supports conclusions from
AUC/DLS about porosity.

Weight-average molecular weights of 20 and 14 MDa (Table 7) were derived from SLS Debye
plots (using equations (35) and (36)) of chitosan/ODN and PEI/ODN polyplexes, respectively.

Given our measured polyplex porosity (Table 4), one can transform the Is—g*(s) distribution

(Figure 12) into a molar mass distribution, and thus calculate the weight-average molecular
weight of the different polyplexes using equation (30). This gives a weight-average molecular
weight of 19 and 29 MDa for chitosan/ODN and PEI/ODN polyplexes, respectively (Table 7).
While excellent agreement was found comparing weight-average molecular weights from AUC
to SLS for chitosan-based polyplexes (Table 7), in the case of PEIl-based polyplexes, the
molecular weight measured by AUC was two fold higher than that measured by SLS. Such a
discrepancy may arise from the precision of both AUC and SLS measurements. Furthermore, a
closer inspection of the Debye plot of PEI/ODN samples (Figure 20) revealed a slightly negative
second virial coefficient, which is indicative of attractive interactions that could induce
aggregation and thus compromise the precision of the measurement (note that the second virial
coefficient for chitosan-based polyplexes was positive, indicating repulsion between chitosan-
based polyplexes). Nevertheless, molecular weights that were deduced from AUC and SLS
measurements were within the same order of magnitude, thus strongly supporting once again the

porous nature of our polyplexes.

Table 7. M, deduced from SLS and AUC measurements.

Polyplexes M, o5 (MDa) M., auc (MDa)

Chitosan/ODN 20+1.4 19+3

PEI/ODN 13.9+0.6 29+4
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2.2.9 Conclusion

We have demonstrated that a combination of AUC and DLS measurements constitutes a
powerful approach for a detailed characterization of polycation/ODN polyplexes. Of salient
interest, the use of AUC alone allowed for the determination of the N/P ratio (stoichiometry) and
refractive index increment of the polyplexes. The latter cannot be predicted by additivity rules
previously applied to non-interacting multicomponent systems. Accurate dn/dc data is crucial
for precise molecular weight determination from SLS measurements. Moreover, a combination of
AUC and DLS allowed for the determination of almost all physicochemical parameters of
polyplexes under study, including sedimentation coefficient distribution, size distributions,
molecular weight distributions and porosity. Additional measurements performed by SLS and
SEM validated the conclusions derived from AUC and DLS techniques.
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2.2.10 Associated content
More experimental data as well as AUC, DLS and SLS results. This material is available free of
charge via the Internet at http://pubs.acs.org.”
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CHAPITRE 3 DISCUSSION GENERALE ET RECOMMANDATIONS

3.1 Discussion générale

L’ultracentrifugation analytique a permis de calculer de maniere indépendante la variation de
I’indice de réfraction dn/dc pour les espéces pures, donnant des résultats similaires a ceux de la
littérature (table 2). En utilisant le ratio N/P, déterminé egalement par AUC, le dn/dc des deux
types de complexes ont été calculé. 1l est & souligner que les techniques classiques de
réfractométrie considérent toutes les espéces en solution, face a I’AUC, qui mesure 1’unique
contribution des polyplexes. Bien que I’hypothése d’additivité fonctionne pour des systemes
composés de plusieurs espéces qui n’interagissent pas entre elles, I’AUC démontre que cette

méthode n’est pas valide pour les polyplexes, bien qu’utilisé dans la littérature [15].

La combinaison des méthodes AUC et DLS pour calculer la porosité n’est valide que dans le
cadre de I’approximation de Rayleigh pour les particules suffisamment petites (inférieur a 100
nm). Au-dessus de cette valeur, I’intensité mesurée a notre angle de mesure, n’est en revanche
plus proportionnel au rayon a la puissance 6. Cette combinaison de techniques s’avére trés
intéressante, car elle a permis de déterminer de maniére rapide, de trés nombreux paramétres en

utilisant de concentrations faibles de matériel dans de faibles volumes (400 pL).

La microscopie électronique, ainsi que la SLS confirme les résultats obtenus par DLS et AUC
ainsi que la sphéricité de nos particules, et la validité du modéle utilisé. Certaines différences sont
en revanche observables, mais peuvent étre expliqués par les biais des diverses méthodes utilisées
[16]. Ces deux techniques supplémentaires soutiennent les résultats obtenus et I’efficacité de cette

combinaison de techniques.
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3.2 Recommandations

Pour la suite des travaux, une mesure de la porosité de maniere indépendante devrait étre réalisée
et comparer a celle mesurée par I’AUC et la DLS. Pour ce faire, l'utilisation d'un pycnomeétre a
gaz a été rapportée dans plusieurs études [33, 34]. Mais pour pouvoir utiliser un tel matériel, une
méthode de séchage des complexes doit étre mise au point et validée afin de s’assurer de leur
intégrité lors de la mesure de porosite. Une methode de lyophilisation est actuellement

développée au sein du laboratoire, mais des excipients sont également présents lors du séchage.

L’utilisation d’une méthode de fractionnement pour obtenir des particules plus monodisperses
devrait également étre considérée. L’utilisation de I’AFFFF peut étre envisagée. Ces deux
premiers points sont a poursuivre en priorité, car il permettrait de valider notre méthode d’analyse

en plus de la SEM et SLS.

Par la suite une étude plus complete sur les polyplexes chitosan/ODN devrait étre faite, en variant
le type de chitosan (masse molaire et degré d’acétylation). Il faut également étudier I’influence du
ratio N/P sur le mélange et la forme des complexes, ainsi que la solution tampon utilisés pour

former les complexes (contrdle du pH, et force ionique).

Le volume spécifique partiel des deux types de polyplexes a été obtenu dans la littérature. Une
méthode expérimentale devrait étre développée afin de déterminer ce volume spécifique partiel
pour différents complexes. La variation de la densité (contrast density method) [32] serait
intéressante car la concentration des polyplexes est tres faible, limitant 1’utilisation d’un
densitométre. En revanche, le deutérium et le sel ont tendance a provoquer 1’agrégation de ceux-
ci, ce qui invalide les résultats obtenus. En revanche I’utilisation du sucrose, par exemple,
modifierait également la densité du solvant sans porter atteinte a I’intégrité des polyplexes. Il
serait intéressant de poursuivre dans cette voie, pour renforcer encore la méthode d’analyse

développée.

Une autre méthode d’analyse, la Nanoparticle Tracking Analysis (NTA), qui gagne en popularité,
ajouterait de la richesse aux résultats. Cette technique se base sur le suivi de chagque nanoparticule
indépendamment les unes des autres en se basant sur leur mouvement brownien. Cette technique

a déja éte comparée a la DLS mais pas encore a I’AUC et pas pour ce type de complexes [62].
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Il serait également intéressant d’étudier par la suite toutes sortes de complexes formés a base
d’ADN ou de siRNA. Ces futurs travaux permettraient de confronter notre méthode d’analyse a
d’autres types de polyplexes. Il serait judicieux d’étudier de manic¢re plus exhaustive les
complexes d’ADN ou de siRNA avec le chitosan. Le chitosan utilisé ici est un chitosan léger
avec un trés fort pourcentage de désacétylation. Le PEI est tout aussi Iéger. Une prochaine étude
pourrait se consacrer a la caractérisation des complexes ODN/chitosan avec différentes valeurs de
masse molaire pour le chitosan et différents pourcentages de désacétylation. Dans le cas du PEI,
I'utilisation d'un polymeére branché est aussi possible. Le remplacement des ODN par du siRNA

pourrait aussi étre envisage.
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CONCLUSION

La combinaison de I’AUC et de la DLS se révele donc étre une méthode puissante pour
caractériser les complexes. De maniére indépendante I’AUC peut déterminer la stoechiométrie et
la variation d’indice de réfraction des polyplexes. Ce dernier ne peut étre déterminé par simple
additivité ou par réfractométrie. Le dn/dc se révele pourtant essentiel pour la caractérisation de
ce type polyplexes par SLS. Qui plus est, combiner I’AUC et la DLS permet de déterminer de
nombreux parameétres physico-chimiques pour les polyplexes chitosan/ODN et PEI/ODN tels que
la distribution en coefficients de sédimentation, en taille, en poids moléculaire, la porosité, ainsi
que le dn/dc. La SEM et la SLS ont validé les résultats de ces deux techniques renforgant

I’intérét cette nouvelle méthode de caractérisation.

Cette méthode étant tres prometteuse, des futurs travaux sont a envisager tels que d’autres
complexes ayant la méme structure, la détermination indépendante de la porosité, ou la

détermination expérimentale du volume spécifique partiel des complexes.
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ANNEXE 1 - SUPPORTING INFORMATION

Sedimentation ideality assessment

Three different concentrations from the same stock of polyplexes in 10mM NaCl aqueous
solution were analyzed by sedimentation velocity in order to verify that the sedimentation
coefficient distribution is independent of the concentration of polyplexes (i.e. no electrostatic
contributions to the sedimentation). Polyplexes were prepared by mixing 400uL of ODN solution
at 100pg/mL and 400pL of polymer solution and then diluted with a 50mM NaCl solution to
obtain a final 20mM NaCl concentration. Using a 10 mM NaCl aqueous solution, two-fold and
four-fold dilutions were then prepared from this stock polyplex solution. Three AUC cells were
filled with these solutions and sedimentation data were acquired during the same run (Figure 14
and Figure 15).
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Figure 14. Is-g*(s) (left) and normalized Is-g*(s) (right) distributions of chitosan/ODN polyplexes
for the stock solution (solid line), 2-fold dilution (dashed line) and 4-fold dilution (dotted line).

The normalized Is-g*(s) distributions are superimposed, which is indicative of ideal behavior.
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Figure 15. Is-g*(s) (left) and normalized Is-g*(s) (right) distributions of PEI/ODN polyplexes for
the stock solution (solid line), 2-fold dilution (dashed line) and 4-fold dilution (dotted line). The
normalized Is-g*(s) distributions are superimposed, which is indicative of ideal behavior.
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Figure 16. Sedimentation velocity data fit with the Is-g*(s) model along with the residual (left)
and the Is-g*(s) distribution (right) of the chitosan/ODN polyplexes. RMSD is 0.008492.
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Figure 17. Sedimentation velocity data fit with the Is-g*(s) model along with the residual (left)
and the Is-g*(s) distribution (right) of the PEI/ODN polyplexes. RMSD is 0.003845.
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Debye Plot
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Figure 18. Debye plot of Chitosan/ODN polyplexes obtained by static light scattering to measure
the molecular weight of polyplexes. The correlation coefficient is 0.957.
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Figure 19. Intensity-weighted size distribution (left), and correlogram (right) obtained by DLS for
Chitosan/ODN polyplexes.
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Figure 20. Debye plot of PEI/ODN polyplexes obtained by static light scattering to measure the

molecular weight of polyplexes. The correlation coefficient is 0.958.
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Figure 21. Intensity-weighted size distribution (left), and correlogram (right) obtained by DLS for
PEI/ODN polyplexes.
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ANNEXE 2 — INTERACTIONS ELECTROSTATIQUES

Un challenge actuel de I’ultracentrifugation analytique est de considérer la charge des
nanoparticules présentes en solution. Les effets électrostatiques qui en résultent peuvent modifier
la valeur des sédimentations de coefficients et mener & une mauvaise interprétation des résultats.
Une premicre approche est de considérer la chute d’une sphere chargée dans un champs

gravitationnel [63].

Considérons une sphere tombant dans un champ de gravité. Cela est similaire a étudier un fluide
se déplagant a une méme vitesse autour d’une particule fixe. Plagons dans le cas d’état
stationnaire, ce qui signifie que av /ot =0, avec v la vitesse du fluide. Cela est supposé lors de

’ultracentrifugation, la vitesse U est supposée étre atteinte.

Nous appliquons donc Navier Stokes sur la surface de la sphére, a une distance tellement petite

que la surface de la particule peut étre considérée comme un plan (figure 22):

(p(V-VV)+Vp):77V2\7+V-T:e 37

surface of the particle

Figure 22. Vitesse du fluide dans la couche limite

avec p ladensité du fluide, v la vitesse du fluide, p la pression, 7 la viscosité du fluide, et T®

le tenseur des contraintes électriques.

La variation de pression peut étre considérée comme négligeable comparée aux forces visqueuses

et électriques dans la couche limite. Nous obtenons donc :

0=nVW +V.T¢ 38
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o°v, ot
T~ ox 39

L’intégration des équations précédentes donnent :

77(2\;2 =-T,+C, 40
SO a
X

avec C,, une constante qui doit étre déterminée, ¢ le potentiel, € la constante de permittivité du

solvant. A x=d, la condition frontiére donne :

navz =Jf 42
OX |y
%:O 43
OX

d

ce qui donne C, =o¢, avec o la contrainte a la surface. Une seconde intégration donne :

nv, =€cE,p(x)+ o x+C, 44
Avec C,, une autre constante a déterminer, E, le champs électrique selon 1’axe z. La condition
frontiére est v, (x=0)=0 ce qui donne C, =—¢E,{’, avec ¢ le potentiel zéta de la particule.
A x=d,ona ¢(d)=0,dol:

ol :£E2+77VZ
d d

45
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U
Figure 23. Spheére isolante se trouvant dans un écoulement fluide de vitesse U
En se basant sur la notation sphérique présentée figure 23, et en s’affranchissant du sinus

(symbole ~), nous obtenons :

d

53 =S g, 4+ 1 46

 d d

Définissons par la suite le potentiel a I’extérieur de la particule. Nous supposons :
A
¢ =—C0s0 47
r

avec A une constante a déterminer. C’est une solution des équations de Laplace avec aucune

charge nette et aucun champ appliqué. Les conditions frontiéres sont :

g 20,95

cosezz—f‘cos@ 48
or | oR R

avec v, =V'2cos@ et v, =V5 cosd, o, ladensité surfacique de charge, o la conductivité.

2d
A oyR, 49
o
La résolution donne le potentiel a I’extérieur de la particule :
2~d
_ 4R,
¢=—"—5-Ccosd 50

or
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La résolution des équations de Navier Stokes donne :

=— +2 51
¢ 2R R d 7 d
~d ~d
Comme R>d, hous avons 3%«% ,dou:
3ud
’ 1+7€é’6d
noR
Le potentiel est donc :
3UdR
p=——20 Jecosg_ 1A cosd 53
14 €59 r’  4zric
noR
(ES;zUR)dad
A=—~—"2—"¢ 54
1+—6§U‘j
noR

Nous supposons ensuite que 1’espace entre chaque particule est suffisamment grand comparé au
rayon R de la particule. Le champ électrique E induit n’est donc qu’une simple addition du

champ produit par chaque particule, il est donc proportionnel a la concentration N de particules
par unité de volume.

Nous avons donc :

E =— =— U 55

Une résolution fournie par Pedersen donne [28] :

dy
U =s,0°r—u,| — 56
0 ﬂo(drj
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On se place dans 10mM de NaCl. Nous pouvons donc faire les calculs dans le cas étudié du

projet, c’est-a-dire delui des complexes ODN/chitosan.

Estimation de la vitesse U durant une expérience d’ultracentrifugation :

U =sa’r 57

$=100 S=100-10" s*

@ =10000 rpm =10000- 2_70[ =1047 rads™

r=6.5cm=6.5-102m
U=7.1310"ms™

Estimation du nombre de particules par unité de volume :

N=V 58

particle

v

v=06mlg*t=06-10° Lg'=0.6-10°m’g™
C,=25ugmL"=25-10"° gmL™" =25 gm™

4

\Y =§7Z'R3 =2.6-10% m®

particle

R=40 nm=4-10"° m°
N =5,8-10" particules.m™

Estimation du rayon R (DLS) et de la longueur de Debye d :

R=40nm=4-10° m

d _ 0304 nm=3-10° m

Jr
| =10-10° mol.L!

Estimation de la densité de charge o, en surface :

La sphére est supposée avoir une densité de charge en surface g;, un potentiel zéta {. Une

simplification de 1’équation de Grahame donne :
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o, =+/8c,ek, T sinh ( 2T<§T ] 59

b

¢, =1.2-10% particules.m™
k, =1.38-10 m’kgs?K™
€=¢6 =7.08-10" Fm™
£=3102 V
T=293 K
e=16-10" C

o, =32-10° Cm?

Estimation de la conductivité o :
o=A, [Na']+2, [CI] 60

Ay =5.01-10"° Sm=2molm™
Aoy =7.63-10° Sm=2.molm™

[Na*] = [CI’] =10 mM =10 mol.m™®
o=0.126 Sm™

Estimationde E, :

E__ 6NzRdo,

,=——F——— <V 61
0'(1+ €60y j
noR
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U=713-10" ms™
N =5.8-10" particules.m™

o=0.126 Sm™
o, =32-10° Cm™
R=4-10°m
d=310"m

€=¢e =17.08-10"° Fm™
£=310%V

n=10"° Pas™

E,=-2310° V.m™

Estimation de g, calculée a partir de la mesure du potentiel zéta (approximation de

Smolushowski) :

ILIO = 7 62
€ =66 = 7.08-10" Fm™
£=3107 V
n=10" Pas™
Uy =2-10° m*Vis™

Ce qui donne :
4E, ~=10"°ms™

sw’r ~107" ms™

sw’r > u,E,

Il n’y a donc pas d’effet de charges d’apres les calculs théoriques dans le cadre de nos
expériences.



