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RESUME

A Tinstar des autres secteurs, le milieu biomédical n’échappe pas 4 1’engouement et
I’intérét suscités par la nanotechnologie. En se basant sur les recherches de ces derniéres
années, le ciblage des cellules et des tissus, pour le traitement de plusieurs pathologies,
figure parmi les perspectives d’avenir les plus prometteuses en la matiere. En effet, la
vectorisation de substances biologiquement actives au niveau des cellules nécessite le
développement de systemes a 1’échelle nanométrique. Ces systémes nanoparticulaires
sont congus afin de faciliter I’acheminement d’une substance active et son internalisation

par la cellule, dans le but d’induire I’effet thérapeutique escompté.

Les nanoparticules a base de polymeres polycationiques de charge positive sont parmi les
systémes utilisés pour la complexation d’acides nucléiques (ADN et oligonucléotides).
Ces derniers possédent des charges négatives qui leur permettent d’interagir de fagon
électrostatique avec les polymeres cationiques. Ceci a pour conséquence de compacter
I’ADN, de promouvoir son passage a travers la membrane cellulaire et de le protéger de
la dégradation dans le milieu biologique. Ce type de nanoparticules posséde des
applications prometteuses en thérapie génique ou l'introduction du matériel génétique
vise a induire ou inhiber I’expression d’une protéine donnée pour des usages

thérapeutiques.

Le choix des nanovecteurs non-viraux est dicté par les avantages majeurs qui résident
dans leur faible toxicité, applicabilité pour la plupart des substances médicamenteuses
notamment celles qui sont vulnérables dans les milieux physiologiques, leur faible cofit,

ainsi que la simplicité et possibilité de production a large échelle.

Dans ce travail nous avons utilisé deux polymeres polycationiques : le chitosane (Ch) et

le polyéthyléneimine (PEI), pour la complexation d’ ADN et d’oligonucléotides (ODN).
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Dans un premier temps, le Ch a été utilisé pour la synthése de nanoparticules avec le
plasmide VR1412 contenant un géne codant pour la protéine B-galactosidase (B-gal).
L’utilisation du Ch fiit dictée par sa biocompatibilité reconnue et par des résultats

préalables encourageants (Suh et al., 2000; Corsi et al., 2003).

Il est connu que lors de l’injection des nanoparticules par voie intraveineuse, les
macrophages sont les premiéres cellules qui les interceptent. Cependant, la littérature
manquait de données faisant référence aux effets induits par ces nanoparticules suite a

leur ingestion par les macrophages, notamment du point de vue inflammatoire.

Notre travail a donc consisté a traiter les macrophages issus d’une lignée humaine (THP-
1) avec différentes concentrations de nanoparticules, pendant des périodes de temps
variables. La mesure de la sécrétion des cytokines (TNF-a, IL-1f, IL-6 et IL-10) ainsi .
que des métalloprotéinases (MMP-2 et MMP-9) et leurs inhibiteurs (TIMP-1 et TIMP-2)
a été effectuée en dosant leur taux dans les surnageants cellulaires par ELISA ( enzyme-
linked immunosorbent assay). En plus de cette technique, 1’activité gélatinolytique des
MMP-2 et MMP-9 a été€ évaluée par zymographie, étant donné leur implication reconnue
dans la dégradation de la matrice extracellulaire. Cette activité a ét€ mesurée dans les
surnageants et les lysats cellulaires. Les résultats obtenus ont montré que, méme en
présence d’une forte concentration de nanoparticules, la sécrétion des cytokines n’est pas
détectable. Par contre la présence de la MMP-9 a augmenté d’une fagon significative
aprés 24 et 48 heures dans les surnageants des cellules traitées, comparativement avec
celles qui ne I’ont pas été. Par ailleurs, la sécrétion de la MMP-2 a augment€ seulement
aprés 48 heures pour les concentrations les pius élevées de nanoparticules (10 et 20
pug/mL d’ADN total). Les études de zymographie ont montré que les MMPs sécrétées
sont sous forme proactive. Dans les lysats cellulaires, la MMP-9 a été détectée sous la
forme active pour les concentrations les plus élevées. Ceci pourrait étre di a la réaction

des macrophages, suite a la phagocytose des nanoparticules, visant a les dégrader.
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En plus de jouer un role dans la défense de 1’organisme, les macrophages sont aussi
responsables de [D’initiation et du maintien de l'inflammation. On les trouve alors
impliqués dans des maladies telles que I'athérosclérose, I'arthrite rhumatoide et la scl€rose
en plaques. Des études visant l'‘élimination des macrophages et/ou du médiateur
inflammatoire TNF-q., ont permis de constater la diminution de la sévérité de la maladie
inflammatoire.

Lors de notre travail, notre approcbhe a consisté a développer des nanoparticules a base de
Ch et de PEI pour la complexation d'ADN et d'ODN anti-TNF-o. pour induire I'apoptose
des macrophages et inhiber la synthése de la cytokine.

Tout d’abord, nous avons comparé I’efficacité du Ch et du PEI de différents poids
moléculaires a induire !’apoptose chez les macrophages en utilisant différentes
concentrations de polymeres (0.01, 0.02 et 0.05 % pour le Ch ; 0.225, 0.45 et 0.9 mg/mL
pour le PEI). Pour ce faire, nous avons procédé a la complexation du plasmide pORF
contenant le géne Bax-oo (pORF-Bax-o) avec les différents polymeres et évalué la
viabilité¢ cellulaire en utilisant le test MTT. Les résultats ont démontré que la
complexation du plasmide avec le Ch, quelques soient les conditions utilisées, n’a pas
induit de mortalité cellulaire. Ceci a donc conduit a son élimination et a 'utilisation de la
PEI pour les études suivantes. Les conditions optimales pour I’induction de I’apoptose
par les nanoparticules ont été sélectionnées en éliminant celles ou le PEI provoque la
mort cellulaire lorsqu’il est utilisé seul. C’est notamment le cas lorsque les macrophages
sont traité€s avec de la PEI de masse moléculaire moyenne (750 000 kDa) et élevée (1 000
000 kDa). L’utilisation de la PEI de basse (25 000 kDa) masse moléculaire n’a pas induit
de cytotoxicité cellulaire lorsqu’elle est utilisée seule, alors que la viabilité des
macrophages a diminué€ de facon significative suite & la complexation avec le plasmide

Bax-o..

L’efficacité du PEI par rapport au Ch lui est conférée par ses capacités de tamponner

I’environnement de I’endosome. Cette propriété est expliquée par la théorie de I’éponge a
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protons qui se résume comme suit : - Le PEI posséde des groupements amines dont une
petite partie est protonée & pH physiologique (7.4). - Une fois dans le compartiment
endosomal (pH acide), le PEI capture des protons. - Ceci conduit alors au gonflement et a
I’éclatement de I’endosome. Cet éclatement précoce de 1’endosome permet la libération
de 'ADN ou de ’ODN avant leur dégradation dans I’environnement agressif de

I’endosome.

Le traitement des macrophages par les nanoparticules a permis d’induire I’apoptose dans
67.8% des cellules, apres 24 heures. L’utilisation du plasmide contenant le géne bax-q.,
sans complexation, a montré des résultafs similaires au témoin (cellules non traitées). Ce
qui démontre que la complexation du plasmide avec le PEI est nécessaire a 1’induction de

I’apoptose par le géne Bax-o.

Par ailleurs, la complexation du TNF-a antisens, dans le but d'empécher la transcription
et la traduction du TNF-¢, a permis d’induire une inhibition significative de la synthese

de la cytokine de 15%.

En conclusion, la possibilité de cibler des macrophages par des nanoparticules chargées
doit étre approfondie compte tenu des retombées thérapeutiques notamment pour les
maladies inflammatoires ot ces cellules jouent un role majeur. De plus, ce savoir-faire
peut étre couplé au développement de nouveaux biomatériaux pour contrdler

I'inflammation.



ABSTRACT

Nanotechnology is expected to become one of the basic technologies for the healthcare
delivery of therapeutic components in the next years. Based on the past years research,
cell and tissue targeting, aiming to the treatment of several pathologies, figure among the

most exciting and promising perspectives for the future.

To achieve a successful delivery of biologically active substances to the cells, it is
necessary to develop nanometric systems that are able to carry and facilitate the
internalization of an active therapeutic agent by the cells, in order to induce a desired

effect.

For example, polymeric-based nanoparticles are used to deliver nucleic acids (RNA,
DNA and oligodeoxynucleotides) to the cells. For this purpose, polycationic polymers
displaying a positive charge are used for the complexation of the negatively charged
nucleic acids. Nanoparticle formation is allowed by the electrostatic interaction between
the polycation (polymer) and the polyanion (nucleic acid). As a consequence, the nucleic
acids are condensed, and their entry into the cell, via the membrane, is facilitated. In
addition, they are protected from the enzymatic degradation once in the biological milieu.
This kind of nanoparticles has very promising application in gene therapy, which consists
in the introduction of the genetic material that may induce or inhibit the expression of a

protein, with the aim to achieve a given therapeutic effect.

The choice of non-viral nanovectors is dictated by the major advantages they display, in
comparison to the viral systems. They possess a low cytotoxic effect, can be designed
with various drugs, especially those that are susceptible to be degraded in the
physiological fluids, are less expensive, are simpler to synthesize and can easily be

produced at a large scale.
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In the present work we used two plycationic polymers: the chitosan (Ch) and
polyéthyleneimine (PEI), for the complexation of DNA and oligodeoxynucleotides
(ODN).

The first part of our work consisted on the use of Ch for the synthesis of nanoparticles
that contains the VR1412 plasmid with a B-galactosidase (B-gal) protein-encoding gene.
Ch was chosen because its known biocompatibility and the encouraging results obtained

by other researchers regarding its use a vector for DNA plasmid.

It is well known that the macrophages intercept and ingest the nanoparticles after their
intravenous injection. However, very little has been reported on the effect of nanoparticle

internalization on the macrophages, especially about the inflammatory effect.

The first part of our work consisted on a time course (1, 6 and 24 hours) treatment of
THP-1 human macrophage cell line with Ch-DNA nanoparticles at different
concentrations. After each period, the secretion of TNF-o, IL-1B, IL-6 and IL-10
cytokines as well as metalloproteinases (MMP-2 and MMP-9) and their inhibitors
(TIMP-1 and TIMP-2) were measured by the enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA). Since MMPs play an important role in the degradation of the extracellular
matrix of tissues, the gelatinolytic activity of MMP-2 and MMP-9 was evaluated by
zymography. This activity was evaluated in cell supernatants and in cell lysates. The
results showed that, even in the presence of high concentrations of Ch-DNA
nanoparticles, cytokine secretion was not detected. On the contrary, the secretion of
MMP-9 increased significantly after 24 and 48 hours in the cell supernatants after
treatment of the cells. However, the secretion of the MMP-2 augmented only after 48

hours, for the highest concentrations (10 and 20 pg/mL total DNA).
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Zymography studies showed that the secreted MMPs were in a proactive form. However,
MMP-9 was detected in an active form in cell lysates when the highest concentrations
were used. This fact could be due to the macrophages’ reaction against the internalized

nanoparticles, aiming to degrade them.

In addition to their major role in the organism’s defence, the macrophages are also
responsible of the initiation and maintenance of inflammation, which lead to the
development of several diseases such as atherosclerosis, rheumatoid arthritis and multiple
sclerosis. This has been evidenced by several studies that reported on a decrease of the
severity of inflammatory diseases after macrophage elimination and inhibition of the

inflammatory mediator TNF-o.

Using this approach, the second part of our work aimed to induce apoptosis and inhibit
TNF-o secretion after treatment of the THP-1 cells by polymeric nanoparticles loaded
with a Bax-o plasmid or antisense TNF-at oligodeoxynucleotides (ODN). Ch and PEI
were used for the condensation of the Bax-ot plasmid and their potential on apoptosis
induction was evaluated. PEI was used for complexation with the anti-TNF-oo ODN and
the nanoparticles incubated with the cells to study the inhibition of TNF-a secretion by

the macrophages.

First, we compared the efficacy of Ch and PEI with different molecular weights (MW) to
induce the mortality of the macrophages. Different concentrations of the polymers were
used for treatment of the cells (0.01, 0.02 and 0.05 % for Ch ; 0.225, 0.45 et 0.9 mg/mL
for PEI). Each condition was used for the complexation of the PORF- Bax-o. plasmid and
the obtained nanoparticles were used for treatment of THP-1. After the incubation period,

cell viability was measured by the MTT test.

The results demonstrated that treatment of THP-1 with the nanoparticles, obtained upon

the complexation of the plasmid with the Ch, did not induce a significant decrease in cell



Xiii

viability in comparison to the negative control. When used alone, PEI having medium
and high MW induced significant cell mortality by itself. This resulted in the elimination

of Ch and PEI with medium and high MW for the subsequent studies.

When PEI having a low MW (25 000 kDa) was ﬁsed alone, it did not induce a significant
decrease in cell viability by itself. However, when complexed with the Bax-o plasmid,

the nanoparticles produced a significant 2-folds diminution in THP-1 viability.

The efficacy of PEI versus Ch is confered by its capacity to buffer the endosome
environment. This property is explained by the sponge theory resulting from the fact that
only a fraction of PEI amino groups are protonated at the physiological pH. After the
internalization of PEI nanoparticles by the cells and their capture into endosomal
compartments that display an acidic pH, PEI acquires the capacity to capture protons.
This causes osmotic swelling and subsequent endosome disruption, leading to the release

of endocytosed nucleic acids into the cytosol.

Cytometry study allowed concluding that treatment of the macrophages by PEI-Bax-o
nanoparticles resulted in the induction of apoptosis in 67.8% of THP-1 cells after 24
hours. The use of the plasmid alone showed the same results than the control (untreated

cells).

The study of TNF-o inhibition by PEI-anti-TNF-o¢ ODN nanoparticles showed an
inhibition of TNF-o synthesis by 15%.

In conclusion, the targeting of macrophages by nucleic acids nanoparticles represents a
very exciting alternative for the treatment of inflammatory diseases. In addition, the use
of the nanoparticles could be combined with new biomaterials to control inflammation or
potentiate a desired effect. However, the synthesis of the polymeric nanoparticles should

be optimized and studied more extensively.
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CHAPITRE ]

1. INTRODUCTION
1.1 Historique

Au milieu des années ‘50, des scientifiques ont montré que les cellules sont capables
d’internaliser les acides nucléiques extraits a partir de virus et les exprimer en protéines
(Alexander et al., 1958; Holland et al., 1959). Le processus par lequel de I’ADN exogene

est introduit dans la cellule est connu sous le nom de transfection.

Les années ‘60 ont vu alors les efforts des chercheurs dirigés vers I’optimisation de
livraison des acides nucléiques aux cellules. Ils ont trouvé que la combinaison de I’ADN
avec des polymeres positivement chargés conduisaient a la neutralisation des charges
négatives de I’ADN et permettaient son internalisation par les cellules plus facilement
(Smull et Ludwic, 1962). L’une des techniques utilisait le polymére organique
diéthylaminoéthyl (DEAE)-dextrane et l’autre, le phosphate de calcium (Vaheri et
Pagano 1965; Graham et Van Dereb, 1973).

La naissance de la biologie moléculaire moderne a la fin des années 70 a permis
I’éclosion de techniques pour I’expression de plasmides recombinants dans des cellules
en culture (Mulligan et al., 1979). La transfection des cellules avec des acides nucléiques
a permis alors de produire des lignées cellulaires stables que I’industrie pharmaceutique
utilise aujourd’hui pour fabriquer des protéines recombinantes & usage médical

thérapeutique.

Les années 80 ont permis d'explorer l'ensemble des génes humains (le génome) et de les

répertorier.



Les premicres tentatives thérapeutiques sont apparues en 1990 grice a une stratégie ex
vivo durant laquelle les cellules du patient sont prélevées et cultivées en laboratoire en
présence des vecteurs. Une fois leur ADN modifié, les cellules sont alors réinjectées au
patient. Les premieres maladies que l'on voulait viser étaient la myopathie de Duchenne

et 'hémophilie (Webster et Blau, 1990 ; Anson et al., 1987).

Aujourd’hui, grice a la connaissance du génome humain et des techniques de biologie
cellulaire et moléculaire, la thérapie génique représente l'un des outils les plus
prometteurs pour le traitement d’un large spectre de maladies (génétiques, infectieuses,

cancer, déficits enzymatiques, etc.).
1.2 La thérapie génique

Elle vise a :

- Remplacer un géne défectueux, c'est-a-dire une séquence d’ADN, par un geéne
normal et fonctionnel qui sera a l'origine de la synthese de la protéine manquante
ou défectueuse.

- Au sens large, a introduire dans la cellule un géne qui sera a l'origine de la
synthése d'une protéine, pas nécessairement présente dans l'organisme normal,
mais susceptible d'avoir, dans des circonstances particulieres, un effet bénéfique
pour le malade. '

- Introduire dans une cellule un matériel génétique (gene, portion de géne, ADN,

ARN, oligonucléotides) qui va constituer un moyen thérapeutique.

La thérapie dite anti-sens, qui consiste a neutraliser une séquence d’ARN messager par
des oligonucléotides (ODN) et empécher ’expression d’une protéine en fait partie. Une
autre approche est basée sur 1’utilisation des ribozymes découverts par Cech (1981) et le
groupe de Altman (Guerrier-Takada et al., 1983). L’avantage principal des ribozymes

réside dans leurs propriétés enzymatiques permettant de cliver les molécules d’ARN



messager. Depuis 2001, et dans la méme optique, les chercheurs s’intéressent a
I’utilisation de petites séquences d’ARN (Small interfering RNA; siRNA) pour inhiber la

production d’une protéine donnée.

1.3 Approche et objectifs

1.3.1 Approche

Malgré les différents outils utilisés en thérapie génique, il reste que le succes de cette
derni¢re est tributaire des barrieres biologiques. Elles sont constituées notamment des
milieux physiologiques qui renferment des enzymes qui dégradent les acides nucléiques
(nucléases) et des cellules elles-mémes qui opposent une résistance a I’entrée du matériel
génétique par leur membrane. Pour surmonter cet inconvénient, I’attention de plusieurs
chercheurs s’est dirigée vers le ciblage intracellulaire en utilisant des nanovecteurs. Ces
nanovecteurs peuvent étre sous forme de liposomes, nanocapsules ou nanoparticules,
avec des tailles inférieures au micron, le plus couramment 100-200 nm (Moghimi et
Szebeni, 2003). Les nanovecteurs sont développés pour préserver I'intégrité des acides
nucléiques, augmenter leur internalisation par la cellule et améliorer le taux de

transfection.

Dans le chapitre 2, les différents systemes et approches utilisé€s sont détaillés. Parmi, ces
systemes, les polymeres polycationiques sont utilisés pour condenser ’ADN et
neutraliser sa charge négative, suite a des interactions électrostatiques, pour faciliter son
passage dans 1’espace intracellulaire. Parmi ces polymeres, le chitosane est utilisé a cause
de sa biocompatibilité (schmidt et al., 2003). Le PEI a aussi démontré une bonne
efficacité conférée par sa structure et ses propriétés physico-chimiques (Kircheis et al.,

1999) (détaillées dans le chapitre 2).



Pour nos études, nous avons choisi d’utiliser les macrophages comme modele cellulaire
car ils sont majoritairement impliqués dans la phagocytose des nanoparticules, suite a
leur administration intravasculaire. De plus, les macrophages constituent une cible
thérapeutique trés importante, car ils sont impliqués dans différentes maladies
inflammatoires et infectieuses (chapitre 3). D’ailleurs, plusieurs stratégies thérapeutiques
ont été développées pour cibler les macrophages qui sont attirés au site d’inflammation,
dans le but de diminuer la sécrétion des cytokines inflammatoires qui font aggraver la
maladie et conduire a sa chronicité (ex. cas de I’arthrite rhumatoide).

Le chapitre 3 est présenté sous forme de revue de littérature faisant le point sur le

potentiel thérapeutique des nanovecteurs utilisés pour cibler les macrophages.
1.3.2. Objectifs

Quoique de nombreux travaux aient porté sur lutilisation de polymeres pour le
développement des nanoparticules afin de véhiculer I’ADN et les oligonucléotides aux
cellules, tres peu a été rapporté sur les effets (en dehors de I’efficacité de transfection)

suite a I’internalisation des nanoparticules par les cellules.

Le chapitre 5 porte justement sur les effets des nanoparticules de chitosane apres leur
mise en contact avec la lignée de macrophages humains THP-1. Les nanoparticules sont
formées suite a la complexation du polymere et du plasmide VR1412 qui code pour la
protéine B-Galactosidase (B-Gal). Cette enzyme est codée par le géne Lac Z incorporé
dans le plasmide; sa détection au niveau des cellules et tissus atteste de D’efficacité
d’expression de la protéine. Ce plasmide a €té utilis€ dans des études préalables ayant fait

I’objet d’un article publi€ dans « Biomaterials » (Annexe 1) (Corsi et al., 2003).

Les objectifs du travail du chapitre 5 dont les résultats sont publiés dans le journal

« Biomaterials » ont consisté 2 ;



- Déterminer et visualiser I’internalisation des nanoparticules par les macrophages
en fonction du temps ;

- Déterminer les effets de Iinternalisation des nanoparticules et de leur
concentration sur la sécrétion des cytokines (TNF-q,, IL-1 B, IL-6 et IL-10) ;

- Déterminer la sécrétion des métalloprotéinases (MMP-2 et MMP-9) et leur
production intracellulaire suite au traitement des macrophages avec différentes
concentrations de nanoparticules ;

- Déterminer la sécrétion des inhibiteurs des MMPs (TIMP-2 et TIMP-1) afin de
déceler un déséquilibre potentiel entre les métalloprotéinases et leurs inhibiteur ;
ce déséquilibre étant connu pour son implication dans les pathologies

dégénératives (ex. arthrite rhumatoide).

Le chapitre 6 traite de 1’application des nanoparticules polymériques pour I'induction de
’apoptose et I'inhibition de la sécrétion du TNF-a chez les macrophages. Les résultats de

ce travail sont soumis pour publication dans le journal « Biomaterials ».

Une des stratégies qui peut étre utilisée pour le traitement des maladies inflammatoires
consiste a moduler ou inhiber I’action de certaines cytokines. Ces dernieres jouent un role
de régulation important dans ’initiation, le maintien et/ou I’amplification ainsi que la fin
de la réponse inflammatoire. Il existe plus d’une cinquantaine de cytokines identifiées, et

de plus en plus d’information devient disponible, par rapport a leurs récepteurs,

mécanismes d’action et voie de transduction.

Parmi les autres cytokines, le TNF-o attire I’attention car elle est considérée comme
I’'une de celles qui initient la cascade inflammatoire (voir chapitre 3). De ce fait, plusieurs
approches sont utilisées pour contrdler sa synthese, sa libération et/ou les effets qui lui

sont associés.



Des recherches détaillées ont permis de mettre en évidence son rdle proéminent dans la
médiation de 1’inflammation ainsi que I’initiation des réactions inflammatoires (Clauss et
al., 2001) ; ce qui conduit a I’établissement d’une multitude de maladies inflammatoires
et auto-immunes (revue par Atzeni et al., 2005). En effet, le TNF-o induit la production
d’autres cytokines pro-inflammatoires telles que les interleukines (IL)-1 et 6. Ces
derniéres provoquent la migration des leucocytes, en augmentant la perméabilité de la
paroi endothéliale et I’expression des molécules d’adhérence par les cellules

endothéliales et les leucocytes et en activant la fonction des neutrophiles et éosinophiles.

Par ailleurs, le TNF-a a été suggéré comme étant une cytokine pro-iflammatoire clé qui
affecte directement les chondrocytes dans un modele murin utilis€ par Cho et al. (2003).
D’autres études ont montré que le TNF-o induit I’expression de plusieurs enzymes
protéolytiques incluant les métalloprotéinases 1, 3 et 9 dont I’action est associ€e a la
destruction de la matrice extracellulaire du cartilage (Fraser et al., 2001 ; Freemont et al.,
1997 ; Jain et al., 2001). De plus, il a été démontré qu’il est hautement impliqué dans la
surrégulation de la BMP-2 et de la BMP-6 qui se sont révélées étre exprimées dans le

synovium arthritique (Lories et al., 2003).

Les activités biologiques du TNF-o laissent donc entrevoir les dangers relatifs a une
sécrétion excessive et non contrblée, justifiant les efforts mis en ceuvre pour la

modulation de ses effets.

Dans le travail décrit dans le chapitre 6, nous avons, dans un premier temps, utilis€ le PEI
et le Ch pour la complexation du plasmide pORF contenant le géne Bax-o, connu pour
son rdle dans le déclenchement de 1’apoptose. Lors de cette expérience, les polymeres ont
été utilisés a différents poids moléculaires et concentrations pour la synthése des
nanoparticules. Dans un deuxi¢me temps, suite a la sélection des conditions optimales,

nous avons utilisé le PEI pour la complexation d’oligonucléotides antisens.



Les objectifs de cette étude sont les suivants :

- Déterminer les meilleures conditions pour la complexation du plasmide et pour
I’induction de la mortalité, de facon spécifique, par le plasmide ;

- Comparer ’efficacité du PEI par rapport au Ch ;

- Déterminer I’influence de la masse moléculaire sur la cytotoxicité cellulaire ;

- Déterminer les meilleures conditions pour I’induction de I’apoptose ;

- Déterminer le potentiel d’inhibition de la cytokine inflammatoire TNF-o en
utilisant des nanoparticules produites suite a la complexation du PEI et

d’oligonucléotides anti-sens.



CHAPITRE 11

2. ETAT DES CONNAISSANCES

Le ciblage des cellules avec des agents thérapeutiques constitue aujourd’hui un défi
majeur pour le traitement de plusieurs maladies. Parmi ces agents, les acides nucléiques
(ADN, oligonucléotides, ribozymes, ARN, siARN) sont utilisé€s en thérapie génique.

Méme si beaucoup de progres a été effectué, résultant de plusieurs travaux dans le
domaine, véhiculer les acides nucléiques au niveau intracellulaire demeure
problématique. En effet, les caractéristiques physico-chimiques des acides nucléiques
sont peu favorables a leur administration intracellulaire. De plus, leur exposition aux
enzymes présentes dans les milieux biologiques entraine leur dégradation rapide et leur
élimination. Les différents systeémes développés pour contrecarrer ces problémes sont

exposés dans ce chapitre.

2.1. Systemes utilisés pour véhiculer les acides nucléiques aux cellules

Les principales stratégies pour véhiculer des geénes requierent des mécanismes a
médiation virale, chimique ou physique (Smith, 1995). La compréhension de la biologie
moléculaire et des virus recombinants a permis I’ utilisation des vecteurs viraux dans une
large mesure. Malgré leur avantage indéniable en termes d’efficacité de transfection, des
questionnements et des €évidences, relatifs a leur sécurité, ont mené les chercheurs a

considérer I’approche non virale comme alternative (Glover et al., 2005).



2.1.1. Systemes viraux

- Rétrovirus

C’est I’'un des premiers systemes de vectorisation utilisés (Joyner et al., 1983 ; Ellis et
Bernstein, 1989). Leur matériel génétique est I’ ARN. Il produit I’enzyme de transcription
“reverse transcriptase” qui permet de transformer I’ ARN en ADN qui peut s’intégrer de
fagon permanente dans I’ADN de la cellule hote. Pour une utilisation plus sécuritaire en
thérapie génique, les rétrovirus sont modifiés afin d’empécher qu’ils délivrent leur propre
matériel génétique.

Leur avantage réside dans leur entrée efficace dans les cellules et le transfert du matériel
génétique désiré sans I’introduction des genes du virus.

Leur désavantage est qu’ils infectent seulement les cellules en division (Miller, 1992). De
plus, leur préparation est fastidieuse et coliteuse avec un titre assez bas et une contrainte
de taille du geéne a insérer. L’expression du geéne est tres difficile a contrdler et peut

causer un dommage au niveau du génome hote, di a leur intégration aléatoire.

- Adénovirus

Leur génome est constitué d’une molécule unique d’ADN double-brin linéaire d’environ
35 kb (Graham et Prevec, 1995). Ils peuvent entrer dans n’importe quel type cellulaire et
peuvent infecter les cellules qui ne se divisent pas. Ils ont un haut niveau d’expression et
sont facilement manipulés. En principe, ils ne s’intégrent pas dans le génome mais ceci
reste a confirmer avec des études plus poussées. Ils font cependant face au systeme
immunitaire qui les élimine rapidement. Ils peuvent provoquer des réactions
immunogenes séveres (Flotte et Laube, 2001) et méme parfois la mort; ce qui a conduit a
la suspension temporaire des essais cliniques de thérapie génique aux état-unis (Smaglik,

1999; Raper et al., 2003).
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- Virus adénoviraux-associés (AAVs)

Ils sont difficiles a produire en grande quantité et sont limités par la taille d’insert qui
peut y &tre introduite. Leur avantage réside dans 1’efficacité de transfection de cellules

qui ne se divisent pas (cerveau, muscle, foie et poumons) (Samulski, 1993).
- Herpesvirus

Ils ont la capacité de livrer des geénes de grande taille (10 fois plus que les autres
vecteurs). Ils peuvent étre produits avec haut titre et sont théoriquement neurotropiques.

Leur construction reste tres complexe (Fink et al., 1995; Fink et Gloriosco, 1997).
- Lentivirus

Ils sont capables de véhiculer les génes dans les cellules qui ne se divisent pas mais
manquent de spécificité. L’utilisation de ces virus tel que le HIV reste a étre améliorée.
Des travaux sont en cours pour éliminer les séquences qui provoquent des effets mortels.
En effet, ces derniers permettent un haut niveau d’incorporation et d’expression dans les
cellules. Cependant, les inconvénients majeurs de ces vecteurs pour le transfert des genes
incluent le manque de spécificité cellulaire, la restriction de la taille d’ADN qui peut étre
utilisé. De plus, ils induisent des réponses immunitaires (Naldini et al., 1996a; Naldini et

al., 1996 b).
2.1.2 Systemes non-viraux

Ils sont utilisés comme alternative aux systémes viraux et pour contrecarrer les problémes
qui leur sont associés. Les véhicules de geénes non viraux permettent de construire un
auto-assemblage des complexes d’ADN en utilisant des composantes chimiques qui

jouent le rdle des protéines dans les systemes viraux. L’avantage de l'utilisation des
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vecteurs non viraux réside, entre autres, dans 1’évitement de la construction des virus
recombinants qui prend un temps considérable.

Le systeme le plus simple est I'utilisation d’ADN seul (ADN nu) qui a montré une
expression tres limitée dans le temps, apres injection dans le tissu musculaire (Wolff et
al., 1990). Sa dégradation rapide dans les milieux biologiques par les nucléases a mené a
développer de nombreux systemes a base de lipides cationiques (lipoplexes) (Maurer et
al., 1999 et Monck et al., 2000). Actuellement, de plus en plus d’intérét est porté aux
vecteurs polymériques (polyplexes) dans lesquels I’ADN est condensé. Cette
condensation permet la protection de I’ADN durant son cheminement cellulaire (Dunlap
et al, 1997 ; Li et Huang, 2000). L'utilisation des polymeres offre des avantages qui
consistent a pouvoir les choisir en fonction des applications et de les modifier pour

acquérir des propriétés physiologiques et physico-chimiques adéquates.
- Liposomes

Ils sont composés de lipides polaires non miscibles (ex. phospholipides) dans un exces
d’eau, donnant naissance a des assemblages hautement ordonnés, concentriques et
fermés, sous forme de membrane double couche. Ils peuvent &tre obtenus sous forme uni
ou multi lamellaire. La procédure classique consiste a dissoudre les phospholipides dans
un solvant organique qui est ensuite évaporé. Par la suite, la couche lipidique est
perturbée en rajoutant un exces d’eau ou tampon. Ceci conduit a la formation spontanée
de liposomes multilamellaires de taille hétérogene (0.05-1 wm). La substance d’intérét
peut étre dissoute soit dans la phase aqueuse ou lipidique dépendamment de son
hydrophilie ou hydrophobie.

La sonication subséquente des liposomes multilamellaires conduit a la formation de
liposomes unilamellaires (50-100 nm). Ils peuvent €tre séparés des plus larges par
filtration sur gel (Huang, 1969) ou ultracentrifugation (Barenholz et al, 1977). La
sonication peut provoquer I’oxydation des liens insaturés dans les chaines d’acides gras

ou phospholipides (almog et al., 1991). De plus elle peut conduire a la dénaturation et/ou
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inactivation des molécules encapsulées (protéines et acides nucléiques) (Leach et al.,

2005; Fenske et al., 2002).

L’utilisation des liposomes comme vecteurs d’ADN pour la transfection cellulaire est
basée sur les propriétés suivantes :

L’interaction électrostatique spontanée entre les liposomes chargés positivement et
I’ADN chargé négativement; ce qui conduit a la condensation des acides nucléiques.

Les complexes liposomes/ADN ont une charge positive nette qui permet leur association
avec la surface cellulaire qui posse¢de une charge négative.

Les propriétés fusogéniques des liposomes cationiques qui peuvent induire la fusion et/ou
la déstabilisation de la membrane facilitant ainsi, la libération de I’ADN complexé, dans

I’espace intracellulaire (Pedroso et al., 2001).

En 1986, Behr a démontré que les liposomes cationiques peuvent se complexer a I’ADN
et le condenser. Par la suite Felgner et ses collaborateurs (1987) ont proposé ce systeme
pour le transport intracellulaire de I’ADN. Les liposomes proposés sont composés de
lipides cationiques a base de chlorure 2,3-bis(oléoyl)oxipropylviral triméthylammonium
(DOTMA) et de dioléoylphosphatidyléthanolamine (DOPE), qui devint un agent de
transfection commercialisé sous le nom de lipofectin® (Invitrogen Life technologies).
L’efficacité de ce systeme réside dans sa mixture, ol DOPE forme des liposomes
conjointement avec le lipide cationique.

Les lipides cationiques qui contiennent des amines quaternaires n’augmentent pas la
transfection. Les lipides cationiques DOTMA et DOTAP ont de faibles capacités tampon
a cause de la présence d’une molécule cationique par lipide. C’est pour cela qu’ils sont
conjointement utilis€és avec un exces de DOPE afin d’augmenter Defficacité de
transfection. Les liposomes enrichis en DOPE semblent favoriser la libération des
substances actives a cause de leur capacité endosomolytique. Elle leur est conférée par
leur tendance a changer de configuration a pH acide. Leur passage d’une configuration de

bicouche a hexagonale facilite la fusion avec la membrane de ’endosome et sa
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déstabilisation (Felgner et al.,, 1994 ; Koltover et al., 1994 ; Zuidam et al., 1998). Ceci
conduit alors a la libération de I’ADN dans le cytoplasme (Noguchi et al., 1998). DOPE
peut aussi faciliter la dissociation des lipides et de I’ADN apres la sortie du complexe de
I’endosome. Ceci serait dii a l’interaction des groupements amines de la partie
phosphatidylethanolamine, avec les groupements phosphate de I’ADN, fragilisant ‘la
liaison initiale avec le lipide cationique (Harvie et al., 1998 ; Simoes et al., 1999).

Le probleme avec les formulations a base de DOPE est leur instabilité dans le plasma et

le sérum (Connor et Huang, 1986), ce qui peut conduire a la libération prématurée de

I’ADN.

Certains polymeres pH-sensibles sont utilisés dans la conception des liposomes. Grice a
cette sensibilité aux variations du pH, ces polymeres peuvent servir a procurer a la
plupart des liposomes une activité pH-dépendante. Par exemple, les liposomes a base de
EPC (egg phosphatidylcholine), modifiés par greffage d’acide poly(2-éthylacrylique) a
leur surface, sont déstabilisés & pH 6.5 (Maeda et al., 1988). L’utilisation de dérivés a
base de polyéthylene glycol (PEG) avec des groupements carboxyliques a aussi démontré

une capacité a induire la fusion et la rupture des liposomes a pH 5.5 (Kono et al., 1994).
- Nanoparticules et nanocapsules

Les nanoparticules constituent la seconde génération des véhicules de médicaments sous
forme particulaire. Elles ont été développées pour améliorer la biodisponibilité et
permettre une libération contrdlée et un ciblage du site thérapeutique. Les nanoparticules
se distinguent des nanocapsules par la présence du polymeére dans la totalité de sa
structure. Les nanocapsules contiennent la substance d’intérét dans la partie centrale qui
se trouve €tre entourée par le polymere. La petite taille des nanoparticules (< 1 pum)
constitue un élément important dans la vectorisation d’ADN au niveau cellulaire ou elles

peuvent &tre internalisées par endocytose.
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2.2. Propriétés requises pour un systéeme optimal

Le systeme non viral idéal doit avoir les propriétés suivantes :

i) une structure bien caractérisée, non toxique, biodégradable, non antigénique, qui
protege 'ADN de la dégradation et doit €tre stable dans les biofluides; ii) une
incorporation dans la cellule médiée par des récepteurs membranaires spécifiques; iii)
une libération rapide pH-dépendante a partir des endosomes; iv) une dissociation de
I’ ADN du complexe dans le cytoplasme pour le transport de I’ ADN dans le noyau; v) une
durée et une magnitude d’expression controlées. En se basant sur ce cahier des charges,
plusieurs stratégies ont été développées pour améliorer la vectorisation de 1I’ADN

(Elouahabi et Ruysschaert, 2005).
2.3. Stratégies pour améliorer la vectorisation d’ADN

Il est connu que les microorganismes qui envahissent le corps peuvent échapper a la
destruction par les macrophages et restent en circulation pour des périodes plus longues,
gréce a leurs propriétés de surface (Cabral et al., 1987). Plusieurs stratégies utilisées pour
I’amélioration des particules colloidales et I’augmentation de leur biodisponibilité s’en

sont inspirées.
2.3.1. Polymeéres naturels

Les microorganismes pathogenes utilisent plusieurs stratégies de surface pour empécher
leur reconnaissance par les macrophages. A titre d’exemples, Pseudomonas aeruginaosa
(fibrose kystique) portent a leur surface 1’acide pluronique polysaccharide qui interfere
avec la phagocytose a cause de son hydrophilie (Cabral et al., 1987). L’enveloppe externe
de glycoprotéines du virus HIV-1 est largement glycosylée. Ces carbohydrates forment
une barriere pour aider 2 masquer le virus au syst¢me immunitaire et limitent ’accés aux

anticorps (Reitter et al., 1998). Le constituant majeur des glycoprotéines de 1’enveloppe
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microbienne est 1’acide sialique (Ram et al., 1998). 1l permet la liaison du facteur H et de
ce fait, la protection des microbes contre la destruction médiée par le complément (Meri
et Pangburn, 1994).

Ces données ont ouvert un champ d’exploration dans la modification des nanoparticules.
L’un des premiers essais a consisté a décorer les liposomes avec le dextrane pour
prolonger leur présence dans la circulation. Il a alors €été montré que le taux de
persistance des liposomes est proportionnel a la densité du polymere sur la surface des
liposomes (Pain et al., 1984). Le Pullulan (0-D-glucan), un exopolysaccharide bactérien,
a aussi été utilisé pour la modification de surface des liposomes (Kang et al., 1997). Les
mémes stratégies pourraient €tre appliquées pour modifier les particules colloidales en
surface. Cependant, leur utilisation pourrait avoir des conséquences immunologiques, en
plus du coit de production élevé. Ceci a donc mené a rediriger les efforts vers la

conception de polymeres synthétiques en vue de modifier la surface des nanoparticules.

2.3.2. Polymeres synthétiques

En 1967, Geyer a montré que 1’injection intraveineuse d’émulsion lipidique préparée
avec le POE/POP (polyoxyéthylene/polyoxypropyléne), demeurait dans la circulation
pendant des périodes relativement élevées. Il s’agit de poloxameres avec un block POP

central avec une chaine de POE de chaque c6té (figure 2.1).
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POE POP  POE

Figure 2.1 Structure chimique de poloxameres. En variant le nombre de a et b, différents

poloxameres peuvent €tre obtenus.

Les surfactants PEO/POP de haut poids moléculaire préviennent I’adhérence des
particules lipidiques a l’endothélium des vaisseaux sanguins tout en inhibant leur
reconnaissance par les macrophages (Jeppsson et Rossner, 1975). Le POE/POP entre
dans la composition de poloxamines qui sont des blocs tétrafonctionnels avec 4 POE/POP

li€s entre eux par une éthyléne diamine centrale (Figure 2.2).

Crlg.
(POE),-(POP), \ CH;CHO),-(CH,CH,0),-H

POP POE
NCH,;CH;N

(POE),-(POP), 7 (POP),-(POE),

Figure 2.2 Structure des poloxamines

Pour fonctionner comme un surfactant, un composé doit inclure des entités hydrophiles
(polaires) et hydrophobes (lipophiles, non polaires); c’est a dire qu’il doit &tre
amphiphile. L’hydrophilie et hydrophobie relatives des composants non-ioniques
amphiphiles est déterminée par la balance hydrophile-lipophile (valeur HLB). Les

surfactants avec une faible valeur HLB sont hydrophobes et se dissolvant dans. les
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matieres grasses alors que ceux avec une valeur HLB élevée sont hydrophiles et se

dissolvent dans des solutions aqueuses.

Différentes études ont montré que les poloxamines et poloxameres s’adsorbent sur des
surfaces hydrophobes grice a leur composante hydrophobe (bloc central POP) laissant les
bras POE dans un état mobile. Ces chalnes dépassent de la surface de la particule lui
procurant ainsi une stabilité en suspension, suite a un effet de répulsion stérique
impliquant les contributions enthalpiques et entropiques (Troster et al., 1990 ; Moghimi
et al., 1993 ; Stolnik et al., 1994 ; Monfardini et Veronese, 1998). La force d’adsorption
du polymere et la conformation qui en résulte dépend de la proportion des segments POP
et POE ainsi que des propriétés physico-chimiques de surface de la nanoparticule

(Moghimi et Hunter, 2000).
2.3.3. Pégylation

Elle consiste a greffer du polyéthyleéne glycol (PEG) sur les nanoparticules (Bazile et al.,
1995). C’est un polyéther diol linéaire de formule chimique (HO-(CH,CH;,0),CH,CH,-
1977). Le squelette du polymere est chimiquement inerte et les groupements hydroxyl
terminaux sont disponibles pour la dérivation. Généralement, ils sont activés et mis a
réagir avec une molécule déterminée. La modification de surface des nanoparticules avec
le PEG et ses dérivés peut étre accomplie par adsorption, incorporation durant la synthése
de nanoparticules ou attachement de facon covalente a la surface. Ceci va permettre de
limiter I’interaction des nanoparticules avec les opsonines (diminution de la phagocytose)

et augmenter leur temps de rétention dans le sang (Peracchia et al., 1997).
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2.4. Nanovecteurs d’ADN et barriéres cellulaires

Les composants cellulaires tels que le cytoplasme, 1’endosome, le lysosome, le réticulum
endoplasmique, le corps de Golgi, la mitochondrie et le noyau maintiennent leur propre
valeur de pH qui varie de 4.5 dans le lysosome a 8 dans la mitochondrie. Ce gradient de
pH intracellulaire peut étre exploité en utilisant des composés dotés de pKa entre 5.0 et
8.0 et qui peuvent €tre utilisés lors de 1’élaboration de systemes pour véhiculer de I’ADN
dans la cellule. Ces molécules peuvent avoir un effet sur la fusion membranaire, la
formation de pores transitoires, ou la déstabilisation de la membrane (Asokan et Cho,

2002).

Véhiculer des genes aux cellules et réussir a les faire exprimer est un défi ou les barriéres
peuvent étre divis€es en 2 classes : systémiques et cellulaires.

La premicre classe est représentée par les barrieres biologiques rencontrées lors d’une
administration systémique de facteurs de transfection, du site d’administration jusqu’a
I’organe/cellule-cible. Il s’agit notamment du sang, des protéines se trouvant dans le
sérum (opsonines) et des autres €léments cellulaires tels que les macrophages qui se
chargent d’éliminer les vecteurs avant d’arriver a destination, sans parler des interactions
non spécifiques avec d’autres cellules et organes. Des solutions ont été proposées par
différents chercheurs allant du ciblage cellulaire actif a I’utilisation de facteurs
transcriptionnels bien précis (ex. promoteurs spécifiques des tissus ciblés) en passant par

le masquage des groupements réactifs pour échapper au systeme phagocytaire.

Les barrieres cellulaires a considérer lors de 1’élaboration de nouveaux systémes pour
véhiculer de I’ADN dans les cellules (que ce soit pour inhiber la transcription de
genes/oligonucléotides anti-sens, ou faire exprimer une protéine d’intérét suite a

I’introduction d’un plasmide contenant un géne spécifique) sont les suivantes :
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- la membrane cellulaire/plasmique qui représente la porte d’entrée du systeme
dans la cellule;
- I’endosome;

- le noyau

Trois étapes majoritaires sont donc a considérer :
e Internalisation : entrée dans la cellule (endocytose, récepteurs membranaires etc.)
e Libération de PADN de I’endosome dans le cytosol avant sa fusion avec le

lysosome.

e Passage de ’ADN du cytoplasme au noyau pour la transcription de ’ADN en

ARN et ensuite, sa traduction en protéine par les ribosomes (figure 2.3).

Gene/plasmide

Cellule

rotéine
Milieu extra-
cellulaire

Ribosomes

Figure 2.3 Représentation schématique du passage d’un plasmide dans une cellule et
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expression de la protéine.

2.4.1 Membrane cellulaire et ciblage spécifique

Le ciblage spécifique des récepteurs membranaires des cellules figure parmi les stratégies
développées pour favoriser I’internalisation des nanovecteurs.

Par exemple le récepteur aux asialoglycoprotéines fait partie du systeme de surveillance
dans la circulation qui €limine les protéines vieillissantes par la perte spontanée de I’acide
sialique (Spiess, 1990). Ce récepteur hautement spécifique a été utilis€ par Wu et al. pour
véhiculer des geénes au niveau du foie in vivo (1988 et 1989). Leur procédure
expérimentale consistait a attacher, de fagcon covalente, un ligand pour le récepteur de
I’asialoglycoprotéine (asialoorosomucoid (ASORY)) au niveau de la polylysine. D’autres
exemples utilisant le transfert des geénes a médiation de récepteurs ont été rapportés tels
que le récepteur a la transferrine (Wagner et al., 1990), ’insuline (Huckett et al., 1990 ;
Rosenkranz et al., 1992), la thrombomoduline (Trubetskoy et al., 1992), le facteur de
croissance épidermique (EGF) (Chen, 1994), les lectines (Batra et al.,, 1994 ; Yin et
Cheng, 1994), le folate (Gottschalk et al.,, 1994), les intégrines (Hart et al., 1994), la
mucine (Thurnher et al., 1994), les protéines surfactantes A et B (Baatz et al., 1994; Ross
et al.,, 1995), I'immunoglobuline (Ferkol et al., 1995), le récepteur CD3 des cellules T
(Buschle et al.,, 1995), I'ox-macroglobuline (Schneider et al, 1996), le mannose
(Erbacher et al., 1996) et c-kit (Schwarzenberger, 1996).

La connaissance de la relation structure-fonction de plusieurs ligands rend possible
I’obtention de ligands avec de hautes affinités de liaison (1-10 nM). La plupart des
ligands sont des protéines dont la distribution de récepteurs spécifiques a été€ déterminée
dans plusieurs tissus et organes. Les mécanismes et les routes d’internalisation des
complexes ligand-récepteur ont été partiellement caractérisés in vivo, ce qui rend
prédictible la biodistribution des complexes d’ADN, en autant qu’ils possedent les

caractéristiques biochimiques du ligand natif.
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2.4.2 Endosome et lysosome

D’apres “The Dictionary of Cell and Molecular Biology’(www.mblab.gla.ac.uk),
I’endosome est une vésicule endocytique formée a partir de la membrane plasmique. Plus
spécifiquement, un compartiment acidique non lysosomal dans lequel les complexes
récepteur-ligand se dissocient.

Il constitue la deuxieme étape dans le cheminement du matériel endocyté via la
membrane plasmique. Il représente 1’une des barri¢res intracellulaires majeures. En effet,
le passage de ’ADN de I’endosome dans le cytoplasme sans dégradation dans le
lysosome demeure un pré-requis pour son transport dans le noyau.

Une autre définition est donnée par “A Dictionary of Biology, Oxford University Press, ©
Market House Books Ltd 2000” qui pourrait étre traduite comme suit : « une vésicule
formée dans la cellule durant les formes d’endocytose dans laquelle le matériel a ingérer
se lie d’abord aux récepteurs de la surface cellulaire. Ces récepteurs sont localisés dans
des régions de la membrane plasmique appelées «coated pits » -littéralement, puits
recouverts- qui se détachent pour former des vésicules recouvertes d’un enrobage de
protéines (clathrine) et contenant le matériel extracellulaire dans I’espace intracellulaire.
Ces vésicules se débarrassent alors de leur enrobage pour fusionner avec d’autres
vésicules pour former les endosomes. Ces derniers fusionnent avec des vésicules de

I’appareil de Golgi pour former les lysosomes (www.xrefer.com/entry/460832) ».

Le lysosome se distingue de ’endosome par 1’absence des deux récepteurs au mannose-
6-phosphate (mannose-phosphate receptor (MPR)). Organelle montré en microscopie
électronique comme ayant un diametre d’environ 0.5 um (Holtzman, 1989), il est
délimité par une membrane et contient des hydrolases acides incluant les phosphatases,
protéases et nucléases transportées a partir du Golgi. Il est caractérisé par son

environnement acide. En fusionnant avec I’endosome, il constitue 1'« estomac
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cellulaire », siége de digestion. C'est le compartiment final de la dégradation du matériel
endocyté (Kornfeld et Mellman, 1989) qui joue un role important dans la destruction du
matériel, apreés phagocytose (Funato, 1997). De ce fait, il est a prévoir que tout matériel
susceptible d’étre dégradé par les hydrolases du lysosome est voué a la destruction. C’est
notamment le cas des protéines et de I’ADN utilis€s en thérapies cellulaires pour suppléer
a un disfonctionnement ou une déficience. Pour que I’ADN véhicul€ a la cellule assume
sa fonction, il est essentiel de « court-circuiter » le lysosome en se libérant le plus
rapidement de ’endosome. Le schéma idéal du cheminement de I’ADN a faire exprimer

par la cellule est présenté dans la figure 2.4.

Liaison au
récepteur

Complexe

Libération
de I'endosome

Achemi:emk%

vers le noyau
Figure 2.4 Cheminement des complexes du milieu extracellulaire vers le noyau, aprés
liaison avec les récepteurs membranaires (adapté de Kircheis et al., 2001).

L’échec a se libérer de I’endosome conduit a la diminution de la disponibilité¢ de I’ ADN

dans le noyau, ce qui au retour, diminue I’efficacité de transfert de genes. C’est pour cela
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que plusieurs stratégies sont développées pour contrecarrer ce probléme, en utilisant des
agents endolysosomotropiques, des polymeéres avec des propriétés dépendantes du pH,

des domaines de transduction de protéines ou des peptides fusogéniques.

2.4.2.1. Agents endosomo et lysosomo-tropiques

D’aprés de Duve et al., le mot « lysosomotropique » désigne toute substance captée
sélectivement par le lysosome indépendamment de sa structure chimique ou du
mécanisme qui favorise sa capture (1974).

Ces agents sont utilisés en conjugaison avec les vecteurs plasmidiques et viraux et en
combinaison avec les systémes polymériques, pour augmenter Iefficacité de la
vectorisation des geénes. Ces substances sont utilisées soit pour inactiver les enzymes
lysosomales responsables de la dégradation de I’ADN, ou pour inhiber la fusion des

endosomes avec les lysosomes.

Parmi ces agents nous pouvons citer :

- Chloroquine

Elle posséde des capacités tampon prévenant 1’acidification de ’endosome et contribuant
a son gonflement et a son éclatement. De plus les enzymes lysosomales sont inactives a
cause du pH inadéquat, ce qui contribue a protéger I’ ADN de la dégradation et augmente
le potentiel de transfection (Luthman et Magnusson, 1983 ; Wagner et al., 1992).

Cette approche est cependant limitée a des utilisations in vitro. Des études sur les doses
efficaces in vivo demeurent a déterminer. La question reste posée sur les effets de
I’utilisation de cette approche car la chloroquine est connue pour induire une baisse de la
température corporelle et peu de données sont disponibles par rapport a sa toxicité (Lot,

1992).

- Saccharose
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Les cellules des mammiféres ne possédent pas les enzymes disaccharidases nécessaires
au métabolisme intracellulaire du saccharose (Levy et al., 1994). De ce fait, ce dernier
provoque le gonflement des vésicules intracellulaires cytoplasmiques (endosomes et
lysosomes) suite a un flux osmotique d’eau (Wildenthal et al., 1977 ; Kato et al., 1984 ;
Legendre et Szoka, 1992). La présence simultanée d’ADN et de saccharose dans les
lysosomes conduit a une diminution de la dégradation de I’ADN qui demeure disponible

pour la transfection.

- Polyvinylpyrrolidone (PVP)

Il s’accumule dans les vésicules apres son internalisation par pinocytose a cause de sa
résistance a la destruction par les enzymes lysosomotropiques (Munniksma et al., 1980).
Il provoque le gonflement des vésicules et empéche la fusion des lysosomes avec I’ADN

internalis€ et donc sa dégradation.

Simultanément, ces trois systemes ont €té étudi€s comme agents lysosomotropiques dans un
modele de culture de fibroblastes in vitro par Ciftci et Levy (2001). Ils ont montré que le degré
d’efficacité¢ dépend de 1’agent et la cellule. Ils conseillent, cependant, de faire attention a

I’utilisation du PVP et de la chloroquinine qui ont des effets cytotoxiques.

2.4.2.2. Les polymeres

- Polyéthyleneimine (PEI)

Il possede une capacité endosomolytique intrinseque. C’est un polymere hautement
branché possédant des amines primaires, secondaires et tertiares (figure 2.5). Lorsque le
PEI est dissous dans I’eau, les groupements amines réagissent avec le solvant, pour

former des groupements chargés positivement. Les groupements amines ne sont pas tous
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protonés. L’addition d’acide augmente le nombre de groupements amines chargés faisant
de lui une vraie éponge a protons. L’hypothése avancée par Boussif et ses collaborateurs,
concernant l’efficacité de transfection en utilisant ce systéme, est due aux capacités
« tampon » du polymere (Boussif et al., 1995). Durant ce processus, le flux de protons et
d’ions chlorure augmente, durant I’acidification ‘du compartiment endolysosomal,
conduisant a l’augmentation de la pression osmotique dans la vésicule. Comme
conséquence, la diffusion passive d’eau vers I’intérieur du compartiment endolysosomal
conduit a son gonflement et a sa rupture. Ce qui, finalement, conduit a la libération de
I’ADN avant sa dégradation. De plus les capacités tampon du PEI conduisent a
I’inactivation des enzymes lysosomales, suite a I’augmentation du pH.

La capture de protons par le PEI, durant le processus d’acidification de I’endosome a
comme résultat I’expansion de la structure du polymere, suite a la répulsion des charges
positives. Ceci va conduire a la déstabilisation de la membrane. La validité de cette
hypothése est mise en évidence par I’empéchement de I’acidification lysosomale en
inhibant la pompe & proton par la bafilomycine Al et la concanamycine A (Kichler et al.,
2001). 11 a été rapporté qu’une diminution de ’expression du geéne est réduite de 7 a 74
fois, dépendamment de la lignée cellulaire utilisée (Kichler et al., 2001). Une autre étude,
effectuée par Merdan et al. (2002), a montré une diminution de I’expression du gene

marqueur de 200 fois apres inhibition sélective de 1’acidification du lysosome.
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Figure 2.4 Structure du PEI

- Polylysine avec imidazole

Les polycations pH-sensibles tels que la polylysine(polysine-graft-imidazole acetic acid)
sont utilis€s pour créer un gradient osmotique conduisant a la rupture de ’endosome
(Chen et al., 2005). Ils sont constitués de groupements amines (polylysine) qui permettent
la condensation de I’ADN et de groupements imidazoles qui tamponnent 1’endosome et
augmentent la pression osmotique, d’oi une pénétration d’eau qui fait éclater la

membrane de 1’endosome.

- Acide poly(propylacrylique) (PPAA)

Le PPAA (figure 2.6) est I’analogue de I’acide polyacrylique (PAA) qui est aussi un
polyanion carboxylique. La différence est que ce dernier ne contient pas les groupements
propyls répétitifs. 11 a été€ démontré que I’augmentation du potentiel de transfection par le
PPAA, en comparaison avec le PAA, est due essentiellement a cette différence qui

confere au premier ses propriétés pH dépendantes (Cheung et al., 2001). Il est utilisé pour
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sa capacité a déstabiliser la membrane a un pH inférieur a 6.5 et augmente la transfection.
Il est aussi caractérisé par sa stabilité en présence de concentration élevée de sérum, qui

peut aller jusqu’a 50% (Kyriakides et al., 2002).

Ce polymere polyanionique est, entre autres, utilis€ pour augmenter la stabilité des

lipoplexes cationiques (Cheung et al., 2005).
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Figure 2.5 Structure chimique du PPAA.

- Acide Poly(2-éthacrylique) (PEAA)

Dépendamment de leur état d’ionisation, les polyanions tels que le PEAA peuvent
déstabiliser la membrane de phospholipides. Suite & la protonation des groupements
carboxyliques, le PEAA passe d’une forme enroulée a une forme de globule et cause la

déstabilisation membranaire (Thomas et Tirrell 1992).

- N-isopropylacrylamide (NIPAM)

11 est utilis€ pour conférer une sensibilité dépendante du pH aux liposomes (Meyer et al.,
1998). Le NIPAM collapse a une température supérieure a 32°C en solution aqueuse.
L’addition d’entités ionisables peut augmenter sa température de solution critique (lower

critical solution temperature ; LCST) au-dela de 37°C et rendre le polymeére sensible au
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pH. Le NIPAM contenant de I’acide méthacrylique permet la libération du contenu des

liposomes dans des conditions acides (Meyer et al., 1998 ; Zignani et al., 2000).

2.4.2.3 Domaines de transduction de protéines (protein transduction domain : PTD)

Les PTD favorisent une voie d’entrée dans la cellule indépendante de I’endocytose. Elles
arrivent a cheminer a travers la membrane cellulaire apres sa perméabilisation et ont la
fonction de transport intercellulaire (Elliott et O'Hare, 1997). Leur avantage réside dans
I’évitement du systéme endolysosomal. Plusieurs séquences ont été identifiées comme
ayant des capacités de transduction. C’est le cas de la protéine TAT, dérivée du virus
HIV-1 (Frankel et Pabo, 1988), du facteur de transcription de Drosophila antennapedia
(ANTP) (Joliot et al., 1991) et du VP22 du virus herpes simplex type-1 (Elliott et O’Hare,
1997).

Une augmentation de ’expression du gene d’ordre 10 a été démontrée en utilisant des
complexes ternaires PEI-plasmide-TAT en comparaison avec les complexes sans la
séquence TAT (Rudolph et al., 2000). Son attachement a la surface des liposomes a
permis leur localisation dans le cytosol. L’attachement du PEG, comme agent de liaison,
a permis une diminution des interactions stériques et une augmentation de la transcription

du gene (Torchilin et al., 2001).

Des oligonucléotides antisens ont été couplés au peptide ANTP et ont montré une
inhibition de la synthese de I’ APP (amyloid precursor protein) et ce, a des quantités bien

inférieures a celles communément utilisées (40 et 200 nM) (Allinquant et al., 1995).

Les PTD se distinguent par une composition riche en acides aminés basiques tels que
Parginine et la lysine (Tableau 2.1). Ceci joue un rdle dans leur interaction avec les
constituants négativement chargés de la membrane. Cependant, cela constitue aussi une

limitation majeure pour leur utilisation comme véhicule d’ADN. Les interactions
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électrostatiques conduisent & un changement conformationnel des peptides, induisant une
baisse de sa capacité de transduction. L’exces de charges positives conduit aussi & la non
TAT a été révélée a plus de 10 sites par cellule et localisée dans le cytoplasme et le
noyau (car elle contient en plus, une séquence de localisation nucléaire) (Mann et
Frankel, 1991). Son utilisation sur plusieurs types cellulaires a montré une augmentation

de leur transfection (Tung et al., 2002).

Pour des utilisations spécifiques, il faudrait attacher des entités déterminées qui

permettent de cibler un tissu ou un organe particulier.

Tableau 2.1 Séquences des PTD les plus fréquemment utilisées (Merdan et al., 2002).

HIV-1 TAT |YGRKKRRQRRR
HSV VP22 | DAATATRGRSAASRPTERPRAPARSASRPRRPVE
ANTP RQIKIWFQNRRMKWKK

2.4.2.4 Les polymeres Adénovirus/Peptides fusogéniques

L’attachement des adénovirus inactivés aux complexes polymeére/ADN est une autre
approche utilisée. Elle consiste a incuber les cellules avec des particules adénovirales et
les complexes. Cette approche est difficilement applicable in vivo a cause des réactions
inflammatoires engendrées par les adénovirus. De plus, il a été démontré que le potentiel
de transfection est bien plus bas que dans les modeles in vitro (Patil et al., 2005). Une
alternative a I’utilisation des particules virales réside dans I’utilisation des peptides
fusogéniques. Plusieurs virus utilisent des protéines impliquées dans la déstabilisation de

la membrane pour se libérer de 1’endosome.
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L’utilisation des peptides fusogéniques s’inscrit dans une optique de mimer le processus
par lequel les virus sont capables de déstabiliser la membrane endosomale et d’infecter
les cellules de facon efficace. L’un des systémes les plus étudiés est ’hémaglutinine du
virus de I'influenza. Le domaine de fusion de cette protéine est localisé au niveau N-
terminal de la sous-unité HA 2 et a montré une efficacité de transfection élevée dans bon
nombre de mod¢les (Plank et al., 1994 ; Nishikawa et al., 2000).

Lee et al. (2002) ont développé un systeme a base de poly (L-lysine) sur lequel a été
greffé le PEG qui est ensuite complexé a I’ADN. Le peptide fusogénique KALA (chargé
positivement) est ajouté pour enrober les nanoparticules (charge négative), suite a une
interaction ionique. Le systeme final obtenu exhibe une charge nette positive. La
transfection est augmentée en fonction de la quantité du lipide fusogénique utilisée (Lee

et al., 2002).
2.4.3 Le noyau

La libération de I’ ADN dans le cytosol de la cellule cible ne représente pas la phase finale
dans le processus du transfert de génes. Le probleme de I’instabilité de I’ADN apres sa
sortie de 1’endosome reste critique car I’ADN demeure sujet a la dégradation par les
nucléases du cytosol (Lechardeur et al., 1999). La derni¢re étape-barriere réside dans le
passage de I’ADN du cytosol au noyau ot il va &tre transcrit. Des études ont montré que
seulement 1/10°-10° plasmides pris par la cellule sont exprimés (Tseng et al.,, 1997;

Capecchi et al., 2000).

L’ ADN plasmidique non protégé posseéde une demi-vie allant de 50 a 90 minutes (Page et
al., 1995). Sa mobilité dans le cytosol est réduite proportionnellement 2 sa taille (Lukacs
et al., 2000). Plusieurs facteurs en sont responsables tel que la viscosité du cytosol et la
structure du cytosquelette, de méme que les interactions de I’ ADN, négativement chargé,

avec les constituants intracellulaires. Plus ’ADN est libéré loin du noyau plus il est
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susceptible a voir une réduction de son expression. Ceci a été confirmé par des études de

micro-injection de plasmides qui restent localis€s au site d’injection (Dowty et al., 1995).

Le noyau est entouré d’une double membrane (enveloppe nucléaire) interrompue par de
larges structures protéiques (complexes de pores nucléaires ou CPN). Les CPN sont
constitués de protéines d’environ 120.000 kDa et contiennent 50-100 protéines
fonctionnellement distinctes, les nucléoporines qui sont impliquées dans le processus de

transport et de structure (Vasu et Forbes 2001 ; Matsuoka et al., 1999).

Le passage des plasmides dans le noyau se fait différemment pour les cellules qui se
divisent et celles qui ne se divisent pas. Dans le premier cas, les grosses molécules
peuvent y pénétrer suite a la cassure de la membrane nucléaire. Dans le deuxiecme cas, les
pores nucléaires peuvent €tre exploités pour la pénétration des plasmides. Cette
pénétration dépend de la taille des plasmides, car les pores nucléaires ont un diametre
d’environ 26 nm (Cokol et al., 2000). En effet, des études ont montré que des fragments
d’ADN linéaire, supérieurs a 1-1.5 kb, exhibent une diminution significative de leur

transport dans le noyau (Ludtke et al., 1999; Kreiss et al., 1999).

Par ailleurs, de larges molécules telles que les protéines et les ARNs sont capables de
rentrer et de sortir du noyau. Pour ce faire, elles sont reconnues par des séquences
spécifiques ou séquences de localisation nucléaire (NLS) qui leur permettent d’y entrer et
les signaux d’export nucléaire (SEN) pour en sortir. Sous des conditions physiologiques,
I’ADN ne rentre pas dans le noyau et donc n’interagit pas avec les CPN (Salman et al.,

2001).

Les molécules qui passent a travers le CPN peuvent avoir, ou non, des affinités pour ses
composants. Le passage des molécules sans affinité se fait par diffusion passive,
dépendamment de leur taille et de leurs propriétés stériques (Paine et al., 1975 ; Peters,

1986). La taille limite de ces molécules est de 50 kDa, ce qui correspond a un diametre de
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10 nm (Talcott et Moore, 1999). Des molécules plus larges sont capables d’entrer dans le

noyau a condition d’interagir spécifiquement avec les composants du CPN.

Zabrer et al. (1995), ont montré que la micro-injection de plasmide libre dans le noyau a
résulté dans I’expression du gene, contrairement au plasmide sous forme complexée.
C’est pour cela qu’il est nécessaire que I’ADN se libere juste a I’interface de la

membrane nucléaire.

Ci-dessous sont exposées les différentes stratégies utilisées pour acheminer les plasmides

au noyau.

2.4.3.1 Signal de localisation nucléaire (SLN)

Toutes les protéines synthétisées dans le cytoplasme et toutes celles qui sont requises au
niveau du noyau doivent étre acheminées du cytoplasme au noyau via les pores
nucléaires. Ces protéines possédent de courtes séquences peptidiques (SLN) qui
permettent leur transport sélectif dans le noyau. Suite a la synthése des protéines
nucléaires dans le cytoplasme, celles-ci se lient aux importines qui, fixées au SLN se
chargent de les acheminer dans le noyau a travers les pores nucléaires de fagon active, via
le cycle Ran GTPase (figure 2.7). A date, c’est le seul mécanisme de transport nucléaire
exploité pour augmenter I’efficacité de transfection par des systémes non viraux (Mattaj

et al., 1998; Weis, 1998).
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Figure 2.6 Schéma simplifi€ de I’import nucléaire (adapté de dargemont, 2002).

Une des études récentes, effectuée par Nagasaki et al. (2005), a consisté a conjuguer un
plasmide codant pour la GFP (green fluorescent protein) a 1’importine-f3 et a I’introduire
par micro-injection dans le cytoplasme des cellules NIH3T3. Les résultats ont montré une
localisation du plasmide au niveau du noyau, avec un trés haut taux d’expression du geéne,
en comparaison avec le plasmide non conjugué.

Pour faire acheminer ’ADN au niveau du noyau, il est nécessaire d’intégrer dans le
systeme, des séquences de ciblage du noyau ou des SLN (Chan et Jans 1999). 1l est
possible que I’attachement de ces séquences aux complexes polymeére/ADN ait comme
résultat, une meilleure efficacité de transfection. Plusieurs candidats ont été rapportés et
beaucoup d’entre eux contiennent des motifs lysine et arginine (Dingwall et Laskey,

1991).

2.4.3.2 Antigene T du SV40
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Le SLN de I'antigéne T de SV40 a été ’'un des premiers a étre découvert et posséde la
séquence d’acides aminés PKKKRKYV (Rihs et al., 1991). Son utilisation, apres couplage
aux plasmides, a montré une augmentation de leur localisation nucléaire (Liang et al.,
2000). En attachant une séquence de localisation nucléaire de 1’antigéne-T du virus SV40
par molécule d’ADN, Zanta et al. (1999) ont démontré une augmentation de la
transfection de 1000 fois. Cependant, ’efficacité de !’internalisation de ces systemes

reste tributaire de la taille de I’ADN (Ludtke et al., 1999).

2.4.3.3 Histones

Les histones ont pour fonction principale de réguler la condensation de 1’ADN,
permettant son passage d’une structure ouverte, ’euchromatine, a une structure fermée,
condensée inaccessible aux ARN polymérases -qui permettent la transcription d’une
molécule d’ADN en ARN-, I’hétérochromatine. Cette propri€t€é est exploitée en
développant une autre approche pour faire cheminer I’ADN vers le noyau. Elle consiste a
utiliser des histones qui contiennent une séquence de localisation nucléaire et qui jouent
un role dans la condensation de I’ADN et son transport dans le noyau (Balicki et al.,

2002).

2.4.3.4 Séquence TAT

La séquence TAT du HIV-1 contient aussi un SLN et a été utilisée dans la fabrication de
complexes avec le PEI. Une augmentation de I’ordre de 10 fois dans I’expression du gene
a été¢ démontrée, aprés administration intra-trachéale aux poumons de souris (Rudolph et

al., 2000).

L’attachement de SLN aux vecteurs d’ADN peut se faire de facon covalente ou non.
Dans ce dernier cas, il est basé sur l’interaction électrostatique de I’ADN et des

séquences de localisation nucléaire. L’ attachement covalent de I’ADN a des séquences de
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localisation nucléaire permet d’obtenir des conjugués stables et conduire a une meilleure

transfection.

2.5 Aspects physico-chimiques

Pour des applications in vivo, les parameétres physiques et colloidaux des complexes
utilisés pour la transfection tels que la taille, la stabilité et la charge de surface sont des
facteurs critiques qui déterminent la biodistribution de I’ADN et I’expression des genes.
La connaissance de ces paramétres et leur interaction complexe permettront de constituer
une base pour un développement rationnel des systemes de libération de genes pour des

applications in vivo.

2.5.1 Interaction entre le polymere et PADN pour former les nanoparticules

Lorsque deux solutions aqueuses de polycations et polyanions sont mélangées, il se
produit une interaction spontanée pour former un complexe (coacervat). Les complexes
produits sont appelés polyélectrolytes (PECs) (Kabanov et Kabanov, 1995). L’interaction
et 'assemblage spontané (complexation) sont causés par des liens électrostatiques

coopératifs.

La formation des complexes a base de PECs est influencée par :
- la structure des polyélectrolytes ;
- les conditions dans lesquelles ils sont formés ;

- les solvants

Les propriétés des complexes ADN-polycation varient grandement entre différentes
préparations non seulement en utilisant des polymeres différents, mais aussi avec :
- Le rapport de concentration des composants

- Les conditions sous lesquels ils sont formés.
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Il est donc trés important de définir les complexes optimaux et les conditions de
manufacture et leur composition exacte pour produire des systemes effectifs de transport
d’ADN.

Par exemple, la complexation est affectée par la concentration en sels. A faible
concentration saline, il se produit une répulsion entre les groupements ioniques dans les
polyélectrolytes, donnant lieu a des coacervats beaucoup moins compacts. De plus, la
capacité de réarrangement du complexe ainsi que la capacité d’échange entre le
polyélectrolyte soluble et celui dans le coacervat sont grandement réduites a cause de la
diminution des réactions d’échange. Au fur et a mesure que la concentration en sel
augmente, il se produit une compétition avec la liaison de polyélectrolytes, réduisant
ainsi l’interaction polyélectrolyte-polyélectrolyte a un certain niveau. Ceci rend le
réarrangement plus facile entre les liens sel et polyélectrolytes. Ceci permet alors la
compaction du complexe et donc des liens plus étroits. Si la concentration est plus élevée
(0.3-1 M), le sel entre en compétition, assez fortement, pour affaiblir les liens entre les
polyélectrolytes et conduits 2 la formation de PECs plus petits et plus solubles (Garnett,
1999).

2.5.2 Aspects physico-chimiques des nanoparticules en solution

Les parametres les plus importants sont :
- Taille et distribution de taille des nanoparticules
- Charge de surface
- pH
- Hydrophilie/hydrophobie de surface

Ces propriétés affectent non seulement, la libération de I’ADN mais aussi les interactions

avec les systemes biologiques (liaison membranaire, internalisation).
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Des particules de petite taille (moins de 100 nm), faible charge et surface hydrophile

réussissent a échapper au systeéme phagocytaire.

2.5.3 Taille et distribution des nanoparticules

En se basant sur leurs expériences, Wagner et al., (1991) ont avancé que la taille idéale
des nanoparticules a base d’ADN doit étre inférieure a 100 nm, pour obtenir un taux de
transfection optimal. De ce fait, il apparait qu’il est important de contrSler ce parametre
qui dépend des techniques de préparation. En général, la nature et la concentration de

surfactant jouent un réle important.

L’interaction entre les polymeres cationiques et I’ADN se fait de fagon électrostatique
(Bloomfield, 1996). Ceci a été démontré par la relation linéaire qui existe entre la baisse

de liaison et ’augmentation de la force ionique dans la solution (Tang et Szoka, 1997).

Le poids moléculaire du polymere utilisé peut affecter la taille des nanoparticules. Ceci a
été notamment démontré pour la polylysine de 224 000 daltons qui forme des complexes
variant de 100 a 300 nm avec I’ADN. Quand la PLL utilisée est plus courte (3970

daltons), les particules formées ont une taille de 20 a 30 nm (Wolfert et Seymour 1996).

2.5.4 Charge de surface

Bien que les polymeres cationiques different dans leur capacité de transfection, ce qui
différencie les polymeéres n’est pas leur comportement de liaison avec I’ADN ni leur
morphologie de base aprés complexation avec I’ADN. Les différences sont observées
dans la tendance des complexes a s’agréger. Ceux qui exhibent une bonne efficacité de
transfection ont moins tendance a former des agrégats (Tang et Szoka, 1997). La
formation d’agrégats est en grande partie due a I’instabilité des particules en solution qui

est liée a la charge des nanoparticules.
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La charge de surface peut étre déterminée en mesurant le potentiel zeta ({) par « laser
Doppler anemometry » (LDA). Le potentiel { d’une particule est la charge électrostatique
globale qu’elle acquiert dans un milieu spécifique. C’est un potentiel électrocinétique
décrivant I’état de charge de surface a I'interface solide/liquide. Un potentiel { élevé
correspond a une charge de surface élevée et atteste d’une répulsion électrostatique entre
les particules et donc, de I’augmentation de la stabilité contre ’agrégation.

Si toutes les particules ont des hautes charges positives ou négatives, elles vont se
repousser et assurer la stabilité de la dispersion. Si les valeurs sont basses, il n’y a pas
assez de force pour prévenir le rapprochement des particules les unes des autres, ce qui
conduit a instabilité de la dispersion. La valeur qui sépare un systeme stable d’un

systeme instable se situe soit a +30 ou -30mV.

Le changement dans le potentiel { en fonction du rapport des charges a été étudié pour
plusieurs complexes a base d’ADN et polycations (Wolfert et al.,, 1996; Ramsey et al.,
2000; Oupicky et al.,, 2000; Munier et al.,, 2005). En général, la valeur augmente de
négative pour I’ADN libre, a positive en exces de cations. Elle se situe autour de zéro
quand le rapport de charges entre le polymere (charge positive) et I’ADN (charge

négative) est proche de 1.

En plus d’étre relié a la stabilit€¢ du systéme colloidal, le potentiel { affecte les
interactions avec le systeme biologique (membrane cellulaire, protéines). C’est un facteur
responsable de la modulation de la pharmacocinétique des nanoparticules et leur

internalisation par les cellules.

Ainsi, la charge de surface a un effet sur la biodistribution et 1’élimination des
nanoparticules et liposomes. Quoique controversées, des études ont démontré que les
systemes qui possédent une charge positive ou neutre sont moins rapidement éliminés
que ceux qui sont chargés négativement (Wilkins et Myers, 1966; Stamp et Juliano
1975).
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La charge de surface a aussi un effet sur la phagocytose. 1l a été démontré qu’une charge
hautement positive ou négative augmente la phagocytose des particules par rapport a
celles qui ont une charge faiblement négative (Stossel et al., 1972). Par ailleurs, une étude
conduite par Tabata et Ikada (1988) et ayant comme objectif de comparer I’effet d’une
surface anionique 2 une surface cationique a montré que des particules d’un potentiel { de

méme valeur absolue n’ont pas montré de différence dans le taux de phagocytose.

2.5.5 Influence du pH sur le potentiel Zeta

Le pH est le facteur le plus important qui peut affecter le potentiel {. Imaginons une
particule en suspension, avec un potentiel { négatif. Si un milieu alcalin est ajouté a la
suspension, les particules ont tendance a acquérir une charge plus négative. Si un acide
est ajouté, un point de neutralisation de la charge est atteint. Plus I’acide est ajouté, plus
les charges redeviennent positives.

En général, une courbe de potentiel { versus le pH est positive 2 pH bas et inférieure ou
négative a pH élevé. Il existe un point ol la courbe passe par le point zéro de potentiel .
Ce point est appelé « point isoélectrique ». C’est le point ou le systéme colloidal est le
moins stable (figure 2.8). Dans cette figure, il peut étre observé que si le pH de la
dispersion est inférieur & 4 ou supérieur a 8, il y a suffisamment de charges pour conférer
une stabilité au systeme. Par contre, si le pH est compris entre 4 et 8, la dispersion peut

étre instable.
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Figure 2.7 Effet du pH sur le potentiel Zeta
(adapté de http://www.malvern.co.uk/home.htm).

2.5.6 Hydrophobie/hydrophilie

L’hydrophobie de surface des particules est étroitement liée a leur phagocytose. En
utilisant des poloxameres et poloxamines pour modifier la surface de particules, le
potentiel phagocytique relatif décroit en augmentant la longueur des chaines hydrophiles

qui contribuent a la stabilisation stérique (Illum et al., 1987).

2.5.7 Caractérisation physico-chimique des nanoparticules

Le tableau 2.2 montre les méthodes les plus couramment utilisées pour la caractérisation

des nanoparticules.



Tableau 2.2 Méthodes utilisées pour la caractérisation physico-chimique

des nanoparticules.

Parameétre

Méthode (exemples)

Taille

*Spectroscopie a corrélation photonique
*TEM
*SEM

Poids moléculaire

*Chromatographie sur gel

Densité Pycnométrie a compression par Hélium
Crystallinité DSC, Diffraction par rayons X

Charge de surface Electrophorese

Hydrophobie Chromatographie d’interaction

hydrophobe, angle de contact

Propriétés de surface

Spectroscopie de masse secondaire
d’ions secondaires statique (SSIMS)

Analyse des éléments de
surface

ESCA (x-ray photoelectron spectroscopy
for chemical analysis)

41
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2.6 Biocompatibilité des systemes non viraux utilisés pour véhiculer PADN

La biocompatibilité cellulaire des systemes utilisés comme véhicules d’ADN doit &tre
évaluée a cause des effets indésirables que la toxicité peut provoquer. De plus, un
dommage cellulaire précipité par un systéme cytotoxique peut grandement compromettre
I’efficacité de transfection. En effet, la cellule doit maintenir sa capacité a transcrire et a

traduire I’ADN.

Les données sur la toxicité des systémes polycationiques ont montré que la plupart des
polymeres sont efficaces aux concentrations juste « subtoxiques ». Cependant, des
informations systématiques sur tous les polycations utilis€s en thérapie génique ne sont
pas disponibles. Ce qui est connu est le fait que 1’entrée des complexes dans la cellule est
médiée par la déstabilisation de la membrane due aux effets polycationiques des
polymeres. Les effets cytotoxiques pourraient &tre dus, en partie, a la perturbation de la
membrane phospholipidique provoquant un déséquilibre au niveau intracellulaire

(Bashford et al., 1986).

Les systémes cationiques actuels font face a des problemes de toxicit€ qui sont
intrinséques a leur nature et attribuables a leur interaction avec les molécules chargées
négativement. La cytotoxicité de polycations tels que la polylysine (PLL) et le PEI a été
étudiée et corrélée avec les dommages membranaires évalués par la technique LDH
(lactate déhydrogénase) (Choksakulnimitr et al., 1995; Fischer et al., 1999). Cet effet
dépend du temps, de la dose, de la masse moléculaire et de la structure chimique. Un
polycation de haute masse moléculaire possede un plus grand effet de déstabilisation
membranaire. Il se trouve que ce sont ceux 1a qui induisent une meilleure efficacité de
transfection. Il faudrait donc faire un compromis entre les effets cytotoxiques et

Pefficacité de transfection.
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La complexation avec I’ADN peut réduire a un certain niveau I’endommagement de la
membrane a cause de la neutralisation des charges. Une autre alternative est la
conjugaison de polymere hydrophile avec le complexe polycation/ADN qui pourrait
réduire ’interaction avec la membrane cellulaire. Un des polymeres utilisé€s est le
polyéthylene glycol (PEG) qui réduit I’agrégation des érythrocytes responsable d’embolie
au niveau pulmonaire (Ogris et al., 1999). Par ailleurs, les polycations non dégradables
s’accumulent dans le noyau ou ils interagissent avec I’ ADN des cellules hotes (Godbey et
al., 1999), ce qui peut entrainer une toxicité a long terme. Pour éviter ce probleme, des
polycations hydrolysables dans le milieu aqueux en produits de bas poids moléculaire,

non toxiques, sont utilis€és comme alternative (Limet al., 2000; Lynn et Langer, 2000).

Une autre étude a montré que les complexes polycationiques peuvent activer le
complément, a cause de leur charge positive (Plank et al., 1996). Dans le cas de la PLL,
elle croit en augmentant la longueur des chaines. L’activation du complément est aussi

proportionnelle au ratio de charge des complexes.

La biocompatibilité€ des différents polycations dépend de plusieurs parametres (Moreau et
al., 2002) :

- la nature chimique (modifi€s ou non)

- le poids moléculaire

- la concentration

- les conditions expérimentales (présence de sérum ou non)
La diversité des structures et la facilit¢ de contrdler les propriétés des vecteurs
synthétiques peuvent conduire au développement de véhicules ayant une biocompatibilité

satisfaisante.

Ici, quelques exemples sont donnés sur les systemes les plus communément utilisés.
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2.6.1 Polylysine (PLL)

L’effet cytotoxique de la PLL dépend de son poids moléculaire. En absence de sérum,
uniquement la PLL de faible poids moléculaire (4 kDa) est relativement non toxique
(80% de viabilité cellulaire a 20 pwg/mL). La toxicité augmente avec le poids moléculaire
(Wolfert et Seymour 1999). A faibles doses, la PLL induit une libération de
prostaglandines qui est réversible. En augmentant la dose, les cellules ne récupérent pas.
Des études ont montré que la PLL induit une agrégation des érythrocytes ainsi que des
changements morphologiques au niveau cellulaire (Coakley et al., 1985). Par la suite, une
étude effectuée par Gottschalk et al. (1996) a montré que la toxicité est observée méme a
des doses nanomolaires pour certaines PLL. L’activation du complément est liée a la
charge positive des complexes polycationiques. Dans le cas de la PLL, elle croit en

augmentant la longueur des chaines et le ratio de charge.

2.6.2 Poly(cyanoacrylate)

Les nanoparticules & base de poly(cyanoacrylate) ont montré une faible cytotoxicité. Elles
ont été utilisées sur plusieurs types cellulaires dont les fibroblastes (Gipps et al., 1987 ;
Guise et al., 1987 ; Lherm et al., 1992), les cellules endothéliales (Lenaerts et al., 1984),
les hépatocytes et les macrophages (Kante et al., 1982). Les résultats ont montré que la
toxicité diminue, en augmentant la longueur des chaines d’ester latérales (exception faite
pour l'ester de méthyle) (Gipps et al, 1987; Lherm et al., 1992). Les produits de
dégradation sont impliqués dans la toxicité car il a ét€ montré que les nanoparticules non
dégradées sont moins toxiques (Kreuter et al., 1984). Par ailleurs, il a été¢ démontré que
I’effet toxique des nanoparticules dépend de la concentration, apres des durées aussi
courtes que 2 heures, chez les hépatocytes (Kante et al., 1982).

En plus de la toxicité cellulaire, la mutagénicit€é des nanoparticules de poly(alkyl
cyanoacrylate) a été évaluée. Dans ce cas, ni les nanoparticules ni leurs produits de

dégradation n’ont montré de génotoxicité (Lherm et al., 1992). L’administration sous-
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cutanée chez la souris n’a montré aucun signe de nécrose ou d’irritation tissulaire apres
24 heures (Couvreur et al., 1986). Cependant, cette durée est trop courte pour rendre

compte des effets réels de ces nanoparticules.

2.6.3 Chitosane

La condensation de I’ADN avec le chitosane a conduit a ’obtention de nanoparticules
sans effet cytotoxique (Gosule et al., 1978; Corsi et al., 2002). Il faut cependant signaler,

que I’efficacité des systémes a base de chitosane seul (sans modification) est plus faible.

Un schéma général de la cytotoxicité, suite a I'utilisation de différents systémes et
méthodes pour la transfection cellulaire, en fonction de I’efficacité est présenté dans la
figure 2.9. Cette derniere montre qu’il existe une corrélation entre Pefficacité de
transfection et la toxicité; 1’efficacité de transfection étant proportionnelle a la toxicité

induite.
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Méthode de transfection

. Méthode électrique
Electroporation & haut voltage

f Méthode chimique \
PLL
DEAE-Dextran
Lipides
CaPO,
Dendrimeres
PEI

Toxicité

Méthode Mécanique/Electrique
Electroporation a faible voltage
Bombardement

Microinjection
Polyméres a libération contrélée

(ex. EVAC,PLGA)
ADN seul

!
f
0% 100%

Efficacité de transfection
Figure 2.8 Comparaison entre I’efficacité de vectorisation et la toxicité des différentes
méthodes de transfection (adapté de Luo et Saltzman, 2000). Il apparalt que plus la

technique ou I’agent de transfection est efficace, plus la toxicité est élevée, sauf dans le
cas de la technique de microinjection.
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2.7 Les macrophages comme cible thérapeutique

Cette section traite de ’intérét porté aux macrophages comme cible thérapeutique étant
donné leur implication dans le développement de certaines maladies.

Le chapitre 3 constitué d’un article de revue de littérature traite de l’utilisation des
systemes nanoparticulaires pour diverses maladies médiées par les macrophages; cette
section est un complément de la littérature justifiant 1’utilisation des macrophages et leur

ciblage.

Les macrophages sont largement distribués et placés de facon stratégique dans différents
tissus du corps humain. Leur rdle consiste a reconnaitre et a détruire des cellules altérées
ou mourantes ou des substances envahissantes étrangeres. Ils jouent un role déterminant
dans la défense contre les agents infecticux tels que les bactéries, les virus, les

protozoaires et les parasites.

Les macrophages peuvent sécréter une variété de substances dont ’action peut aller de
I’induction de la prolifération a la mort cellulaire. Ces substances incluent les molécules
de signal telle que le monoxide d’azote (NO), les cytokines et les intermédiaires réactifs
de P'oxygeéne (ROI) qui sont impliqués dans la défense contre les microorganismes
pathogenes, les parasites et les cellules tumorales. Cependant, les NO et ROI sont
responsables de 1’activation de plusieurs voies dont certaines peuvent exercer un effet

autotoxique sur les macrophages.

Les fonctions hétérogénes des macrophages dans le syst¢tme immunitaire humain fait de
ces cellules une cible intéressante a explorer pour véhiculer des médicaments. A date, les
systtmes le plus utilisés restent les liposomes et les microspheres. Les vecteurs
polymériques comme les nanoparticules ont été utilisés pour véhiculer, de fagon

contrdlée, des agents thérapeutiques a des organes spécifiques. Il a été démontré que les
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macrophages sont impliqués dans leur €élimination & partir de la circulation. Les
macrophages constituent donc, une cible passive au sein de laquelle des agents
immunomodulateurs peuvent étre acheminés.

Cette capacité a ingérer des particules étrangeres constitue une opportunité a explorer
dans le cadre de I’administration d’agents thérapeutiques a ces cellules par voie
parentérale. Les nanoparticules et les liposomes sont des vecteurs qui peuvent contribuer

a I’acheminement de ces agents dans les cellules.

Le recrutement des macrophages et leur activation sont des événements impliqués dans le
développement de différentes Iésions pathologiques (tumeurs malignes, plaques
d’athérosclérose, arthrite). L’utilisation des macrophages comme véhicules cellulaires
pour la thérapie génique parait prometteuse. Les macrophages pourraient étre modifiés ex
vivo et réintroduits dans le corps ou une proportion d’entre eux se dirigerait vers le site de
la 1ésion.

L’utilisation de la thérapie génique ciblant les macrophages peut avoir des incidences
thérapeutiques sur plusieurs maladies inflammatoires, médiées par les macrophages et/ou

utilisant les macrophages comme réservoir ou site de prolifération.

Des exemples de thérapies ciblant les macrophages, pour le traitement de certaines

maladies sont donnés ci-dessous.

2.7.1 Arthrite rhumatoide

L’arthrite rhumatoide (AR) est caractérisée par une inflammation chronique du synovium
au niveau des articulations, suite a 1’hyperplasie des fibroblastes synoviaux et a
Pinfiltration des lymphocytes et macrophages qui montrent des signes d’activation. Ces
cellules proliferent de fagon anormale et envahissent 1’os et le cartilage. Elles produisent
une quantité élevée de cytokines pro-inflammatoire, de métalloprotéinases et déclenchent

la formation d’ostéoclastes et leur activation. Quelques conséquences
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pathophysiologiques peuvent étre expliquées par une apoptose inadéquate qui promeut la
survie des cellules T autoréactives, des macrophages et des fibroblastes synoviotiques.
Les stratégies qui peuvent étre applicables en thérapie génique incluent I’inhibition des
cytokines pro-inflammatoires, le blocage des métalloprotéinases impliquées dans la
dégradation du cartilage et I’inhibition de I’activation des cellules synoviales. L’induction

de I’apoptose peut aussi étre regardée comme une alternative (Rabinovich, 2000).

L’abondance et l’activation des macrophages dans la membrane synoviale sont
grandement corrélées avec la sévérité de I’arthrite rhumatoide (Kinne et al., 2000). Ces
cellules exhibent un effet pro-inflammatoire et destructif répandu et contribuent dans une
large mesure a la progression aigiie et chronique de la maladie. La suppression sélective
de lactivation des macrophages est une approche possible pour la diminution de
I’inflammation locale et systémique et donc de la dégradation au niveau des articulations.
Le TNF-o est produit par les macrophages et constitue 1'un des facteurs pro-
inflammatoires dans la pathogénese de I'inflammation arthritique (Kinne et al., 2000).
Pour inhiber la production du TNF-q, des lipides cationiques ont été utilisés pour
véhiculer des ribozymes aux macrophages. Apreés injection intra-péritonéale (i.p.), la
production du TNF par les macrophages fut réduite apres stimulation par le LPS (Kisich
et al, 1999). Il demeure a démontrer que ce systéme est capable d’induire la méme
réponse au niveau des macrophages synoviaux apreés injection au niveau articulaire. Par
ailleurs, Fellowes et al. (2000), en utilisant un systeme a base de liposomes contenant le
plasmide avec le géne de I’IL-10, ont réussi a diminuer I'inflammation dans un modele
d’arthrite induite par le collagéne chez la souris. Apres injection i.p. l’action anti-

inflammatoire fut prolongée jusqu’a 30 jours au niveau articulaire.

2.7.2 Thérapie anti-tumorale

Parmi les cellules effectrices importantes et ayant une activité antitumorale figurent les

macrophages cytotoxiques. Ils peuvent exercer, ainsi que leurs produits, des effets
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inhibiteurs ou stimulateurs sur les cellules malignes en prévenant ou favorisant la
croissance tumorale par des mécanismes qui ne sont pas completement déterminés

(Kisseleva et al.,1996).

Le rble des macrophages dans I’immunité anti-tumorale est déduit a partir des
expériences in vitro ou il a été démontré que les macrophages activés sont capables de
lyser les cellules tumorales plus efficacement qu’ils ne peuvent tuer les cellules normales.
Parmi les agents produits par les macrophages et responsables de la destruction des
cellules tumorales, figurent les cytokines. Par exemple, les macrophages peuvent exercer
un effet tumoricide direct ou indirect, apreés stimulation par l’interféron (IFN) et

lipopolysaccharide (LPS) (Bingle et al., 2002).

Les macrophages sont aussi capables de phagocyter des cellules tumorales apoptotiques
et sont impliqués dans la présentation des antigénes associ€s aux tumeurs aux cellules T.
La reconnaissance de ces antigénes spécifiques conduit a la destruction des cellules
tumorales. C’est le but de !’immunothérapie anticancéreuse a base de vaccin.
Malheureusement, la cytotoxicité des macrophages est sous régulée par les facteurs
libérés par les cellules tumorales leur permettant d’échapper aux mécanismes tumoricides

(Speiser et Ohashi 1998).

En injectant les genes directement dans les tumeurs, les protéines seront produites dans le
site tumoral. Les thérapies actuelles requierent une administration systémique de
cytokines recombinantes provoquant des effets adverses significatifs et une courte demi-
vie de la substance. C’est pour cela qu’il est nécessaire d’utiliser des vecteurs pour les
véhiculer et les protéger et augmenter ainsi leur durée de vie comme I'illustrent les études
rapportées ci-dessous. Ainsi, des génes codant pour des anticorps monoclonaux dirigés
contre les antigénes spécifiques tumoraux ont été clonés dans des poxvirus atténués. Des
macrophages humains et des cellules T cytotoxiques infectés par ces virus ont montré une
capacité a tuer les cellules tumorales exprimant ces antigenes in vitro (Paul et al., 2000a;

Paulet al., 2000b).
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I’TEN est I'un des stimulants puissants de I’activité tumoricide des macrophages;
cependant, I’évaluation de cette cytokine dans les essais cliniques, a montré qu’il faut des
injections répétées de macrophages activés ex vivo pour avoir une réponse clinique.
Différentes études ont tenté de contourner ce probleme en transfectant les macrophages
pour surexprimer les cytokines activatrices. L’un des exemples est utilisation de
vecteurs rétroviraux pour transfecter des macrophages et induire 1’expression d’IFN, IL-
4, IL-6, ou de TNF-o. Les résultats ont montré une augmentation de 1’activité tumoricide
in vitro et in vivo (Nishihara et al., 1995 ; Ringenbach et al., 1998) ont utilisé€ le PEI pour
la transfection des monocytes avec le géne de I'IFN-y afin d’augmenter I’activité
tumoricide in vitro. Les liposomes ont aussi été utilisés pour ’encapsulation de I'TL-2 et -
6; suite a leur injection par voie i.p., la cytotoxicité des macrophages est augmentée ainsi
que I’expression du complexe d’histocompatibilit¢ MHC-II, conduisant a la destruction

des lymphomes chez la souris (Wang et al., 2000).

La cytokine IL-12 possede la capacité de promouvoir une activité cytolytique et une
stimulation directe de la production de I’IFN-y et d’autres cytokines par les cellules T
périphériques et les cellules tueuses NK. Elle joue un role critique dans la régulation de la
réponse immunitaire et ses caractéristiques ont attiré I’attention comme agent potentiel en
cancérothérapie. Le ‘“Recombinant DNA Advisory Committee” a donné 1’accord de
procéder a des études chez ’humain en utilisant 'IL-12 vectorisée par un systéme
rétroviral. Ce systeéme a permis une haute expression de la cytokine et d’éradiquer des

tumeurs établies dans plusieurs modeles de murins (Tahara et Lotze, 1995).

2.7.3 Thérapie anti-HIV

Les cibles majeures de I’infection par le virus d’immunodeficience acquise (HIV) sont les
cellules sanguines, plus particulierement, les lymphocytes et les macrophages. Les

cellules infectées sont difficilement éliminées, suite a la réponse immunitaire, et le virus
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continue a se propager. En concevant des systémes qui servent a véhiculer des genes
“anti-HIV” aux cellules susceptibles d’infection, des ARN ou des protéines qui
interfeérent avec la fonction des ARN/protéines cellulaires, la réplication virale pourrait
étre inhibée. Par exemple, des nanoparticules a base d’acide poly (D,L-lactique) ont été
utilisées, in vitro, pour encapsuler et véhiculer des oligonucléotides anti-sens dans des
cellules infectées par le virus HIV-1. Les résultats ont montré une forte inhibition de la
production des virus par les oligonucléotides, suite a I’encapsulation (Berton et al., 2001).
Une autre étude a utilisé les liposomes contenant les oligonucléotides anti-sens de
I’élément Rev (responsable de I’export nucléaire de ’ARNm viral) et le ribozyme
complémentaire de I'extrémité répétitive 5° du HIV-1 (qui contient un important
promoteur viral). Les résultats ont montré une inhibition de la réplication du virus allant

jusqu’a 90% dans les macrophages (Duzgunes et al., 1999).

Un autre exemple a consisté a conférer une résistance a I’infection par le HIV-1 aux
macrophages; ces derniers ont été transfectés par des rétrovirus contenant le géne IFN-3
in vitro. En plus de linhibition de la réplication des virus, une augmentation de la
sécrétion de I'IL-12 et I'IFN-y a été constatée, stimulant ainsi des réponses immunitaires

contre le HIV par d’autres cellules (Cremer et al., 2000).

2.7.4 Thérapie cardiovasculaire

L’athérosclérose est une maladie inflammatoire impliquant le recrutement et 1’activation
des macrophages, des cellules musculaires lisses et des lymphocytes T. Les macrophages
accumulent les lipoprotéines de basse densité (LDL) qui deviennent athérogenes suite a
leur oxydation au niveau de la paroi artérielle (Hegyi et al, 2001). Cette oxydation
conduit alors a la disfonction vasculaire : i)- en exercant un effet cytotoxique direct sur
les cellules endothéliales, ii)- en augmentant les propriétés chémotactiques des
monocytes qui augmentent la prolifération des macrophages et leur transformation en

cellules spumeuses (macrophages ayant digéré des LDL, saturés de goutelettes de graisse;
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ils ressemblent a de la mousse au microscope), iii)- en augmentant la prolifération des
cellules musculaires lisses. Pour diminuer ces facteurs qui contribuent grandement au
développement de I’athérosclérose, des stratégies ciblant les macrophages ont été
développées.

Laukkanen et al. (2000) ont utilisé un vecteur adénoviral pour inhiber I'oxydation des
LDL et la transformation des macrophages en cellules spumeuses. Pour prévenir la
rupture de plaque athérosclérotique qui peut conduire a la formation de thrombus
occlusif, une premiere approche a consisté a transférer des genes dont le produit
contribuerait a stabiliser la plaque vulnérable en réduisant son contenu en lipides et en
macrophages. Une seconde approche, visant a inhiber la formation du thrombus, a
consisté a véhiculer des genes codant pour des protéines thrombolytiques ou des facteurs
de croissance capables de restaurer les fonctions antithrombiques des cellules

endothéliales (Feldman et Isner 1995).
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CHAPITRE III

3. POTENTIEL THERAPEUTIQUE DES SYSTEMES
NANOPARTICULAIRES POUR CIBLAGE DES MACROPHAGES

Ce chapitre est un article de revue de littérature qui dresse I’avancement des travaux
effectués sur le ciblage des macrophages par les sytemes nanoparticulaires et les visées

thérapeutiques escomptées.

Cet article met ’emphase sur les syttmes non-viraux a cause de leur faible toxicité et
immunogénicit€é par rapport aux systemes viraux. Comme il a déja été décrit
précédemment, les macrophages ont un rdle central dans le déclenchement des réactions
inflammatoires et constituent un réservoir pour les pathogenes impliqués dans les

maladies inflammatoires.

Malheureusement, les médicaments utilisés induisent souvent des effets indésirables
majeurs lorsqu’ils sont utilisés sous la forme libre, en plus de leur instabilité dans les
milieux physiologiques. C’est pour ces raisons qu’il devient nécessaire de les coupler a
des agents de transport pour éviter ces inconvénients. Les systémes nanoparticulaires sont
alors développés pour optimiser I’internalisation des médicaments au niveau des cellules
et de les protéger contre la dégradation, augmentant ainsi leur efficacité et réduisant leurs

effets secondaires.

De plus, le lien entre l'efficacité des systemes nanoparticulaires et leurs propriétés

physico-chimiques qui affectent leur interaction avec les macrophages sont décrits.



55

Cet article est accepté pour publication dans la revue « Biomaterials » sous le titre
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3.1 Abstract

The use of non-viral nanoparticulate systems for the delivery of therapeutic agents is
receiving considerable attention for medical and pharmaceutical applications. This
increasing interest results from the fact that these systems can be designed to meet
specific physicochemical requirements, and they display low toxic and immunogenic
effects. Among potential cellular targets by drug-loaded nanoparticles, macrophages are
considered because they play a central role in inflammation and they act as reservoirs for
microorganisms that are involved with deadly infectious diseases. The most common and
potent drugs used in macrophage-mediated diseases treatment often induce unwanted side
effects, when applied as a free form, due to the necessity of high doses to induce a
satisfactory effect. This could result in their systemic spreading, a lack of bioavailability
at the desired sites, and a short half-life. Therefore, the use of drug-loaded nanoparticles
represents a good alternative to avoid, or at least decrease, side effects and increase
efficacy. In this manuscript, we present an overview of the usefulness of nanoparticles for
macrophage-mediated therapies in particular. We discuss, though not exhaustively, the
potential of therapeutic agent-loaded nanoparticles for some macrophage-mediated
diseases. We also underline the most important parameters that affect the interaction
mechanisms of the macrophages and the physicochemical aspects of the particulate

systems that may influence their performance in macrophage targeted therapies.



58

3.2 Introduction

The use of non-viral nanoparticulate systems has gained increasing interest within
therapeutics, revealing exciting prospects. Due to their low toxicity in comparison with
viral systems [1], they are good candidates for targeting tissue and cells with different
compounds. For this purpose, drugs, peptides and nucleic acids of poor stability have
been combined with polymers and lipids to obtain very fine, submicron particulate
systems that have the ability to interact with the cells and be internalized by them. The
potential therapeutic applications of these systems are enormous and were reviewed
elsewhere by various authors. For example, applications for drug delivery systems,
cancer therapy and diagnosis, gene therapy and immunomodulating activities have been
reported [2-6]. The main advantage of using nanocarriers resides in the possibility of
conjugating them to specific ligands so that they can be directed to a desired cell type,
tissue or organ [7]. Also, optimized synthesis conditions and physicochemical
characteristics could allow a desired therapeutic level to be reached [8,9]. However,
applications of nanoparticles are limited by their rapid recognition by the
reticuloendothelial system (RES). In fact, they are cleared from the bloodstream within
minutes upon intravenous injection, depending on their size and surface characteristics
[10,7,11]. The rapid uptake of nanoparticles is problematic when the long-term
circulation of nanoparticle-loaded drug systems is needed. To overcome this problem,
surface modifications using polyethylene glycol (PEG) have been achieved in the case of
polymeric drug carriers and liposomes [12,13]. Another work also showed that the use of
the amphiphilic diblock copolymer monomethoxypoly(ethylene oxide)-poly(lactic acid)
(MPEO-PLA) for the preparation of nanoparticles delays their phagocytosis [14].
However, the efficacy of the coating procedure to hinder opsonization depends on the
chain length and the density of these moieties at the surface of the particles [15]. Among
the most studied nanocarriers are the polyalkylcyanoacrylate (PACA) nanoparticles,
which can be prepared either by polymerization of alkylcyanoacrylate monomers or

directly from the polymers. The different preparation methods lead to the obtaining of
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nanospheres, oil- and water-containing nanocapsules and core-shell nanospheres (Fig.
3.1) [16]. PACA-based nanoparticles are considered to be very promising and have the
capacity to bind a wide range of drugs in a nonspecific manner, thus expanding their
usefulness for several therapies. The pioneer works of Couvreur et al [17] on PACA
nanoparticles constituted the base for further developments in drug targeting to specific
sites in the body, with a particular emphasis on cancer chemotherapy [18-20]. In addition,
PACA nanoparticles were used for insulin loading and were found to prolong the effect
of the drug in a diabetic rat model [21]. Their potential use as carriers for antisense
oligonucleotides (ODN) has also been reported [22]; this study showed the efficacy of
PACA nanoparticles in protecting ODN from 3'-exonuclease. In another study, the uptake
and stability of PACA-adsorbed ODN were significantly increased in epithelial cells
HBL100 [23]. Overall, it has been postulated that a dual and synergistic effect of PACA
nanoparticles can be achieved by combining different drugs during the synthesis and
loading process. This could represent an additional advantage for the control of drug
release depending on the adsorption or entrapment of a given drug in the polymeric
network [24].

Nanoparticles are also receiving attention as vectors for functional small interfering RNA
(siRNA) [25,26], which are generally composed of 21-23 nucleotides and are designed to
degrade a specifically targeted mRNA [27-29]. Their use has been considered for
targeting the lung in mice in order to modulate respiratory syncytial virus (RSV)
infection. In this study, the animals were treated intranasally with siNS1 nanoparticles
before or after infection by an RSV. The results showed a significant decrease of virus
titers and of inflammation [30]. siRNA nanoplexes were also evaluated for their potential
inhibition of vascular endothelial growth factor (VEGF) expression after intravenous
administration into tumor-bearing animals. They showed evidence of a sequence-specific
inhibition of the target gene as well as a reduction in angiogenesis and inhibition of tumor
growth [31].

Currently, macrophage-mediated therapies constitute many well accepted and promising

approaches to treating diseases. To succeed in macrophage targeting, a good knowledge
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of their surface structure and the mechanisms governing their interaction with particulate
systems is necessary. Accordingly, this review addresses some specific issues related to
the mechanisms of nanoparticle uptake by macrophages, with emphasis on their
physicochemical properties and their toxicity since these are central to macrophage
induced responses and the efficacy of vectorized drugs. We specifically address the
usefulness of nanoparticulate systems for macrophage therapies of bacterial and viral
infectious diseases as well as inflammatory diseases, such as atherosclerosis, rheumatoid

arthritis, and multiple sclerosis (MS).
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Figure 3.1 Summary of the different methods developed for the preparation of PACA
nanoparticles with the corresponding types of nanoparticles produced. (Reproduced with

permission from reference [16]).
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3.3 Macrophage targeting

3.3.1 Phagocytosis and nanoparticle uptake versus efficacy

It is well known that macrophages are predominantly involved in the uptake of
nanoparticles, leading to their degradation and clearance from the bloodstream [32]. This
is related to the opsonization process, which results in their phagocytosis after the
adsorption of complement components such as immunoglobulin G (IgG) and fibrinogen
[33,34]. In vitro, the uptake of nanoparticles by J-744 macrophages has been shown to
occur via an endocytosis process, after which the particles end up in the lysosomal
compartment (Fig. 3.2) [16] where they are degraded, thus affecting the delivery of the
drugs to the cytoplasm of cells. The escape from the endolysosomal compartment is then
necessary for the enhancement of the efficacy of carried therapeutics, especially those
that are susceptible to degradation in acidic environments [35-37]. To destabilize the
lysosomal membrane, compounds such as cationic . surfactants are added to the
nanoparticles [22]. The concept of the “proton sponge” has also been introduced, based
on the hypothesis that polymers with buffering capacities between 7.2 and 5.0, such as
polyethylenimine (PEI) and imidazole-containing polymers, can buffer the endosome and

potentially induce its rupture [38,39].
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C

Figure 3.2 Endocytosis of PACA nanospheres by J774 macrophages in culture cells

as observed by transmission electron microscopy. (A) Interactions of nanospheres
with the cell membrane (arrows). (B) Endocytosis of a nanosphere. (C) Nanospheres

in phagosomes (arrows). (Reproduced with permission from reference [16]).

Macrophages are known to play a central role in an organism’s protection against
infectious agents. To distinguish between those and self, a restricted number of
macrophage phagocytic receptors are evolved, like the mannose receptor [40] that is
involved in the recognition of conserved motifs on pathogens. Also, unlike other

glycoprotein receptors, the mannose receptor has the ability to mediate the phagocytosis
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of saccharide-coated particles as well as the pinocytosis of soluble glycoconjugates [41].
This characteristic is exploited in nanoparticulate systems for macrophage-mediated
therapies by incorporating specific ligands that facilitate their entry into the cells. For
example, the incubation of mannan-coated nanoparticles with a mannose receptor-
positive mouse macrophage cell line (J-774E) was effective in increasing their uptake
[42]. The mannose receptor is a transmembrane glycoprotein that is mainly expressed by
macrophages and has the capacity to be rapidly internalized from the plasma membrane,
via clathrin-coated vesicles, to allow a delivery into the endosomal system. It has been
estimated that the endocytosed receptors mediate ten or more rounds of recycling each
hour [43]. The receptor has been purified from macrophages [44-46] and has been shown
to be involved in a specific binding to mannosylated molecules so as to mediate their
endocytosis. This receptor requires Ca** for ligand binding [47] and is distinguished from
other receptors by a unique spectrum of sugar ligands: mannose and fucose are the most
potent monosaccharide ligands, while N-acetylglucosamine and glucose bind with lower
affinity [48]. Saturation of these specific sites in macrophages, by preincubating the cells
with free mannan, prevented the increase of nanoparticle ingestion [42], attesting, at least,
that the mannose receptor contributes to nanoparticle internalization by macrophages.
Moreover, it has been shown that, in vitro, the presence of fetal calf serum is necessary
for the adsorption of nanoparticles to the macrophage cell surface, as well as for their
internalization. This could be explained by the presence of opsonins in the serum, which
cover the nanoparticles and allow their recognition by specific receptors present on the
macrophage membrane. This view is supported by the absence of nanoparticle
internalization by other cell types such as human erythroleukemia (K562), human breast
adenocarcinoma (MCF7) and rat glioblastoma (C6) cells [49].

Liposome-protamine-DNA (LPD) nanoparticles were engineered by combining cationic
liposomes with polycation-condensed DNA to form a virus-like structure with the
condensed DNA located inside the lipidic membrane [50,51]. To take advantage of the
expression of mannose receptors on the surface of macrophages [52], the LPD

nanoparticles were coated with mannan for the enhancement of antitumor activity [53].
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As an approach to DNA vaccine therapy, the formulation of mannosylated cationic
liposomes demonstrated an enhancement of immune responses in a mouse model after
intravenous administration, and more efficient antigen epitope presentation on the MHC
class I complex in cultured mouse peritoneal macrophages [54].

D-galactose receptors have also been reported to participate in the recognition of
nanoparticles by macrophages. Colloidal gold nanoparticles of 17 nm diameter coated
with human and rat plasma fibronectin have experienced rapid binding and endocytosis
by macrophages. Experiments done in the presence of D-galactose showed a specific
inhibitory uptake, allowing the conclusion that the D-galactose macrophage receptor
binds to D-galactose-related units of immobilized plasma fibronectin on the nanoparticles
[55].

A non-opsonic attachment to the macrophage surface, via scavenger receptors, has also
been reported to take place during the phagocytosis of particulate systems [56]. Receptors
of this class are known to bind polyanionic macromolecules and particles, including
lipopolysaccharides of gram-negative bacteria and lipoteichoic acid of gram-positive
bacteria [57,58]. They are also responsible for binding chemically altered or oxidized
proteins and lipoproteins [59]. In a study on the internalization of superparamagnetic iron
oxide nanoparticles, the implication of the scavenger receptor was proven by performing
a competition experiment between the nanoparticles and the scavenger receptor ligands,
which resulted in the inhibition of nanoparticle uptake by mouse peritoneal macrophages.
Moreover, this study showed a direct relationship between the size and the uptake of the
nanoparticles after their incubation with a THP-1 macrophage cell-line [60].

A comparative phagocytosis study was performed on three types of fluorescein-labeled
test particles attached to different receptors (scavenger, mannose, Fc) in rat alveolar
macrophages. The results showed that the particles bound to the mannose receptor were
ingested in the shortest time, and particles bound to the Fc receptor were ingested almost
as rapidly, whereas particles bound to scavenger receptors were ingested at a distinctively

slower rate [61].
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On the other hand, it has been shown that various types of receptors may cooperate to
optimize the binding and internalization of particles [62,63]. Also, the availability of
macrophage receptors, in terms of number and nature, are dependant on the
differentiation and activation states of the cells [64]. These parameters should be taken
into account when designing nanoparticles for macrophage targeting.

It should be mentioned, however, that not only macrophages are involved in nanoparticle
uptake. In a guinea pig model, Zambaux et al [65] highlighted the important role of
neutrophilic granulocytes in PLA and MPEO-PLA nanoparticle uptake. The fluorescent
nanoparticles, with a mean size of 170 nm and 220 nm, respectively, were administered
via the left femoral artery. A blood specimen analysis by flow cytometry showed that, as
early as 9 minutes after administration, about 30% of the granulocytes were fluorescent.
This percentage decreased progressively to reach 10% after 22 hours. The collection of
the spleen 30 h after administration of the nanoparticles, followed by a histological
analysis, allowed an observation of the fluorescent nanoparticles that were present in the
neutrophils. In addition, the progressive decrease in the number of neutrophils in the
blood, 1 h post-administration, was correlated with the decrease in fluorescent cells
(neutrophils with fluorescent nanoparticles). Taken together, these results suggest a
migration of neutrophilic granulocytes towards tissues, such as in the spleen, where they
will be destroyed. It should, however, be pointed out that in this study, the number of
monocytes was very low in comparison to neutrophils. Also, 220 nanoparticles per
circulating phagocytosing cell (neutrophils and monocytes) were injected; this could
explain the increase in granulocyte blood population as being a reaction to foreign
particle invasion. In a previous study by Gibaud et al. [66], the role of neutrophils in the
uptake of doxorubicin-PIHCA and fluorescently labeled polystyrene nanoparticles (240 +
26 nm and 201 * 43 nm, respectively) was in agreement with the study by Zambaux et al.
However, the role of neutrophils was not predominant in comparison to that of
monocytes/macrophages; in their mouse model, they showed that, after 3 and 6 h,

doxorubicin nanoparticles were captured at similar rates by monocytes and neutrophils.
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After these periods they were mainly found in monocytes. In the spleen, macrophages of

the marginal zone were found to be the most active capturing cells.

3.3.2 Physicochemical properties and nanoparticle uptake

The rate of phagocytosis is largely determined by the physicochemical properties of the
substrate, and it is increased when the substrate adopts the form of a particle [67]. The
surface modification of nanoparticles is a crucial issue in terms of their uptake by cells
and targeted tissue [68]. When using nanoparticulate systems, cell interactions and
elicited responses, as well as loading efficiency and efficacy, are dependant on the
physical characteristics and morphology, chemical structure and functionality, surface
charge, hydrophobicity and hydrophilicity. The hydrophilicity/hydrophobicity of the
surface governs the adsorption of plasma proteins on the particles and is expected to
influence macrophage uptake. Augmented particulate hydrophobicity is known to
increase the uptake by forming hydrophobic interactions with the cell surface [69]. One
of the conducted studies that proved this concept involved the modification of
polystyrene beads by adsorbing increasingly hydrophilic block copolymers (poloxamers
184, 188 and 407); the authors showed that the more hydrophobic the particles, the larger
the total amount of bound protein [70]. In accordance with this study, latex particles
displaying a low hydrophobicity induced up to six times lower the protein adsorption.
The pattern of protein adsorption depended on the type of the protein and the nature of
the functional groups held by the particles. Thus, sterical conformation could hinder
protein adsorption. After incubation in citrate-stabilized human plasma for 5 min at 37°C,
it has been shown that the major proteins adsorbed on the latex particles were fibrinogen
and IgG [71].

The phagocytic uptake of polyethyleneglycol (PEG)-coated nanoparticles is influenced
by surface modification and the use of stabilizers [72,73]. For polyethylcyanoacrylate
(PECA) amocxicillin loaded nanoparticles, the uptake by a J-774 macrophage cell line was

reduced upon coating them with PEG, especially when the higher molecular weight was
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used. Their surface charge was decreased by means of increasing the molecular weight of
the PEG, which is in agreement with the presence of hydrophilic PEG chains on the
surface of the nanoparticles. Fontana et al. showed that PEG coating of PECA
nanoparticles resulted in a decrease of their average size from 320 + 12 nm to 220 * 10-
280 = 8 nm upon coating with PEG, depending on the molecular weight [74]. In this
study, the phagocytosis of the nanoparticles was determined by measuring the amount of
amoxicillin inside the macrophages by HPLC. After 90 minutes, the results showed that
the uptake of the nanoparticles by murine macrophages was decreased by 50% and 70%
after coating by PEG 2000 and PEG 4000, respectively, in comparison to uncoated
nanoparticles. Also, the drug release has been shown to be proportionally dependant on
the molecular weight of the PEG and related to the increase in nanoparticle
hydrophilicity.

The binding ability of nanoparticles to macrophages is also dictated by their charge and
the moieties they display. Macrophages display negatively charged sialic acid on their
surface [75,76] and it has been hypothesized that positively charged nanoparticles bind to
these residues and are subsequently phagocytosed. To support this hypothesis, alveolar
macrophages were collected by saline lavage from normal rat lungs and then treated with
wheat germ agglutinin (WGA) and limulus protein (which is known to bind specifically
to sialic acid) conjugated with 50 nm gold particles [77]. Subsequent incubation of the
pretreated cells with positively charged carbonyl iron (C-Fe), aluminum and chrysotile
asbestos fibers spheres resulted in a binding inhibition of the positively charged spheres
to the macrophage surface. On the contrary, the pretreatment with lectins did not block
negatively charged glass spheres nor crocidolite asbestos fibers from binding to the
macrophage surface. When both positively charged iron spheres and negatively charged
glass spheres were prebound to alveolar macrophage membranes, subsequent treatment
with WGA displaced only the positively charged spheres from the macrophage surfaces.
This study demonstrates the implication of the sialic acid residue in the binding of
positively charged particles to macrophages. It also highlights the importance of the

surface charge of particles for the binding to macrophage surfaces as well as the diversity
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of the mechanisms of the phagocytosis process. Another study demonstrated a linear
relationship between the nanoparticles’ zeta potential and their phagocytosis by
macrophages [78]. Particles with a zeta potential close to zero have been found to be less
phagocytable in comparison with charged particles [79]. In fact, the phagocytosis rate did
not differ for cationic and anionic particles displaying the same absolute value [69].
Superparamagnetic particles with negative surface charges possess a high but non-
specific affinity for the plasma membrane, which favours their adsorption and
endocytosis in endosomal compartments [80,81]. This uptake mechanism is suitable
when the preservation of the engineered nanoparticle surface is required, as for magnetic

resonance imaging [82].

The experimental conditions when preparing loaded nanoparticles influence their
properties. For example, the stability and subsequent uptake of gelatin nanoparticles by
macrophages was dependant on molecular weight [83]. In the case of modifying the
nanoparticle surface using PEG, varying the presence of additives and the molecular
weight results in the formation of nanoparticles with differing particle size, zeta potential,
drug loading capacity, drug release rate and phagocytic uptake by murine macrophages

[74].

3.4 Nanoparticles and macrophage cytotoxicity

When designing a nanodelivery vehicle, the choice and nature of the vectorization agent
are of great importance from the cytotoxicity point of view. For example, in polymer
based formulations, polyisohexylcyanoacrylate nanoparticles showed a greater cytotoxic
effect than polyisobutylcyanoacrylate particles [84]. Another study by Cruz et al. showed
that the use of polyalkylcyanoacrylate nanoparticles (PMCA, PECA, PBCA and PIBCA
nanoparticles) exhibited a cytotoxic effect in peritoneal resident and thioglycolate-elicited
macrophages. Their uptake by peritoneal macrophages caused an increase in respiratory

burst and induced the release of soluble toxic factors into the culture medium [85].
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Polymers with a high cationic density were used for DNA condensation to facilitate their
internalization by the cells. However, this high charge density contributes to their
cytotoxicity [86,87], thus optimizing the balance between polymer charge and
endosomal-escape moieties is a solution to consider when designing polycationic delivery
Systems [88]. Poly(L)lysine (PLL) was also used for DNA condensation and delivery to
the cells. The nanoparticles obtained using PLL with a low molecular weight showed less
toxicity than those that employed PLL with a high molecular weight [89].

When developing solid lipid nanoparticles (SLN), the cytotoxic effects and a possible up-
regulation of pro-inflammatory cytokines must be taken into account. In fact, the lipid
matrices and surfactants used for nanoparticle fabrication have to be chosen carefully to
ensure the safety of the system. When comparing the effect of different lipid matrices,
Scholer et al. observed a marked cytotoxic effect when murine peritoneal macrophages
were incubated with SLN consisting of stearic acid (STE) or dimethyl-
dioctadecylammonium bromide (DDA) at concentrations of 0.01%, whereas SLN made
of triglycerides, cetylpalmitate or paraffin did not induce a major cytotoxic effect at the
same concentrations. In their work, the concentration-dependant cytotoxicity was
demonstrated, whereas the size did not influence the cytotoxicity or cytokine production
[90]. The choice of stabilizing surfactants is also a critical factor. It has been shown that
Dynasan 114 SLN are well tolerated by RAW 264.7 macrophages, from the point of view
of cytotoxicity, when produced with pharmaceutically accepted surfactants for
intravenous injection such as poloXamer 188, Lipoid S75 , sodium cholate and Tween 80
[91]. Similarly, when thiomersal was used as a preservative agent for compritol (CO) or
cetyl palmitate (CP) nanoparticles, increased cytotoxicity and immunomodulatory effects
following incubation with murine peritoneal macrophages were not induced [92]. Poly
(D, L-lactide) nanoparticles loaded with albendazole (1 pg/mL) showed no cytotoxic
effect on the peritoneal macrophages of mice, in vitro or in vivo, after intravenous
injection (6mg/kg). The efficacy of injected albendazole loaded nanoparticles was
equivalent to that of 1500 mg/kg of the free drug after oral administration (250-fold
higher) [93].
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As particulate foreign bodies, nanoparticulate systems could induce a host response, such
as a secretion of inflammatory cytokines and MMPs that play a major role in tissue
destruction and remodeling. The response of macrophages is of great importance because
they are the first cells to intercept the carriers after in vivo administration. Upon
nanoparticle ingestion, macrophages may release an assortment of active substances that
have potentially deleterious effects on surrounding tissues. In a previous study, we
demonstrated that the concentration and incubation period of chitosan-DNA (Ch-DNA)
nanoparticles with macrophages is important. Indeed, we found that metalloproteinase
(MMP)-9 secretion by THP-1 macrophages was stimulated after 24 hours incubation with
the nanoparticles, and then increased as a function of time (Fig. 3.3). However, no TNF-
o, IL-1B or IL-6 was detected in the cell supernatants after cytokine dosage by ELISA
[94]. These findings are in agreement with the study performed by Gaspar et al. [95].
While the incubation of a J774G8 macrophage-like cell line with PACA nanoparticles
induced hydrogen peroxide production, no release of cytokines could be detected. This
suggested that the assessment of inflammatory cytokines by ELISA is not sufficient for a
complete study of the effects of nanoparticles on macrophages. This test should be
combined with other assays, such as tests for the activation of respiratory burst in

macrophages and metalloproteinase production.



71

Ctl . 20 ug/ml

72h

Figure 3.3 Time-course detection of MMP-9 and MMP-2 gelatinolytic activity in
cell supenatants was determined by zymography. Densitometry quantification of
lysis zones indicates a significant increase of MMP-9 activity in comparison with
the control after 24 hours. MMP-2 secretion was similar to that of the control and

not affected by the incubation periods and nanoparticle concentrations.

3.5 Nanoparticulate systems for macrophage-mediated therapies
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3.5.1 Bacterial infectious diseases

Macrophage-specific delivery systemé are particularly attractive because macrophages
act as host cells for many parasites and bacteria that give rise to the outbreak of so many
deadly diseases. Besides the advent of other classical drugs carriers, polymeric
nanoparticles have been explored for their effective use in experimental infectious
diseases upon macrophage targeting. For instance, several studies have reported the
effects of Leishmania, which is a parasite that causes various infectious diseases; it can
spread to the visceral organs such as liver and spleen, resulting in visceral leishmaniasis,
or to mucous membranes of the mouth and nose. If untreated, these diseases provoke high
rates of mortality. The localization of these parasites within the lysosomal vacuoles of
reticuloendothelial macrophages hampers the access and bioavailability of
antileishmanial drugs. This fact drove several groups to design nanocarriers for targeting
antileishmanial drugs to macrophages so as to increase their bibavailability. In addition,
the encapsulation of antileishmanial drugs is suitable for overcoming their adverse side
effects. For example, the consequences of using Amphotericih B have been largely
reviewed by Lowery and Greenberger [96]. They highlight their major implication in the
induction of inflammatory mediators, such as interleukin (IL)-1 and tumour necrosis
factor (TNF)-0, in human and murine mononuclear cells [97-99]. When associated with
poly(epsilon-caprolactone) nanospheres stabilized with poloxamer 188, the drug not only
showed an improvement in its efficacy, but also an inhibitory effect on the IL-1 and TNF-
o cytokines production in mouse peritoneal macrophages [100]. Also, nanoencapsulated
quercetin was found to reduce the parasite burden in the spleen, as well as reduce
hepatotoxcity and renaltoxicity [101].

Gentamycin, another well known antibiotic with severe side effects, was bound to
polybutylcyanoacrylate to make nanoparticles for intracellular delivery to mouse
intraperitoneal macrophages. Gentamycin tritium labeling allowed the quantification of
intracellular radioactivity, which was 6.34 times higher in the cells after 30 minutes

incubation [102]. Poly (D,L-Lactide) nanoparticles were also used against Leishmania
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donovani activity after loading them with primaquine. The association of the drug with
the nanoparticles exhibited an efficacy that was 3.3 times higher than the free form and
resulted in a reduced toxicity. No systemic toxicity was observed for 600mg/kg of PLA
nanoparticles loaded with 30 mg of primaquine after intravenous injection in BALB/c
mice, yet the same dose of the free drug resulted in a 15% weight loss of the animals
[103]. Polyisohexylcyanoacrylate (PIHCA) nanoparticles were also used for an in vitro
targeting of primaquine to macrophages. In this case, the antileishmanial activity of the
nanoparticle-loaded drug exhibited a 21-fold increase in ED50 [104].

Rifampicin loaded polybutylcyanoacrylate nanoparticles were used against
Staphylococcus aureus and Mycobacterium avium that were infecting alveolar
macrophages. The drug levels in the cells increased 2 to 3-fold after incubation with
rifampicin loaded nanoparticles, in comparison to the free drug. The therapeutic efficacy
was also demonstrated in vivo, where a single administration of rifampicin nanoparticles
resulted in an 80% survival of mice with salmonellosis, while a two-fold concentration of
free rifampicin could provide only 10% survival. The effective delivery to macrophages
could be responsible for the high antibacterial efficacy of rifampicin bound to
nanoparticles [105].

PIHCA nanoparticles were used to deliver ampicillin to mouse macrophages in vitro
[106]. After labeling them with tritium, ampicillin-loaded PIHCA nanoparticles were
localized at the intracellular level in Salmonella typhimurium infected peritoneal and J-
774 murine macrophages. The penetration and bactericidal effect of the drug was found
to increase by means of nanoparticles, plus the process of bacteria destruction began
within time periods as short as 2 to 4 hours [107]. A strong association between the
ampicillin-loaded nanoparticles and bacteria within the phagosomes or phagolysosomes,
at the intracellular level, could explain the efficacy of the bound ampicillin, which
otherwise is taken up by the cells at very low levels [108].

The phagocytosis of polyalkylcyanoacrylate (PACA) nanoparticles by J-744
macrophages induced the activation of a respiratory burst, which led to augmented

antileishmanial action [95]. When methacrylate nanospheres were used to deliver
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pentamidine to a human macrophage cell line U 937, the drug was 25 times more active
than in the case of the free form [109]. Taken together, the efficacy of nanotargeted drugs
to macrophages, during bacterial infection, can be attributable to the maintenance of

higher drug levels inside the infected monocyte/macrophagic system [110].

3.5.2 Viral infectious disease: AIDS Therapy

In AIDS therapy, macrophages could be targeted since they represent a cell population of
the reticuloendothelial system that plays an important role in the immunopathogenesis of
the disease. The effectiveness of human serum albumin and polyhexylcyanoacrylate
nanoparticles loaded with nucleoside analogues (AZT and ddC) was demonstrated based
on their ability to prevent HIV infection in monocytes/macrophages cultures from blood
donors [111]. In a rat model, intravenously injected colloidal 14C-labelled AZT
nanoparticles were detected in the organs of the reticuloendothelial system in
concentrations as high as 18-fold those of unbound AZT. Thus, increasing drug
concentrations at specific sites where macrophages are abundant may allow a reduction in
the dosage and, as a result, a decrease in systemic toxicity [112]. Similarly, when
administrated orally, AZT loaded nanoparticles demonstrated a more efficient delivery to
macrophage-rich organs, in addition to an increased concentration and availability of the
drug in the blood [113].

The influence of composition and size on nanoparticle incorporation was demonstrated
by assessing the capacity of HIV infected macrophages to phagocytose various types of
radiolabelled AZT-loaded nanoparticles (PACA, polyhexylcyanoacrylate (PHCA),
polymethylmethacrylate (PMMA), and human serum albumin (HSA)). It was found that
the antiviral drug was delivered more successfully when PHCA and HSA nanoparticles
with a diameter of about 200 nm were used [114].

In another study, infected primary human monocytes/macrophages were targeted with the
protease inhibitor saquinavir (Ro 31-8959) or the nucleoside analog zalcitabine (2',3'-

dideoxycytidine) loaded PHCA nanoparticles in vitro. Both formulations showed an
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increased antiviral activity in a dose-dependant manner, as determined by a reduction of
HIV type 1 antigen production, though a significantly higher efficacy was achieved with
the saquinavir-loaded nanoparticles. While an aqueous solution of saquinavir at 10 nM
produced only a slight antiviral effect, drug loaded nanoparticles exhibited a very potent
antiviral activity at 1 nM. Even at lower concentrations (0.1 nM), the antigen reduction
level remained significant: 0.39 nM of the nanoparticle-bound drug produced 50%
inhibitory effect in comparison to 4.23 nM of the free drug [115]. These are encouraging
examples of the improved delivery of antiviral agents to mononuclear phagocyte systems,
which may eventually overcome pharmacokinetic problems in vivo and enhance the

activity of drugs for the treatment of HIV infections and AIDS.

3.5.3 Inflammatory diseases

The rationale for using macrophage targeted therapies is based on their direct or indirect
implication in a wide range of diseases, particularly those that are inflammatory-based.
Indeed, macrophages play a critical role in the initiation and maintenance of
inflammation that leads to tissue destruction (Fig. 3.4). In this section, some
inflammatory diseases that could be treated by macrophage targeting by nanocarriers are

addressed.
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Figure 3.4 Schematic representation of the role of macrophages in the initiation and

maintenance of inflammation.

3.5.3.1 Atherosclerosis and restenosis

Inflammatory changes in the arterial wall play a central role in the development of
atherosclerosis [116,117]. Atherosclerosis is characterized by a chronic inflammatory
process during which monocytes/macrophages are attracted to the vessel wall [118]. In
fact, it has been shown that approximately 80% of leukocytes in animal and human
atherosclerotic lesions are monocytes/macrophages [119]. Their activation, expression of
specific cell adhesion molecules (CAMs), and secretion of proinflammatory cytokines
[120,121] chemokines, and matrix metalloproteinases [122], promote atherosclerotic
lesions and plaque vulnerability. A multi-step series of adhesive and signaling events
regulates these events. To initiate these responses, circulating leukocytes must adhere to
the vascular wall under shear forces with the cooperation of various CAMs. The first

reactions, which involve the slowing and rolling of leukocytes on inflamed endothelium,
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involve mainly the selectin family of CAMs [123]. These reactions induce the activation
and firm adhesion of leukocytes via the integrin family, followed by their transmigration
into the sub-endothelial area. The phagocytosis of nanoparticles by macrophages, which
might induce their activation and modulation of the specific CAMs involved in their
adhesion, could significantly affect any of the different steps and consequently result in
their accumulation in the tissue. However, this issue is still unexplored and further studies
are needed to appropriately address these questions. In spite of this, several researchers
are interested in developing therapeutic strategies for modulating the inflammatory
process. Among these approaches, gene therapy was used to modulate inflammatory
cytokines for the prevention of atherosclerosis [124]. Egashira and collaborators
evaluated the use of gene therapy to block the activity of the monocyte chemoattractant
protein-1 (MCP-1) in vivo [125]. Moreover, the recruitment of monocytes has been
reported to occur after the oxidétion of low density lipoproteins (LDL) by free radicals
[126]. Subsequently, LDL accumulates in macrophages and becomes atherogenic [127].
This oxidation promotes vascular dysfunction by: (i) exerting a direct cytotoxic effect on
endothelial cells, (ii) increasing the chemotactic properties of monocytes, which in turn
increases the proliferation of the macrophages and their transformation into foam cells,
(iii) increasing the proliferation of the smooth muscle cells [128]. To protect LDL from
oxidation and to target macrophages, a nanoparticles-based therapeutic approach was
proposed [129]. It consisted of using the coenzyme Q10 (CoQ10), which displays an anti-
atherogenic effect [130,131]. This study demonstrated a higher uptake of CoQ10 loaded
nanoparticles by J-774 than unloaded ones. Another approach aiming at stabilizing the
vulnerable plaque by reducing the rate of lipids and the number of macrophages has also
been reported. This was achieved by intravenous injection of apolipoprotein-Al gene in
an adenoviral vector into mice, resulting in a transient increase in serum high density
lipoprotein (HDL) [132]. As a consequence of the increase of HDL, the number and
activity level of the macrophages decrease, and probably the occurrence of plaque rupture

as well [133]. Alternatively, genes encoding for thrombolytic proteins or growth
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promoters could be used to restore the antithrombic functions of endothelial cells, which

have the capacity to inhibit the arterial thrombus formation [134].

After percutaneous coronary interventions (angioplasty or stent implantation), restenosis
remains to be a problem in clinical cardiology. In this field, nanoparticle technology is
regarded as a promising approach to deliver antiproliferative and anti-remodelling drugs
at the site of injury. For this purpose, core-shell nanoparticles of PEG-based block
copolymers for doxorubicin encapsulation were developed and have been shown to
accumulate in vascular lesions with increased permeability [135]. Albumin nanoparticles
were also used for loading paclitaxel, a potent antineoplastic drug. After systemic
administration in rabbits, a dose-dependent reduction of neointimal growth has been

observed [136].

3.5.3.2 Rheumatoid arthritis (RA)

One of the major cytokines that play a central role in the inflammatory process of RA is
TNF-a, as shown in figure 3.5. RA is characterized by a chronic inflammation of the
joint synovium where macrophages are activated and proliferate in an abnormal way,
leading to the production of proinflammatory cytokines and metalloproteinases.
Ultimately, these factors result in the formation and activation of osteoclasts, which has
disastrous consequences for the bone and cartilage. In addition, the activation of
monocytic lineage cells is not a phenomenon restricted to joints as it extends to the
mononuclear phagocyte system. To diminish inflammation and to prevent irreversible
joint damage, selective counteraction of macrophage activation seems to be an

appropriate approach.
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Figure 3.5 This simplified schematic representation illustrates the central role of
TNF-a secreted by macrophages in rheumatoid arthritis (Adapted from reference

[138]).

Some pathophysiological consequences can be explained, in part, by an inadequate
apoptosis of macrophages. Accordingly, inducing their apoptosis could be considered as
an interesting alternative [137]. Also, inhibition of the proinflammatory cytokines, such
as TNF-a, has been suggested as a suitable approach to treating RA (reviewed in
reference [138]). This factor is released early in the cascade and triggers a wide range of
cellular events [139,140]; thus its inhibition could prevent its deleterious effects in
several models of inflammation. Antisense-mediated inhibition of TNF synthesis in vitro
has been demonstrated for various cell lines [141,142] and for human peripheral blood
mononuclear cells [143]. Antisense oligonucleotides (ODN) could be used to specifically
modify cellular gene expression; once bound, ODN either disables or induces the
degradation of the target RNA. With more than 20 antisense drugs in clinical
development, it appears that they will be important for the clinical therapy of a wide
range of diseases; there is recent clinical evidence that antisense ODN may be used to

treat infection (viruses and bacteria), tumors, and inflammation (reviewed in reference
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[144]). The existence of specific cell surface receptors that bind ODN that are actively
transported across the plasma membrane has been demonstrated [145,146].

To avoid the degradation of unmodified phosphodiester ODN by nucleases, which are
ubiquitous in serum and in the intracellular milieu, various derivatives such as
phosphorothioate (PO) have been developed [147]. However, the use of other strategies
has been proven to be necessary to improve their cellular uptake and stability in nuclease-
rich media. Some of methods consisted of ODN substitution by lipophilic molecules
[148] and association with liposomes [149,150] or polycations [151]. Cationic lipids with
unsaturated hydrocarbon chains, such as phosphatidyl-ethanoloamine, can form a
positively charged liposome and are effective at supporting transfection of the ODN.
When ODNs are mixed with lipids, complexes form spontaneously due to electrostatic
interactions and form a condensed and tight structure [152]. After endocytosis, the
liposome causes a disruption of the endosomal membrane, resulting in the fusion and
expulsion of ODN into the cytoplasm [153]. Following injection, oligo-liposome

complexes were found in the circulation in vivo for up to 24 hours [154].

It has been suggested that ODN adsorption onto the nanoparticles is mediated by the
formation of ion pairs between the negatively charged phosphate groups of the nucleic
acid chain and the hydrophobic cations. The adsorption efficiency onto the nanoparticles
was found to be highly dependent upon the ODN’s chain length, nature of the
cyanoacrylic monomer, hydrophobicity of the cations used as ion-pairing agents, and
ionic concentration of the medium. Adsorption of ODN onto PACA nanoparticles was
performed and seemed to increase their association with the cells [22,155,156], resulting
in a significant inhibition of their enzymatic digestion and cellular uptake by different
cell lines [157]. Following intravenous administration of ODN-based nanoparticles into
mice, an investigation of the pharmacokinetic profile of ODN-nanoparticle association
also showed an improvement of ODN stability [158]. Other formulations for ODN
encapsulation using poly(isobutylcyanoacrylate) and poly(lactic acid) nanoparticles,

rather than simple electrostatic adsorption, have also been developed [159,160].
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Among other polymeric vehicles for ODN, polyethylenimines derivatives were found to
have an effective protection against enzymatic degradation [161]. Using the
emulsification-diffusion method [162], poly-(D,L-lactic acid) nanoparticles were
synthesized and evaluated for the delivery of antisense ODN. Loading with 2.5 to 10%
ODN allowed the production of nanoparticles with a size close to 300 nm. However,
purification steps aiming to eliminate residual solvents resulted in a slight augmentation
in the size of the ODN nanoparticles, and the effect was more pronounced as ODN
loading was increased [160]. In another study by Arnedo et al., the authors explored the
possibility of using albumin nanoparticles to carry PO-ODN that was adsorbed onto the
surface or entrapped in the matrix. Enzymatic stability in the presence of
phosphodiesterase was assayed for both systems and showed that when PO-ODN were
adsorbed onto the surface of albumin nanoparticles, they degraded more rapidly than

those entrapped in the matrix [163].
3.5.3.3 Neuroinflammatory diseases

Nanoparticles could also find an application in macrophage-mediated neuroinflammatory
diseases. Due to their capacity to reach the central nervous system, circulating
macrophages could act as carriers for therapeutic drug loaded nanoparticles, representing
an exciting prospect for targeting therapies to treat neurological disorders [164].

The role of macrophages in the development of multiple sclerosis (MS), which is an
inflammatory disease of the central nervous system (CNS), has been established. After
their activation, they secrete an increased amount of nitric oxide (NO), which has
neurotoxic effects and has been involved in the permeability of the blood brain barrier
(BBB) [165,166]. In a study of experimental allergic encephalomyelitis (EAE), which
serves as an animal model for MS, Brosnan et al. demonstrated that macrophage
depletion can reduce the severity of the disease in a Lewis rat model [167]. Later on, in
the same animal model, liposomes containing the drug dichloromethylene diphosphonate

(CLMDP) were used to eliminate macrophages. This treatment resulted in a complete
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prevention of the clinical manifestations of EAE [168]. Five years later, the same group
demonstrated that CLMDP liposomes succeeded in eliminating the infiltrating
macrophages but not the resident parenchymal microglia [169]. Therefore, even though
microglia have been reported to play a major role in the development of EAE, infiltrating
macrophages are needed for their activation, probably via the release of inflammatory
mediators.

Since the permeability of the BBB is increased during MS, the passage of nanoparticulate
systems could be facilitated. PACA nanoparticles have been investigated in EAE in order
to determine their capacity to reach the CNS. Their concentration has been found to
increase in the CNS, particularly in the white substance. This observation was correlated
with the pathological condition where the BBB permeability is augmented. Long-term
circulating PACA nanoparticles with PEG moieties were found in the CNS in greater
amounts than non PEGylated PACA nanoparticles [170].

As for RA, the major role of TNF-a in the development and maintenance of
inflammatory diseases is undoubted. For example, TNF-o has been shown to increase in

the CNS during the peak of EAE disease and to decrease upon remission [171,172].
3.6 Conclusions

As discussed in this review, macrophages play a central role in mediating a wide range of
inflammatory diseases, making them a good target for nanoparticle mediated therapies.
The natural ability of macrophages to take up cell surface ligands is promising and
encourages the development of specific nanoparticles that have appropriate surface
modifications and anchoring entities to ensure their internalization in vivo. The major
advantages in developing non-viral nanocarriers resides in their low toxicity, general
applicability to most drugs, low cost, relative simplicity and possibility of large-scale
production.

The design of clinically effective systems for macrophage mediated diseases depends on

understanding the mechanisms that are involved in nanoparticle internalization by
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macrophages as well as the relevant aspects of the internal machineries, such as the
escape from the endosome. Controlling and tailoring the physicochemical aspects of
colloidal systems and their behaviors in various conditions is also a key to success,
particularly for the development of bio-inspired systems.

Macrophages possess a natural tendency to migrate into diseased tissues in response to
signals such as cytokines. This ability is exploited by modifying macrophages and
reintroducing them back in the bloodstream. Several studies have been performed using
ex vivo modified macrophages for therapeutic purposes. Macrophages were activated ex
vivo by exposure to treatments such as lipopolysaccharides (LPS), interferon (IFN) and
medium conditioned by tumor cells. They were then reintroduced into tumor-bearing
mice, resulting in an induction of tumor regression [173-175]. Successful therapy by
reintroducing ex vivo manipulated macrophages depends on their ability to reach the
diseased site. This may be affected by the route of administration [176,177]. A systemic
administration versus local administration of ex vivo manipulated macrophages showed a
variability in the results, which ranged from 0.2 to 28.8% [178,179].

The life-span of human macrophages has been estimated to be between one and three
months [180], which could necessitate repeated treatments of the patients. Since
systematic risk assessments of given nanoparticles are lacking, special attention is needed
in this area before nanoparticles can be used for specific medical applications.

Another point to consider is the heterogeneity of monocytes and macrophages with
respect to their phenotype and physiological properties (reviewed in reference [7]). Thus,
understanding the macrophages’ properties and recognition mechanisms, as well as their
interactions with a specific system, is necessary before designing therapeutic
nanoparticulate systems. Moreover, the long term effects of various nanoparticulate
systems are not well known and have to be well assessed before moving further in their

development and applications.
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CHAPITRE IV

4. MATERIEL ET METHODES

Le projet de doctorat a consisté a mettre au point des nanoparticules polymériques pour
véhiculer des acides nucléiques (plasmide avec geénes et oligonucléotides) aux

macrophages.

Nous présentons ici les différentes techniques et approches utilisées lors des

expérimentations.

4.1 Effet de Pinternalisation des nanoparticules

4.1.1 Préparation des nanoparticules de Ch-ADN

Le chitosan utilisé€ pour la préparation des nanoparticules est de poids moléculaire de 400
kDa (Fluka Biokemica, Buchs, Switzerland) avec un degré de déacétylation de 82%.
L’ADN est un plasmide VR1412 qui possede un geéne rapporteur qui code pour la
protéine B-galactosidase, sous le contrdle du promoteur CMV (VICAL Inc., San Diego,
CA, USA).

Les nanoparticules ont été préparées en se basant sur la méthode de Mao et al. (2001).

- Tout d’abord, une solution stock de 0.1% est préparée en dissolvant le chitosane
dans un tampon d’acétate de sodium 5 mM a un pH de 5.5. La solution est alors
passée a travers un filtre de 0.22 pm pour la stériliser.

- Une solution contenant le plasmide (100 pg/mlL) est préparée en utilisant le

sulfate de sodium (Na;SOy) stérilisé par filtration, a une concentration de 4.3 mM.
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- 100 pl de chaque solution (chitosane et ADN) sont mélangés par vortexage dans

un méme tube, sous conditions stériles, suite & un préchauffage a 55°C.
L’analyse en microscopie a force atomique (MFA) (Topometrix TMX 2010, pointe

pyramidale Si3N4, en mode contact) a permis de révéler que la taille moyenne des

nanoparticules obtenues est de 75 nm (Figure 4.1).

2000 nm [#

0nm

0rm 1000 ren 2000 nm

Figure 4.1 Nanoparticules a base de chitosane et ADN observées en MFA

4.1.2. Marquage des nanoparticules

Les nanoparticules sont marquées par la fluorescéine-5-isothiocyanate (FITC) (Molecular
probes Inc., USA), en marquant le chitosane qui est, par la suite, complexé avec I’ADN.
Le marquage est réalisé€ en suivant les procédures de la compagnie.
- 1 mL DMSO est rajouté dans 10 mg de FITC (directement dans la fiole de FITC);
- Le mélange est vortexé pendant 5-10 secondes;

- 100ul de la solution de chitosane y est ajouté;
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- Le mélange est vortexé a faible vitesse pendant 75 minutes;

- Par la suite, le chitosane est précipité dans 5 mL d’hydoxyde de sodium (NaOH)
pH 8 puis filtré et centrifugé a 2500 rpm, pendant 10 minutes;

- Par la suite, il est procédé a plusieurs lavages avec de ’eau stérile et
ultracentrifugation

- Le culot est resuspendu dans du tampon acétate filtré (0.34mL d’acide acétique et
1.915g acétate de sodium, dans 100 mL d’eau déioniosée).

- Cette solution de chitosane marqué sert alors a préparer les nanoparticules tel que

décrit dans la section ci-dessus.

4.1.3. Culture cellulaire

La lignée de macrophages humains THP-1 (American Type Culture Collection (ATCC,
Rockville, MD), a été choisie pour les études a cause de son activité phagocytaire. Les
cellules sont cultivées dans du milieu RPMI 1640 contenant 10% de sérum de veau fcetal
(Gibco, BRL) inactivé par chauffage (1 h a 56°C). La L-Glutamine 2 mM, la pénicilline
(100 units/mL), la streptomycine (100 ng/mL) et le 2-mercaptoéthanol a 5. 10°M (Sigma,
St Louis, MO, USA) sont rajoutés au milieu.

4.1.4 Etude de Pinternalisation des nanoparticules par les macrophages

4.1.4.1 Cytométrie en flux

L’’internalisation des nanoparticules marquées par le FITC est évaluée par cytométrie en
flux, suite 2 leur incubation avec les macrophages pendant 1, 6 et 24 heures. A la fin de
chaque période, les cellules sont centrifugées, lavées 3 fois avec du PBS et fixées dans

500 pl du méme tampon contenant 1% de paraformaldéhyde. Le cytometre en flux
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Beckman Coulter a été utilisé pour ces €tudes permettant ainsi d’évaluer la proportion des

cellules qui ont internalisé les nanoparticules.

4.1.4.2 Microscopie a fluorescence

Pour la visualisation des nanoparticules dans les macrophages, un microscope a
fluorescence (Zeiss-Axiophot) est utilisé.

Pour cette étude, la méme procédure que pour la cytométrie en flux est effectuée. Apres
fixation des cellules, celles-ci sont centrifugées puis une partie du culot est étalée sur une

lame recouverte d’une lamelle puis visualisée au microscope a fluorescence.

4.1.5 - Réaction des macrophages aux nanoparticules

Différentes concentrations de nanoparticules (basées sur la teneur en ADN plasmidique)
sont mises en contact direct avec les macrophages. Apres différentes périodes
d’incubation (1-72 heures, dépendamment des tests), les surnageants cellulaires sont

récupérés et stockés a - 20°C jusqu’a la fin de I’expérience puis analysés selon les

méthodes décrites ci-apres.

4.1.5.1 Cytokines

Les cytokines TNF-c¢, IL-1B, IL-6 et IL-10 sont mesurées dans les surnageants en

utilisant les kits ELISA (enzyme-linked immunsorbent assay) (R&D Systems).

4.1.5.2 Métalloprotéinases (MMPs) et leurs inhibiteurs (TIMPs)

Les MMPs jouent un rdle important dans la dégradation de la matrice extra-cellulaire.

Leur activité protéolytique est I'un des mécanismes effecteurs du remodelage tissulaire
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dans des conditions physiologiques et pathologiques. De plus, elles interviennent dans la
modulation de I’inflammation. La perturbation de la balance entre ces enzymes et leurs
inhibiteurs (TIMPs) est un facteur important qui peut conduire a2 un remodelage et

endommagement tissulaire notés lors des maladies inflammatoires (Mautino et al., 1999).

Pour mesurer I’effet des nanoparticules sur I'induction des MMPs, la gélatinase A
(MMP-2) et gélatinase B (MMP-9) sont mesurées dans les surnageants cellulaires, apres
le traitement des THP-1 avec différentes concentrations de nanoparticules : 0.1, 1, 10 et
20 pg/mL (en se basant sur la concentration totale d’ ADN).

La sécrétion de leurs inhibiteurs (TIMP-2 et TIMP-1) est aussi mesurée dans les mémes
conditions. Des kits ELISA (R&D Systems) sont utilisés pour leur détection. Les temps

d’incubation avec les cellules varient de 1 heure a 72 heures.

4.1.5.3 Zymographie

Les gélatinase A (MMP-2) et B (MMP-9) latentes et actives sont déterminées en utilisant
des gels de SDS-polyacrylamide ayant copolymérisé en présence de 0.2% de gélatine.
Ces enzymes se séparent des inhibiteurs de métalloprotéinases (TIMPs) grice a la
présence du SDS durant I’électrophorese. Elles sont visualisées apres utilisation de

témoins MMP-2 et MMP-9 standars (Chemicon International).

La zymographie s’est effectuée sur les surnageants et sur les extraits cellulaires pour

détecter la forme sécrétée et la forme intra-cellulaire.
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4.2 Induction de I’apoptose et inhibition du TNF-q,
4.2.1 Les polymeres

Deux polymeres sont utilisés pour cette étude, le chitosane (Ch) et le polyéthyleéneimine
(PEI) de poids moléculaires différents (150, 400 et 600 kDa pour le Ch et de 2, 25 et 750
kDa pour le PEI).

Les solutions de Ch sont préparées tel que décrit dans la section précédente (point 3.1.1).

Les stocks de solutions de PEI sont préparées en dissolvant 9 mg de la solution
commerciale (50% P :V) dans 10 mL d’eau déionisée ultrapure, d’apres la technique de
Boussif et al. (1995).

Le pH des solutions est ajusté a 7.4 avec de ’acide chlorhydrique (HCl). Ces dernieres
sont filtrées en utilisant un filtre de 0.22 wm pour les stériliser.

Les procédures subséquentes sont effectuées dans des conditions de stérilité absolue sous

hotte biologique.

4.2.2 Plasmides et Oligodéoxynucleotides (ODN)

Le plasmide pORF-Bax-a est obtenu de Biosource (Montréal, Canada), et amplifi€ dans
des bactéries Escherichia coli DH5-o. compétentes.

Les ODN anti-TNF-o. sont obtenus de Biosource (Montréal, Canada).

4.2.3 Syntheése des nanoparticules

Les nanoparticules & base de Ch sont synthétisées tel que décrit dans la section 3.1.1 en
utilisant différentes concentrations du polymere (0.01, 0.02 et 0.05 %) aux différents

poids moléculaires.
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Les nanoparticules a base de PEI sont synthétisées selon la technique de Boussif et al.
(1995) en utilisant différentes concentrations du polymere. (0.225, 0.45 et 0.9 mg/mL) a
différents poids moléculaires.

L’ ADN, les oligonucléotides et le PEI sont resuspendus dans du NaCl a 150 mM.

Les solutions sont préparées séparément dans un volume maximal de 150 ul, puis les

ODN ou les plasmides sont mélangés par vortex.

4.2.4 Culture cellulaire

Les mémes cellules et conditions de culture décrites dans la section 3.1.3 sont utilisées

pour les études décrites ci-dessous.

4.2.5 Etude de cytotoxicité

Cette étude est une étape préliminaire avant I’étude de I’induction de I’apoptose; le but
étant de sélectionner les conditions ol la viabilité cellulaire est altérée par les
nanoparticules mais non par le polymere seul. Ceci est important surtout pour le PEI qui
est connu pour sa cytotoxicté a des concentrations élevées et a certains poids

moléculaires.

Pour cette étude, les cellules sont cultivées dans des plaques de 96 puits et traitées avec
différentes nanoparticules synthétisées avec les différentes concentrations du Ch et PEL

Par ailleurs, la concentration de I’ADN est maintenue constante (1 LLg).

Le test MTT (3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl tétrazolium bromide, Sigma)
développé par Mosmann (1983) est utilis€é pour évaluer la viabilité cellulaire. Cette

derniere est basée sur la capacité de ’enzyme déshydrogénase, présente au niveau des
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mitochondries, a cliver les anneaux tetrazolium du MTT. Suite a cette métabolisation, des
cristaux bleus sont formés. Leur dissolution avec de I’isopropanol-HCl 0.1 N permet
d’évaluer I’activité cellulaire qui est exprimée en densité optique, apres lecture par un
spectrophotometre (Biorad M-550). La viabilité cellulaire est proportionnelle a la densité

optique émise suite a la lecture & 570 nm.

4.2.6 Induction de I’apoptose

L’étude de cytotoxicité a permis d’éliminer le Ch a cause de son manque d’efficacité
dans I’induction de la mortalité cellulaire, suite a sa complexation avec le plasmide Bax-
.

Le PEI de poids moléculaire 25 et 750 kDa a aussi été éliminé car il induit le méme taux

de toxicité par lui-méme que lorsqu’il est complexé avec le plasmide.

L’étude de I’apoptose est alors effectuée en utilisant le PEI de bas poids moléculaire a la
concentration de 0.9 mg/mL pour la complexation du plasmide pORF-Bax-o. Tout en
maintenat la concentration du PEI, la concentration de L’ ADN est variée (1 et 5 g) afin

de déterminer les conditions optimales de 1’induction de I’apoptose chez les THP-1.

Apres traitement des cellules avec les nanoparticules et les témoins appropriés, la

cytométrie en flux est utilisée pour évaluer I’apoptose.

Le kit Annexin V-phycoerythrin (PE) (BD Biosciences Pharmigen) est utilisé car il

permet de détecter I’apoptose & un stade précoce.
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4.2.7 Etude de Pinhibition du TNF-o.

Lors de cette étude, les macrophages sont stimulés avec 50 nM de LPS, pendant 4 heures.
Par la suite le milieu est éliminé et remplacé par du milieu frais contenant des
nanoparticules de PEI-ODN ou la concentration des oligonucléotides est variée (1, 5 et 10

uM). Aprés 6 heures, la sécrétion du TNF-o est évaluée par ELISA.
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CHAPITRE V

S. EFFETS DE L’INTERNALISATION DES NANOPARTICULES A BASE
DE CHITOSANE SUR LES THP-1

Ce chapitre porte sur les résultats obtenus suite a I’incubation des nanoparticules a base

de chitosane avec la lignée de macrophages THP-1.

Comme les macrophages sont les premicres cellules qui interceptent les nanoparticules,
apres leur injection in vivo, nous avons voulu étudier les effets que leur internalisation est
susceptible d’induire chez ces cellules, plus précisément, I’influence sur les médiateurs
de I'inflammation et les métalloprotéinases qui, lorsque sécrétées a des doses élevées,

sont responsables de la dégradation des tissus environnants.

Les résultats de ce travail ont fait I’objet d’une publication parue dans le journal
« Biomaterials », numéro 26 : 961-970 de I’année 2005, et dont le titre original est :
« Metalloproteinase and cytokine production by THP-1 macrophages following

exposure to Chitosan-DNA nanoparticles ».

Les macrophages sont incubés avec différentes concentrations de nanoparticules obtenues
par la complexation du polymere polycationique, le chitosane et de I’ADN plasmidique
VR1412.

Nous avons donc étudi€ les parametres suivants :
- L’internalisation des nanoparticules par les macrophages en fonction du temps ;
- L’induction de la sécrétion des cytokines (TNF-o, IL-1B, IL-6 et IL-10) par
ELISA ;
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L’induction de la sécrétion des métalloprotéinases MMP-2 et MMP-9 ainsi que
leurs inhibiteurs TIMP-2 et TIMP-1 par ELISA ;
La présence des MMPs-1 et -2 dans les surnageants et dans les extraits cellulaires,

suite a I’incubation des cellules avec différentes concentrations de nanoparticules.
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5.1 Abstract

The use of nanoparticles for gene therapy is gaining more and more interest for medical
applications. Chitosan is among the candidate polymers that have a potential application
as a gene delivery syst'em. Before using chitosan-DNA nanoparticles in vivo, one must
study their interaction and cell's behavior. Since macrophages play an important role in
inflammatory processes, this study was performed to investigate the effects of chitosan-
DNA nanoparticles on human THP-1 cell line. Cytokine (TNF-q, IL-1p, IL-6 and IL-10)
and metalloproteinase (MMP-2 and MMP-9) release as well as their inhibitors (TIMP-1
and TIMP-2) were assessed after time course incubation with different amount of
nanoparticles. Their secretion was quantified by Enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA). Gelatinolytic activity of MMP-2 and MMP-9 was determined by zymography
in cell supernatants and lysates.

Cytokine secretion was not detected even in the presence of high amount of
nanoparticles. On the contrary, the secretion of MMP-9 in cell supernatants increased
significantly after 24 and 48 hours in comparison with non-treated cells. MMP-2
secretion was augmented only after 48 hours for the highest concentrations of
nanoparticles (10 and 20 pg/mL DNA content). However, zymography studies showed
that the secreted MMPs were in the proactive forms, while the active form of MMP-9,
but not MMP-2, was detected in cell lysates when 10 and 20 pg/mL DNA containing
nanoparticles were used.

In conclusion, exposure of THP-1 macrophages to Ch-DNA nanoparticles did not induce
release of proinflammatory cytokines. The presence of active MMP-9 within the
macrophages could possibly be related to nanoparticle phagocytosis and degradation

rather than to inflammatory reactions.
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5.2 Introduction

Several vector systems have been developed for gene transfer studies with potential
clinical applications. However, a number of drawbacks have been reported that hampers
the application of gene therapy in this setting. Viruses are among the most precise and
stable gene vectors which have been used as the most effective way to transfer genes into
eukaryotic cells [1]. However, endogenous virus recombinations, oncogenic effects, and
immunological reactions lead to serious limitations regarding their use as vectors for
human gene therapy [2-4]. These safety considerations have resulted in an increased
interest in non-viral vectors as new gene vehicles. Among them, cationic polymers are
used to form complexes with DNA after electrostatic interactions [5]. This process leads
to DNA condensation and formation of polyplexes which promote cellular internalization
of plasmids and provides a protection against enzymatic degradation [6]. It also allows its
sustained release [7, 8], effective delivery to the target site and good transfection and
expression rates [9]. Chitosan (Ch) figures among the candidate polymers that have a
potential application as a gene delivery system. It is known for its biodegradability and
biocompatibility [10] and has been shown to form colloidal particles and entrap
macromolecules through different mechanisms. Studies on Ch capabilities to bind,
condense and protect DNA from nuclease degradation have already been reviewed [11].
We have previously shown the absence of cytotoxicity of Ch-DNA nanoparticles on
different cells types (human mesenchymal stem cells, embryonic kidney cell-line and
MG-63 osteoblast-like cell-line) [12]. Ch based nanoparticles were well characterized and
their transfection efficiency seems to be cell-dependent [12-17]. Moreover, Ch containing
multiple plasmids was investigated for in vivo transfection showing a sustained and high
protein expression in mice muscle tissue [18].

As a particulate drug carrier, Ch-DNA nanoparticles are susceptible to be taken up by
macrophages of the mononuclear phagocytic system which recognize them as a foreign
body material. This occurs as a result of opsonization process which leads to their

covering by plasma proteins and glycoproteins [19]. The facility of macrophages to
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internalize nanoparticles could play an important role in their spreading and distribution
[20]. Consequently, several attempts aiming at the development of therapeutic strategies
using viral and non-viral systems for macrophage-associated pathogenesis have been
reported. [21-23]. For example, macrophage targeting may play an important role in
mediating cytotoxicity against tumors. After phagocytosis of doxorubicin-loaded
nanoparticles, macrophages were able to release active drugs resulting in tumor cell
death, which was increased by cytotoxic factors released after macrophage activation
[24]. In an other study, a single intraperitoneal injection of plasmid DNA containing
cytokine gene IL-10 complexed to cationic liposomes resulted in a human IL-10
expression and was sufficient to give significant and prolonged improvement of arthritis
symptoms for 30 days [25].

Despite these promising results, very little has been reported on the activity of
macrophages after the uptake of Ch-DNA nanoparticles. These cells play an important
role in directing the host foreign body reactions and could impact the biocompatibility,
mainly via the production of various proinflammatory mediators. The present study was
designed to investigate the effects of Ch-DNA nanoparticles after their internalization by
macrophages. The THP-1 human macrophage cell-line was used for incubation with Ch-
DNA nanoparticles. Time course internalization and uptake of labeled nanoparticles were
visualized by flow cytometry and fluorescence microscopy. Release of pro-inflammatory
cytokines such as TNF-q, IL-1f, and IL-6 as well as the anti-inflammatory IL-10 was
evaluated by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) in the cell culture
supernatants. Same method was used for the assessment of metalloproteinases (MMP-2
and MMP-9) and their respective inhibitors (TIMP-2 and TIMP-1) after different
incubation periods. Zymography was used for measurement of MMPs gelatinolytic

activity in cell supernatants and cell lysates [26].
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5.3 Materials and Methods
5.3.1 Preparation of Ch-DNA nanoparticles

The chitosan used for the preparation of the nanoparticles has a molecular weight of 400
kDa (Fluka Biokemica, Buchs, Switzerland) and a degrée of deacetylation of 82%. The
plasmid DNA VR1412 encoding the B-galactosidase reporter gene with a CMV promoter
was obtained from VICAL Inc. (San Diego, CA, USA). The nanoparticles were prepared
based on a method reported by Mao et al [27]. A chitosan stock solution (0.1%) was
prepared by dissolving the polymer in 5 mM sodium acetate buffer, pH 5.5. The solution
was then filtered under sterile conditions. Plasmid DNA solution (100 pg/mL) was
prepared in 4.3 mM of sterile filtered sodium sulfate (Na;SO4) solution. 100 ul of each
DNA and chitosan solutions were mixed together after preheating at 55°C, and then

vortexed for 60 seconds.
5.3.2 FITC nanoparticles labeling

Nanoparticles were made fluorescent by labeling the chitosan in solution before the
complexation process with DNA. Briefly, 10 mg of fluorescein-5-isothiocyanate (FITC)
(Molecular probes Inc., USA) were dissolved in 1 mL of dimethylsulfoxide (DMSO)
(Sigma, St-Louis, MO, USA). Then, 100 pl of the chitosan solution (0.1% stock solution)
was mixed with the FITC solution and vortexed for 1 hour. FITC labeled chitosan was
then precipitated in 5 mL of 1 x 10°N sodium hydroxyde (NaOH) solution, pH 8.
Chitosan precipitate was harvested after centrifugation at 2500 rpm for 10 minutes and
washed with sterilized deionized water. The pellet was then resuspended in 0.22 pm
filtered acetate buffer (0.34 mL acetic acid, 1.915 g sodium acetate in 100 mL deionized
water). The resulting chitosan solution was used to prepare labeled Ch-DNA

nanoparticles as described above.
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5.3.3 Cell culture

THP-1 human macrophages (American Type Culture Collection (ATCC, Rockville,
MD), which are known for their phagocytic activity, were cultured in RPMI 1664
supplemented with 10% heat inactivated (1 h at 56°C) FBS (Gibco, BRL), L-Glutamin 2
mM and penicillin (100 units/mL)/streptomycin (100 ng/ml) and 5.10°M of 2-
mercaptoethanol (Sigma, St Louis, MO, USA).

5.3.4 Internalization studies
5.3.4.1 Flow cytometry

The internalization of labeled nanoparticles was determined by flow cytometry.
Following macrophage incubation with the FITC labeled Ch-DNA nanoparticles for 1, 6
and 24 hours, the cells were hafvested and centrifuged. The pellet was then washed three
times with PBS and resuspended in 500 pl of 1% paraformaldehyde in the same buffer.
Analyses of the internalized nanoparticles were then performed using a Beckman Coulter

flow cytometer.
5.3.4.2 Fluorescence microscopy

Phagocytic uptake of FITC labeled Ch-DNA nanoparticles was evaluated by fluorescence
microscopy (BioRad MicroRadiance confocal microscope). After 1, 6, and 24 hours of
culture, the cells were harvested, centrifuged and washed 3 times with PBS. They were

then fixed in 1% formaldehyde/PBS buffer and seeded on glass slides for observation.



120

5.3.5 ELISA for Cytokines, MMPs and TIMPs

The cells were seeded in 24 wells culture-plate at the density of 5x10°cells/well/mL and
incubated with different concentrations of Ch-DNA nanoparticles. Based on DNA
content, we used 0.1, 1, 10, 20 ug per well. Lipopolysaccharide (LPS, Sigma) at the
concentration of 1 pg/mL was used as a positive control whereas negative control
consisted of medium alone. After 1, 6 and 24 hours, the supernatants were harvested
centrifuged, aliquoted and stored at -80°C until different cytokine determination.

The concentrations of human cytokines (TNF-q, IL-18, IL-6, IL-10), MMPs (MMP-2,
MMP-9) and TIMPs (TIMP-2, TIMP-1) in THP-1 culture supernatants were determined
by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (Quantikine ELISA kits, R&D
systems). Their amounts were calculated by reference to standard curves constructed with
fixed concentrations of the human recombinant cytokines, MMPs and TIMPs. The optical
density (OD) was measured using a microplate scanning spectrophotometer (Bio-Tek
Instruments Inc., VT, USA) at 450 nm. The measurements were performed in triplicata
and expressed in ng/mL or pg/mL. The minimum detectable dose of each cytokine are as
follows: TNF-a, 4.4 pg/mL; IL-1B, 1pg/mL; IL-6, 0.7 pg/mL; IL-10, 3.9 pg/mL; MMP-2,
0.5 ng/mL; MMP-9, 0.1 ng/mL; TIMP-1, 9.6 pg/mL; and TIMP-2, 3 ng/mL.

5.3.6 MMP-2 and MMP-9 gelatinolytic activity

Zymogram analyses were performed using 10% polyacrylamide-SDS gels containing
type A gelatin (0.2% [vol/vol]; Sigma) as the proteinase substrate for latent (pro) and
active MMP-2 (gelatinase A) and MMP-9 (gelatinase B) detection. Their presence was
analyzed in both cell medium supernatants and cell lysates after electrophoresis under
non-reducing conditions. Both proenzyme and active gelatinase were detected as clear
bands against the blue background of the stained gelatin. Positive controls for gelatinase
A and B (Chemicon International) were used to identify the two enzymes and their

activated forms.
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After sample electrophoresis for 2 h at 95 V, MMPs were renatured by removal of SDS
by immersing the gel for 1 h in Triton X-100 (2% [vol/vol]). To allow proteolysis of the
gelatin substrate, the gels were incubated in 50 mM Tris-HCl, 0.2 M NaCl, 5§ mM CaCl,,
0.02% NaNs, Triton X-100, pH 7.6 activating buffer for overnight at 37°C [28].
Proteolytic bands were visualized by gel staining in 1% Coomassie Brilliant blue (Biorad,

R-250) before distaining with methanol/acetic acid (30/10%) solution.
5.3.6.1 MMP-2 and MMP-9 detection in cell supernatants

After incubation of THP-1 with Ch-DNA nanoparticles, medium samples were collected
after 1, 6, 24, 48 and 72 hours and used for measurements of MMPs activity. 20 pl of
each sample was electrophoresed. The gelatinolytic activities of MMP-9 and MMP-2 in
cell supernatants were determined by quantitation of gelatin lysis zones. Gels were
scanned and densitometry of substrate lysis zones at 92 (MMP-9) and 72 (MMP-2) kDa

was measured by using the Biorad Software.

5.3.6.2 MMP-2 and MMP-9 activity in cell lysates

After incubation of THP-1 with Ch-DNA nanoparticles for the indicated periods of time,
the cells were centrifuged and washed 3 times with PBS (Gibco). The cells were lysed
with ice-cold lysis buffer containing Tris-HCl, pH 8.1 and 0.4% Triton and the
supernatants collected after centrifugation at 15 000 x g for 15 minutes at 4°C. Protein
content of each sample was then measured using Bradford method (Biorad). To ensure
total equivalent protein loading, the samples were diluted in sample buffer (0.4 M Tris-

HC1 pH 6.8, 5% SDS, 20% glycerol, 1% bromphenol blue) to a loading volume of 20 pulL
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5.3.7 Statistical analyses

The experiments were repeated three times with different batches of nanoparticles and the
analyses performed in triplicata. Data are presented as mean + standard deviation.
Statistical analyses were performed using the ANOVA (a one-way analysis of variance),
followed by Bonferroni r-test for comparison with the control group. Statistical

significance was determined at a P < 0.05.

5.4 Results

5.4.1 Nanoparticle uptake by macrophages

Figure 5.1a shows a representative flow cytometric assessment of nanoparticles uptake by
macrophages. We can see that the internalization of FITC labeled Ch-DNA nanoparticles

by THP-1 macrophages occurs within the first hour and increased at 24 hours (figure
5.1b).
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Figure 5.1 The kinetics of FITC labeled Ch-DNA nanoparticles uptake by THP-1 was
evaluated by flow cytometry after 1, 6 and 24 h (a). The FITC fuorescence was detected
for the cells which were incubated with labeled nanoparticles. Cells alone and those
which were incubated with non-labeled nanoparticles were used as controls. In these
cases, no signal was detected. A histogram representation of the fuorescence as a function

of incubation time is shown in the bottom diagram (b).
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These results were confirmed by fluorescence microscopy where FITC labeled Ch-DNA

nanoparticles were seen in the THP-1 macrophages within | hour of incubation (fig. 5.2a-
d).

control

24h

Figure 5.2 After Ch-DNA nanoparticle FITC labelling, their uptake by THP-1
macrophages is showed by fluorescence microscopy following different incubation

periods (a: control; b: after 1 hour; c: after 6 hours; d: after 24 hours).

5.4.2 ELISA for Cytokine, MMP and TIMP release

Exposure of THP-1 to Ch-DNA nanoparticles did not stimulate cytokine production
whatever the concentration or the time of incubation used. As shown in table 4.1, no
production of TNF-q,, IL-1p3, IL-6 and IL-10 was detected in the supernatants by ELISA.
The LPS positive control induced release of the cytokines with a maximum level of TNF-
o being reached after 6 hours. Maximal secretion of the other cytokines (IL-1f, IL-6 and

IL-10) was noticed after 24 hours of exposure to Ch-DNA nanoparticles.
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MMP-9 release from THP-1 was significantly raised after 24 and 48 hours incubation
irrespective of the Ch-DNA nanoparticle concentrations (fig. 5.3a). MMP-2 was detected
after 48 hours only in the presence of the 2 highest nanoparticle concentrations (fig.
5.3b). TIMP-1 was constitutively released in all samples including non-treated cells (fig.
5.3c) but was significantly increased by the concentrations of Ch-DNA nanoparticles

after 24 and 48 hours incubation. TIMP-2 was not detected (data not shown).

Tableau 5.1: Release of TNF-q, IL-1f, IL-6 and IL-10 was assessed after
cell incubation with different concentrations of Ch-DNA nanoparticles.
Only cell treatment with LPS (positive control) allowed cytokine detection
in cell supernatants (*: p < 0.05), (-): represents the values which are

under the detection limit.

DNA content (ug)

Cytokine (pg/mL) Control LPS 01 1 10 20
1h ; ; - L
TNF-¢ ©6h - 1226 +76.2% - - - -
24 h - 568.5 +28.8* - - - -
1h - . - -
IL1.B 6h - - - -
24 h - 10.1 +7.9* - - - -
1h - - - L
IL-6 6h - 49.5 +2.5% - - - -
24 h - 169.7+ 21 .4* - - - -
1h . . .- -
IL-10 6h - 27.9 £9.7* - - - -

24 h - 111.8+1.9% - - - -
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Figure 5.3 MMP-9 (a), MMP-2 (b) and TIMP-1 (c) release were evaluated by
ELISA in THP-1 cell supernatants after incubation with different concentrations of

Ch-DNA nanoparticles; (*: p < 0.05).
5.4.3 Zymography studies
5.4.3.1 MMP-9 and MMP-2 in cell supernatants

Figure 5.4 shows the time course of MMP-9 and MMP-2 gelatinolytic activity following
treatment of THP-1 with different concentrations of Ch-DNA nanoparticles and their
control. The zymogram demonstrates that the activity of MMP-9 in cell supernatants is
increased after 24 hours of incubation with the nanoparticles as well as with LPS, used as
a positive control (fig. 5.4a). Figure 5.4b shows the MMP-9 densitometry quantification
analysis of substrate lysis zones and indicates that the increase in the secretion after 24
hours was not significantly affected by the concentrations of the nanoparticles. MMP-2
secretion (fig. 5.4c) was similar to that of the control and not affected by the incubation

period or the concentrations used.
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Figure 5.4a Time-course detection of MMP-9 and MMP-2 gelatinolytic activity in
cell supenatants was determined by zymography (a). (b). MMP-2 secretion was
similar to that of the control and not affected by the incubation periods and

nanoparticle concentrations (c). (O.D.: optical density; *: p < 0.05).
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Figure 5.4b Densitometry quantification of lysis zones indicated a significant increase

ofMMP-9 activity in comparison with the control after 24 hours (O.D.: optical density; *:

p < 0.05).
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Figure 5.4c MMP

‘incubation periods and nanoparticle concentrations (c). (O.D.: optical density).
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5.4.3.2 MMP-9 and MMP-2 activity in cell lysates

As shown in figure 5.5, MMP-9 activity was increased after 48 hours of incubation with
high concentrations of nanoparticles (10 and 20 ug DNA content) whereas it occurred
earlier after treatment with LPS (24 hours). On the other hand MMP-2 was not detected
in cell lysates. A band localized at 92 kDa, which represents the active form of MMP-9,

was absent in cell supernatants.

48 h

72h

Figure 5.5 Time-course detection of MMP-9 and MMP-2 gelatinolytic activity in THP-1
cell lysates shows an increase of MMP-9 activity after 48 hours of incubation with high
concentrations of nanoparticles (10 and 20 pug DNA content). MMP-2 was not detected

while the active form of MMP-9 was present.

5.5 Discussion

As a particulate foreign body, nanoparticles could induce a host response such as
inflammatory cytokines and MMPs release which play a major role in tissue destruction
and remodeling. The response of macrophages is of great importance because they are the
first cells which intercept the carriers after in vivo administration. Subsequently to

nanoparticle ingestion, they may release an arsenal of active substances with potential
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deleterious effects on surrounding tissues. Results of the present study highlight the fact
that, internalization of Ch-DNA nanoparticles by macrophages does not appear to modify
their inherent inflammatory activity. Indeed, the release of the pro-inflammatory
cytokines TNF-o, IL-1B and IL-6 was not induced following the ingestion of
nanoparticles as well as of the anti-inflammatory cytokine IL-10 which has been
suggested to be involved in down-regulation of MMP-2 and MMP-9 release [29]. Using
solid lipid nanoparticles, Scholer et al. pointed out that their cytotoxicity was related to
their concentrations [30]. However, the concentrations of Ch-DNA nanoparticles used in
our study did not result in cell death as assessed by total protein content and blue trypan
exclusion dye performed on the THP-1 macrophage cell-line, and thus independently of

the incubation time (data not shown).

The release of MMPs and TIMPs as well as cytokines, which regulate their production,
can mediate tissue destruction but also repair. An imbalance between enzymes and
inhibitors is an important factor which may lead to tissue damage and remodeling seen in
inflammatory diseases [31]. It has been reported that activated macrophages up-regulate
the activity of MMPs with gelatinase, caseinase, elastinase and collagenase activity [32-
34]. This proteolytic activity confers them the ability to degrade the extracellular matrix
in many pathological processes. Studies performed on MMP production by macrophages
showed that they are of major importance in the pathology of cancer, asthma, and
rheumatoid arthritis [35]. Also, they are involved in the regulation of biologic processes
such as do MMP-2 in osteogenesis [36]. Considering that, we assessed the effect of Ch-
DNA nanoparticles on the induction of MMP-2 and MMP-9 in THP-1.

Our study showed that Ch-DNA nanoparticles internalization by macrophages did not
stimulate MMP-2 release whereas MMP-9 was significantly increased in cell
supernatants. Cell lysate samples showed an increased MMP-9 activity but not MMP-2.
Interestingly, the proactive form of MMP-9, which was undetectable in cell supernatants,
was present in cell lysates. We could suspect that the presence of active MMP-9 in cell

lysates may be related to nanoparticle phagocytosis and degradation rather than an
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inflammatory effect since we failed to demonstrate the inflammatory effect of Ch-DNA
nanoparticles via cytokine assessment. However, this remains to be evidenced and
deserves further studies as well as the mechanisms by which MMP-9 is modulated after
incubation of macrophages with the nanoparticles.

Release of TIMP-1 and TIMP-2 was also investigated because, in addition to their
metalloproteinase inhibiting activities, they play an important role in cell growth-
promoting activities [37, 38]. ELISA did not reveal the presence of TIMP-2 in cell
supernatants (data not shown) and the level of TIMP-1 was increased after treatment with
the two highest concentrations of Ch-DNA nanopérticles after 24 and 48 hours. Further
studies at the transcriptional level could provide us with information regarding the
regulation of these molecules and their mRNA half-life.

Understanding the interaction of DNA/non-viral carriers and their effects on
macrophages are necessary to optimize therapeutic targeting to these cells for the
development of effective macrophage-mediated therapy systems. From safety point of
view, the absence of inflammatory effect, Ch-DNA nanoparticles seem to be a promising
drug delivery system. On the other hand, it remains to determine the correlation between
intracellular presence of active MMP-9, TIMP-1 secretion and Ch-DNA nanoparticle

degradation and phagocytosis.
5.6 Conclusion

The nature of interactions between macrophages and nanoparticles is of primordial
importance for the design of more effective therapeutic strategies for macrophage
associated pathogenesis or the establishment of new approaches for pharmacological
action avoiding macrophages. The targeting of these cells represents a very promising
issue for macrophage-mediated therapeutics. Their natural tendency to migrate into
diseased tissue sites, in response to the release of cytokines/chemokines, makes them
useful to deliver targeted gene therapy. Several attempts in targeted macrophage gene

therapy are very encouraging and may constitute promising approaches against many
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diseases. The passive targeting of gene carriers to cells of the mononuclear phagocytic
system provides the advantage of specific targeting of drugs and immunomodulators to

macrophages.

5.7 Acknowledgments

The authors would like to thank Drs. Y. Merhi from experimental pathology department
of Montreal Heart Institute and A. Moreau from Sainte-Justine Children’s hospital for
manuscript revision and helpful discussions. We are also grateful to Mrs. S. Bouthors, C.
Guillaume and N. Lalun from UFR d’Odontologie of University of Reims for technical
assistance. This work was supported in part by grants from Fonds de recherche France-
Qulebec and NanoQuebec. F. C. received a fellowship from MENTOR, a training
program in mobility and posture disorders of Canadian Institutes of Health Research

(CTHR).

5.8. References

1. Wilson JM. Adenovirus as gene-delivery vehicles. N Engl J Med 1996;334:1185-
1187.

2. Kabanov AV, Kabanov VA. DNA complexes with polycations for the delivery of
genetic material into cells. Bioconjug Chem 1995;6:7-20.

3. Boris-Lawrie K, Temin HM. The retroviral vector. Replication cycle and safety
considerations for retrovirus-mediatedgene therapy. Ann N Y Acad Sci
1994;716:59-70.

4. Temin HM. Safety considerations in somatic gene therapy of human disease with

retrovirus vectors. Hum Gene Ther 1990;1:111-123.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

134

Tomlinson E, Rolland AP. Controllable gene therapy-Pharmaceutics of non-viral
gene delivery systems. J Control Release 1996;39:357-372.

Bloomfield VA. DNA condensation. Curr Opin Struct Biol 1996;6:334-341.
Cohen H, Levy RJ, Gao J, Fishbein I, Kousaev V, Sosnowski S, Slomkowski S,
Golomb G. Sustained delivery and expression of DNA encapsulated in polymeric
nanoparticles. Gene Ther 2000;7:1896-905.

Kneuer C, Sameti M, Haltner EG, Schiestel T, Schirra H, Schmidt H, Lehr CM.
Silica nanoparticles modified with aminosilanes as carriers for plasmid DNA. Int
J Pharm 2000;196:257-261.

Truong-Le VL, August JT, Leong KW. Controlled gene delivery by DNA-gelatin
nanospheres. Hum Gene Ther 1998;9:1709-1717.

Chandy T, Sharma CP. Chitosan--as a biomaterial. Biomater Artif Cells Artif
Organs 1990;18:1-24.

Borchard G. Chitosans for gene delivéry. Adv Drug Deliv Rev 2001;52:145-150.
Corsi K, Chellat F, Yahia L, Fernandes JC. Mesenchymal stem cells, MG63 and
HEK?293 transfection using chitosan-DNA nanoparticles. Biomaterials
2003;24:1255-1264.

Mao HQ, Roy K, Troung-Le VL, Janes KA, Lin KY, Wang Y, August JT, Leong
KW. Chitosan-DNA nanoparticles as gene carriers: synthesis, characterization
and transfection efficiency. J Control Release 2001;70:399-421.

Koping-Hoggard M, Mel'nikova YS, Varum KM, Lindman B, Artursson P.
Relationship between the physical shape and the efficiency of oligomeric chitosan
as a gene delivery system in vitro and in vivo. J Gene Med 2003;5:130-141.
Mumper RJ, Wang JJ, Claspell JM, Rolland AP. Novel polymeric condensing
carriers for gene delivery. Proc Int Symp Control Rel Bioact Mater 1995;22:178-
179.

Erbacher P, Zou S, Bettinger T, Steffan AM, Remy JS. Chitosan-based
vector/DNA complexes for gene delivery: biophysical characteristics and
transfection ability. Pharm Res 1998;15:1332-1339,



17.

18.

19.

20.

21.

22,

23.

24,

25.

26.

135

MacLaughlin FC, Mumper RJ, Wang J, Tagliaferri JM, Gill 1, Hinchcliffe M,
Rolland AP. Chitosan and depolymerized chitosan oligomers as condensing
carriers for in vivo plasmid delivery. J Control Release 1998;56:259-272.
Ozbas-Turan S, Aral C, Kabasakal L, Keyer-Uysal M, Akbuga J. Co-
encapsulation of two plasmids in chitosan microspheres as a non-viral gene
delivery vehicle. J] Pharm Pharm Sci 2003;6:27-32.

Davis SS. Biomedical applications of nanotechnology--implications for drug
targeting and gene therapy. Trends Biotechnol 1997;15:217-225.

Merodio M, Irache JM, Eclancher F, Mirshahi M, Villarroya H. Distribution of
albumin nanoparticles in animals induced with the experimental allergic
encephalomyelitis. J Drug Target 2000,8:289-303.

Merodio M, Irache JM, Eclancher F, Mirshahi M, Villarroya H. Distribution of
albumin nanoparticles in animals induced with the experimental allergic
encephalomyelitis. J Drug Target 2000;8:289-303.

Bender AR, von Briesen H, Kreuter J, Duncan IB, Rubsamen-Waigmann H.
Efficiency of nanoparticles as a carrier system for antiviral agents in human
immunodeficiency virus-infected human monocytes/macrophages in vitro.
Antimicrob Agents Chemother 1996;40:1467-1471.

Lobenberg R, Kreuter J. Macrophage targeting of azidothymidine: a promising
strategy for AIDS therapy. AIDS Res Hum Retroviruses 1996;12:1709-15.

Soma CE, Dubernet C, Barratt G, Benita S, Couvreur P. Investigation of the role
of macrophages on the cytotoxicity of doxorubicin and doxorubicin-loaded
nanoparticles on M5076 cells in vitro. J Control Release 2000;68:283-9.

Fellowes R, Etheridge CJ, Coade S, Cooper RG, Stewart L, Miller AD, Woo P.
Amelioration of established collagen induced arthritis by systemic IL-10 gene
delivery. Gene Ther 2000;7:967-977.

Arumugam S, Jang YC, Chen-Jensen C, Gibran NS, Isik FF. Temporal activity of
plasminogen activators and matrix metalloproteinases during cutaneous wound

repair. Surgery 1999;125:587-593.



27.

28.

29.

30.

31.

32,

33.

34,

35.

136

Mao HQ, Roy K, Troung-Le VL, Janes KA, Lin KY, Wang Y, August JT, Leong
KW. Chitosan-DNA nanoparticles as gene carriers: synthesis, characterization
and transfection efficiency. J. Control. Release 2001;70:399-421.

Swallow CJ, Murray MP, Guillem JG. Metastatic colorectal cancer cells induce
matrix metalloproteinase release by human monocytes. Clin Exp Metastasis
1996;14:3-11.

John M, Oltmanns U, Fietze I, Witt C, Jung K. Increased production of matrix
metalloproteinase-2 in alveolar macrophages and regulation by interleukin-10 in
patients with acute pulmonary sarcoidosis. Exp Lung Res 2002;28:55-68.

Scholer N, Hahn H, Muller RH, Liesenfeld O. Effect of lipid matrix and size of
solid lipid nanoparticles (SLN) on the viability and cytokine production of
macrophages. Int J Pharm 2002;231:167-176.

Mautino G, Henriquet C, Gougat C, Le Cam A, Dayer J-M, Bousquet J, Capony
F. Increased Expression of Tissue Inhibitor of Metalloproteinase-1 and Loss of
Correlation with Matrix Metalloproteinase-9 by Macrophages in Asthma. Lab
Invest 1999;79:39-47.

Gibbs DF, Warner RL, Weiss SJ, Johnson KJ, Varani J. Characterization of
matrix metalloproteinases produced by rat alveolar macrophages. Am J Respir
Cell Mol Biol 1999;20:1136-1144.

Song E, Ouyang N, Horbelt M, Antus B, Wang M, Exton MS. Influence of
alternatively and classically activated macrophages on fibrogenic activities of
human fibroblasts. Cell Immunol 2000;204:19-28.

Quinn CO, Scott DK, Brinckerhoff CE, Matrisian LM, Jeffrey JJ, Partridge NC.
Rat collagenase. Cloning, amino acid sequence comparison, and parathyroid
hormone regulation in osteoblastic cells. J Biol Chem 1990;265:22342-22347.
Robinson SC, Scott KA, Balkwill FR. Chemokine stimulation of monocyte matrix
metalloproteinase-9 requires endogenous TNF-o.. Eur J Immunol 2002;32:404—
412.



36.

37.

38.

137

Martignetti JA, Ageel AA, Sewairi WA, Boumah CE, Kambouris M, Mayouf SA,
Sheth KV, Eid WA, Dowling O, Harris J, Glucksman MJ, Bahabri S, Meyer BF,
Desnick RJ. Mutation of the matrix metalloproteinase 2 gene (MMP2) causes a
multicentric osteolysis and arthritis syndrome. Nat Genet 2001;28:261-265.
Hayakawa T, Yamashita K, Tanzawa K, Uchijima E, Iwata K. Growth-promoting
activity of tissue inhibitor of metalloproteinases-1 (TIMP-1) for a wide range of
cells A possible new growth factor in serum. FEBS letters 1992; 298:29-32.
Hayakawa T, Yamashita K, Ohuchi E, Shinagawa A. Cell growth-promoting
activity of tissue inhibitor of metalloproteinases-2 (TIMP-2). J Cell Sci
1994;107:2373-2379.



138

CHAPITRE VI

6. UTILISATION DES NANOPARTICULES POLYMERIQUES POUR
INDUCTION DE L’APOPTOSE ET INHIBITION DU TNF-o.

Ce chapitre constitue le troisieme article soumis au journal « Biomaterials » sous le titre
original de « Polyplex nanoparticles for TNF-o inhibition and apoptosis induction in

macrophages ».

Dans ce chapitre, nous présentons les résultats obtenus suite au traitement des
macrophages THP-1 par des nanoparticules produites par la complexation de plasmide
contenant le géne Bax-ou et des oligonucléotides anti-TNF-ou avec deux polymeres

polycationiques, le chitosane (Ch) et le polyéthyléneimine (PEI).

Le but de ce travail a consisté a étudier le potentiel des deux polymeres a véhiculer les
acides nucl€iques au niveau des cellules, a induire 1’apoptose par le plasmide Bax-o. et a
inhiber le TNF-a chez les macrophages. Ceci est dicté par le fait que les macrophages

sont impliqués dans le processus inflammatoire de plusieurs maladies telles que I’arthrite

rhumatoide et I’athérosclérose.
Nous présentons ici un résumé en frangais qui est suivi de I’article tel que soumis.

Les nanoparticules utilisées sont formées en utilisant le Ch et le PEI possédant des poids
moléculaires variables étant donné que ce parametre joue un rdle important dans
’efficacité et la biocompatibilit€ des polymeres. Chaque polymere a été utilis€ pour la
complexation du plasmide pORF-Bax-o dont le géne est connu pour exercer un effet pro-

apoptotique sur les cellules, dans le but d’induire 1’apoptose chez les THP-1.
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Les résultats obtenus suite a 1’étude de ’effet des nanoparticules sur I’induction de la
mortalité cellulaire ont permis de sélectionner les conditions optimales pour la suite du
travail.

Nous avons montré que le PEI de bas poids moléculaire (25 kDa) répond aux exigences
de biocompatibilité et d’efficacité contrairement au PEI de poids moléculaires 750 et 1
000 kDa. Quand au Ch, il est biocompatible mais moins efficace que le PEIL. Nous avons

alors maintenu I’utilisation du PEI de 25 kDa pour la suite de nos travaux.

L’utilisation de la cytométric en flux a permis de déterminer le potentiel des
nanoparticules a induire 1’apoptose, apres marquage des cellules par le kit d’annexine-V

phycoerythrine (PE).

Les nanoparticules chargées avec les oligonucléotides anti-TNF-a ont été utilisées pour
inhiber la sécrétion de la cytokine suite au traitement des cellules avec le LPS pendant 4
heures. La technique ELISA a permis de montrer une diminution de la sécrétion du TNF-

o de 15%, suite a la complexation avec le PEIL
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6.1 Abstract

Nanoparticles formed by low, medium and high molecular weight (MW) Chitosan (Ch)
and polyethyleneimine (PEI) were used for the complexation of plasmid DNA containing
the pro-apoptotic Bax-o gene to induce apoptosis in THP-1 macrophages. In addition,
nanoparticles loaded with antisense TNF-o oligodeoxynucleotides (ODN) were used to
assess their inhibiting potential on TNF-a secretion. First, cell viability was assessed by
the MTT test to determine the optimal conditions for the induction of macrophage
mortality. The selected conditions were then used to assess apoptosis by flow cytometry
using Annexin V-phycoerythrin (PE). After the stimulation of THP-1 by LPS, the cells
were treated with the anti-TNF-¢-loaded nanoparticles and the TNF-ou secretion was
determined by ELISA.

The results showed that PEI-Bax-a nanoparticles were more efficient in inducing
apoptosis in THP-1 than Ch. However, medium and high MW PEIs were toxic and
resulted in a dramatic decrease in cell viability. Low MW PEI-Bax-o. nanoparticles
reduced the cell viability to a higher extent than the polymer alone. On the other hand, the
complexation of anti- TNF-o. ODN with low MW PEI resulted in the diminution of TNF-
a secretion by 15%.

The following experiments allowed us to conclude that this effect was specifically

induced by Bax-o. when complexed with PEI, mainly via apoptosis.
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6.2 Introduction

The usefulness of cationic polymers as non-viral systems for gene delivery is dictated by
their physicochemical properties, which allow the interaction with DNA and its
condensation at the nanoscopic scale [1]. In addition, they display low toxicity and
reduced immunogenic risks in comparison with viral systems, without the limitation of
therapeutic gene size [2,3]. Economically speaking, non-viral systems are far less
expensive than viral ones.

Among the cationic polymers, polyethyleimine (PEI) is known to be one of the most
efficient systems. This is due to its capacity to buffer the endosome according to the
sponge theory [4]. This results from the fact that only a fraction of its amino groups are
protonated at the physiological pH. After their internalization by the cells and their
capture into endosomal compartments that display an acidic pH, PEI acquires the
capacity to capture protons. This causes osmotic swelling and subsequent endosome
disruption, leading to the release of endocytosed DNA into the cytosol [5]. PEI has
successfully been used for gene delivery without the use of any additional components
[6-8]. It has also been modified to make it multifunctional and to give it more specific
properties. Aiming to improve gene delivery to the cells, polymer segments or targeting
moieties were grafted onto the polymer [9,10]. As examples, the incorporation of the
epidermal growth factor or transferrin to PEI-DNA complexes resulted in up to 100-fold
increase in gene expression in tumor cell lines [11,12]. Also, the incorporation of folic

acid to PEI carriers was performed to allow a receptor-mediated endocytosis by
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cancerous cells that possess folate receptors on their surface [9,13]. Cell-specific
targeting using PEI was also achieved by coupling monoclonal antibodies to the polymer
[14]. Another polymer that is used as a gene carrier is chitosan (Ch), which displays a
very good biocompatibility, low immunogenicity and negligible cytotoxicity [15]. It has
attracted attention regarding its capacity to compact DNA and protect it from degradation
[16], and it has raised much interest in the development of vaccines [17].

In the present study, we report on the use of PEI and Ch as vectors for delivering plasmid
DNA and oligodeoxynucleotides (ODN) to macrophages. A comparison is made between
Ch and PEI in terms of cytotoxicity and mortality induction by apoptosis upon
complexation with a plasmid containing the pro-apoptotic gene Bax-a.. An investigation
of the inhibitory effect of anti-TNF-o ODN after its complexation with PEI is also

reported.

6.3 MATERIALS and METHODS
6.3.1 Nanoparticle synthesis

Chitosan and PEI having three molecular weights (low, medium, and high; i.e. 25, 750
and 1 000 kDa for PEI and 150, 400 and 600 kDa for chitosan) were purchased from
Fluka Biochemika and used for the nanoparticle synthesis. Different concentrations were
used during their fabrication (0.01, 0.02 aﬁd 0.05 % for Ch and 0.225, 0.45 and 0.9
mg/mL for PEI).

Ch-DNA complex formation was achieved by a complex coacervation technique [31].

The nanoparticles were prepared based on a method reported by Mao et al [32]. Briefly, a



144

chitosan stock solution (0.1%) was prepared by dissolving the polymer in 5 mM sodium
acetate buffer, pH 5.5, and then filtered under sterile conditions. Plasmid DNA solution
(100 pg/ mL) was prepared in 4.3 mM of sterile filtered sodium sulfate (Na;SOy)
solution. 100 pl of each DNA and chitosan solutions were mixed together after

preheating at 55°C, and then vortexed for 30 seconds.

PEI-DNA nanoparticles were prepared as previously described by Boussif et al. [5]. The
PEI was dissolved in ultrapure deionized water to a concentration of 0.9 mg/mL. The pH
of the stock solution was adjusted to 7.4 using chlorhydric acid (HCl). The solution was
then sterilized through a 0.22 pm filter. All the following procedures for DNA and ODN

complexation were carried out under rigorous sterile conditions.

6.3.2 Plasmids and Oligodeoxynucleotides

pORF-Bax-a was obtained from Biosource (Montreal, Canada), amplified in competent
Escherichia coli DH5-0. and purified according to Maniatis et al [33]. During the
procedure, lithium chloride (LiCl) was used to obtain endotoxin free plasmids. DNA
integrity and purity were ascertained by digesting 1 ug of DNA samples with 0.5 pl of
Bam H1 and Not I restriction enzymes.

pORF-Bax-o was condensed by the different MW Ch and PEI at the concentrations listed
above and the obtained nanocomplexes were used for the evaluation of apoptosis
induction.

The 19-mer antisense ODN anti-TNF (5’ -ATC AGG AAG GAG AAG AGG- 3’) is
complementary to the translation initiation site of human TNF mRNA (position 271 to

289) were obtained from Biosource (Montreal, Canada).
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6.3.3 Cell culture:

THP-1 macrophages (American Type Culture Collection (ATCC), Rockville, MD) were
cultured in RPMI 1640 medium supplemented with 10% heat inactivated (1 h at 56°C)
FBS (Gibco, BRL), 2 mM L-Glutamin and penicillin (100 units/mL)/streptomycin (100
ng/mL) and 5. 10°M of 2mercaptoethanol (Sigma, St Louis, MO, USA).

6.3.4 Cytotoxicity study:

THP-1 cells were seeded in 96-well culture plates at 5x10* cells/well and the cytoxicity
of Ch and PEI, each alone and complexed with plasmid DNA, was determined after 24
hours using the [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide] (MTT)
(Sigma) assay. This test was first described by Mosmann [34] and is based on the ability
of a viable cell’s mitochondrial dehydrogenase enzyme to cleave the tetrazolium rings. In
our study, the cells were incubated with different concentrations of low, medium and
high MW polymers. Concentrations consisted of 0.01, 0.02 and 0.05% for Ch and 0.223,
0.45 and 0.9 mg/mL for PEL After the incubation period, cell viability was assessed
according to the manufacturer's instructions. The medium was removed and replaced by a
fresh one containing a 1:10 dilution of a 5 mg/mL MTT stock solution in PBS. The cells
were incubated for an additional period of 4 hours after which the MTT-containing
medium was removed and 100 pl of isopropanol-HCI 0.1 N was added to each well.
Absorbance was then assessed spectrophotometrically at 570 nm in a microplate reader
(Power Wave x 340, Bio-Tek Instruments, Inc.). The results are expressed as optical

density (OD), where the intensity is directly proportional to the number of living cells.
6.3.5 Apoptosis study

Based on the results of the cytotoxicity study, a concentration of 0.9 mg/mL low

molecular PEI was selected for the complexation of Bax-o. plasmid, which itself was
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used at concentrations of 1 and 5 pug. The cells were incubated with the nanoparticles for
24 hours and then the apoptosis was assessed. Cell culture medium alone, Bax-o plasmid
at 5 uM, PEI at 0.9 mg/mL as well as 100 uM formaldehyde, were used as controls. An
Annexin V-phycoerythrin (PE) apoptosis detection kit (BD Biosciences Pharmigen) was
used for the quantification of apoptotic cells by flow cytometry (Beckman Coulter, Epics
Altra). In this kit, Annexin V was used in conjunction with 7-Amino-actinomycin (7-
AAD) vital dye in order to detect viable cells (Annexin V-PE negative, 7-AAD negative),
early apoptotic cells (Annexin V-PE positive, 7-AAD negative), as well as cells that are

in late apoptosis or already dead (Annexin V-PE and 7-AAD positive).

6.3.6 TNF-q inhibition study

Before the treatment of the cells with anti-TNF-a-PEI nanoparticles, they were
stimulated by 50 nM of lipopolysaccharide (LPS) for 4 hours. The medium was then
removed and replaced with a fresh one. Thereafter, different concentrations of ODN (1, 5
and 10 uM) were complexed with PEI and used for the treatment of the cells. After 6
hours, the TNF-a secretion was determined by the Enzyme-Linked Immuno Sorbent

Assay (ELISA).

6.3.7 Statistical analyses

The experiments were repeated three times using different batches of nanoparticles and
the analyses were performed in triplicata. Data are presented as mean * standard
deviation. Statistical analyses were performed using ANOVA (a one-way analysis of
variance), followed by Bonferroni #-test for comparison with the control group. Statistical

significance was determined at P < 0.05.
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6.4 RESULTS

6.4.1 DNA condensation with PEI and Ch

All PEI and Ch showed an efficient DNA condensation, regardless of their molecular

weight or concentrations, as determined by the agarose gel retardation assay (Fig. 6.1).

Chitosan

PEI

Figure 6.1 The Bax-o plasmid was condensed with Ch and PEI and the samples were
loaded on a 1% agarose gel. Three different concentrations were used for each polymer
(C1: 0.01%; C2: 0.02%; C3: 0.05% for Ch and C1: 0.25 mg/mL; C2: 0.45 mg/mL; C3:
0.9 mg/mL for PEI) with the different molecular weights (L: low MW; M: medium MW;
H: high MW).
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6.4.2 Cytotoxicity of PEI and Ch

The exposure of THP-1 cells to medium and high molecular weight PEI alone showed an
evident cytotoxic effect after 24 hours. On the contrary, when low molecular weight PEI
- was used, no cytotoxic effect was found for all the concentrations. However, at the
highest concentration (0.9 mg/mL), the complexation with Bax-o plasmid resulted in
almost 50% decrease of cell viability (Fig. 6.2). This effect could be related to the
induction of apoptosis by the Bax-a gene. A similar study showed that the effect of Ch
alone was similar to that of Ch-Bax-o. plasmid nanoparticles. That is, they had no

significant effect on cell viability (Fig. 6.3).
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Figure 6.2 THP-1 cells were treated with different molecular weight PEI (L: low; M:
medium; H: high) at three different concentrations (C1: 0.25 mg/mL; C2: 0.45 mg/mL;
C3: 0.9 mg/mL). When the cells were incubated with PEl alone for 24 hours, no
cytotoxic effect was induced at low molecular weight. On the contrary; at medium and
high MW, a dramatic decrease in cell viability was shown. At low molecular weight and
a concentration of 0.9 mg/mL, the complexation with Bax-ot plasmid resulted in almost

50% decrease of cellviability (*: P < 0.05).
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Figure 6.3 THP-1 cells were treated with different molecular weight Ch (L: low; M:
medium; H: high) at three different concentrations (C1: 0.01%; C2: 0.02%; C3: 0.05%).

No significant difference was seen in cell viability after the treatment of the cells with

o plasmid.

chitosan alone or complexed with Bax-

-0 for inducing high cell mortality during

To select the optimal concentration of Bax

PEI was used at 0.9 mg/mL while DNA concentration was varied

nanoparticle synthesis,

(1 pg,

2.5 pg and 5 ug). The results, shown in figure 4, indicate that the cell viability was

o plasmid with PEI, but no significant effect was observed

decreased by complexing Bax-

by varying DNA concentration.
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Figure 6.4 The THP-1 cells were treated with PEI- Bax-o. nanoparticles. In this
experiment the nanoparticles were made by varying the concentration of the plasmid,
while the concentration of PEI was constant (0.9 mg/mL). The results indicate that the
cell viability was decreased by complexing Bax-a plasmid with PEI, but no significant

effect was observed by varying DNA concentration(*: p < 0.05).

6.4.3 Cell transfection and apoptosis induction

The DNA laddering experiment displayed no signs of DNA fragmentation after cell
incubation with the different treatments. This assay, however, allowed the detection of

the Bax-o plasmid, which remained intact upon complexation with PEI, after 24 hours

incubation, while naked Bax-o seemed to be degraded (Fig. 6.5).
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Figure 6.5 The DNA laddering technique did not show any DNA fragmentation of the

THP-1 cells after treatment with the nanoparticles, PEI and Bax-a alone.

The assessment of apoptosis using the Annexin V-PE kit (Fig. 6.6) revealed that the
incubation of the cells with formaldehyde, used as a positive control, induced 100% of
cell death by apoptosis and 40% by necrosis. PEI alone induced 90% of cell mortality by
apoptosis and less than 10% by necrosis. The nanoparticles formed by the complexation
of 1 ug of DNA with PEI, as well as uncomplexed DNA, showed the same effect as the
negative control, which consisted of cell culture medium. Interestingly the nanoparticles
made by the complexation of 5 pug of Bax-a plasmid induced up to 70% of THP-1

apoptosis.
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Figure 6.6 Annexin V-PE kit was used for the detection of apoptosis at earlier stage
by flow cytometry. When 5 ug of DNA was complexed with PEI, the apoptosis rate
was 2-fold higher than that of the control and Bax-a alone (*: p < 0.05).

6.4.4 TNF-¢. inhibition

After treatment of the cells with LPS and a subsequent addition of anti-TNF-o
nanoparticles (1 and 5 uM), the secretion of TNF-a decreased by 15% in comparison to
the positive control, where the cells were treated with 50 nM of LPS without the addition
of the nanoparticles. Treatment of the cells with anti-TNF-oo ODN alone at a
concentration of 5 UM resulted in a decrease of 6% in cytokine secretion. Treatment of

the cells with PEI did not significantly increase the amount of TNF-a in the cell
supernatants (Fig. 6.7).
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Figure 6.7 The results show that TNF-o secretion was inhibited by 15% after a
complexation with PEI, while this effect was not observed when the ODNs were used in

naked form (*: p < 0.05).

6.5 Discussion

Since the cell membrane constitutes a barrier to the delivery of therapeutic nucleic acids
- [22], charge neutralization and condensation of the nucleic acids into small particles is
necessary to improve their cell uptake by endocytosis [23]. In the present work we used
two polycationic polymers (Ch and PEI) for the condensation of a plasmid DNA
containing the Bax-ot gene. The fabricated nanoparticles were then used to target the
THP-1 macrophage cell line in order to induce their apoptosis. The rationale of using
Bax-a to induce apoptosis in macrophages was based on the involvement of these cells in

many inflammatory diseases. In fact, macrophage activation has been demonstrated to
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play an important role in the pathogenesis of some delayed-type hypersensitivity as well
as autoimmune and inflammatory diseases. Therefore, macrophages represent good
candidates as cell targets for immunosuppressive and anti-inflammatory drugs. It has
been proposed that the induction of apoptosis in these cells partially contributes to the
inhibition of inflammation and enhances the treatment of rheumatic diseases by
immunosuppressive drugs [24,25]. In fact, an increase in the production of hematopoietic
effector cells is well established during inflammation [26,27].

Apoptosis occurs by two major pathways: the death-receptor-induced. extrinsic pathway
and the mitochondria-apoptosome-mediated apoptotic intrinsic pathway. Both of these
pathways lead to caspase activation and cleavage of specific cellular substrates. Bcl-2
family members are central regulators of apoptosis and play a pivotal role in cell death or
survival fate [28]. They exert their effects essentially at the level of the mitochondria,
leading to a permeability of its membrane and a release of cytochrome C [29]. Bcl-2
family proteins are composed of two opposite subtypes: anti-apoptotic and pro-apoptotic
proteins. The switching on and off of apoptosis is determined, at least in part, by the ratio
between the two subsets [30]. The predominant expression of anti-apoptotic Bcl-2 family
members relative to that of pro-apoptotic members has been shown to be implicated in
the pathogenesis of inflammatory diseases, such as the rheumatoid arthritis (RA) [31].
During this pathogenesis, Bcl-2 is more highly expressed in synovial tissue and is located
at the sites of early erosion, and it has been correlated with scores for erosion and
inflammation [32]. This has also been associated with insufficient apoptosis of synovial

macrophages especially in early RA [33,34].

Bax belongs to the pro-apoptotic subtype. It is widely expressed in tissues, including in a
number of sites at which cells die during normal maturation [35], and it has been shown
to be essential for programmed cell death [36]. Direct evidence of the role of Bax in
neutrophil apoptosis was provided by using Bax antisense ODNs, which provoked a
delay in this process. Both granulocyte expansion and the resolution of inflammation

appeared to be regulated by the expression of the Bax gene in neutrophils. The anti-
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apoptotic pathway has been shown to be mediated by cytokines; as a consequence of
cytokine action, this led to a reduction in Bax levels, allowing neutrophil expansion under
inflammatory conditions [37]. Liu et al. examined the effect of Bax deficiency in bone
marrow-derived leukocytes on the development of atherosclerosis in low-density
lipoprotein receptor-null (LDLR-/-) mice. Cross sections of proximal aorta showed a
49.2% increase in the mean lesion area of the Bax-/- group in comparison with the wild
type group. In addition, they found a 53% decrease in apoptotic macrophages for the
Bax-/- group. Their results led to the conclusion that the reduction of apoptotic activity in
macrophages stimulates atherosclerosis in LDLR-/- mice, which is consistent with the

hypothesis that macrophage apoptosis suppresses the development of atherosclerosis

[38].

In this work, we first compared the effect of Ch- and PEI-Bax-o nanoparticles on THP-1
cell viability using the MTT test, in order to establish the optimal synthesis conditions for
inducing cell mortality. Ch and PEI showed a comparative success in DNA condensation
(Fig. 6.1). Since the efficiency as well as the cytotoxicity of PEI is closely related to the
molecular weight [39], we investigated the effect of MW on cell viability using
commercially available PEIs. The treatment of the cells with medium and high MW PEI
showed a significant induction of mortality (Fig. 6.2) while Ch did not affect the cell
viability upon complexation with Bax-o ( (Fig. 6.3).

Our results are in agreement with the study of Godbey et al. [7] who demonstrated that, at
a molecular weight above 25 kDa, PEI displays an important cytotoxic effect. Indeed, the
use of medium and high MW PEI resulted in a dramatic decrease in cell viability, while
at low MW, this effect was slight (Fig. 6.3).

Based on these results, Ch and the highest MW PEIs were discarded. Only PEI with low
MW was used for the studies of Bax-a-mediated apoptosis induction and TNF-

o, inhibition in THP-1 cell line.
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Previous to the apoptosis study, the cell viability was determined after treatment with
PEI-Bax-o. nanoparticles, PEI alone and the plasmid alone. During the nanoparticle
synthesis, the concentration of Bax-o plasmid was varied while the volume and the
concentration of PEI were kept constant. As assessed by the MTT test, cell viability was
significantly affected after treatment with PEI-Bax-0t nanoparticles, but the difference .
was not statistically significant between nanoparticles of Bax-ou varying concentrations
(Fig.4). Regarding the controls, PEI induced a statistically significant decrease in cell
viability, while the Bax-o plasmid alone showed the same effect on the cell viability as

the negative control (medium alone) (Fig. 6.4).

The efficacy of a transient expression of Bax to induce apoptosis was shown for various
human ovarian carcinoma cell lines as well as primary ovarian cancer cells. In a study by
Xiang et al., gene transfer was achieved using an inducible recombinant Bax adenovirus
[40]. In our study, a Bax-o-containing plasmid was complexed with PEI and its effect on
the induction of apoptosis in THP-1 was firstly investigated by the DNA laddering
technique. The results did not show any DNA fragmentation (Fig. 6.5) that is
characteristic of the late stages of the apoptosis process. The plasmid was found in intact
form when it was complexed with PEI (Fig. 6.5, line 5), yet it was not evident in the
DNA cell extracts when used in naked form (Fig. 6.5, line 4). These results confirm the
internalization of the plasmid by the cells and the protective effect of PEI from nuclease
degradation of the Bax-ot plasmid once inside the cells.

To detect apoptosis at earlier stages, we used the Annexin V-PE kit [41]. The flow
cytometry study showed that, when 5 pug of DNA was complexed with PEI, the apoptosis
rate was 2-fold higher than that of the control and Bax-a alone. However, PEI alone
induced a high apoptosis effect, while the results obtained using Bax-o. alone or
complexed with PEI at the concentration of 1 pg were similar to that of the control
(untreated cells) (Fig. 6.6). This attests that the complexation of PEI with the DNA
resulted in a decrease of PEI-induced cell mortality. Similar findings were reported in a

study using a poly ((2-dimethylamino) ethyl methacrylate) (PDMAEMA) for plasmid
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condensation; where the cytotoxic effect of PDMAEMA was reduced upon complexation
[42]. Given the fact that a constant volume of PEI at a constant concentration was used
for the complexation of Bax-o. plasmid (1 pg and 5 [g in the same volume), we
concluded that the increased rate of cell apoptosis that was induced using 5 pg-
complexed DNA was mostly due to the efficiency of the nanoparticles synthesized in this

condition.

The second part of this work consisted of anti-TNF-o.- ODN nanoparticle targeting to the
THP-1, since the use of antisense ODNs has shown promise in modulating gene
expression [43]. More interestingly, TNF-o has been shown to play an important role in
cell resistance to apoptosis [44]. This makes the anti-TNF-o therapy a useful tool for
apoptosis induction in monocyte/macrophage lineage [45].

In the present study we used antisense TNF-o. to modulate the secretion of the cytokine.
The results showed that TNF-o secretion was inhibited by 15% after a complexation with
PEIL while this effect was not observed when the ODNs were used in naked form (Fig.
6.7). This attests the effectiveness of PEI for the potentiation of the anti-TNF-o. ODN
effect. Another study used anti-TNF-o0 ODN to inhibit the production of the cytokine: in
their paper, Tschoep et al. [46] succeeded in inhibiting TNF-o secretion by 62% in
human peripheral blood mononuclear cells (PBMC) by applying shock waves to the cells.
But it must be underlined that the cells were stimulated by 10 nM of LPS, compared to 50
nM in our study. In addition, they used a 10 to 50-fold higher concentration of ODN.
Moreover, this physical technique allows the ODN to enter directly into the cytoplasm
without exposing of the nucleic acid to the endosomal environment. Another explanation
for the lower percentage of TNF-a inhibition in our experiments could be the lack of
dissociation of the ODN from the PEIL.

6.6 Conclusion

The natural tendency of macrophages to migrate to diseased tissue sites, in response to

the release of cytokines/chemokines, makes them a useful target for gene delivery



159

systems. In fact, this approach may prove to be promising as a treatment for many
diseases, especially inflammatory-based ones, such as rheumatoid arthritis.

This work indicates that PEI is a more potent polymeric vehicle for nucleic acids than Ch.
However, PEI was demonstrated to mediate substantial cytotoxicity, especially when
used at a MW above 25 kDa. It should thus be used cautiously and its MW should be
selected with care. That said, low MW PEI seems to be most suitable for gene delivery to
THP-1 cell line. However, given the fact that macrophages are too difficult to transfect,
due to their enzymatic and degradation power, non-viral systems remain to be improved.
It should be mentioned that different modifications and conjugations have been applied to
PEIs in order to give them specific properties (reviewed in reference [49]). One
application of improved PEI systems could be to use a combination of anti-TNF therapy

and apoptosis induction as an effective therapy for inflammatory diseases.
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CHAPITRE VII

7. DISCUSSION GENERALE ET CONCLUSION

La thérapie génique non virale bénéficie d’un intérét croissant comme alternative a la
thérapie génique virale qui est connue pour provoquer des problemes tels que
I'immunogénécité, toxicité, mutagénécité et un danger potentiel d’oncogénécit€é (Merdan

et al., 2002).

Les polymeres polycationiques représentent un support et véhicule de choix a cause de
leur structure et propriétés qui permettent de se lier aux acides nucléiques pour former
des complexes (polyplexes), dans lesquels les acides nucléiques sont condensés et
protégés de la dégradation par les nucléases. De plus, cette complexation permet a I’ADN
d’étre internalisé plus facilement par la cellule dont la membrane est chargée
négativement; ce qui constitue une barriere & I’acheminement des acides aminés -eux
aussi chargés négativement- au niveau de la cellule. Ce premier défi est suivi par celui
que représente le mouvement intracellulaire des nanoparticules, & savoir leur libération du

compartiment endosomal, leur transport dans le cytoplasme et ’accés au noyau.

Lors de notre travail nous avons utilisé deux polymeéres polycationiques, le chitosane et le
polyéthyléneimine (Ch et PEI) pour la formation de complexes avec I’ADN et les
oligonucléotides (ODN). Les nanoparticules obtenues suite a la formation des complexes
sont, en moyenne, de 75 nm avec le Ch et 160 nm avec le PEI; ce qui permet leur

internalisation facile par les cellules.

Le choix du Ch est dicté par sa biocompatibilité et ses propri€tés physico-chimiques qui
ont fait de lui un candidat pour plusieurs applications dans le domaine biomédical. Son

utilisation comme systeme de libération de génes remonte a I’année 1998.
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Quoique la biocompatibilit€ du PEI reste controversée, son efficacité ne laisse plus de
doute a cause de ses propriétés physico-chimiques (voir chapitre 2). D’ailleurs, des
systemes de transfection de cellules sont commercialisés et disponibles a des fins de
recherche en laboratoire. Son utilisation pour véhiculer des génes remonte a 1995 et des
efforts sont déployés pour améliorer sa biocompatibilité. Malheureusement, il s’est avéré
que la diminution de la cytotoxicité est souvent accompagnée par une diminution

d’efficacité (Brownlie et al., 2004).

Il est connu que les macrophages sont les premieres cellules susceptibles d’internaliser
les nanoparticules, suite a leur administration intraveineuse. Il est aussi connu que le
recrutement des macrophages et leur activation sont des événements impliqués dans le
développement de différentes lésions pathologiques (tumeurs malignes, plaques
d’athérosciérose, arthrite etc.) (Chapitre 3). De plus ils constituent un réservoir pour les

agents pathogeénes qui se propagent et étendent I’infection.

Ce travail de doctorat a donc porté sur l'utilisation des nanoparticules pour cibler les

macrophages, compte tenu des effets thérapeutiques qui peuvent en résulter (Chapitre 3).

Une remarque frappante nous a mené a explorer les conséquences de I’internalisation des
nanoparticules par les macrophages. Elle consiste dans le fait que malgré 1I’énorme
développement dans le domaine des systémes nanoparticulaires -développés pour cibler
les macrophages ou d’autres types cellulaires et tissus-, trés peu de travail est publi€ sur

les effets provoqués suite a leur internalisation par les macrophages.

Donc, la premiere étape du travail a consisté a utiliser les nanoparticules de Ch
renfermant un plasmide VR1412 avec un géne marqueur codant pour la protéine P-

galactosidase et ayant fait I’objet d’un travail préalable publié dans la revue Biomaterials

en 2003 (Corsi et al.) (annexe 1).
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Notre hypotheése de travail s’est basée sur le fait que les nanoparticules sont des corps
étrangers, qui une fois administrées in vivo sont susceptibles d’induire des réponses de
I’héte, ou les macrophages jouent un rdle central.

Nous avons donc procédé a I’évaluation de la sécrétion des cytokines et des
métalloprotéinases (MMPs) qui sont connues pour induire des effets déléteres, au niveau
des tissus, et qui pourrait é&tre induite par l’incubation et !’internalisation des

nanoparticules par les macrophages.

Dans un premier temps, nous avons €tudié I’internalisation des nanoparticules de Ch-
ADN marquées au FITC, en utilisant la cytométrie en flux et la microscopie de
fluorescence. Ces études ont révélé que les nanoparticules de Ch-ADN se retrouvent a

I'intérieur des macrophages apres une heure d’incubation (figure 5.1 et 5.2).

Malgré I'augmentation du nombre de nanoparticules dans les cellules en fonction du
temps d’incubation (1, 6 et 24 heures), I’activité inflammatoire inhérente aux cellules ne
semble pas avoir été stimulée. En effet, suite & I'incubation des macrophages avec
différentes concentrations de nanoparticules, la sécrétion des cytokines pro-
inflammatoires, TNF-a, I'TL-1f et I’IL-6, ainsi que la cytokine anti-inflammatoire I1L-10,
n’est pas significativement affectée, comparativement aux cellules non traitées. Les seuls
résultats démontrant que la sécrétion des cytokines a augmenté ont été obtenus apres
traitement des cellules par le LPS, connu pour son effet stimulateur et utilis€ comme
témoin positif dans nos études (tableau 5.1).

Une autre étude effectuée par Scholer et al. (2002) a démontré que I’augmentation de la
concentration des nanoparticules a provoqué une augmentation de la cytotoxicité et de la
sécrétion de cytokines chez les macrophages. Mais il faut souligner que lors de leur
étude, ils ont utilis€ des nanoparticules lipidiques, ce qui permet de croire que les
nanoparticules 2 base de Ch sont moins toxiques et provoquent moins de réaction

inflammatoire.
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Lors des maladies inflammatoires, les macrophages activés sécrétent des MMPs qui
jouent un rdle dans la dégradation de la matrice extracellulaire (Overall, 2001) et
conduisent a la destruction des tissus environnants. La production des MMPs a été
démontrée pour étre d’une importance majeure dans la pathologie de différentes maladies
telles que le cancer (Saito et al.,, 2000; Coussens et al.,, 2000; Inuzuka et al., 2000),
I’asthme (Mautino et al., 1997 ; Cataldo et al., 2001) et I’arthrite rhumatoide (Klimiuk et
al., 1999; Jovanovic et al., 2000). Les MMPs sont aussi impliquées dans la régulation des
processus biologiques; c’est le cas notamment pour la MMP-2 dans 1’ostéogénese

(Martignetti et al., 2001).

Nous avons alors procédé au dosage des MMP-9 et MMP-2, connues pour leur activité
gélatinolytique, ainsi que leurs inhibiteurs (TIMP-1 et TIMP-2). Le but de cette
expérience était de détecter I’existence d’un déséquilibre entre la sécrétion des enzymes
et de leurs inhibiteurs, généralement observé au cours des dommages tissulaires et des

maladies inflammatoires (Mautino et al., 1999).

Deux techniques ont été utilisées pour mesurer I’activité gélatinolytique : la technique
ELISA, comme pour les cytokines et la technique de zymographie dont le principe

consiste a faire digérer la gélatine contenue dans des gels d’acrylamide.

L’analyse effectuée par la technique ELISA a montré que !’internalisation des
nanoparticules de Ch-ADN par les macrophages a provoqué une forte augmentation de la
MMP-9 apreés 24 et 48 heures. Cette augmentation est observée pour toutes les
concentrations de nanoparticules utilisées (figure 5.3a). Les résultats concernant la
sécrétion de la MMP-2 sont différents; 1’augmentation de la MMP-2 est observée
seulement apres 48 heures pour les 2 concentrations les plus élevées de nanoparticules
(10 et 20 ug d’ADN total) (figure 5.3b). Ceci n’est pas surprenant, car la stimulation de la
MMP-9 ne se produit pas de la méme fagon pour la MMP-2. Dans leur travail Robinson
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et ses collaborateurs (2002) ont montré que le traitement des monocytes sanguins
périphériques par les chemokines a provoqué 'augmentation de la MMP-9, alors

qu’aucun changement ne s’est produit dans la sécrétion de la MMP-2.

Par ailleurs, 1’analyse densitométrique des zymogrammes obtenus par la technique de
zymographiephie, visant & déterminer 1’activité des MMPs contenues dans les
surnageants cellulaires, a permis de montrer que I’activité de la MMP-9 est augmentée
apres 24 heures, indépendamment de la concentration des nanoparticules, confirmant
ainsi les résultats obtenus par la technique ELISA (figure 5.4a). Par contre, I’activité de la
MMP-2, apres traitement avec les nanoparticules, est similaire & celle des surnageants des
cellules non traitées, indépendamment de la concentration des nanoparticules ou des

temps d’incubation (figure 5.4c).

L’analyse de l’activité des MMP-2 et MMP-9 dans les lysats cellulaires a montré que
Pactivité de la MMP-9 est augmentée aprés 48 heures, suite au traitement des cellules
avec les plus hautes concentrations de nanoparticules (10 et 20 pg d’ADN total). Par
contre, la détection de la MMP-2 n’a pu étre observée. Un fait important a signaler, est la
présence d’une bande de 92 kDa, correspondant a la MMP-9 active, qui a pu étre mise en
évidence dans les lysats cellulaires (figure 5.5), alors qu’elle est absente dans les
surnageants. Cette observation pourrait étre due a la phagocytose des nanoparticules et a
une tentative de leur dégradation par les enzymes cellulaires, plutdt qu’a un effet
inflammatoire. Cette supposition est étayée par I’absence de détection du TNF-q,, lors de
I’analyse par ELISA, or le TNF-ot est connu pour augmenter la production de la MMP-9
dans les THP-1 (Leber et Balkwill, 1998). Ceci a aussi €té mis en €vidence en inhibant le
TNF-qa, conduisant a la prévention de la sécrétion de la MMP-9 par les THP-1 (Robinson
et al., 2002).
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Cependant, cette hypothe¢se reste & démontrer et mérite des études ultérieures, pour

élucider les mécanismes par lesquels la MMP-9 est modulée, suite a I’incubation et

I’internalisation des nanoparticules par les macrophages.

La production des inhibiteurs de la MMP-9 et de la MMP-2, respectivement TIMP-1 et
TIMP-2, a été mesurée suite a ’incubation des THP-1 avec les nanoparticules de Ch-
ADN. Cette étude a été réalisée afin de déterminer la présence potentielle d’un
déséquilibre entre la production des MMPs et des TIMPs. Les résultats obtenus par
dosage ELISA ont montré ’absence de la sécrétion de TIMP-2, inhibiteur de MMP-2,
alors que la production de TIMP-1, inhibiteur de MMP-9, s’est trouvée augmentée apres
24 et 48 heures, suite au traitement avec les deux concentrations les plus élevées de
nanoparticules (figure 5.3). Ceci démontre une corrélation entre la sécrétion des MMPs et

des TIMPs.

En conclusion a cette partie de travail sur les effets des nanoparticules de Ch-ADN, nous
pouvons dire que les conditions utilisées n’ont pas induit d’effet inflammatoire. Par
ailleurs, il reste a faire la corrélation entre la présence intracellulaire de la MMP-9 active
et la sécrétion de son inhibiteur TIMP-1 avec la phagocytose et la dégradation des
nanoparticules internalisées par les THP-1. Des études au niveau transcriptionnel

pourraient nous donner des informations concernant la régulation de ces molécules.

Finalement, la compréhension des interactions entre les vecteurs d’ADN non viraux et les
macrophages est une étape nécessaire dans le développement et I'optimisation de
systemes thérapeutiques pour cibler les macrophages. Notre travail a permis de mettre en
évidence que les nanoparticules a base de Ch n’induisent pas d’effet inflammatoire,
faisant de ces systemes des candidats sécuritaires dont le potentiel thérapeutique mérite

d’étre pris en considération.
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Partant des résultats de cette premiére partie du travail de doctorat, nous avons synthétisé
des nanoparticules pour des applications spécifiques, en ciblant les macrophages. Le
méme modele cellulaire a été utilisé pour la suite des travaux. Les applications ciblées

sont I’induction de 1’apoptose et I’inhibition du TNF-a ( chapitre 6).

Deux polymeres polycationiques ont été€ utilisés : le Ch et le PEI. Ces deux polymeres ont
été choisis pour leur potentiel de condensation d’ADN, mais aussi pour répondre a la
question de 1’efficacité de 1'un par rapport a ’autre. De plus, I'utilisation du Ch s’inscrit
comme une suite a notre précédent travail. Différents poids moléculaires (bas, moyen et
haut) de chaque polymere ont été utilisés pour déterminer I’influence de ce parameétre sur
I'efficacité de condensation des acides nucléiques et aussi son effet de point de vue

cytotoxique.

Pour ce travail, le plasmide contenant le géne Bax-oo (pORF-Bax-!) est utilis€ pour la
formation des nanoparticules avec chacun des polymeres ayant différents poids
moléculaires. Pour la détermination des conditions optimales, ils sont utilisés a
différentes concentrations, lors de la syntheése des nanoparticules.

Le choix du géne Bax-o. est basé sur son implication dans la régulation de 1’apoptose. Ce
rdle a été notamment mis en €vidence en utilisant des oligonucléotides anti-sens pour

inhiber son acﬁon, résultant ainsi dans I’inhibition de ’apoptose (Dibbert et al., 1999).

L’induction de I’apoptose chez les macrophages est basée sur le fait que les macrophages
activés jouent un role important dans la pathogenese de plusieurs maladies (voir chapitre
3), incluant les maladies auto-immunes. Ils représentent donc une bonne cible pour les
médicaments immunosuppressifs dont I’apoptose a été proposée comme étant I'un des
mécanismes par lequel elles exercent leur effet. Ces médicaments sont souvent
administrés pour inhiber I’inflammation et traiter les maladies rhumatoides, en partie
parce qu’elles induisent I’apoptose des cellules immunitaires, dont les macrophages font

partie (Green et Steinmetz, 2002 ; Choi et al., 2003).



172

Pour évaluer la capacité des nanoparticules a base de PEI et de Ch, produites apres la
complexation de chaque polymere avec le plasmide contenant le géne Bax-q, a induire
I’apoptose des THP-1, nous avons d’abord procédé a la mesure de la viabilité cellulaire,
suite au traitement des cellules avec les différentes nanoparticules. Le but de cette étape
est de sélectionner les conditions optimales qui conduisent a la mortalité cellulaire,

déterminée par le test MTT. -

Dans un premier temps, les nanoparticules sont synthétisées en fixant la concentration
d’ADN (1 pg) et variant les concentrations des polymeres, qui sont de 0.01, 0.02 et 0.05
% pour le Ch et de 0.225, 0.45 et 0.9 mg/mL pour le PEI Des gels d’agarose, sur lesquels
les différents €chantillons ont été déposé€s, ont permis de montrer que les différentes

conditions utilisées ont permis de complexer I’ADN de facgon efficace (figure 6.1).

Par ailleurs, les résultats concernant la mortalité cellulaire ont permis de montrer que le
Ch seul ou complexé avec le plasmide Bax-o. n’a pas montré d’effet significatif sur la
viabilité cellulaire; et cela quelque soit le poids moléculaire du polymere ou sa
concentration (figure 6.2). Contrairement a ces résultats, le traitement des cellules avec le
PEI de moyen (750 kDa) et haut poids moléculaire (1 000 kDa) a induit une mort
cellulaire significative lorsqu’il est utilis€ seul. Par contre, le PEI de bas poids
moléculaire (25 kDa) a montré peu d’effet sur la mortalité cellulaire lorsqu’il est utilisé
seul; effet qui a augmenté suite a sa complexation avec le plasmide renfermant le gene
pro-apoptotique Bax-a, plus particulierement lorsque la concentration du PEI est de 0.9
mg/mL (figure 6.3). Ces résultats sont en accord avec les travaux effectués par Godbey et
ses collaborateurs (1999) qui ont montré que le PEI induit un effet cytotoxique
considérable, lorsque son poids moléculaire excéde les 25 kDa. Les résultats obtenus a
cette étape ont alors permis d’éliminer le Ch et le PEI de moyen et haut poids
moléculaire, pour la suite des études, le premier pour son inefficacité et le deuxieéme pour

sa cytotoxicité.
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La suite du travail a consisté alors a déterminer les conditions optimales de synthése des
nanoparticules a base de PEI de bas poids moléculaire, utilis€ & la concentration de 0.9
mg/mL. Tout en fixant la concentration du PEI, la quantité d’ADN a été variée (1, 2.5 et
5 png/ 150 pl de chlorure de sodium (NaCl) 150 mM). Les résultats montrés dans la figure
6.4 réveélent que la complexation du plasmide avec le PEI a un effet significatif sur
P'induction de la mort cellulaire, mais que cet effet est indépendant de la concentration de

I’ ADN.

L’étape suivante de cette étude a consisté a déterminer si la mort cellulaire observée par
le test MTT est vraiment de ’apoptose et si oui, quelle proportion des cellules en est

affectée.

Dans un premier temps, la technique qui permet la détection de la fragmentation d’ADN
a été utilisée mais les résultats ont montré que I’ADN cellulaire est resté intact (figure
6.5). Cependant, les plasmides ont demeuré intacts apres la complexation avec le PEI
(figure 6.5, ligne 5); ce qui n’est pas le cas lorsque I’ ADN est utilisé seul comme controle
(figure 6.5, ligne 4). Ces résultats attestent de I’efficacité du PEI & protéger ' ADN au

niveau intracellulaire, apres son internalisation par les macrophages.

Comme la fragmentation de I’ADN cellulaire figure parmi les étapes finales de
1’apoptose, nous avons utilisé une autre technique qui permet de la détecter a des stades
plus précoces (Schmid et al., 1994). Pour ce faire, le kit d’annexine V-phycoerythrin (PE)
est utilisé pour le marquage des cellules apres leur traitement avec les nanoparticules et
les témoins positifs (formaldéhyde) et négatifs (cellules non traitées), ainsi que le PEI
seul et ’ADN seul. Les nanoparticules sont formées en utilisant deux concentrations
d’ADN (1 et 5 ng). Les résultats sont révélés en utilisant la cytométrie en flux qui a
révélé que l’apoptose induite en utilisant les nanoparticules produites suite a la

complexation de 5 pg d’ADN est deux fois plus élevée, en comparaison avec le témoin
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négatif et le plasmide non complexé par le PEI. Cependant, le PEI seul a induit un haut
niveau d’apoptose qui semble étre réduite suite a la complexation avec I’ADN (figure
6.6). Des résultats similaires ont déja ét€ rapportés par Cherng et ses collaborateurs
(1996) en utilisant le polymere poly ((2-dimethylamino) ethyl methacrylate)
(PDMAEMA) pour la condensation de plasmides.

Etant donné le fait qu’un volume et une concentration constants de PEI ont été utilisés
pour la complexation du plasmide Bax-ot (1 pg et 5 pug dans le méme volume), nous
avons conclu que ’augmentation du taux de 1’apoptose cellulaire induite en utilisant la
plus haute concentration d’ADN (5 ug) est due a lefficacité des nanoparticules

synthétisées dans ces conditions.

La suite du travail concernant I’application des nanoparticules a base de PEI, a consisté a
complexer des oligodéoxynucléotides (ODN) anti-TNF-o pour inhiber la synthése de la
cytokine. Le choix de I’inhibition du TNF-o est basé sur des études qui ont mis en
évidence I’'implication de cette cytokine dans différentes pathologies (voir chapitre 3). 11
a été démontré, dans un modele de souris, qu’en bloquant la sécrétion du TNF-o, la
maladie et/ou ses symptdmes d’arthrite rhumatofide étaient stoppés ou diminués (Piguet
et al., 1992). En se basant sur les résultats d’essais cliniques, les inhibiteurs de TNF-a se
révelent étre trés prometteurs pour des utilisations visant les maladies inflammatoires. Un
traitement, sous forme d’anticorps monoclonal chimérique (infliximab), visant a bloquer
la sécrétion de cette cytokine, a montré une efficacité dans le traitement de la maladie
inflammatoire de Crohn (Comerford et Bickston 2004). Ce produit a bénéficié, en 1998,
de ’approbation par I’agence « food and drug administration », pour une utilisation dans
le traitement de cas modérés a séveres de la maladie dont les patients ne répondaient pas
aux traitements conventionnels. En 1999, la méme agence a approuvé son usage pour le
traitement de D’arthrite rhumatoide dont le taux de rémission atteint les 30-40% apres

I’injection d’une seule dose (Maini et al., 1999).
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Lors de notre travail, les THP-1 ont été stimulées avec 50 nM de LPS pendant 4 heures
pour provoquer la sécrétion du TNF-o. Par la suite, les nanoparticules a base de PEI et
d’ODN anti-TNF-o sont ajoutées. Les résultats ont montré que la sécrétion de la cytokine
est inhibée de 15% apres la complexation des ODNs avec le PEIL Par contre, cet effet n’a
pas été observé lorsque les ODNs sont utilisés sous forme libre (figure 6.7), attestant de
I’efficacité du PEI a protéger les ODNs et a potentialiser leur effet.

Une autre €tude rapportée par Tschoep et al. (2001) a montré une inhibition du TNF-co. de
62% en utilisant des ODNs anti-sens. 11 faut cependant souligner que les cellules ont été
stimulées par cinq fois moins de LPS et la technique utilisée est physique, permettant une
entrée directe des ODNs dans le cytoplasme, évitant I’environnement acide de
I’endosome. Une autre explication pour le pourcentage bas de I’inhibition du TNF-a dans

nos études pourrait étre du au manque de dissociation des ODNs du PEL

En conclusion, ce travail a permis de mettre en évidence 1’importance de 1’évaluation des
effets des nanoparticules sur les macrophages, que ce soit pour cibler ces cellules ou
d’autres types cellulaires de I’organisme. C’est donc une étape qui devrait étre nécessaire
a effectuer lors du développement des systémes nanoparticulaires.

Ce travail a aussi permis de ressortir le fait que les polymeres biocompatibles, ne sont pas
nécessairement, plus efficaces que ceux qui possédent un certain niveau de toxicité. Nous
avons démontré, en accord avec d’autres études, que plus le poids moléculaire des
polymeres utilisé€s pour véhiculer des acides nucléiques est élevé, plus leur toxicité peut

augmenter.

Les résultats rapportés dans cette theése sont prometteurs si I’on tient compte du fait que
les macrophages sont des cellules tres difficiles a transfecter, a cause de leur machinerie
enzymatique. Il reste que les systémes développés lors de notre travail ont besoin d’étre
améliorés pour obtenir des taux plus élevés d’efficacité, notamment pour I’inhibition des

cytokines inflammatoires. En ce moment, I'utilisation des molécules qui interférent avec
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I’ARN (siRNA), comme alternative aux ODNs anti-sens, connait un engouement a cause
de leur efficacité. Cependant, leurs effets ne sont pas encore connus étant donné le fait
que leur utilisation est nouvelle dans le développement des nanoparticules.

Finalement, et compte tenu du potentiel thérapeutique que représente le ciblage des
macrophages par les nanoparticules non virales, le travail abordé lors de cette thése ouvre
des perspectives intéressantes pour le traitement des maladies médiées par ces cellules. Il
reste que le travail requis pour le développement d’un systtme non viral efficace
nécessite encore des efforts dans les domaines de la chimie, pour la modification des
propriétés des polymeres, et de la biologie cellulaire et moléculaires qui permettront de
comprendre les mécanismes d’action de ces systemes et surtout de s’assurer de leur

innocuité pour des utilisations in vivo.
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L Infroduction

Ciene therapy involves the introduction of exopenous
genes inte target eclls where production of the encoded
privein will socwr. In the case of aequired or inherited
genetic disorders, this enables the rephicement of a
missing or defoctive gene, leading 0 normal el
function. Moreover, the introduction of DNA encoding
anfigenic prodeins inio celk has been studied for
immunotherapy of cancer and viml infictions 1,25 It
is also considered a promising approach for tissne
engineering, especially in the field of orthopedicz, where
the delivered gene could be used a5 a short-term local
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enhaneer for repair of injured muscoloskeketa ] tissue [3].
For example, genes encoding for growth  factors
implicated in bone Formation, such ug bone morpho-
genie proteins (BMPs), could be delivered tiy cells at a
site neeessitating bone healing. There they will be
expressed as proteing and result in production of bane.
This ix an alteroative o the direct detivery of tissue-
inductive prieins, which is limited by lew bioavail-
ability, indications of toxicity and a short half-life,
requiring repesied administrations |41

DNA s delivered to cells either by the viral or pon-
viral system. Viral wectors inchsde retrovirses, adena-
virtges, adenassocinied virmses, herpes simplex virns
and lentivirns {5l MNaked DNA, cationic liposomes,
cationic lipids and polymers, as well as DINAJeationic
liposomwe/polyestion complxes are utiliaed in the non-
wirdl approach {68l Although wiral systews have
demonstrated high transfeciion efliciency when com-
pared to non-viral vectors, they are acoompanied by a
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number of drawbacks thai severely hinder their use in
vive [9]. Such limitations include their rapid dearance
from ihwe cireulation, the reduced capacity 1o carry a
large amennt of genetic information and the associated
risks of toxicity and immunogenicity, which limits the
possibility of subseguent administrations. The advan-
tage of the non-viral method resides in its being a safer
alternative, demonstrating no immunogenicity, negligh
ble toxicity, having the ability to carry large therapeutic
penes and a redoced produoction cost [10]. For these
reasons, there & an increased interest in the developmen
of a safe and efficient non-viral gene delivery system that
can circumyvent the limitations seen with the viral
approach.

Niked DNA, the simplesi of the non-viral veciors,
has demonstrated u transient gene expression following
injection  inte muscnlar  fissue {11} However, its
rapid degradation by muckases In vivo has lod 0
the investigation of a number of lipoplex and polyplex
systema for non-viral gene delivery. The most emnmonly
employed non-viral vectors are complexes on
of plasmid DNA and cationic lipids [12,13] They
are relatively large in size with positive charges that
entunee their cearanee fromy the cirenbidion. Al
thongh they show an increased trunfection eflicacy in
vitra, they have demonstrated toxiciiy both in vitre
and in vivo [14,15]. On the other hand, polymers offer
some speailic advantages over liposomes. The effiiency
with which cationic polymers bind and condense
plasmid DNA permits the protection of the mueleie
acids during the intracellular transport [16]. Further-
mine, through their biodegradation, polymers can
assure A comirolkd gene release which is a must for
sustained  protein expression.  Another  importam
aspeat & the possibility to modily the polymer surface,
raising the prospect of targetiog specific celiolar roce-
prors. This specificity is essential to avoid side effects
rezulting from expression of the gene in siies other than
those intended.

To achieve such versatility with a gene delivery
system, warious polymers have been studied, the first
of which was poly{L-lysine) {pLL) [17]. Although it has
been widely employed, it has demonstrated low trans-
lection officacy and evidence of eytotoxicity B1 In the
case of pulviethyleniming), the level af transfection and
cytioxicity is closely related to the mokecular weight of
the polymser [18]. 1t has boen shown that at 2 molecular
weight above 25 kDa, it displays a high transkection
cfficiency, accompanied by cytotoxicity. At lower
maolecular weights, there is negligible transfection with
little toxicity. The grafting of polyethylene glyeol and a
positively charged fusogenic peptide on the surface of
the complex bas reosntly mumaged to angment the
trangiection withount an increase in ovietoxicity {19
This demomstrates that modifying the polymer can kad
to optimum nesults. In addition to the previously

mentioned polymers, others include polyfamidoaming),
poly(bi-lactic acid-co-glyeolic ackl) and chitosan, to
name # few AL

Chitosan & a natural cationic polysaccharide consist-
ing of wo subunils, b-gluoosamine and Naoetyl-n-
glucosamine linked togethier by B{l4) glycosidic bonds,
1t has been well defined with characeristios that include
hiocompatibifity, low immunogenicity and minimal
cytotoxicity {23 2 1], Ity promise as an efficient controlled
drug release system bas led 1o s use as g possible gene
delivery systens. In fact, current studies have shown that
complexes composed of chitosan and DNA have a
greater protection from degradation by nucleases and
are raking much interest in the development of vaccines
[22.23]. Carrenily, chitosan-based pasal vaccines are
heing tested in humans and demonstrate a lack of
toxicity {23} This polymer has also been shown to
destabilize the lipid hilayer, thus facilating its cellular
uptake f24}.

Chitosan-DNA complexes have been reported to
transfect various ocll types, namely human embryonic
kidney cells (HEK293), human lung carcinoma celk
{AS49), B16 melanoma cell, CO5-1 and Hela eclls
[25-28F To the best of our knowledge, there is no
reference in the lilerature on the transfeiion of
mesenchymal stem cclls (MSCs) or osteoblasts vsing
chitosan-DNA complexes, alihough the importancse of
such adlk to diseass like osteoporosk make them
potential candidates for future therapentic approaches.

Thie aim of thisstudy was 1o develop and characterize
chitosan-DNA  munoparticks and to evaluate  iheir
transfection efficacy and their effect on cell viahility on
humsan  osteosarcoma  cells (MG63), MSCx  and
HEK 293 compared to LipafectAMINE™ 200 (LF),
4 commercially available lipid method.

2. Materials and methods
2.1 Materials

Chitosan was purchased from Floka Bickemica
{Buchs, Switserland) in mokcular weighis of 130, 40
and 600 kDa. The plasmid DNA VR1412 encoding the
B-galactosidase reporier gene with a CMV promoter
was obtained from VICAL Inc {San Diego, CA, USA).
QlAfiler plasmid Giga kit was obtained fromn Qiagen
(Mississangn, ON, Camda). The PicoCGreen reagent was
purchased lrom Maleentar Probes {Engence, OR, USA).
Trypsin-BDTA, peniillinstreptomycin {PS) mixture,
RPMI-1640, phosphate buffered saline {PBS), agarose
and Lipofect AMINE™ 2000 rcagent were ob-
tained friom Gibeo-BRL {Burlington, ON, Canada).
Fetul bovine serum (FBS) waz acguired from Bio-
Whittaker {Walkersvilly, 17843, The B-gal ELISA kit
was purchased from Roche Diagoostios Corporation
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{Indianapolis, USAL  IDysoeyme  was  obtained
from BioShop Canada (Burlington, ON, Canadal.
HAMF12/Dulbecer’s modificd Bagle medium {DMEM/
F12), minimum sssential medium Eagle (MEM), sodiun
sulfite, suerose, cihidium bromide, 344, 5-dimcihylthia-
2ok 2y )-2 Sdiphenyliciramlium  bromide (MTT), ka-
nanvyein, floorescamine, chitosamase and  other
chemizals il ot mentioned wepe purchased  From
Sigmsa-Aldrich {8t. Louis, MO, UISA).

22 Amplification and parification of plasmid DNA

The YRI412Z plasmid DNA was purified vsing the
Qiagen QIAfilter plasmid Giga kit according o the
manufacturer's instroctions and resuspended in water.
The purity was coofinped with 08% agarose gel
clectrophoresis and DNA concentration was measured
hy UV absorption at 260 nm,

2.3, Chitosanl DN 4 vonnglex syaihesis

Chitosan of different molecular weights was dissolved
with low heating {nferior to 45°C) in a Bimsi acetic acid
saluticn ai a pH of 5.5 The solution was then adjusted
to final conoentrations of 90809 £5% chitosan in 5 mog
acetic acelate and passed through a 822 pm filier. The
DINA psed for synthesis was a solution of 300 ug DNA/
ml of 43my sodivm sulfate solution. Nanoparicks
were prepared by a complex concerva tion technigue {271,
Alter heating the chitosan and DNA solutions 1o
8590, 10 ul of the DNA solution was added o 106 ul
of the chibsan soluiion and immediaiely voriexed at
maximom speed for L min, The solution of nanoparticks
produced was used for the iranslection experiments
without furtber modifica tions.

24 Complex formation and plasmid integrity following
synthesiy

Complex formation and the integrity of plasmid
DNA Tollowing synthesis was evaluated by agarose
gel electrophoresis. The chitnsan-DNA nanopartickes
were digested as previously descrihed 7] Briefly,
Syl of mpoparticks were ineuhated for 4h at
37°C with 40pl of chitosanase @A250U/ ml) and 10yl
of sieyme (1000L/ml) in a4 WHmy Nadc-HOAC
buffer at pH 5.5, Sampks of naked DNA, undigested
and digested nanoparticks were loaded onto a 0.8%
agarose gel in Trishoraie EDTA buller at pil §.0.
The samples were run on the gel at ROV for 60min, the
] stained with ethidivm bromide .5gg/ml) and
phutographed with the use of 1 Mulilmage™ Light
Cabinet {Alpha Innotech Corporation, San Leandro,
CA, USA).

2.5 Fluorescomine assay

The degree of binding teiween chitesan and DNA
wis determined by the guantification of the free amine
groups on chitosan before and after complexa tion with
DNA by using the Nuorescamine assay [29]. Wyl of
mnopariicle solution was added 1o 140x of 100my
boric acid-NaOH, pil ¥ in g %well plae. Welk
contgining only boric acdd assay buffer were used 1o
determine background fuorescence. Myl of a 0.01%
flusrescamine solution prepared in acctone was added to
aach well, mixed, and incubated for 1@min at room
temperature. The fAluorescence was measurad with 2
SpectraMax Gemini fluprometer {Maolocular Devices,
Sunnyvale, CA, USA) at an excitation wavelength of
3% nm and emission waveength of 475nm.,

2.6 PiooGreen assay

Following synthesis, 100 gl nanoparticle mixture was
added to 1004l sucrose gradient of 553% (wiw) und
eentrifiged at 30,0500 rpm for 10 min in an Optimax™
Ultracentrifuge (Bockmsan Coulier, Palo Alo, CA,
USA). Unbound DNA in the supernatant was deter-
minod with the PieoGreen assay acvording 1o the
manufaciurer's procedurcs. The fluorescence was mea-
sured with the SpectraMax Gemini fnoresornoe micro-
plate reader at excitation and emission wavekngths of
480 and 220 nm, respectively.

2.7 Tramsmnission slectron wicrascopy

To determine the size and DNA distribution within
the chitisan-DNA complexes, the partiles were fixed
overnight with 4 PBS solution coniaining 2.5% glutar-
aldehyde, followed by washings in 0.05 M cacodylate
bufler supplemented with 3% sucrose. Samples were
postiixed in 1.33% osmium tetroxide, dehiydrated in
gradod cthanol, embedded in Epon and thin seetioned.
After staining with urany] acetate and counterstaining
with lead citrate, samples were visualizod with a Hitashi
TOO1 electron microscope at a 75 KV operation.

28 Atowtic force mivvoscopy {AFM) of chitosan-DNA
oonnp fexey

The samples were prepared by plicing Sul of the
solution oontaining the chitosan-DNA compkxes on a
surface of freshly cleaved mica (Alfa Acsar, Ward Hill,
MA, TBA). Adler Smin, toallow the complexes to hind,
theexeess liquid was removed by washing with ultrapure
water and the mica was left to dry at room temperatune
mdera huninar flow hood. All AFM olservations were
carried out with the aid of 2 Dicover TMX2010
(Topometrix, Digital Instruments, CA, USA). The
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imaging conditions used a 83N, pyranddal point in
contact mods.

248 Call cudinre

MO and HEKX cells were abigined from the
American Type Culture Collection {Rockyville, MD,
LISAY. The MGEY wlls were grown in DMEMFL2
miodia. The HEK293 colls were grown in MEM. All media
were supplementod with 19%. FBS and 1% PS. Cell were
culiured ina 3-95% C0x-( atmosphere a1 37°C,

MSCs were isplated from bone marrow obtained from
the proximal femur of patients undergoing total hip
replacement surgery. The isolation method wed was
modified from a previously reported ilechnigque {30
Briefly, the marrow was dilnted with PBS and subjecied
to a W% FicollPagque™ Plus gradient {Amersham
Plurmacia Biotech, Inc., Baie $UrR, O, Canada).
Cells collkeeted at the inter face were culiured in RPMI-
1640 media supplemented. with 10% FBS and 1% PS.
The eells were grown in an incobator supplied with
5-85% OO0 at 3T

2.38. In vive transfectivn sindies

The cells were seeded, 2 h prior o transfection, on
H-well plates at a density of 50,000 cells/wel in 1ml of
their usnal cuhture wadinm supplemented with 10% FBS
and 1% PS. The day of transfection, the culture mediomg
wis replaced with 350 @l of complete medium containing
cither maked DNA or chitosan-DNA nanoparticks and
having an amount of DNA equivalent to 5 or Wpg.
Following an owernight incubation, the cells reoeived
1 ml of complete medinm and incobated until 68h post-
trapsfection. LF was vsed according to the manufac-
turer's proosdures. Bach well received 1ul of LF that
was complexed with 1 pg of DNA.

2.11. Determination af transfection efficiencies

For quantitative analysis of the B-gal expression, ihe
B-gal ELISA kit was usod according to the manulac-
turer's instructions Hriefly, the cells were lysed &0h
after transfection with the lysis bufler inchxded in the ka
and the cell extracts were centrifuged al maximum speed
for 15 min at 4°C o remove any debris, The supernatant
was then used for the ELISA. B-galactosidase expression
waz determined as picogram B-gal per milligram of
cellular protein. Total protein content of the sampls
was measured using the BCA protein assay (Pierce,
Ruockford, Dlinvis, LISA).

2.12. Cell viability

Cytotoxicity studies were performed & h after trans-
fection. HEK 293, MG63 and MSC recsived 1 ml coltures

medinm per well containing 190l of a Smgfml MTT
solution. Following a 4 incobation at 37°C, the MTT
containing mediom was replaced with 200pl of iso-
propanal-HCL @.18) amd kept at 37°C for 10min to
solubilize the formazan crystals. The samples were
wransferred to $6-well plates and the absorbance of the
epnverted dye was measured at 570 nm. The percent cell
viahility of the control (non ireated) cells was taken
a5 100%.

213 Statisticad analvsis

All measurements were collected in triplicate and
experiments repeated three times. Values are expressed
as mean & standard error of mean (SEM). Siatistical
testing was carried oot using the one way ANOVA st
with P<@05 considered as a statistically significant
dilference.

3, Results and discussion

In the present sindy, we evaluted the efficacy of
chitosan axa non-viral gene delivery system that can he
optimized for officient gene therapy, The synthesik of
chitosan-DNA complexes was lacilitated by the attrac-
tion between the frec aming groups on the polymer and
the negatively charged phosphates frund on the DNA.
The formed complexes were characterized and evaluated
forr the first time on osteoblast-like cells and MSC.

31 Characterization of chitasan-DNA complexes

In order to determing the optimal symhesis condi-
tions, it was pecessary o evaluaie the degree of hinding
between chitosan and DNA at different moleeular
weights and chitosan concenirations, This was done
using the fuorescamine and PicoGreen assays as
complementary fechnigues, which, respectively, measure
the free aminn groups on the polymer and the unbound
DNA in the supermatant. The fnorescamine assay has
bosn previowsly emploved to monitor the interaction
hetween DMNA and pobiLdysine [201. This technique i
very importunt as it docs not interact with amino groups
once they have bound to DNA. Thus, it permitted the
quantification of the free amine groups on chitvsan,
hefiore and after addition of DA, This is illusiraied in
Fig. la, where as expected, an inerease in chivsan
woncentration resulis in an increase in free aming
groups. However, following the sddition of DNA, there
is 4 decregse in ibe avaibibility of amioo groups,
comfirming the interaction between the latter and ihe
negative phosphate groups found on DNA (Fig. 1b).
The remaining free aming groups after addition of DNA
implicates that the synthesis conditions secur in an
excess of chitosan, which should encourage the
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interaction with the DINA. The decrease observed also
allowed us to determine the percentage of bound
chitisan, henee permitting identification of the ideal
synibesiz conditions. As demonstraied in Fig. 2, the
optimal binding efficacy for all molecular weights wasat
u chitosan concentration between 0.01% and 002%.
The cifictive binding betwoen chitosan and DNA s
further eonfirmed with the Picolireen assay, a fluor-
escent nucleic ackd stain. After synihesis, the mixture
containing the napoparticles was ultrcentrifiged and
the unbwund DNA found in the supernatam wus
guantified by this tochnigue. This is an indicator of the
amaunt of DNA that interacted with the polymer. The
results are shown in Fig. 3, where regardless of the
moleenlar weight and concentration of chitosan, the
percentage of bound DNA approaches 100%. Both
ihese technigques are complementary and supply evi-
dence of hinding between the positive aming groups of
the chitosan and the negative phosphate groups of the
DINAL

Although eondensation of the DINA by the chitosan is
of great importance, the plasmid DNA muost remain

intact to assure its functionality once inside the cell. A
widely used meihod to monitor the DNA condensation
and the effect of such conditions on the inlegrity of the
plasmid IINA is that of gel electrophoresis. Chitosan at
a concentration of D02% was wed for sgnthess of the
complexes viewed in Fig. 4. The intact DNA, before
synthesis, is soen inlane 2, whik complexes of chitosan-
DNA of molkcnlar weighis 150, 400 and &0 kDa were
loaded in lanes 3, 5 and 7, respectively. The DNA in
these three Janes is unableto migrate and remains in the
gel loading wells, indicating o strong attachment of the
DMNA o the chitesan, Furthensore, no unhound DA
iz seen in these lanes, confirming the resulis pnained
with the PicoGreen. Following digestion with chitosa-
mase and lysagyie, the plismid DNA wis relased from
the chitogan and could be viewed inlancs 4, 6, aod £ As
previosly reporied, the plasmid is intact and shows no
signe -of degradation {27} This suggests that the
synthesis conditions utilized did not affect the integrity
of the condensed DINA.

In order to assess the size and morphology of the
chitosan-DNA - nunoparticles, microscopy fechnigues
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were employed.  Elecron  microscopy  allowed  the
wisnalization of the DNA within the chitosan-DNA
complexes. The nanoparticks were embeddad, sectioned
and the DNA stained with wranyl acciate and lead
citraie, giving it 8 darker appearance. Fig. 5 damon-
strates a bomaogenous distribution of DNA within the
parikles. On the other hand, atomic foree microscopy
revenkd the sige and morphology of the synthesiexd
pariicles. The complexes appear spherical with a mean
size that is inferior to 1nm 4% can he seen in Fig. &

Fig. 5. T dectan me of chi DINA
tides. Homogenous distribanion 0§”D\A & wen following studning
with uranyd scetate and doul ctnste. Rer = 100 nom.
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This size & in accordance with previously published
results om the wse of chitesan to complex DNA. Iflum
al al have synthesized chitosan-DNA nanoparticles
ranging from 20-30nm [23] Furthermore, our com-
pexes are smaller than other polymeric systems, which
range From 100 o 790 nm 25,31,32}. The importance of
sive 15 inevitable for o favorable cellular uptake. 1t has
been reported ihat polycation-DNA  gene delivery
sysiems mosily enter the cell by endocytosis or
pinocyiosks, having a sie nequirement inferior to
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106 om {3131 Alihongh it has been shown that endocy-
tosis s not the likely rouie for the chitosan-DNA
nanoparticles, there is g possibility that their upake
may occur by pinoeytisis 27). Hence, the chitosan-
DNA nanoparticles produced by complex conervation
have the roquired size to facilitaie their uptake by
mammalian cdlls.

3.2 Trangfection efficviency in vire

In addition to condensing the plasmid DNA, an
elficient gene delivery system is reguired to transport the
gene into the el and see toits eventual release, leading
tor gene expression and subsequent protzin synthesis. It
is this necessary to test a gene carder on dif ferent cell
lines, especially cells that resemble those that will be

targeted. The corrent study aimed 1w determine the

ability of chitosan-DINA nanoparticles o ransler the B
gal gene in vitro to cells implicated in bone and joint
applications. As such, the polyplexes were incubated
with M{i63 cells which have characieristics resembling
those of ostooblasts and with M3Cs, which are
implicated in the formation of tisues such as cartilage,
hope, tendoms, and wmwscle [M] The transfection
oceurred in serum wedium e more closely mimie
condifions found in vivo and ihe iransfection efficacy
conmpared to a lipoplex technigue. The transfection of
HEK293 wells & shown in Fig. Ta. They have previonsly
been wanslected by a chitosan-DNA complex [27).
Thus, they served as a positive contral, demonstrating
that the nanoparticles synthesized in this study entered
the cell and led to the synthesis of the Bgalactosidase
privicin.  Moreover, the manoparticles compeosed of
chitoean of molocular weight 400kDa and a DNA
quaniity equivalent to 10 pg resulied in a transiection
that was staiistically significant compared to the cdls
having reccived  sokly DNA. MGAI wlls do not
demonsirate the same level of transfection (Fig. Th).
This cin possibly be explained by a delayed internaliza-
tion of the nanoparticles when compared to the
HEK293 cells. In fact, fluorescent. microscopy ohserva-
tions undertaken by our group on nanoparticks
incubated with human osieoblasts indicate that the
particles remauin hound to the surface for as long as one
woek following incubation {F. Chellat et al., uopub-
lished data). However, M&Cs did demonstrate gene
exprossion when transfected with chitosan-DNA nane-
particles. This was clearly scen by a number of cdls
turning blue Tollowing X-gal staining {nim shown), yet
their transfection efficacy is not statistically significant
when compared 1o cells receiving solely naked DNA. All
three cell types showed transfection wtes inferior to that
seen with the LF technigue.

Seeing the current nonspecificity of the polymer-
based gene delivery system employed in this study, it is
comprehensible that such varistions among different cell

types pocur. Erbacher et al. have already reported such
well type dependence of chitosanr-DNA complexes [35].
Cellolar membrane compasition varies among cellular
types and may faeilitate or hinder the binding of the
naneparticles and subseguent intermalization. This has
been shown 1o be imporiant with the complexes of
catioric lipid and DNA 6] Cells that were deficient in
proteoglyean synthesis were more difficult to transfeat,
suggesting a possible role of this molecule for successinl
internalization of the gere carrier. Thus, knowledge of
the compesition of the cellular membrane along with the
nceptors that distinguish it from other cells, will allow
specific cell targeting. This can be accomplished by
modilying the surface of the nanopartides to lacilitate
its interaction with the cell of interest, a task that has
heen underiaken by odber groups {7.37]. However, no
sich modifications have been reported to be directed
towards optimizing the transfection of osteoblastic o
mman mescnchymal stem eells. Current studies by our
group aim towards this goal.

The study of osikeoblastz and MSCs for tissue
engineering is of great importance since expression of
growth factors by these celb has already heen shown to
kad to bope foroation. In ome instance, MSCs were
transfected by an adenowirus carrying the gene for
BMP-2and then seeded on a demineralized bone manrix.
Implantation of this matrix inte surgikcally produced
gaps in the leg bone of rats led to g complete healing
[38]. Although suecessfil ouicomes have resulted with
the wiral gene delivery sysiem, concerns regarding such
an approach still remain and encourage rescarch
towards altermitive methods. Such a path was taken
tw Bonadio et al. who obtained similar resulis with the
oon-viral approach [3. Matrices were loaded with
plasmids containing a human parathyroid hormone
gene, aiming at the repair of bone. Implantation of this
foaded matrix into surgieal gaps in the long bones of
dogs resulied in a complete healing of the injured bone.

2.3 Cell viabidity

For eveningl applicability in vive, a required char-
acteristic of gene delivery systems & that of absent
cytotoxicity. The effect of the chitisan-DNA nanopar-
ficks on cell vialility was determined with the MTT
assay. As illustrated in Fig. &1, HEK293 cclls approach
the viability seen with the conirol when incuhated with
Spg of naked DNA, There s a slight decrease in
wiahdlity when the cells are in contact with eivher 10 ugof
mked DNA or nanoparticles containing an amount
of DNA that is cguivalent 10 10pg. MGE3 el
demonstrate no reduced cell viability following their
incubation with the nanoparticles. MSC ako do not
swem to be affected from  their ineubation  with
manoparticles. These results suggest a relution between
the amount of tramsleciion und observed cytotoxicity.
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The nanoparticks containing 10ug of DNA affect cell technique, which reduced cellular viahility up to 0%,
viahility in HEK yet increase the tramsfection efficacy, the chitosan-DNA manoparticles demonstrate negligible
while conditions that did not resubt in gene ex pression, and at times absent cyiotoxicity, These resilts are in
show no toxicity. However, compared o the LF socordance with toxivity studies doaxe on other eell types
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Fig &, W iy of ohi DNA poar Gken 5B 1y
Jack of cofiubar sondoity on (AT MERK 292 colls, (03 M G52 colls and 10}
MECx uubm;d with edther 50 o0 3000z of naked DINA, o7 nith

d o different molok ighis {150, 400 aml
iﬂﬂkDﬁ} comaining an apuivedont te 50 or 0 of INA.
Lipofect AMINE™ 200 reagent wos used in compasison. Td
viata¥ity s messured with the MTT sy and compared o non
oreated ceBs, which are conssderad 2x 0004

expused to chitosan-DNA complexes. Sato et al. showed
npnmal cell viability of AS49 cells following incubation
with the palyplexes and belicves that the low Lmucnty
allows a larger dose to be adminisiered, resulting in a
higher trandection efficiency P& The same lack of
toxicity with chitosan and  trimethylated chitosan
oligomers on C0DS-1 and Caco2 cells has also been
demostrated (391

4 Conlusion

As stated carlier, gene therapy offers a promising
approach for the treximent of genetic disorders, vaccine
development and tissue engineering. Howewver, such
opportunities will anly be realized by the development
af a safe and efficient gene delivery system. This sysiem
raust protect the DA, allow it to enter the tageted cell
and reach the nucleus where genetic expression will take
place. In the present study, we established the optimal
synthesis conditions for the complexation of chitvsan to
DNA w0 form nanoparticles. The complexes were of a
mean diameter inferiar to 100 nm with the interior of the
particks showing homogenous DNA disiribution. The
efficacy of transfection in vitre on HER93, MG63 and
MEC demonstrated cell type dependence, with HEK 293
wells having a higher gene expression. Cell wiability
studies Following incnbation with ihe nanopariicles
confirmed the lack of toxicity of chitosan, The ability
of this gene carrier o transfeat cclls implicated in the
formation of musculoskeketal tissues ruises the prospect
of optimizing this system to deliver genetic information
that will lead 10 optimal healing and regeneration of
sich fissoes. Such modifications Ik in the ability 1o
target spocific colls and 1o controd the release of the
plasmid DNA. Corrent investigations by our group
focus on these tssues; namely on surface moddifications
and an in vitro DNA rdease study of chilosan-DNA
nanoparticles in simulated physiological media. There-
fore, chitsan-DNA mnoparticks, bw their reduced
wytotoxicity and ahility to transport and releass genes
intracellularly, where exprassion of the encoded proiein
oceurs, are considered as a potential candidate for a
non-viral gene carrier.
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