Office de la Propriete Canadian CA 2187629 C 2004/09/21

Intellectuelle Intellectual Property
du Canada Office (11)(21) 2 1 87 629
Un organisme An agency of | 12 BREVET CANADIEN
Industrie Canada ndustry Canada
CANADIAN PATENT
13) C
(86) Date de depot PCT/PCT Filing Date: 1995/04/24 (51) CL.Int.%/Int.CI.° C12N 15/87, A61K 31/70, AB1K 47/48,
(87) Date publication PCT/PCT Publication Date: 1995/11/09 ABTK 48/00, ABTK 47742, ABTK 47/34
ol _ (72) Inventeurs/Inventors:
(45) Date de deéelivrance/lssue Date: 2004/09/21 MIDOUX. PATRICK. FR
(85) Entree phase nationale/National Entry: 1996/10/10 ERBACHER, PATRICK, FR;
(86) N° demande PCT/PCT Application No.: FR 1995/000535 ROCHE-DEGREMONT, ANNIE-CLAUDE, FR;
o o MONSIGNY, MICHEL, FR
(87) N publication PCT/PCT Publication No.: 1995/030020 o
e (73) Proprietaire/Owner:

(74) Agent: FETHERSTONHAUGH & CO.

(54) Titre : NOUVEAUX COMPLEXES D'ACIDE NUCLEIQUE ET DE POLYMERE, LEUR PROCEDE DE PREPARATION
ET LEUR UTILISATION POUR LA TRANSFECTION DE CELLULES

(54) Title: NOVEL NUCLEIC ACID/POLYMER COMPLEXES, METHOD FOR PREPARING SAME AND USE THEREOF
FOR CELL TRANSFECTION

(57) Abrége/Abstract:

L'invention concerne un complexe entre au moins un acide nucléigue chargé négativement et au moins un conjugue
polymerigue charge positivement, la liaison entre ['acide nucleique et le conjugue polymeérigue etant de nature electrostatique, le
conjugué polymeérigue contenant un polymere forme de motifs monomeres portant des fonctions NH3+ libres des susdits motifs

et etant tel que: les fonctions NH3+ ibres des susdits motifs sont substituees dans un rapport dau moins 10 %,
avantageusement de 45 % a 70 %, notamment de 60 %, par des résidus non chargés entrainant une diminution des charges
positives par rapport au méme conjuguée polymerigue non substitue, facilitant le relargage de l'acide nucléeigue par la
dissociation du complexe, les susdits résidus possedant en outre les proprietes suivantes: ils comportent au moins un groupe
hydroxyle, ils ne correspondent a aucun signal de reconnaissance reconnu par un récepteur membranaire cellulaire, les
fonctions NH3+ libres des susdits motifs et/ou les groupes hydroxyles des susdits résidus pouvant étre également substituees
par au moins une molecule qui constitue un signal de reconnaissance reconnu par un recepteur membranaire cellulaire, sous
reserve gque le conjugue polymerigue contienne au moins 30 % de fonctions NH3+ libres.
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(57) Abrégé

L’invention conceme un complexe entre au moins un acide nucléique chargé négativement et au moins un conjugué polymérique
chargé positivement, la laison entre 1’acide nucléique et le conjugué polymérique étant de nature &lectrostatique, le conjugué polymérique
contenant un polymére formé de motifs monomeres portant des fonctions NHa* libres des susdits motifs et étant tel que: les fonctions
NH;s* libres des susdits motifs sont substituées dans un rapport d'au moins 10 %, avantageusement de 45 % 3 70 %, notamment de 60
%, par des résidus non chargés entrainant une diminution des charges positives par rapport au méme conjugué polymérique non substitué,
facilitant le relargage de 1'acide nucléique par la dissociation du complexe, les susdits résidus possédant en outre les propri€tés suivantes:
ils comportent au moins un groupe hydroxyle, ils ne correspondent 2 aucun signal de reconnaissance reconnu par un récepteur membranaire
cellulaire, Ies fonctions NH3* libres des susdits motifs et/ou les groupes hydroxyles des susdits résidus pouvant étre également substituées
par au moins une molécule qui constitue un signal de reconnaissance reconnu par un récepteur membranaire cellulaire, sous réserve que le

conjugué polymérique contienne au moins 30 % de fonctions NH3* libres.
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NOUVEAUX COMPLEXES D'ACIDE NUCLEIQUE ET DE

POLYMERE, LEUR PROCEDE DE PREPARATION ET LEUR
UTILISATION POUR LA TRANSFECTION DE CELLULES. =

5 L'introduction d'un géne étranger dans une cellule est d'un grand intérét
pour la thérapie génique. Tandis que dans les expériences in vitro, des
meéthodes générales utilisant la précipitation par le phosphate de calcium, le
dextran DEAE, ou les lipides cationiques sont appropriées, des méthodes plus
sélectives sont nécessaires pour transférer de fagon spécifique un géne dans

10 une population de cellules données, dans le but de développer une thérapie
génique. Parmi ces méthodes sélectives, le transfert de géne peut étre obtenu
en utilisant, soit un matériel viral modifié, allant d'un virus de vaccine 3 un
rétrovirus, soit des liposomes cibiés, soit des complexes de génes et de
macromolecules  ciblés. Les complexes ADN/vecteurs tels gque

15 asialoorosomucoide, insuline ou transferrine liés a la polylysine ont été déja
proposés comme vecteurs guides de plasmides permettant ia transfection de
cellules selon un procédé d'endocytose induit par les récepteurs
correspondants: le récepteur spécifique des galactosides (lectine) pour
I'asialoorosomucoide, le récepteur de I'insuline et le récepteur de la

20 transferrine.

Il a ét¢ établi que de nombreuses cellules animales possédent des lectines
membranaires [Monsigny M., Roche A.C., Kieda C., Midoux P.,
Obrenovitch A. Characterization and biological implications of membrane
lectins in tumor, lymphoid’ and myeloid cells. Biochimie, 1988: 70: 1633-49;

25 Varki A. Selectin and other mammalian sialic acid binding lectins. Curr. Op.
Cell. Biol., 1992, 4: 257-66] qui reconnaissent spécifiquement des osides de
structures diverses. En particulier, la lectine membranaire des cellules du
parenchyme hépatique qui reconnait des structures glucidiques comportant un
résidu galactose en position terminale, c'est-a-dire un galactose ayant toutes

30 ses fonctions alcooliques libres, ce qui est le cas de glycoprotéines sériques
désialysées [Ashwell G., Harford J. Carbohydrate-specific receptors of the
liver. Ann. Rev. Biochem., 1982, 51: 531-54].

La spécificité de ces lectines dépend du type de cellules et par
conseéquent, les lectines membranaires sont de bons candidats pour le transfert

35 de gene par des complexes glycoconjugués/ADN comme porteurs spécifiques.
Les glycoconjugués solubles portant des résidus de sucre définis ont é&té
utilisés pour introduire efficacement des médicaments, y compris des drogues
cytotoxiques, des toxines, des immunomodulateurs, des drogues antivirales
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[Monsigny, M., Roche, A.C., Kieda, C., Midoux, P. and Obrenovitch, A.
(1988) Biochimie 70: 1633-1649 2; Roche, A.C., Midoux, P., Pimpaneau,
V., Negre, E., Mayer, R. and Monsigny, M. (1990) Res. Virol. 141: 243-
249] et des oligonucléotides [Bonfils E., Depierreux C., Midoux P., Thuong
N.T., Monsigny M., Roche A.C. Drug targeting: synthesis and endocytosis of
oligonucleotide-neoglycoprotein conjugates. Nucleic Acids Res., 1992, 20:.
4621-9; Bonfils E., Mendés C., Roche A.C., Monsigny M., Midoux P.
Uptake by macrophages of a biotinylated oligo-ci-deoxythymidylate by using
mannosylated streptavidin. Bioconjuguate Chem., 1992, 3: 277-84].

Le transport des plasmides par des macromolécules susceptibles d'étre
reconnues spécifiquement par des composés de la membrane plasmique des
cellules cibles releve d'une démarche imitant le mécanisme d'entrée du
matériel génétique viral dans la cellule. Dans tous les cas décrits jusqu'a
présent, le complexe plasmide-transporteur macromoléculaire est reconmu
spécifiquement par un récepteur membranaire qui entraine le complexe dans
des vésicules d'endocytose, dans des endosomes, et probablement dans

d'autres compartiments intracellulaires plus profonds, éloignés de Ila

membrane plasmique.

Cependant, le passage transmembranaire de I'ADN plasmidique est une
étape critique vis a vis de la libération dudit ADN dans le cytosol et/ou le
noyau, ou Je géne sera exprimeé.

L'invention a pour objet de nouveaux complexes stables d'acide
nucléique et de polymeére substitué.

L'invention a également pour objet de nouveaux complexes d'acide
nuciéique et de polymeére substitués susceptibles, en se dissociant, de relarguer
I"acide nucléique, afin de permettre une bonne expression de I'acide nucléique
dans les cellules.

L'invention a pour objet de nouveaux complexes d'acide nucléique et de
polymeére substitué ne présentant pas de signaux de reconnaissance et
susceptibles de transfecter plusieurs types de cellules.

L'invention a pour objet de nouveaux complexes d'acide nucléique et de
polymere substitué présentant des signaux de reconnaissance reconnus par des
récepteurs membranaires, conférant un caractére sélectif de la transfection vis
a vis de différents types cellulaires.

-L'mmvention a pour objet un procédé de transfection spécifique in vitro ou
in vivo.
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L'invention a également pour objet de nouveaux conjugués de polylysine
susceptibles d'étre complexés a un acide nucléique en vue de ia transfection
s€lective d'une cellule.

L'invention a également pour objet de nouvelles compositions

5 pharmaceutiques contenant,  titre de substance active, un complexe d' ADN et
de polymere substitué, notamment de polylysine substituée.

L'invention a également pour objet de nouveaux complexes d'acide
nuciéique et de polymére substitué possédant une haute solubilité dans le
sérum physiologique et divers milieux de cultures, susceptibles d'étre

10 administrés in vivo 2 des doses trés élevées.

Dans une de ses définitions les plus générales, !'invention concerne un
complexe entre au moins un acide nucléique qui est chargé négativement et au
moins un conjugué polymérique chargé positivement, la liaison entre 1'acide
nucléique et le conjugué polymérique étant de nature électrostatique, le

15 conjugué polymérique contenant des motifs monomeéres portant des fonctions
NH3 + libres des susdits motifs et étant tel que:

- les fonctions NH3 T libres des susdits motifs sont substituées dans un
rapport d'au moins 10%, avantageusement de 45% a 70%, notamment de
60%, ce rapport étant déterminé par méthode colonmetrlque (Fields R. (1971)

20 The measurement of amino groups on proteins and peptides. Biochem. J.,
124: 581-590) ou avantageusement de 35% & 70%, notamment de 40%, ce
rapport €tant déterminé par résonance magnétique nucléaire (RMN), par des
résidus non chargés entrainant une diminution des charges positives par

rapport au méme conjugué polymérique non substitué, facilitant le relargage
25 de 1'acide nucléique par la dissociation du compiexe,

- les susdits résidus possédant en outre les propriétés suivantes:
—> ils comportent au moins un groupe hydroxyle,

— 1ls ne correspondent i aucun signal de reconnaissance
reconnu par un récepteur membranaire cellulaire,

30 - les fonctions NH3™ libres des susdits motifs et/on les groupes
hydroxyles des susdits résidus pouvant étre également substituées par une
molécule qui constitue un signal de reconnaissance reconnu par un récepteur
membranaire cellulaire, sous réserve que le comjugué polymérique, aprés
substitution par les susdits résidus et par les susdits signaux de reconnaissance,

35 contienne au moins 30% de fonctions NH3 * libres.

L'originalit¢ de l'invention repose sur l'utilisation d'un polymeére
substitué par une quantité suffisante de résidus permettant,
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1) de former des complexes stables avec un acide nucléique, ARN et
ADN, notamment 1'ADN, par interactions €lectrostatiques avec les charges
négatives de 1'acide nucléique, notamment de I'ADN et le reste des charges
positives du polymére substitué par les susdits résidus, et

i) de faciliter la dissociation du complexe et le relargage de l'acide
nucléique afin de permettre une bonne expression du géne dans les cellujes.

En effet, le susdit polymére substitué permet une condensation de I' ADN
qui reste trés forte par suite d'un phénomeéne coopératif entre les charges
positives et négatives du polymeére et de I'ADN. Le polymeére substitué par
exemple a 58% avec un susdit résidu posséde moins de charges positives, ce
qui réduit la coopérativité des interactions et facilite la dissociation entre
I'ADN et le polymére.

La dissociation du complexe peut étre mesurée dans les conditions
décrites & propos de la figure 6.

Pris isolement, le conjugué polymérique contient des monoméres portant
des fonctions NHj libres, susceptibles dans les conditions de pH appropriées
(pH < 10), de devenir NH3+.

Par ailleurs, la présence d'un signal de reconnaissance membranaire
cellulaire n'est pas obligatoire.

L'expression selon laquelle "les résidus substituant NH3* ne
correspondent a aucun signal de reconnmaissance membranaire cellulaire”
signific qu'ils ne correspondent i aucun signal dans la mesure des
connaissances actuelles de la littérature.

Par signal de reconnaissance reconnu par un récepteur membranaire

capable de reconnaitre sélectivement  un ligand (affinité
signal-récepteur > 1031/mole).

Le nombre de signaux de reconnaissance qui substituent les NHj3+
libres des susdits motifs et/ou les groupes hydroxyles des susdits résidus varie
de 0440%.

Etant donné que le nombre de NH3 + libres sur le conjugué polymérique
doit tre d'au moins 30%, lorsque les NH3+ des susdits motifs sont substitués
par 10% de résidus non chargés notamment gluconoyle, les signaux de
reconnaissance peuvent étre jusqu'a 40% sur les 90% des NH3* non engagés
avec des résidus non chargés et/ou sur les groupes hydroxyles des susdits
résidus. Lorsque les NH3t des susdits motifs sont substitués par 45% de
résidus non chargés, les signaux de reconnaissance peuvent étre sur 25 des
55% des NH3T non engages avec les résidus non chargés et/ou sur les

PCT/FRI95/00535
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hydroxyles des susdits résidus. En revanche, lorsque le nombre de NH3™*

engages dans des liaisons avec les résidus augmente jusqu'a 70%, afin que le

conjugué polymérique garde au moins 30% de NH3* libres, les signaux de

reconnaissance ne peuvent plus étre que sur les hydroxyles des susdits résidus.

5 Le taux de substitution des fonctions NH3 ¥ libres des susdits motifs par
des résidus non chargés peut étre déterminé selon 2 méthodes:

1°) une méthode colorimétrique aprés réaction de I'acide

2,4,6 trinitobenzeéne sulfonique (TNBS) (Fields R. (1971) The measurement of

amino groups on proteins and peptides. Biochem. J., 124: 581-590) avec les

10 groupes e-amino des résidus lysine libres de la polylysine gluconoyiée par
rapport a la polylysine non substituée;

le nombre moyen de résidus gluconoyle fixés par molécule de polylysine
est obtenu par différence avec le nombre moyen de résidus lysine par molécule
de polylysine;

15 2°) une méthode physique en utilisant la résonance magnétique nucléaire
(RNM); les spectres RMN sont réalisés 2 300 MHz avec 4 mg de polylysine
gluconoylée Iyophilis€ée dans D7O et repris dans 0,5 ml de DyO (Figures 9 et
10);

le nombre moyen x de résidus gluconoyle fixés par molécule de
20 polylysine est déterminée a partir de la relation:
X = 3/2 . (bgjca/hyys). DP
ol hy s est la valeur de I'intégration a 1,7 ppm correspondant aux 6 protons
des carbones 3, 4 et 5 (Figure 1) d'un résidu lysine de la polylysine, hg.a est
la valeur de I'intégration 4 3,8 ppm correspondant 4 4 protons d'un groupe
25 . gluconoyle (Figures 9 et *10) et DP est le degré de polymérisation de la
polylysine;
la formule ci-dessus est a adapter en fonction de la nature du résidu.
Il faut noter que la détermination du nombre de résidus non chargés sur
le conjugué polymérique dépend de la méthode utilisée. Ce nombre est
30 surestimé lorsque 1'on utilise le dosage coloriméirique qui permet de calculer
par différence un nombre relatif de résidus non chargés sur le conjugué
polymérique. En revanche, la RMN permet de calculer directement le nombre
de résidus non chargés indépendamment de la concentration en conjugué
polymérique.
35 Dans ce qui précéde ou dans ce qui suit, sauf indications contraires, le

taux de substitution des fonctions NH3* libres est donné dans le cadre de la
méthode colorimétrique.
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L’invention concerne un complexe entre au moilns
un acide nucléique chargé négativement et au moins
un conjugué polymérigue chargé positivement, 1la
liaison entre 1l'acide nucléique et le conjugué
polymérique étant de nature électrostatique, le

conjugué polymérique contenant un polymere formé de

+
motifs monomeres portant des fonctions NHy libres
des susdits motifs et étant tel que
- les fonctions NH3+1ihmes des susdits motifs sont

substituées dans un rapport d’'au moins 10% par
des résidus Nnon chargés entralinant une
diminution des charges positives par rapport au
méme conjugué polymérique non substitué,

facilitant le relargage de 1l'acide nucléigue par

la dissociatlion du complexe,

- les susdits résidus possédant les propriétés
sulvantes
- 1ls comportent au moins un groupe hydroxyle,
- ils ne correspondent a aucun signal de
reconnalssance reconnu par un récepteur

membranaire cellulaire,

- les fonctions, choisies parmi le groupe composé

+

de fonctions NHy libres des susdits motifs et

les groupes hydroxyles des susdits résidus,

pouvant étre substituées par au moins une

molécule quil constitue un signal de
reconnailssance reconnu par un récepteur
membranalre cellulaire, sous réserve gue le

) S hah 1 1 %
conjugué polymérigque contienne au moins 30% de

fonctions NH3+ libres.




10

15

20

25

30

CA 02187629 2003-12-19

6a

LL’invention concerne également un conjugué

polymérique chargé positivement, contenant des

moti1fs portant des

+
‘onctions NHy libres et étant

|

tel que

+

les fonctions NHy libres des susdits motifs sont

substituées dans un rapport d’au moins 10% par
des résidus non chargés entralnant une
diminution des charges positives par rapport au
méme conjugué polymérigque non substitué,
facilitant le relargage de 1l’acide nucléique par

la dissociation du complexe,

les susdits résidus possédant les propriétés

sulvantes
- 11s comportent au molins un groupe
hydroxyle,
- 11ls ne correspondent a aucun
signal de reconnalssance reconnu par

un récepteur membranaire cellulaire,

les fonctions, cholsies parmi le groupe composé

r
o

s et

de fonctions NI—I3+ libres des susdits moti:

les groupes hydroxyles des susdits résidus,
pouvant é&tre également substituées par au moins
une molécule qui constitue un signal de
reconnaisgsance reconnu par un récepteur
membranalre cellulaire, sous réserve que le

conjugué polymérigque contienne au moins 30% de
fonctions NH3Jr libres.

L’1nvention concerne notamment une utilisation

du complexe défini ci-dessus pour la transfection in

vi

tro ou ex vivo de cellules ainsi gu’une trousse

commerclale comprenant le complexe défini ci-dessus
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et des instructions pour la transfection i1n vitro ou

ex vivo des cellules.
I, invention concerne aussil une trousse
commerciale comprenant :
- le complexe selon 1l’une des quelcongues
revendications définies ci-dessus substitué

par un résidu entralnant une diminution des

-

+ . '
charges des groupes NHy libres, ce conjugue

polymérigque pouvant comporter un signal de
reconnalssance reconnu par un  récepteur

membranalire cellulaire, ledit signal pouvant

tre fixé sur le susdit conjugué polymérique;

- des réactifs permettant la fixation

éventuelle du signal de reconnalissance sur le

susdit conjugué polymérique;

- des réactifs permettant la transfection
d’une cellule par le susdit complexe.

1.’ invention concerne notamment une utilisation

du conjugué défini ci-dessus pour la transfection 1in

vitro ou ex vivo de cellules ainsi gqu’une trousse

commerciale comprenant le conjugué défini ci-dessus

et des instructions pour la transfection in vitro ou

ex vivo des cellules.
L' invention concerne aussi une trougse

commerclale comprenant

- le conjugué polymérigue selon l’'une des

quelconques revendications définiles cil-dessus

substitué par un résidu entralnant une

diminution des charges des groupes NHjy"
libres, ce conjugueé polymérigque pouvant
comporter un signal de reconnalssance reconnu

par un récepteur membranaire cellulaire, ledit
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signal pouvant étre fixé sur le susdit

conjugué polymérique;

- des réactifs permettant la fixation
éventuelle du signal de reconnaissance sur le

susdit conjugué polymérigque;

F

- des réactifs permettant la formation du

complexe selon 1 "une des quelconques

revendications définies ci-dessus;

- des réactifs permettant la transfection
d’une cellule par le susdit complexe;

- un vecteur contenant au moins un gene a
transférer et un systéme de régulation du

susdilt géne;

et ou le signal de reconnaissance est cholsi en

fonction de la cellule a transfecter.

.’ invention concerne également une  méthode
d’ introduction d’ un acide nucléique chargé
négativement dans une cellule 1n vitro ou ex VvVivo,

comprenant :

- mettre en contact le complexe selon 1’une

quelcongue des revendications définles cl-dessus

avec la cellule; et

- permettre le passage du complexe dans le
cytoplasme de la cellule.

L’ invention concerne une composition

pharmaceutique, caractérisée en ce gu’elle comprenne

le complexe défini cl-dessus et un  véhicule
pharmaceutigquement acceptable ainsi qu’une
composition pharmaceutique, caractérisée en ce

qu’elle comprenne le conjugué défini cili-dessus et un

véhicule pharmaceutigquement acceptable.
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L’'invention concerne notamment une utilisation du
complexe défini ci-dessus pour la préparation d’un
médicament ou d’un vaccin ainsi qu‘une utilisation du
conjugué défini ci-dessus pour 1la préparation d’un

médicament ou 4d’un vaccin.
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L'invention concerne notamment un complexe entre au moins un acide
nucléique chargé négativement et au moins un conjugué polymérique chargé
posiivement, laz haison entre l'acide nucléique et le conjugué polymérique

€tant de nature €lecurostatique, le conjugué polymérique contenant un

t N

polymere formé de motifs monomeres portant des fonctions NH3 ™ libres des
susdits motifs et €tant tel que:

- les fonctions NH3 ™ libres des susdits motifs sont substituées dans un
rapport d'au moins 10%, avantageusement de 45% a 70%, notamment de
60%, par des résidus non chargés entrainant une diminution des charges.
10 pOSIlIVES par rapport au méme conjugué polymeérique non substitué, facilitant

le relargage de |'acide nucl€éique par la dissociation du complexe,

- les susdits résidus possédant en outre les propriétés suivantes:

— 1ls comportent au moins un groupe hydroxyle,
— 1ls ne correspondent a aucun signal de reconnaissance
1S reCONNu par un récepteur membranaire cellulaire,

- les fonctions NH3 7 libres des susdits motifs des susdits résidus
pouvant €tre €galement substituées par au moins une molécule qui constitue un
signal de reconnaissance reconnu par un récepteur membranaire cellulaire,
sous reéserve que le conjugué polymeérique contnienne au momns 30% de

20 fonctions NH3 ™ libres.

L'mnvention concerne notamment un complexe entre au moins un acide
nucléique chargé negauivement et au moins un conjugué polymeérique chargeé
positivement, la liaison entre ]'acide nucléique et le conjugué polymérique

étant de nature ¢électrostatique, le conjugue polymérique contenant un

tJ
A

polymere formé de motifs monomeéres portznt des fonctions NH3 T libres des
susdits moufs et étant tel que:

- les fonctions NH3 ™ libres des susdits motifs sont substituées dans un
rapport d'au momns 10%, avantageusement de 45% a 707, notamment de

60% ., par des résidus non chargés entrainant une diminution des charges

L)

positives par repperi et méme conjugué polymérique non substitue, faciitant
ie relargage de ! acide nucléique par la dissociation du complexe,
- les susdits résidus possédant en outre les propri€tés suivantes:
— 1§ comportent au moins un groupe hydroxyle,

— 1ls ne correspondent z aucun signal de reconnaissance

(,)
th

reconnu par un récepteur membranaire cellulaire,
- Jes groupes hvdroxvies des susdits résidus pouvant étre substituées par

cU MOINS Un€ mCIECUIE Qul CONSlue un Signzl G€ reCOnnalssance reconmnu par
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un récepteur membranaire cellulaire, sous réserve que le conjugué
polymérique contienne au moins 30% de fonctions NH3 * libres.
Selon un mode de réalisation avantageux, l'invention concerne un
complexe entre au moins un acide nucléique chargé négativement et au moins
5 un conjugué polymérique chargé positivement, la liaison entre I'acide
nucléique et le comjugué polymérique étant de nature électrostatique, le
conjugué polymérique contenant un polymeére formé de motifs monomeéres
portant des fonctions NH3 + libres, notamment des résidus de lysine et étant
tel que:

10 - les fonctions NH3+ libres des susdits motifs sont substituées dans un
rapport d'au moins 10%, avantageusement de 45% i 70%. notamment
d'environ 60%, par des résidus non chargés entrainant une diminution des
charges positives par rapport au méme conjugué polymérique non substitué,
facilitant ainsi la dissociation du complexe et le relargage de 1'acide nuciéique,

15 - les susdits résidus possédant en outre les propriétés suivantes:

~> ils comportent au moins un groupe hydroxyle,
— 1Is ne correspondent 4 aucun signal de reconnaissance de
cellules,
- 0 a 40% du nombre des fonctions NH3 T libres des susdits motifs &tant

20 également substituées par une molécule qui constitue un signal de
reconnaissance reconnu par un récepteur membranaire cellulaire, ce signal de
reconnaissance ayant un poids moléculaire inférieur 3 5000, sous réserve que
le conjugué polymérique contienne au moins 30% de fonctions NH3+ libres,

et lorsqu'il est présent, ce signal de reconnmaissance pouvant 1'étre 3

25 raison d'une molécule pour environ 10 000 motifs du conjugué polymérique
ou d'environ 60 molécules pour environ 10 000 motifs du conjugué
polymérique.

L'invention concerne plus particuliérement un complexe entre au moins -
un acide nucléique chargé négativement et au moins un conjugué polymérique
30 Chargé positivement, la liaison entre l'acide nucléique et le conjugué
polymérique étant de nature électrostatique, le comjugué polymérique
contenant un polymere formé de motifs monoméres portant des fonctions
NH3 T libres, notamment des résidus de lysine et étant tel que:
- les fonctions NH3* libres des susdits motifs sont substituées dans un
35 rapport d'au moins 10%, avantageusement de 45% a 70%, notamment
d'environ 60%, par des résidus non chargés entrainant une diminution des
charges positives par rapport au méme conjugué polymérique non substitué,
facilitant ainsi la dissociation du complexe et le relargage de I'acide nucléique,

B 4B BB BR SR S S
- em SA BB S BB SR mEm ® e — A —
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- les susdits résidus possédant en outre les propriétés suivantes:
~> ils comportent au moins un groupe hydroxyle,
— 1ls ne correspondent 3 aucun signal de reconnaissance
membranaire cellulaire,
- les fonctions NH3 ¥ libres des susdits motifs pouvant étre également
substituées par une molécule qui constitue un signal de reconnaissance

membranaire cellulaire, ce signal de reconnaissance ayant un poids
moléculaire inférieur a4 5000,

et lorsqu'il est présent, ce signal de reconnaissance pouvant ['étre a
raison d'une molécule pour environ 10 000 motifs du conjugué polymérique
ou d'environ 60 molécules pour environ 10 000 motifs du conjugué
polymérique.

Dans ces conditions, compte tenu du faible nombre de signaux de

reconnaissance, au moins 30% des NH3+ du conjugué polymérique sont
libres.

Lorsqu'ils sont présents, les signaux de reconnaissance ont pour but de
conférer a la transfection la sélectivité de la transfection vis & vis de différents
types cellulaires et de rendre efficace Ia transfection in vivo.

Les signaux de reconnaissance ont également pour effet, compte tenu de
leur charge généralement neutre, d'entrainer une diminution des charges
positives du conjugué polymérique.

Les signaux de reconnaissance sont des molécules de petite masse
moléculaire (< 5000 daltons).

Le nombre de molécules de signal de reconnaissance fixé sur le
poiymeére modifié peut étre,

- pour une molécule signal de trés haute affinité vis 3 vis de son
récepteur, de 0,5 4 5, avantageusement 1 molécule pour environ 10 000 motifs
monomeres de polymére substitué soit 1 molécule pour environ 50 molécules
de polymére substitué;

- pour une molécule signal de moyenne affinité vis 3 vis de son
récepteur, d'environ 10 i environ 100, avantageusement 60 molécules pour
environ 10 000 motifs monomeéres de polymeére substitué.

Une molécule signal de trés haute affinité correspond 2 une valeur de Ka
d'au moins 106 I/mole.

Une molécule signal de moyénne affinité correspond 3 une valeur de Ka
d'au moins 104 I/mole.

PCT/FR95/00535
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Selon un mode de réalisation avantageux, dans les complexes de

I"invention, le polymére contient un groupement polymérique de formule (I)
suivante:

—FNH-—-—CH——C-—-—-*—

dans laquelle:

. P est un nombre entier variant de 2 4 500 de préférence de 150 a
200,

. I est un nombre entier variant de 1 a 5 et vaut de préférence 4,

. Ce groupement polymérique contenant un nombre de p radicaux R
parmi lesquels:

* 10% a 70% du nombre des radicaux R représentent un
groupe NH-CO-(CHOH)-Rj, notamment un reste dihydroxypropionoyie,
érythrononoyle, thréonoyle, ribonoyle, arabinoyle, xylonoyle, . lyxonoyle,
gluconoyle, galactonoyle, mannonoyle, glycoheptonoyle, glycooctonoyle,

. M est un nombre entier de 2 a 135, de préférence de 2 1 7,

. Ry représente H ou un radical alcoyle de 1 & 15 atomes de carbone,
notamment CH3

* le reste des radicaux, c'est-d-dire 30% a 90% du nombre
des radicaux R représentent NH3 +,

* R pouvant en outre étre constitué de 0 4 25% par une
molécule qui constitue un signal de reconnaissance, sous réserve que le
conjugué polymérique contienne au moins 30% de fonctions NH3+ libres, et
notamment & raison de 0,5 & 5, avantageusement de 1 molécule pour environ
10 000 motifs,

ou a raison de 10 a 100, avantageusement de 60 molécules pour environ
10 000 motifs.

Selon un mode de réalisation avantageux, l'invention concerne un
complexe comme définit précédemment, dans lequel le polymére comprend un
groupement polymérique de formule (II):

PCT/FR95/00335

()
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. P a les significations indiquées ci-dessus,
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NH-CO-(CHOH)y-R1, m et Ry ayant la signification indiquée ci-dessus,

* le reste des radicaux, c'est-a-dire 30% 2 90% du nombre des
radicaux R représentent NH3 ¥, et de 0 4 25% des radicaux R pouvant étre
subtitués par une rﬁolécule qui constitue un signal de reconnaissance reconmu
par un récepteur membranaire cellulaire, sous réserve que le conjugué
polymeérique contienne au moins 30% de fonctions NH3 ™ libres.

Selon un autre mode de réalisation, dans les complexes de ['invention, le
polymere comprend un groupement polymérique de formule (II):

4 NH—CH—c—

dans laquelle:

. P a les significations indiquées ci-dessus,
*10% a 70% du nombre des résidus R représentent un groupe
NH-CO-(CHOH)-R1, m et Ry ayant la signification indiquée ci-dessus,

* le reste des radicaux, c'est-a-dire 30% 3 90% du nombre des
radicaux R représentent NH3 +.

Dans cette classe de complexes de 1'invention, le polymére est de la
polylysine.

Comme le montrent les exemples, les cellules HepG2 (hepatocarcinome
humain) sont efficacement transfectées par de Ia polylysine substituée par 58 +
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12% (110 + 22 résidus) gluconoyles (environ 300 fois plus qu'avec le
plasmide seul). Les polylysines substituées par peu ou trop de résidus
gluconoyles sont pas ou peu efficaces pour obtenir une bonne transfection.

La polylysine substituée par 58 + 12% de gluconoyles a permis de
transfecter différentes cellules (humaines et murines, adhérantes ou en

suspension) avec une grande efficacité, modulée selon le type cellulaire et le
promoteur utilisé.

Selon un autre mode de réalisation avantageux, dans les complexes de
I'invention, le polymére comprend un groupement polymérique de formule

dD:
—
——NH—-CH—C—‘lf -

| |
(CHp4 O

L R _Jp

dans laquelle:

p 2 la signification indiguée ci-dessus,

. ce groupement polymérique contenant un nombre p radicaux
R parmi lesquels:

* 10% a 70% du nombre des radicaux R représentent un
groupe NH-CO-(CHOH)-R1, m et Ry ayant les significations indiquées ci-
dessus,

* le reste des radicaux, c'est-id-dire 30% i 90% des
radicaux R représentent d'une part NH3* et d'autre part une molécule qui
constitue un signal de reconnaissance & raison de 0,5 & 5, avantageusement de
1 molécule pour 10 000 motifs.

Selon un autre mode de réalisation, dans les complexes de 1'invention,
le polymere comprend un groupement polymérique de formule (ID):

PCT/FR95/00535%
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dans laquelle:
. P 2 la signification indiquée ci-dessus,

- C¢ groupement polymérique contenant un nombre p radicaux R parmi
lesquels:

* 10% a 70% du nombre des radicaux R représentent un

groupe NH-CO-(CHOH)-Rj, m et Ry ayant les significations indiquées ci-
dessus,

* le reste des radicaux, c'est-d-dire 30% a 90% de ces
radicaux R représentent d'une part NH3 ¥ et d'autre part une molécule qui

constitue un signal de reconnaissance i raison de 10 i 100, avantageusement
de 60 molécules pour environ 10 000 motifs.

Dans les complexes de I'invention, le signal de reconnaissance peut étre
choisi parmi:
A) - des osides simples ou complexes reconnus par des lectines
membranaires, et choisis parmi:

a. Asialo-oligoside de type triantennaire lactosamine: récepteur
d'asialoglycoprotéine

Galp 4GIcNAcp 2 Manc 6

™~
Galp 4GIcNAcB 4 /
\Manoc 3

Galp 4GIcNAcp 2

Manf3 4GIcNAcB 2 4GlcNAcB —»
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b. Asialo oligoside de type lactosamine tetraantennaire: récepteur
d'asialoglycoprotéine

Galf3 4GIcNAcP 6

5 \Mana 6
Galp 4GIcNACB 2 \

Manf 4GlcNAcp 4GlcNAcB —

\Mana 3/

10 GalB 4GlcNAcP 2/

Galp 4GIcNAcp 4

c. Lewis x: LECAM 2/3

Galp 4

15 \GICNACB 3Galp —»
Fuca 3/

d. Lewis x sialyl: LECAM 3/2

20 NeuSAca3Galp 4
\

/

GlcNAcp 3Galp —
Fuca 3

e. Dérivé de Lewis x sulfaté (HNK1): LECAM 1
25

(S0O37) 3GIc UAP 3Galp 4

Fuca 3 /

GlcNAcf 3Galp 4Glc »>

30 f. Oligomannoside: récepteur du mannose

Mana 2Mano 6\
Mana 6

Mana 37 S Mang 4GIcNAcB 4GIcNACS —
35

Mano 2ZMano Mana 3
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g. Oligomannoside phosphorylé: récepteur de mannose 6 phosphate

(I'IPO3') 6
Mana 6

Mano, 2 — ™~ Mano. 6

Mana 3 -~ \
Man( 4GlcNAcp 4GIlcNAcS ~»
O37)6
(HP 3 ) \ /

Mang 2 =—— Mana 3
Mano 2 /

h. Oligosaccharide de type lactosamine sulfaté: récepteur de GalNAc
4 sulfaté

(S037) 4GIcNAcf 4GlcNAcp 2Mana 6

Man[} 4GlcNAcP 4GIcNAcS —» —
(S03) 4GIcNACcP 4GicNAcB 2Mano. 3

B) des peptides
a) peptides anti-inflammatoires ou certains de leurs fragments reconnus
par des récepteurs de la paroi vasculaire, tels que par exemple:

- polypeptide vasodilatateur intestinal (VIP)
HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSILN -NH»
- polypeptide atrial natriurétique (ANP)
SLRRSSCFGGRMDRIGAQSGLGCNSFRY
- lipocortine
HDMNKVLDL
- bradykinine
RPPGFSPFR;

b) peptides ligands des intégrines, tels que les peptides contenant la
seéquence RGD tel que le récepteur de la fibronectine;
c) facteurs chimiotactiques, tels que les formyl peptides et antagonistes:
FMLP, (N-formyl-Met-Leu-Phé);
d) hormones peptidiques tels que
a-MSH: Ac-SYSMEHFRWGKPV-NH,
C) Métabolites naturels tels que:
- la biotine,
- le tétrahydrofoiate,
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- I'acide folique,
- la carnitine.
Dans les complexes de 1'invention, l'acide nucléique peut étre choisi
parmi:
5 a) des génes marqueurs, tels que
- génes contenant la Iuciférase,
- geénes contenant la B-galactosidase,
- genes contenant la chioramphénicol acétyl transférase,
- genes conférant la résistance a4 un antibiotique, tel que
10 'hygromycine ou ia néomycine‘;
b) des genes a visée thérapeutique, tels que
- récepteurs des lipoprotéines de faible densité, déficient dans les cas
d'hypercholestéroiémie (foie),

- facteurs de coagulation: facteurs VIII et IX,
15 - phénylalanine-hydroxylase (phénylcétonurie),
- adénosine désaminase (immunodéficience ADA),

- enzymes lysosomiques, tels que la B-glucosidase dans le cas de la
maladie de Gaucher,

- dystrophine et minidistriphine (myophatie),
20 - tyrosine hydroxylase (Parkinson),
- facteurs de croissance des neurones (Alzheimer),

- CFTR cystic-fibrosis transmembrane conductance regulator
(mucoviscidose),

- alphal-antitrypsine,
25 - cytokines (interleukines, TNF: facteur de nécrose des tumeurs),
- thymidine kinase du virus Herpes simplex,
- NO synthase,
- récepteurs de 1'angiotensine II,
- génes suppresseurs de tumeurs, tels que le géne de la protéine pS3,

30 - protéines du MHC, systéme majeur d'histocompatibilité, en
particulier HLA-B7,

- cytosine désaminase,
- génes codant pour des ARN sens et antisens,
- génes codant pour des ribozymes,

35 c) des geénes a visée vaccinale

- génes codant pour des antigénes viraux (vaccination), par exemple:
geéne codant pour la nucléoprotéine du virus de la grippe.

[ ——— [ — rp— AN G IS G G U P
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Une classe avantageuse de complexes selon !'invention, comprend ceux
dans lesquels:

- le polymére, notamment la polylysine présente un degré de
polymérisation d'environ 100 & environ 500, de préférence 190,

- les fonctions NH3 + libres des motifs lysine étant substituées i 60%
par des groupements gluconoyle et éventuellement par une molécule
constituant un signal de reconnaissance pour 10 000 résidus de lysine lorsque
ladite molécule signal posséde une affinité d'au moins 106 I mole-! vis a vis du
récepteur de la cellule que le complexe doit cibler ou éventuellement par 60
molécules de signal de reconnaissance pour 10 000 résidus de lysine lorsque
ladite moiécule signal possede une affinité inférieure d'au moins 104 1 mole-!
vis & vis du susdit récepteur,

- I'acide nucléique présente un poids moléculaire d'environ 6.105 3
environ 25.100, et

- le rapport entre le nombre moyen de paires de base de ['acide
nucléique par molécule de motif de monomeére, notamment la lysine est
d'environ 0,9 a environ 1,1, de préférence d'environ 0,95 3 environ 1,05.

L'invention concerne également un conjugué polymérique chargé
positivement, la liaison entre l'acide nucléique et le conjugué polymérique
étant de nature électrostatique, le conjugué polymérique contenant un
polymeére formé de motifs monomeres portant des fonctions NH3 + libres des
susdits motifs et étant tel que:

- les fonctions NH3 * libres des susdits motifs sont substituées dans un
rapport d'au moins 10%, avantageusement de 45% i 70%, notamment de
00%, par des résidus non chargés entrainant une diminution des charges
positives par rapport au méme conjugué polymérique non substitué, facilitant
le relargage de I'acide nucléique par la dissociation du complexe,

- les susdits résidus possédant en outre les propriétés suivantes:

~> ils comportent au moins un groupe hydroxyle,
- —> 1Is ne correspondent 4 aucun signal de reconnaissance
reconnu par un récepteur membranaire cellulaire,

- les fonctions NH3™ libres des susdits motifs et/ou les groupes
hydroxyles des susdits résidus pouvant étre également substituées par au moins
une molécule qui constitue un signal de reconnaissance reconnu par un
recepteur membranaire cellulaire, sous réserve que le conjugué polymérique
contienne au moins 30% de fonctions NH3+ libres.

Ce conjugué polymérique est un composant intermédiaire des complexes
décrits précédemment.

PCT/FRIS5/00535
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Selon un mode de réalisation avantageux, l'invention concerne un
conjugué polymérique chargé positivement, la liaison entre ['acide nucléique et
le comjugué polymérique étant de nature électrostatique, le conjugué
polymérique contenant un polymére formé de motifs monoméres portant des

5 fonctions NH3 * libres des susdits motifs et étant tel que:

- les fonctions NH3 * libres des susdits motifs sont substituées dans un
rapport d'au moins 10%, avantageusement de 45% i 70%, notamment de
60%, par des résidus non chargés entrainant une diminution des charges
positives par rapport au méme conjugué polymérique non substitué, facilitant

10 le relargage de I'acide nucléique par Ia dissociation du complexe,

- les susdits résidus possédant en outre les propriétés suivantes:

—> 1is comportent au moins un groupe hydroxyle,
— 1ls ne correspondent 2 aucun signal de reconnaissance
reconnu par un récepteur membranaire cellulaire,

15 - les fonctions NH3 T libres des susdits motifs des susdits résidus
pouvant étre également substituées par au moins une molécule qui constitue un
signal de reconnaissance reconnu par un récepteur membranaire cellulaire,
sous réserve que le conjugué polymérique contienne au moins 30% de
fonctions NH3 + libres.

20 Selon un mode de réalisation avantageux, l'invention concerne un
complexe entre au moins un acide nucléique chargé négativement et au moins
un conjugué polymérique chargé positivement, la liaison entre 1'acide
nuciéique et le conjugué polymérique étant de nature électrostatique,
le conjugué polymérique contenant un polymere formé de motifs monomeres

25 portant des fonctions NH3 ™+ libres des susdits motifs et étant tel que:

- les fonctions NH3 T libres des susdits motifs sont substituées dans un
rapport d'au moins 10%, avantageusement de 45% i 70%, notamment de
60%, par des résidus non chargés entrainant une diminution des charges
positives, par rapport au méme conjugué polymérique non substitué, facilitant

30 le relargage de 1'acide nucléique par la dissociation du complexe,

- les susdits résidus possédant en outre les propriétés suivantes:

— 1ls comportent au moins un groupe hydroxyle,
— ils ne correspondent & aucun signal de reconnaissance
reconnu par un récepteur membranaire cellulaire,

35 - - les groupes hydroxyles des susdits résidus pouvant étre également
substituées par au moins une molécule qui constitue un signal de
reconnaissance reconnu par un récepteur membranaire cellulaire, sous réserve
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que le conjugué polymérique contienne au moins 30% de fonctions NH3+
libres.

L'invention concerne également un conjugué polymérique chargé
positivement, contenant des motifs portant des fonctions NH3* libres,
notamment des résidus de lysine et étant tel que:

- les fonctions NH3 ¥ libres des susdits motifs sont substituées dans un
rapport d'au moins 10%, avantageusement de 45% a 70% par des résidus non
Charges entrainant une diminution des charges positives par rapport au méme
conjugué polymérique non substitué,

- les susdits résidus possédant en outre les propriétés suivantes:

— 1ls comportent au moins un groupe hydroxyle,

— 1is ne correspondent a4 aucun signal de reconnaissance de
cellules,

- les fonctions NH3 ™ libres des susdits motifs pouvant étre également
substituées par une molécule qui constiue un signal de reconnaissance

membranaire cellulaire, ce signal de reconnaissance ayant un poids
moléculaire inférieur a 5000,

et lorsqu'il est présent, ce signal de reconnaissance peut I'étre i raison d'une
molécule pour environ 10 000 motifs du conjugué polymérique ou d'environ
60 molécules pour environ 10 000 motifs du conjugué polymérique.

Une classe avantageuse de conjugués polymériques de 1'invention
contient un groupement polymérique de formule suivante:

Sbe—

———NH—CH—C ——

L
(CHy), O

|
L R dp

dans laquelle:

. p est un nombre entier variant de 2 4 500 de préférence de 150 & 200
n est un nombre entier variant de 1 a 5 et vaut de préférence 4,

. €& groupement polymérique contenant un nombre de p radicaux R
parmi lesquels:

* 10% a 70% du nombre des radicaux R représentent un
groupe NH-CO-(CHOH),-Ry  notamment

PCT/FR95/60535
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un reste dihydroxypropionoyle, érythrononoyle, thréonoyle,
rtbonoyle, arabinoyle, xylonoyle, lyxonoyle, gluconotye, galactonoyle,
mannonoyle, glycoheptonoyle, glycooctonoyle, m est un nombre entier de 2 3
15, de préférence de 2 4 7,

5 - Rj représente H ou un radical alcoyle de 1 4 15 atomes de carbone,
notamment CHz,

* le reste des radicaux, c'est-a-dire 30% i 90% du nombre des
radicaux R représente NH3 T,
* R pouvant en outre étre constitué de 0 i 25% par une
10 molécule qui constitue un signal de reconmaissance, sous réserve que le
conjugué polymérique contienne au moins 30% de fonctions NH3 T libres, et
notamment a raison de 0,5 4 5, avantageusement de 1 molécule pour environ
10 000 motifs,

ou a raison de 10 a 100, avantageusement de 60 molécules pour
15 environ 10 000 motifs.

Une autre classe avantageuse de conjugués polymériques selon
I"invention contient un groupement polymérique de formule (ID):

—+—NH—CH—C -:‘—-
20 | |
4 (CHpy4 O
| |
R P
SO
25 dans laquelle p a les significations indiquées ci-dessus,
*10% a 70% du nombre des résidus R représentent un groupe
NH-CO-(CHOH)y-R1, m et Ry ayant la signification indiquée 2 Ia ci-dessus,
* Ie reste des radicaux, c'est-a-dire 30% 4 90% du nombre des
radicaux R représentent NH3 +. |
30 Une autre classe avantageuse de conjugués polymériques selon

I'mvention contient un groupement polymérigque de formule (ID):

35
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—E—-NH—-—CH——-C—-—

| |
(CHpy4 O

R

dans laquelle:
- p 2 la signification indiquée ci-dessus,

- C¢ groupement polymérique contenant un nombre p radicaux R
parmi lesquels:

* 10% a 70% du nombre des radicaux R représentent un
groupe NH-CO-(CHOH),-R1, m et R; ayant les significations indiquées ci-
dessus,

* le reste des radicaux, c'est-a-dire 30% 2 90% des radicaux R
représentent d'une part NH3 ¥ et d'autre part une molécule qui constitue un
signal de reconnaissance A raison de 0,5 3 5, avantageusement de 1 molécule
pour 10 000 motifs.

Une autre classe avantageuse de conjugués polymériques selon
I'invention contient un groupement polymériquede formule (II):

NH—CH —C
| [
(CHy)4 O
|
R P

dans laquelle:
. P a la signification indiquée ci-dessus,

- ¢¢ groupement polymérique contenant un nombre p radicaux R parmi
lesquels:

* 10% a 70% du nombre des radicaux R représentent un

groupe NH-CO-(CHOH);;-R1, m et Ry ayant les significations indiquées a la
revendication 2,
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* le reste des radicaux, c'est-a-dire 30% a 90% de ces
radicaux R représentent d'une part NH3 Vet d'autre part une molécule qui

constitue un signal de reconnaissance a raison de 10 4 100, avantageusement
de 60 molécules pour environ 10 000 motifs.

5 Dans les conjugués polymériques de |'invention, le signal de
reconnaissance membranaire cellulaire peut étre choisi parmi ceux explicités 2
propos des complexes décrits ci-dessus.

L'invention vise également un procédé de préparation de complexes
décrits ci-dessus.

10 De fagon générale, un polyméré comportant des amines primaires
(fonctions NH3* libres) est partiellement substitué par action d'un acide
organique hydroxylé (1'acide gluconoique en particulier), en milieu organique.

Par exemple, un sel de polylysine (notamment sous forme de p-toluéne
sulfonate) est dissous dans un solvant organique, (notamment le

15 diméthylsulfoxide) = en  présence d'une base (notamment la
diisopropyléthylamine) et traité par un acide organique hydroxylé activé
(notamment ia gluconolactone).

Les signaux de reconnaissance sont fixés sur le polymere, soit avant soit
apres 1'introduction des acides organiques hydroxylés.

20 ~ Les signaux de reconnaissance peuvent étre liés aux groupements aminés
du polymeére ou aux hydroxyles des acides organiques hydroxylés; ces
substitutions suivent 1'un quelconques des protocoles connus de !'homme de
I'art.

A titre d'exemple de fixation des signaux de reconnaissance sur la

25 polylysine gluconoylée, on indique ci-aprés la fixation d'osides ou
d'oligosides.

1) Fixation d'osides.
Des osides simples sont sous la forme de dérivés phénylisothiocyanates
qui peuvent réagir dans le DMSO en présence de diisopropyléthylamine avec

30 les fonctions g-amine des résidus lysines libres de Ia polylysine gluconoylée
comme précédemment décrit dans: Midoux et al., 1993, Nucleic Acids Res.,
21: 871-878.

2) Fixation d'oligosides.
Des oligosides complexes tels que les asialo-oligosides de types
35 {riantennaire ou tétraantennaire ou Lewis x sont obtenus sous forme de
glycopeptides selon la méthode décrite par Nadia Normand Sdiqui, 1995,
Synthése de glycoconjugués spécifiques de lectines membranaires et leur
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utilisation pour cibler oligonuciéotides et genes. (Doctorat universitaire du
5 janvier 1995, Universite d'Orleans).

Les glycopeptides sous forme phenylisothiocyanates sont fixes sur les
fonctions e€-amine des residus lysines hibres de la polylysine gluconoylee
comme précédemment décrit dans: Midoux et al., 1993, Nucleic Acids Res.,
21: 871-878.

Le complexe acide nucleique/conjugue polymerique est obtenu en
mélangeant une solution de l'acide nucl€ique conceme et une solution du

conjugué polymerique. De préférence, lesdites solutions sont préparees a

partir du sérum physiologique ou d'un tampon ou d'un milieu cytocompatible.

L'invention concerne ¢galement l'utilisation d'un complexe ou d'un
conjugué selon l'invention, pour la transfection in vitro, ex vivo ou in vivo de
cellules a I'aide d'un géne, notamment ceux definis précedemment.

L'invention vise €galement l'utilisation d'un complexe ou d'un conjugue
selon l'invention, pour transfecter des cellules qui peuvent étre choisies
parmi:

- des cellules souches hématopoietiques;
- cellules du foie;
- cellules des muscles squelettiques;
- cellules de la peau:
. fibroblastes,
. kératinocvtes,
. cellules dendritiques.
. melanocytes.
- cellules des parois vasculaires;
. endothéliales:
. musculaires lisses;
- cellules épithéhales des voies aeriennes;
- cellules du systéme nerveux central,
- cellules cancéreuses:
- cellules du systtme immunittaire, telles que lymphocytes,
macrophages, cellules NK etc...

Une méthode de transfection in vitro, ex vivo ou in vivo de l'invention
comprend la mise en présence un complexe de l'mvention, dans un milieu
contenant des cellules a transfecter, dans des conditions telles qu'il y a:

- passage du complexe a partir du milieu dans le cytoplasme des
cellules,
- relargage de l'acide nucléique impliqué dans le susdit complexe

dans le cytosol des cellules,
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- transcription et expression de 1'acide nucléique dans les cellules
transfectées.

L'acide nucléique est délivré dans le cytosol et/ou dans le noyau de la
cellule ou il doit s'exprimer.

L'invention concerne également des compositions pharmaceutiques,
comprenant a titre de substance active, 1'un au moins des complexes ou I'un au
moins des conjugués selon 1'invention, en association avec un véhicule
pharmaceutiquement acceptable. |

Les complexes ou conjugués de I'invention peuvent également étre partie
a une trousse ou un kit, comprenant par exemple:

- un conjugué polymérique selon I'invention, par exemple, la polylysine,
substituée par un résidu entrainant une diminution des charges des groupes
NH3 % libres, ce conjugué polymérique étant apte 2 comporter éventuellement
un signal de reconnaissance, lequel est préalablement fixé ou non sur le

conjugué polymérique, ledit signal de reconnaissance étant fonction de la
cellule 2 cibler,

- éventuellement un plasmide contenant au moins un géne a transférer, et
le systeme de régulation du susdit géne,

- des réactifs permettant la fixation éventuelle du signal de
reconnaissance sur le susdit conjugué polymérique,

- des réactifs permettant la formation d'un complexe selon l'invention
entre ie conjugué polymérique et le géne 2 transférer,

- des réactifs permettant la transfection de la cellule par le susdit
complexe.

Concernant le signal de reconnaissance, il faut souligner qu'il n'est pas
nécessairement présent sur le conjugué polymérique. Il peut en effet étre 3 part
dans la trousse et étre greffé sur le conjugué polymérique avant 1'utilisation.
Par ailleurs, le signal de reconnaissance peut étre absent de la trousse et
'utilisateur peut, en fonction des cellules i cibier, utiliser le signal de
reconnaissance de son choix pour le greffer sur le conjugué polymérique de la
trousse.

L'invention concerne également I'utilisation d'un complexe ou d'un
conjugué selon 1'invention, pour la préparation d'un médicament destiné, par
exemple, au traitement d'une déficience métabolique congénitale ou acquise,
ou au traitement de tumeurs, ou pour la préparation d'un vaccin, par exemple
vaccin contre la grippe.

Les conjugués polymériques et les complexes de 1'invention peuvent étre
utilisés pour transfecter ex vivo toute cellule apte 2 présenter un antigéne, par
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exemple, des précurseurs de macrophages, des macrophages, des cellules B ou
des cellules dendritiques.

Lorsqu'on souhaite transfecter des macrophages, ceux-ci peuvent étre
préparés selon la méthode décrite par M. Chokri et coll. dans Anticancer
Research 12, 2257-2260, 1992.

Les complexes et conjugués polymériques de l'invention peuvent étre
utilisés pour transfecter des macrophages en dehors de I'organisme, lorsqu'ils
sont en milieu de culture, avant ou aprés séparafion par €lutriation.

On peut utiliser une méthode analogue i celle utilisée pour la
transfection des cellules HepG2, mais en utilisant un oligosaccharide ciblant,

par exemple le récepteur du mannose: (pour la transfection des cellules
HepG2, on peut se reporter aux exemples ci-aprés ou a l'article de C. Sureau,
J. L. Romet-Lemonne, J. Mullins et M. Essex: "Production of hepatitis B
virus by a differentiated human hepatoma cell line after transfection with
cloned circular HBV DNA. Cell, 47, p. 3747, 1986, ou A 1'article de Midoux
et al., intitulé: "Specific gene transfer mediated by lactosylated poly-L-lysine
into hepatoma cells", Nucleic Acids Research, 1993, vol. 21, N° 4, pages
871-878).

Les macrophages transfectés "ex vivo" sont réinjectés au patient aprés
vérification de l'efficacité de la transfection selon des méthodes classigues
d'immunomarquage.

L'acide nuciéique dans le complexe de 1'invention peut étre:

- soit un géne A visée thérapeutique pour pallier une déficience
métabolique congénitale ou acquise, (par exemple, facteurs de coagulation, tel
que le facteur VHI ou le facteur IX),

- SOit un géne 4 visée vaccinale (par exemple, un géne codant pour une
protéine exprimée A la surface d'une tumeur, ou un géne de protéine virale,
bactérienne ou parasitaire).

Dans le cas d'une vaccination par réinjection de macrophages
transfectés, la protéine antigénique est exprimée et est en partie présente a la
surface du macrophage permettant une présentation antigénique MHC type 1
dépendante.

L'acide nucléique dans le complexe de I'invention peut étre également un
geéne conférant aux macrophages des propriétés nouvelles soit directement, soit
par expression de cytokines,

. cytokines ayant un effet directement sur le macrophage, }lui
conférant des propriétés physiologiques nouvelles:

PCT/FR95/00535
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par exemple: - transfection du géne du vy interféron: dans ce
cas le macrophage est auto activé en permanence, ce qui augmente ses
propriétés cytotoxiques;
- transfection du géne du TNFo modifié ou non; dans ce cas il
5 ¥ a augmentation des capacités anti tumorales des macrophages;
. Cytokines ayant un effet sur les populations cellulaires au voisinage
des macrophages transfectés:
par exemple: - transfection du géne de 1I'IL2 pour stimuler les

cellules T cytotoxiques au voisinage de la tumeur colonisée par les
10 macrophages.

Description des figures

Figure 1:

15 Elle représente un fragment de polylysine gluconoyiée,

Figure 1 bis:

Elle représente un fragment de polylysine dans laquelle certaines des
fonctions NH3* de la polylysine sont substituées telles que R = NH3* ou
20 NNHCO(CHOH)y, R, Ry ayant les significations indiquées ci-dessus.

Figure 1 ter:

Elle représente 1'analyse par électrophorése sur un gel d'agarose 4 0,6%

du plasmide pSV2Luc complexé avec des quantités variables de polylysine
25 gluconoylée.

Les complexes ADN/polylysine gluconoylée sont préparés en ajoutant
goutte a goutte sous mélange constant, des quantités variables (de 0 4 8 ug) de
polylysine gluconoylée dans 60 ul de DMEM, 2 2 ug (0,6 pmol) de plasmide
pSV2Luc dans 140 ul de DMEM. Aprés 30 minutes 2 20°C, 20 pl de chaque

30 ¢chantillon est analysé par électrophorése a travers un gel d'agarose a4 0,6%
contenant du bromure d'éthidium pour visualiser I'ADN dans un tampon Tris
borate EDTA (Tris 95 mM, acide borique 89 mM et EDTA 2,5 mM), pH 8,6.
PLK-GIcA/ADN = 0 (a), 15 (b), 30 (c), 60 (d), 90 (e), 120 (f), 150 (g),
180 (h), 210 (i) et 240 (3).

35

Figure 2:

Elle représente le transfert de géne dans les cellules HepG2 en utilisant
des polylysines gluconoylées (GlcA-pLK).
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Les valeurs des gluconoyles sont déterminées par dosage colorimétrique.

Les complexes ADN/polymére formés entre Ie plasmide pSV2Luc et la
polylysine substituée par différentes quantités de résidus gluconoyles (de 15 3
70%) ont été déterminés par électrophorése en gel d'agarose. La polylysine
substituée par plus de 140 résidus gluconoyles ne peut former un complexe
avec le plasmide.

Les cellules HepG2 ont été incubées & 37°C pendant 4 heures en
présence de 100 uM de chloroquine avec 1.5 nM de plasmide complexé avec
chacun des comjugués. Le milieu a été éliminé et les cellules ont été incubées
en absence de chloroquine et de plasmide. L'expression du géne de la
luciférase a été déterminée 48 heures plus tard en mesurant 1'activité de Ia
luciférase dans les lysats cellulaires. Les valeurs relatives de Ia lumiére émise
(RLU) ont été exprimées en mg de protéine ce qui correspond a 1,2 million de

cellules HepG2, en fonction du rapport molaire GicA/pLK et du degré de
substitution de polylysine (%).

Figure 2 bis:
Elle représente le transfert de géne dans les cellules HepG2 en utilisant

des polylysines gluconoylées dans les conditions identiques i celles décrites
pour la figure 2.

La différence avec la figure 2 est que les valeurs des gluconoyles sont
calculées a partir des résultats RMN.

Figure 2 ter:

Elle concerne la formation des complexes ADN/polylysine gluconoyiée.
Elle concerne notamment I'étude de la quantité de polylysine

- gluconoylée complexée par molécule d'ADN (plasmide de 5 kb) en fonction

du rapport molaire polylysine gluconoylée/ADN (P/ADN). Les complexes
ADN/ polylysine gluconoyiée sont formés dans 1 ml de DMEM entre le
plasmide pSV2Luc (3 pmoie) et de la polylysine gluconoyiée marguée avec la
fluorescéine et contenant 70 résidus gluconoyle. Les solutions sont
centrifugées a grande vitesse. La quantitté de polylysine gluconoylée
complexée par molécule d'ADN (colonnes blanches) est la quantité totale de
polylysine giluconoylée (déterminée en mesurant 1'absorbance i 495 nm des
solutions avant centrifugation (colonne hachurée) moins la quantité de

polylysine gluconoyiée libre (déterminée en mesurant 1'absorbance 3 495 nm
des surnageants aprés centrifugation: colonne noire).

PCT/FRI5/00535
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Figure 2 quater:

Elle concerne la formation des complexes ADN /polylysine gluconoylée

en fonction du nombre de résidus gluconoyles fixés sur la polylysine.
Les complexes ADN/polylysine gluconoylée sont formés dans 0,2 ml de
5 DMEM entre le plasmide pSV2Luc (0,6 pmole) et des polylysines
gluconoylées contenant jusqu'a 110 résidus gluconoyles. Le rapport
NH3 " /nucléotide représente le nombre de charges positives par polylysine
gluconoylée multiplié par le nombre de polylysine gluconoylée par ADN
divis¢ par le nombre de charges négatives portées par I'ADN dans les
10 complexes formés avec le pius petif rapport molaire polylysine
gluconoylée/ADN induisant un retard complet de I'ADN en électrophorése en
gel d'agarose. En insert: on a représenté la variation de la quantité de
polylysine gluconoylée par molécule d'ADN dans les complexes formés avec
le plus petit rapport polylysine gluconoylée/ADN induisant un retard complet
15 de I'ADN en électrophorése en gel d'agarose. P/ADN est la quantité de

polylysine gluconoylée par molécule d' ADN; GlcA/pLK ets le nombre moyen
de résidus gluconoyles par molécule de polylysine.

Figure 3:
20 Elle représente le transfert de géne dans les cellules HepG2 en utilisant
des polylysines gluconoylées (GlcA-pLK)
Les complexes ADN/polymére formés entre le plasmide pSV2Luc et la
polylysine substituée par différentes quantités de résidus gluconoyles (de 15 2
70%) ont ét€ déterminés par électrophorése en gel d'agarose. La polylysine
25 - substituée par plus de 140 résidus gluconoyles ne peut former un complexe
avec le plasmide. Les cellules HepG2 ont été incubées i 37°C pendant 4
heures en présence de 100 uM de chloroquine avec 1.5 nM de plasmide
complex¢ avec chacun des conjugués. Le milieu a été éliminé et les cellules
ont €€ incubées en absence de chloroquine et de plasmide. L'expression du
30 gene de la luciférase a été déterminée 48 heures plus tard en mesurant
activité de la luciférase dans des lysats cellulaires. Les valeurs relatives de la
lumiére émise (RLU) ont été exprimées par rapport & celle obtenue dans la
méme expérience lors de la transfection des cellules HepG2 avec le conjugué
polylysine lactosylé (LactgopLK). En ordonnés, on a représenté les valeurs

35 RLU/RLU de LactgopLK, en fonction du rapport molaire GlcA/pLK d'une
part, et de degré de substitution de polylysine (%).
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Figure 3 bis:
Elle concerne 1'influence du nombre de résidus lactose.
L'activité optimale d'un conjugué polymérique (polymére substitué par

des lactoses) apparait lorsque 30% des groupes NH3 ™ sont substitués par du
lactose.

Figure 4. |

Elle concerne le transfert de géne dans différentes cellules en utilisant la
polylysine gluconoyiée (GlcA-pLK)

Un complexe ADN/polymére a été formé entre le plasmide pSV2Luc et
la polylysine substituée par 120 résidus gluconoyles. Les cellules ont été
incubées a 37°C pendant 4 heures en présence de 100 pM de chloroquine avec
1.5 nM de plasmide complexé avec Ia polylysine gluconoylée.

Le milieu a été éliminé et les cellules ont été incubées en absence de
chloroquine et de plasmide. L'expression du gene de la luciférase a été
déterminée 48 heures plus tard en mesurant 'activité de la luciférase dans les
lysats cellulaires. Les valeurs relatives de la lumiére émise (RLU) ont été
exprimées par mg de protéine. MacroH = macrophages humains dérivés de
monocytes; RBE4 = cellules endothéliales de cerveau de rat, HEL = cellules
leucemiques de la lignée érythroide.

Figure 5:

Elle représente le transfert de géne dans différentes cellules en utilisant
la polylysine gluconoylée (GlcA-pLK)

Un complexe ADN/polymeére a été formé entre le plasmide CMVLuc et
la polylysine substituée par 120 résidus gluconoyles. Les cellules ont été
mcubées & 37°C pendant 4 heures en présence de 100 pM de chloroguine avec
1.5 nM de plasmide complexé avec la polylysine gluconoyiée. Le milieu a été
¢liminé et les cellules ont €té incubées en absence de chloroquine et de
plasmide. L'expression du géne de la luciférase a été déterminée 48 heures
plus tard en mesurant 1'activité de la luciférase dans les lysats cellulaires. Les
valeurs relatives de la lumiére émise (RLU) ont été exprimées par mg de
protéine. 3LL = cellules (souris) du carcinome pulmonaire de Lewis; MacroH
= macrophages humains dérivés de monocytes; RBE4 = cellules endothéliales
de cerveau de rat; HepG2 = hépatocarcinome humain; HEL. = cellules
leucémiques de la lignée érythroide; K562 = cellules leucémiques de la lignée

érythroide.
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Figure 6:

Elle concerne la mesure de 1a dissociation des complexes formés entre le
plasmide pSV2Luc et la polylysine (degré de polymérisation = 190) substituée
par des lactoses.

5 Des complexes ont été¢ formés entre le plasmide pSV2Luc avec soit Ia
polylysine (pLK), soit la polylysine substituée par 60 résidus de lactose
(LactgopLK), soit la polylysine substituée par 80 résidus de lactose
(LactgopLK). Les complexes ont été formés dans une solution de NaCl 0 15
M. la concentration de NaCl a été ensuite augmentée. Les solutions de

10 complexes ADN/polymére 2 différentes concentrations en NaCl ont été filtrées
au travers d'une membrane de nitrocellulose 0.45 pm. dans cette expérience,
I'ADN non complexé i la polylysine passe au travers du filtre alors que
"'ADN complexé est retenu sur le filtre. La quantité d'ADN dissociée de la
polylysine a été déterminée en mesurant Ia quaniité d’ADN présent dans les

15 filtrats en utilisant le DAPI (4',6-diamino-2-phenylindole), (Aem = 450 nm;
Aexc = 360 nm) (Sigma)) comme sonde fluorescente. On a porté en ordonnés
le pourcentage d' ADN 1ié/ADN libre, en fonction de la concentration en NaCl
(M). La courbe comportant des O correspond a pLK, celle comportant des ®
correspond a pLK,-Lactgy et celle des V correspond a pLK,-Lactgy.

20

Figure 7:

Elle concerne Ia mesure de la solubilité des complexes.

Des complexes ADN/polymére ont été formés dans une solution de NaCl
0.15 M entre le plasmide pSV2Luc avec soit la polylysine (pLK), la polylysine

25 gluconoylée (GicAjyopLK) ou la polylysine substituée par 60 résidus de

lactose (LactgopLK). Aprés 30 minutes & 20°C, !'absorbance i 610 nm des
solutions a été mesurée.

Figure 7 bis:
30 Elle concerne la mesure de la solubilité des complexes.
Des complexes ADN/polymeére ont été formés dans une solution de NaCl
0,15 M entre le plasmide pSV2Luc avec soit 1a polylysine substituée par 30
résidus de lactose (pLK, -Lact3q) (courbe déterminée par les carrés vides), ou
la polylysine substituée par 30 résidus lactose et substituée par 50 résidus de
35 gluconoyle (pLK, -Lact3p, GlcAsg) (courbe déterminée par les triangles

noirs). Aprés 30 minutes a 20°C, 'absorbance 4 610 nm des solutions a &té
mesurée.
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Figure 8:

Elle concerne le transfert de géne dans une lignée myéloide.

Les cellules myéloides HEL sont transfectées par un complexe réalisé
entre un plasmide contenant le géne de la luciférase (PUT650) et la polylysine
gluconoylée et biotinylée. Ce complexe est ensuite associé au facteur de
croissance des cellules souches (Stem Cell Factor, SCF) par !'intermédiaire de
la streptavidine. Les valeurs des histogrammes -RLU sont exprimées en unité
relative de luminescence par mg de protéines extraites. Les transfections sont
réalisées avec (A) le plasmide seul, (B) le plasmide complexé i la polylysine
gluconoylée et biotinylée, (C) le complexe (plasmide/polylysine gluconoylée et
biotinylée) associé a la streptavidine et (D) le complexe (plasmide/polylysine
gluconoylée et biotinylée) associé i la streptavidine et au facteur de croissance
des cellules souches.

Figure 9:

Elle concerne le spectre RMN & 300 MHz dans D70 de la polylysine
sous forme p-tolueéne sulfonate.

1,25 a 1,88 ppm: 6 H des carbones 3, 4 et 5 de la lysine
2,41 ppm: groupe CH73 du p-toluéne sulfonate

2,84 a 2,95 ppm: 2 H du carbone 6

4,3 ppm: 1 H du carbone 2

7,38 et 7,7 ppm: protons aromatiques du p-toluéne sulfonate

Figure 10:

Elle concerne le spectre RMN a 300 MHz dans D70 de la polylysine
substituée par 73 résidus gluconoyle.

1,28 a 1,88 ppm: 6 H des carbones 3, 4 et 5 de la lysine

2,41 ppm: groupe CH3 du p-toluéne sulfonate

2,75 ppm: trace de DMSO

2,97 ppm: 2 H du carbone 6 d'un résidu lysine non gluconoylé

3,26 ppm: 2 H du carbone 6 d'un résidu lysine gluconoylé

3,68 a 3,88 ppm: 4 H d'un résidu gluconoyle (voir spectre n° 1,856B
dans: The Aldrich Library of 13C and !H FTNMR Spectra EdI C.J. Pouchert
and J. Behnke, Vol. 1)

4,3 ppm: 1 H du carbone 8 d'un résidu gluconoyle et 1H du carbone 2
d'un résidu lysine
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Tableau 1. Transfection des cellules HepG2 par la polylysine lactosylée
et gluconoylée.

RLU x 10-3/mg de protéine 52 19 671 650
Lact/pLK 0 30 30 60
GlcA/pLK 0 0 30 0

Les cellules HepG2 ont éié incubées 3 37°C en présence de 100 uM de
Chloroquine et 1.5 nM de plasmide complexé avec chacun des conjugués.
Apres 4 heures, le milien a été éliminé et les cellules ont été incubées en
absence de chloroquine et de plasmide., L'expression du géne de la luciférase a
€t déterminée 48 heures plus tard en mesurant 1'activité de Ia luciférase dans
les lysats cellulaires. Les valeurs relatives de la lumiére émise (RLU) ont été
exprimées par mg de protéine ce qui correspond a 1,2 million de cellules
HepG2. Lact/pLK est le nombre de molécules de lactose par molécuie de

polylysine et GlcA/pLK est le nombre de molécules de gluconoyle par
molécule de polylysine.

Tableau II. Transfection des cellules HepG2 par la polylysine
gluconoylée et biotinylée.

RLU x 103/mg de

protéine

ADN/GIcA, Bio-pLK/Strep/Bio-LactBSA 966
ADNY/GIcA, Bio-pLK/Strep/Bio-BSA 248
ADN/GIcA, Bio-pLK/Strep 237
ADN/GIcA, Bio-pLLK 67
ADN 0.2

Les cellules HepG2 ont été incubées i 37°C en présence de 100 uM de
chioroquine avec 1.5 nM de plasmide libre ou complexé avec chacun des
conjugués. Aprés 4 heures, le milieu a été éliminé et les cellules ont &t&
Incubées en absence de chloroquine et de plasmide. L'expression du géne de la
luciférase a été déterminée 48 heures plutard en mesurant 1'activité de la
luciférase dans les lysats cellulaires. Les valeurs relatives de Ia lumidre émise
(RLU) ont été exprimées par mg de protéine ce qui correspond a 1,2 million
de cellules HepG2. GlcA,Bio-pLK = polylysine substituée par 60 gluconoyles
et 2.5 biotines; Strep = streptavidine; Bio-LactBSA = sérum albumine
lactosylée et biotinylée; Bio-BSA = sérum albumine biotinylée.
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Composants chimiques

La [luciférine, la chloroquine, le Triton X* 100 et [Iacide
bicinchoninique proviennent de Sigma (St. Louis, MO USA); la L-glutamine,
le diméthylsulfoxide (Me,SO), I'ATP, le glvcérol et Mg(Cl, proviennent de
Merck (Darmstadt, Allemagne); le dithiothréitol ¢t le D-gluconolactone
proviennent de Serva (Heidelberg, Allemagne), la dusopropylethylamine,
I'acide p-tolucne sulfonique, 'EDTA proviennent de Aldrich (Strasbourg,
France); Dowex 2 x &* (0,3-0,9 mm de diametre) provient de Bio-Rad
(Richmond, CA); le 4-isothiocyanatophényl-[3-D-lactoside, le 4-
isothiocyanatophényl-B-D-galactopyranoside sont preéparés comme décrit
précédemment (Monsigny. M., Roche, A.C. ¢t Midoux, P. (1984), Uptake of
neoglycoproteins via membrane lectin(s) of L 1210 cells evidenced by
quantitative flow cytofluorometryand drug targeting. Biol., Cell., 51, 187-
196); la poly-L-lysine, HBr (30 000-50 000) (poids moléculaire moyen = 40

000, degré de polymérisation = 190) provient de Bachem Feinchemikalien
(Bubendorf, Suisse). La poly-L-lysine, HBr (1 g dans 200 ml de H70) est
passée sur une colonne échangeuse d'anions (Dowex 2 x 8%, sous forme OH",
0,3-0,9 mm de diameétre, 35 x 2.5 cm) de facon a enlever le bromure (Derrien,
D., Midoux, P., Petit, C., Negre, E., Mayer, R., Monsigny, M. et Roche, A.C.
(1989), Muramyl dipeptide bound to poly-L-lysine substituted with mannose
and gluconoyl residues as macrophage activators. Glycoconjugate, I., 6, 241-
255) qui est trés cytotoxique pour les cellules (Weiss, 5.J., Test, 5.1,
Eckmann, C.M., Roos, D. et Regiam, S. (1986), Brominating oxidants
generated by human eosinophils.,, Science, 234, 200-202). La solution
effluente est neutralisée avec 10% d'acide p-toluene sulfonique dans l'eau (un
composé non cytotoxique) ¢t lyophilisée. la sérum albumine bovine
lactosylée (Lact-BSA, comportant un nombre moyen de 39 résidus de lactose)
est préparée comme décrit précédemment (Roche, A.C., Barzilay, M.,
Midoux, P., Junqua, S., Sharon, N. and Monsigny, M., (1983), Sugar-specific
endocytosis of glycoproteins by lewis lung carcinoma cells. ], Cell.
Biochem., 22, 131-140; Monsigny, M., Roche, A.C. et Midoux, P. (1984),
Uptake of neoglycoproteins via membrane lectin(s) of L 1210 cells evidenced
by quantitative flow cytofluorometry and drug targeting. Biol., Cell., 51, 187-
196).

Préparation de la polylysine gluconoylee

La poly-L-lysine sous forme hydromide, pLK.HBr 30 000 - 50 000

(masse moléculaire moyenne = 40 000; degré de polymerisation moyen =

*Marque de commerce
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190) provient de Bachem Feinchemikalien (Bubendort, Suisse). La
polylysine, HBr (1 g dans 200 ml H»O) est passee sur une colonne
échangeuse d'anions (Dowex 2 x 8%, forme OH~; 35 x 2,5 cm) dans le but
d'enlever le brome qui est toxique pour les cellules. [.a solution de polylysine
est neutralisée avec une solution d'acide p-toluene sulfonique a 10% dans
I'eau puis lyophilis¢e.

La polylysine est particllement substituée avec des reésidus gluconoyles
(GlcA) comme suit: la polylysine sous forme p-toluene sulfonate (50 mg;
0.86 umoles) dissoute dans 3 ml de DMSO (diméthylsufoxyde) en présence
de diisopropyléthylamine (37 pl; 205 umoles) et 1% d'eau, est mise a reagir
pendant 24 h a 20°C avec des quantités variables de D-gluconolactone allant
de 11 mg (6lpmol) a 35 mg (194 pumol). La polylysine gluconoylee est
précipitée en ajoutant 10 volumes d'isopropanol. Apres centrifugation (1800 g
x 15 min), le culot est lavé avec de l'isopropanol et récupéré apres une
nouvelle centrifugation. Le culot est repris dans I'eau bidistillée et la solution
est lyophilisée. Le nombre moven de résidus gluconoyle fixé par molecule de
la polylysine est déterminé en mesurant le nombre moyen de résidus e-NH)
lysine libre restant sur la polylysine en utilisant le dosage colorimetrique a
l'acide 2.4,6-trinitrobenzene sulfonique TNBS (Fields, R. (1971) The
measurement of amino groups in proteins and peptides. Biochem., J., 124,

581-590). Le poids moléculairc moyen est de 58 000.

Préparation de conjugués de polylysine lactosylce et gluconoylee.
Les polylysines substituées soit avec 30 résidus de lactose (LactygpLK)

soit avec 60 résidus de lactose (Lactgpl.K) ont ete preparces comme

précédemment décrit (Midoux, P., Mendes, C., Legrand, A., Raimond, J.,
Mayer, R., Monsigny, M., & Roche, A.C. (1993), Specific gene transfer
mediated by lactosylated poly-L-lysine into hepatoma cells. Nucleic Acids,
Res., 21, 871-878). La polylysine lactosylée contenant 30 résidus de lactose
(50 mg: 0.745 pmol) est mise a réagir pendant 24h a 20°C avec la D-
gluconolactone (7,0mg; 43 pmol) en présence de diisopropyléthylamine (24
ul; 200 umol) et 1% de H»O. Le polymere Lacty.-GlcA-pLK est precipite et
purifi¢ comme décrit précédemment. Le nombre moyen de résidus
sluconoyles liés par molécule de conjugué est déterminé en mesurant les
groupes a-amino de la lysine restant sur la polylysine en utilisant la méthode
colorimétrique TNBS (Fields, R. (1971) The measurement of amino groups 1n
proteins and peptides, Biochem., J.. 124, 581-590) est trouvé egal a 30.

*Marque de commerce
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La polylysine gluconoylée (contenant 60 résidus giuconoyles) est
substituée par de la biotine: le polymeére (20 mg; 0.33 umol) dissous dans
0.5 ml de tampon carbonate/bicarbonate de sodium 0.1 M, pH 9.0, contenant
NaCl 0.3 M, est mis a réagir pendant 20 h 3 20°C avec 0.93 mg (1.7 umol)
de sulfosuccimmidyl-6-(biotinamido)hexanoate (NHS-LC-biotin, Pierce). Le
polymere est précipité en ajoutant 10 volumes d'isopropanol. Aprés
centrifugation (1800 g x 15 min), le culot est lavé avec de 1'isopropanol et
récupéreé apres une nouvelle centrifugation. Le culot est repris dans 1'eau
bidistillée et la solution est lyophilisée. Le nombre moyen de résidu biotine
fixé par molécule de polymére, déterminé en utilisant le dosage colorimétrique
adapté de Green (Green, N. M. (1965), A spectrophotomatic assay for avidin
and biotin based on binding dyes by avidin. Biochem., J., 94, 23c-24c) en

utilisant  l'acide  2-(4'-hydroxyazobenzene)benzoique (HABA) et 1la
streptavidine, est trouvé égal 4 2.5.

Pr¢ on de néos] cines biotinylé
La BSA et la BSA lactosylée (Lact-BSA) (0.23 umole) dissoutes dans

5> mi de tampon de carbonate sodium 0.1 M, pH 9.0, contenant NaCl 0.3 M
sont mises a réagir pendant 20 h a 20°C, avec NHS-LC-biotine (0,65 mg;
1,2 pmol). Les conjugués sont purifiés par filtration sur gel de Trisacryl GF05
(taille de colonne 20 x 2 cm) (Sepracor, Villeneuve la Garenne, France) dans
H>O contenant 5% de n-butanol, puis lyophilisé. Les nombres moyens de
résidus de biotine liés par molécule de protéine sont déterminés en utilisant
une méthode coloriméirique avec HABA, adaptée de Green (Green, N. M.
(19635), A spectrophotomatic assay for avidin and biotin based on binding dyes
by avidin. Biochem., J., 94, 23c-24c) et sont de 1 pour BSA et 2 pour

Lact-BSA. Les masses moléculaires moyennes de BSA et Lact-BSA sont
68 000 et 87 200 respectivement.

Les lignées cellulaires HepG2 (hépatocarcinome humain, ATCC 8065
HB) qui possédent une lectine membranaire reconnaissant les glycoprotéines se
terminant par des résidus (-D-galactose (Schwartz, A.L., Fridovich, S.E.,
Knowles, B.B. & Lodish, H.F. (1981) Characterization of the

asialoglycoprotein receptor in a continuous hepatoma line. J., Bio., Chem.,
256, 8878-8881), les cellules HEL (ATCC TIB 180) et K-562 (ATCC CCL
243) sont cultivées respectivement en milieu DMEM (GIBCO, Reufrewshire,

PCT/FRI3/00335
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U.K.) et en milieu RPMI 1640 plus 10% de sérum bovin foetal (GIBCO)
désactivé par la chaleur, plus 2 mM de L-glutamine (Merck), plus des
antibiotiques (100 unités/mil de penicilline et 100 pg/ml de streptomycine)
(Eurobio., Paris, France). Les macrophages humains dérivant de monocytes
5 du sang sont préparés comme décrit dans Roche et al., 1985 (Roche, A.C.,
Midoux, P., Bouchard, P. and Monsigny, M. (1985) Membrane lectins on
human monocytes: maturation-dependent modulation of 6-phosphomannose
and mannose receptors. FEBS Letters, 193, 6'3-68).’ Les cellules 3LL sont
cultivées comme décrit dans Roche et al., 1983 (Roche, A.C., Barzilay, M.,
10 Midoux, P., Junqua, S., Sharon, N. and Monsigny, M. (1983) Sugar-specific
endocytosts of glycoproteins by lewis lung carcinoma cells. J., Cell.,
Biochem., 22, 131-140). Les cellules RBE4, données par P.O. Couraud
(Hopital Cochin, Paris) sont cultivées sur collagéne dans un milieu a-MEM et
HamF)y (50/50, volume; volume) plus 10% de sérum bovin foetal désactivé

[5 par la chaleur, plus 2 mM de L-glutamine, plus des antibiotiques
(100 unités/ml de pénicilline et 100 pg/mil de streptomycine) en présence de
TGEB.
Les plasmides
20 Le plasmide pSV2Luc (5.0 kb) est fourni par le Dr. A.B. Brasier

(Massachusetts General Hospital, Boston) (Brasier, A.R., Tate, J.E. &
Habener, J.F. (1989) Optimized use of the firefly luciferase assay as a reporter
gene in mammalian cell lines. Biotechniques, 7, 1116-1123). Le plasmide
CMVLuc est fourni par le Dr. A. Dautry-Varsat (Institut Pasteur, Paris).

armation de complexes plasmide/coniugué de na lne optimaux

Seuls les complexes pour lesquels aucune migration de ' ADN se produit

en ¢lectrophorése sur un gel d'agarose, et ainsi appelés complexes
d'ADN/polymeére optimaux sont utilisés pour transfecter les cellules. Les

30 rapports molaires entre le polymére et I'ADN nécessaires pour former des
complexes plasmide pSV2Luc/polymeére optimaux sont déterminés par
€lectrophorése sur un gel d'agarose i 0.6%: les complexes sont préparés en
ajoutant goutte 3 goutte sous meélange constant, des quantités variables de
conjugués de polylysine dans 60 ul de DMEM, i 2ug (0.6pmol) de plasmide

35 pSV2ZLuc dans 140 ul de DMEM. Aprés incubation pendant 30 minutes 2
20°C, 20 pl de chague échantilion est analys€ par électrophorése i travers un

gel d'agarose 4 0.6% contenant du bromure d'éthidium pour visualiser I'ADN
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dans un tampon Tris borate EDTA (Tris 95 mM, acide borique 89 mM et
EDTA 2.5 mM), pH 8.6.

Pré o0 d I \DN/

Complexes plasmide pSV2Luc/conjugué de polylysine.

Des complexes ADN/polymére optimaux sont préparés en ajoutant
goutte a goutte sous agitation constante la polylysine ou un conjugué de poly-
L-lysine (LactgoplK, GlcA,-pLK, 30 < x < 130, avec LactyppLK, ou
Lactzp-GlcA3g-pLK) dans 0.6 ml de DMEM 2 20 ug (6 pmol) de plasmide

pSV2Luc dans 1.4 ml de DMEM. La solution est maintenue pendant
30 minutes a 20°C.

Complexes de plasmide pSV2Luc/pLK-streptavidine-néoglycoprotéine.

Les complexes de plasmide pSV2Luc/polylysine biotinylée optimaux,
sont formés en ajoutant goutte a goutte sous mélange constant 10 ug (172
pmol) de polylysine gluconoylée et biotinylée (contenant 60 résidus
gluconoyles) dans 290 ul de DMEM a 10 ug (3 pmol) de plasmide pSV2Luc
dans 0.7 mi de DMEM (rapport molaire entre le poiymeére et I' ADN proche de
57:1). La solution est maintenue pendant 30 minutes 3 20°C. Ensuite les
néoglycoprotéines biotinyiées (Lact-BSA et BSA) (377 pmol) dans 0.5 ml de
DMEM sont ajoutées avec agitation constante 4 1 ml de complexe plasmide
pSV2Luc/polylysine biotinylée, et puis la streptavidine (27.5 pg; 490 pmol)
dans 0.5 ml de DMEM est ajoutée sous agitation (rapport molaire entre la

néoglycoprotéine et I'ADN voisin de 125:1) et la solution est maintenue
pendant 30 minutes & 20°C.

5 x 107 cellules HepG2 par puits sont déposées au jour O sur des plaques
de culture de tissus de 12 puits, respectivement. Au jour 1, aprés avoir retiré
le milieu, la solution (2 mi) contenant le complexe plasmide/conjugué de
polylysine supplémenté avec 1% de sérum bovin foetal inactivé par la chaleur,
et port¢ a une valeur de concentration de 100 uM dans la chloroquine
(Luthman, H & Magnusson, G. (1983) High efficiency polyoma DNA
transfection of chloroquine treated cells. Nucleic Acids Res., 11, 1295-1308),
est ajoutée dans le puits. Aprés 4 heures d'incubation 2 37°C, le surnageant

est retiré¢ et 2 ml de milieu DMEM frais complet sont ajoutés ef les cellules
sont ensuite incubées pendant 48 h a4 37°C.

¢
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Test 3 Ia [ucifé

L'expression génétique de la luciférase est mesurée par luminescence

selon la méthode décrite par De Wet et al., 1987, (De Wet, J.R., Wood,

K.V., De Luca, M., Helinski, D.R. & Subramani, S. (1987) Firefly luciferase

5 gene: structure and expression in mammalian cells. Mol. . Cell., Biol., 7, 725-
737). Le milieu de culture est retiré, et les cellules sont récoltées apres
incubation & 37°C dans du PBS contenant 0.2 mg/ml de EDTA et 2.5 pg/mi

de trypsine (GIBCO) et lavées 3 .fois avec du PBS. Le tampon
d’homogeénéisation (200 ui; 8 mM MgCl,, 1 mM de dithiothréitol, 1 mM

10 d'EDTA, 1% de Triton X 100 et 15% de glycérol, 25 mM de tampon
Tris-phosphate pH 7.8), est ajouté au culot. La suspension est agitée par un

vortex et conservee pendant 10 min 3 20°C. La solution est envoyée en bas du

tube par centrifugation (5 min 800 g). L'ATP (95 ul d'une solution 2 mM

dans le tampon d'homogénéisation sans Triton X 100) est ajouté 4 60 ul du

15 surnageant et la luminescence est enregistrée pendant 4 secondes en utilisant
un luminométre (Lumat LB 9501, Berthold, Wildbach, Allemagne) sur

addition automatique de 150 ul de luciférine 167 M dans ['eau; les mesures
sont faites en triple.

20 Dosage de protéine
Un dosage de protéine est effectué pour chaque échantillon en utilisant la
methode colorimétrique d'acide bicinchoninique (BCA) (Smith, P.K., Krohn,
R.I., Hermanson, G.T., Mallia, A.K., Gartner, F.H., Provenzano, M.D.,
Fujimoto, E.K., Goeke, N.M., Olson, B.J. & Kienk D.C. (1985)
25 Measurement of protein using bicinchoninic acid. Anal., Biochem., 150,
76-85), adaptée par Hill et Straka (1988) (Hill, H.D. & Straka, J.G. (1988)
Protein determination using bicinchoninic acid in the presence of sulfhydryl
reagents. Anal., Biochem., 170, 203-208) pour se débarrasser de la présence
de DTT dans le tampon d'homogénéisation. La mesure de I'expression de
30 luciférase est exprimée comme unité de lumiére relative (RLLU) par mg de
BSA (albumine libre d'acide gras purifice et cristallisée, A7511, Sigma), 1 me
BSA correspondant a 1,2 x 106 cellules HepG2.

Résultats
35

Polylysige ] ié
La poly-L-lysine (masse moléculaire moyenne de Ila forme salifiée
40.000; degré de polymérisation moyen 190) a été partiellement (de 15 3 70%)
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acylée sur les fonctions e-NHp de la lysine en utilisant la D-gluconolactone,
un agent €galement hydrosolubilisant. Le but est de réduire le nombre de
charges positives sur la polylysine et par conséquent de réduire les interactions
¢lectrostatiques entre le polymeére et un plasmide.

En presence de polylysine, I'ADN se condense fortement par un
mecanisme coopératif entre les charges positives de la polylysine et les charges
négatives de I' ADN.

La formation des complexes entre un plasmide de 5 kb tel que le
plasmide pSV2Luc contenant le géne de la Iuciférase avec des polylysines
substituées par des quantités croissantes de résidus gluconoyles est analysée
par €lectrophorése en gel d'aragose et les complexes ADN/polymére optimaux
correspondent & ceux pour lesquels I'ADN pe migre pas en électrophorése par
suite de la totale condensation de 1'ADN, sont ainsi aisément déterminés
(Figure 1 ter). Au-dela de 80% de substitution, la polylysine gluconoylée ne
forme plus de complexe avec I'ADN.,

La quantit¢ de polylysine gluconoylée complexée par molécule d'ADN
en fonction du rapport (P/ADN) entre la polylysine gluconoylée et I'ADN a
ét¢ détermine (Figure 2 ter). Lorsque celui-ci est compris entre 100 et 200, la
quantité de polylysine gluconoylée libre est pratiquement nulle, en d'autre

. terme, toute la polylysine est complexée avec 1' ADN. Par conséquent, aucune

purification de ces complexes n'est nécessaire et une toxicité induite par de la
polylysine libre sera écartée. En outre, les complexes réalisés avec ces
rapports sont des complexes qui permettent une trés bonne efficacité de
transfection.

Comme le montrent les résultats des figures 2 et 2 bis, 1'expression de Ia
luciférase par les cellules HepG2 (hépatocarcinome humain) augmente avec la
quantité de résidus gluconoyles fixée sur la polylysine et atteint un maximum
(environ 300 fois plus qu'avec le plasmide seul) (ligne de base) lorsque la
polylysine est substituée par 45 4 70% (88 a 132 résidus) gluconoyles lorsque
le dosage est colorimétrique (figure 2) ou 35 & 70% (70 & 132 résidus)
gluconoyles lorsque le dosage est effectué par RMN (figure 2 bis). Les
polylysines substituées par peu ou trop de résidus gluconoyles sont pas ou peu
efficaces. A titre de comparaison, l'expression de la luciférase obtenue dans
ces mémes cellules et dans les mémes conditions en utilisant la polylysine
lactosylée dans les conditions optimales, permet de conclure que la
transfection obtenue avec la polylysine gluconoylée (substituée 2 58%) est

comparable a celle obtenue avec la polylysine lactosylée dans les conditions
optimales.
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Dans les compiexes ADN/polyméres pour lesquels I'ADN ne migre pas
en €lectrophorése par suite de la totale condensation de I'ADN, le rapport
molaire entre la quantité de polylysine gluconoylée et I'ADN augmente et le
rapport entre le nombre de charges positives et le nombre de charges négatives

5 augmente lin€airement lorsque le nombre de résidus gluconoyles fixés sur Ia
polylysine augmente (Figure 2 quater). Les complexes présentent un exces de
charges négatives lorsque la polylysine est faiblement substituée et sont
globalement neutres lorsque Ia polylysine est substituée & moitié. Dans les
conditions maximales de transfection (35 a 45% de substitution), les

10 complexes sont proches de la neutralité. Ceci indique que le caractére
polycationique de la polylysine n'est pas en cause dans ['efficacité de la
transfection. Le caractére neutre ou anionique des complexes ADN/polylysine
gluconoylée limitant les interactions non spécifiques avec les cellules est un
atout supplémentaire pour leur utilisation in vivo.

15 La polylysine substituée par 45 3 70% (88 & 132 résidus) de gluconoyles
permet de préparer des complexes ADN/polymere fortement concentrés,
jusqu'a 100 pg/ml d'ADN, aiors qu'avec la polylysine lactosylée, il est
seulement possible de préparer des complexes 10 fois moins concentrés. Dans
la figure 7, est montrée, de facon comparative, la solubilité en fonction de la

20 concentration en ADN, des complexes ADN /polylysine ADN/polylysine
gluconoylée et ADN/polylysine lactosylée. Cette étude est réalisée en
mesurant la turbidité (mesure de 1'absorbance i 610 nm) des différentes
solutions. Les complexes ADN/polylysine et ADN/polylysine gluconoyiée
restent solubles jusqu'a pius de 100 pg/mi, alors qu'avec la polylysine

25 lactosylée, les complexes précipitent i partir de 20 ug/ml. En présence de
polymere, I'ADN se condense fortement par suite d'un phénoméne coopératif
entre les charges positives et négatives des deux polymeéres. Dans le cas de la
polylysine gluconoylée, environ 60% des charges positives étant substituées,
la coopérativité des interactions électrostatiques entre 1'ADN et le polymeére

30 est diminuée, ce qui facilite une dissociation des complexes ADN/polymére et
en particulier un relargage de I'ADN dans Ia cellule et permet une bonne
expression du géne. Une étude de la modification de la coopérativité des
interactions électrostatiques entre I'ADN et Ia polylysine gluconoylée est

réalisée en fonction de la force ionique et de la nature des contre jons.
35

L 3 -, -
# , 5 !

C 1€ gluconovice munie d'un signal de reconnaissance
La polylysine gluconoylée peut étre substituée par un ligand de petite
masse moléculaire tel que le lactose ayant une affinité moyenne pour un
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récepteur membranaire ou la biotine ayant une forte affinité pour un récepteur
membranaire.

Polvivsige o} lée et ] 1é

Lorsque la polylysine est substituée par 30 résidus de lactose, les cellules
HepG2 sont tres faiblement transfectées comparativement aux résultats obtenus
avec la polylysine substituée par 60 résidus de lactose (Tableau I). La
polylysine substituée par 30 lactoses posséde encore beaucoup de charges
positives, interagit fortement avec 1'ADN et ne permet pas une dissociation
rapide de I'ADN du complexe. Lorsque la polylysine contenant 30 résidus de
lactose est en plus substituée par 30 résidus giuconoyles, 1'expression de la
luciférase est €levée et comparable a celle obtenue avec la polylysine
substituée par 60 résidus de lactose. L'addition de résidus giuconoyle permet
de réduire les interactions électrostatiques entre I'ADN et la polylysine,
facilitant une dissociation rapide de 1' ADN dans 1a cellule.

De plus, comme le montre la figure 7 bis, la substitution de la polylysine
a la fois par des résidus lactose et gluconoyle, augmente la solubilité des
complexes par rapport a la polylysine uniquement lactosylée et permet de faire

des préparations de complexes concentrés jusqu'a 100 pg/ml utilisables in
Vivo.

Polvivsine ¢] lée et biotinylé

Lorsque la polylysine gluconoylée (contenant 60 résidus gluconoyles) est
substituée par un trés petit nombre (2.5) de résidus de biotine, les complexes
ADN/polylysine biotinylée ont une trés forte affinité (1015 I/ mole) pour la
streptavidine. Si de plus la streptavidine est munie d'un signal de
reconnaissance reconnu par un récepteur membranaire spécifique d'un type
cellulaire qui imnduit I'endocytose des complexes, I'ADN acquiére alors une
spécificité cellulaire. Ceci est montré dans le Tableau II: le plasmide complexé
par l'intermédiaire de la polylysine gluconoylée et biotinylée a de la
streptavidine munie d'un signal de reconnaissance tel que la sérum albumine
lactosylée reconnue et endocytée via la lectine membranaire des cellules
HepG2, 'expression de la luciférase est beaucoup plus importante que lorsque

la sérum albumine est dépourvue de lactose ou bien que la streptavidine est
dépourvue d'un signal de reconnaissance.
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[ansiert de genes par des complexes ADN/cvtokine
Le transfert de génes dans des lignées myéloides par des complexes avec
la polylysine li€e au facteur de croissance des cellules souches (Stem Cell
Factor, SCF) est représenté sur la figure 8. Un plasmide contenant le géne de
5 la luciférase a été complexé par I'intermédiaire de la polylysine gluconoyiée et
biotinylée au SCF biotinylé en utilisant de la streptavidine. Les complexes

ainsi formés sont efficaces pour transfecter les cellules HEL qui expriment de
nombreux récepteurs (c-kit) pour le SCF.

10 ot !' : 110 a¢ AlISICT ${= '!‘ adil d] N Kae =
cellulaires.

La polylysine substituée par 45 3 70% de gluconoyles permet de
transfecter avec une bonne efficacité, des cellules adhérentes telles que des
macrophages humains, un hépatocarcinome humain, des cellules endothéliales

i5 de rat mais également des cellules non adhérentes telles qu'un lymphome T
humain et des cellules leucémiques de la lignée érythroide (Figures 4 et 5).

Conclusions

Le caractére inventif de ia polylysine gluconoylée repose:

20 - sur l'utilisation d'une polylysine partiellement substituée pour réduire
les Interactions électrostatiques entre ' ADN et le polycation afin de faciliter
un relargage intracellulaire de I'ADN aprés internalisation dans la cellule par
un phénomeéne d'endocytose non spécifique (la présence de récepteurs
membranaires capables de reconnaitre spécifiquement les résidus gluconoyies,

25 n'est pas connue);

- les résidus gluconoyles agissent également comme hydrosolubilisant et
permettent de préparer des complexes ADN/polylysine trés concentrés et donc
une meilleure utilisation in vivo, ce qui n'est pas le cas avec la polylysine
lactosylée ou bien la polylysine substituée par des protéines comme la

30 transferrine ou 1'asialooromucoide:

- la polylysine gluconoylée peut étre utilisée pour transfecter divers types
cellulaires et en particulier des cellules non adhérentes:
- la polylysine gluconoylée peut étre utilisée comme polymeére de base
pour confCrer une spécificité cellulaire 3 1'ADN par addition de quelques
35 molécules de ligands de faible masse moléculaire reconnues par des récepteurs
membranaires spécifiques. L'avantage de la polylysine gluiconoylée par
rapport a la polylysine non gluconoylée réside dans le fait que celle-ci est déja
optimisée pour permettre la formation de complexes ADN/polymeére-ligand

- p— Pr— P —— Rl T EEdR G el B B O &
- U Em—
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facilement dissociables dans la celiule ce qui réduit le nombre de molécules de
ligands a fixer sur la polylysine. En effet, on a déja montré que 1'efficacité de
transfection dépend du nombre de molécules de d'oses fixées sur la polylysine
non gluconoylée (60 résidus lactose ou 80 résidus galactose sont nécessaires

5 pour une transfection optimale dans les cellules possédant un récepteur
reconnu pour le lactose ou le galactose).
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Revendications
1. Complexe entre au molins un acide nucléique
chargé négativement et au  moins un conjugué
polymérique chargé positivement, 1la 1liaison entre

1’acide nucléique et le conjugué polymérique étant de
nature électrostatique, le conjugué polymérique

contenant un polymeére formé de motifs monoméres

portant des fonctions NH;:,Jr libres des susdits motifs
et étant tel que
- les fonctions NH;»,+ libres des susdits motifs

sont substituées dans un rapport d’au moins 10%
par des résidus non chargés entrainant une
diminution des charges positives par rapport au
méme conjugué polymériqgue non substitué,
facilitant le relargage de 1’acide nucléique par
la dissociation du complexe,
- les susdits résidus possédant les propriétés
suivantes
- 11s comportent au molns un  groupe
hydroxvyle,
- 11ls ne correspondent a aucun signal de
reconnalssance reconnu par un récepteur

membranalre cellulaire,

les fonctions, choisles parmi le groupe composé

de fonctions NH3Jr libres des susdits motifs et les

groupes hydroxyles des susdits résidus, pouvant
étre substituées par au moins une molécule qui
constitue un signal de reconnailssance reconnu par

un récepteur membranalre cellulaire, sous réserve
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que le conjugué polymérique contienne au moins

30% de fonctions NH3" libres.
2 . Complexe selon la revendication 1, caractérisé

en ce que le rapport entre les motifs NH3" libres et

substitués est déterminé par une méthode
colorimétrique.
3. Complexe selon la revendication 1, caractérisé

en ce que le rapport entre les motifs NH3" libres et

substitués est déterminé par résonnance magnétique

nucléaire.
4 . Complexe selon 1L/ une des gquelcongues
revendications 1 a 3, caractérisé en ce que les

fonctions NHy3" libres des susdits motifs des susdits

résidus sont également substituées par au moins une
molécule gqui constitue un signal de reconnaissance

reconnu par un récepteur membranalre cellulaire, sous

réserve que le conjugué polymérique contienne au moins

30% de fonctions NHy" libres.

5. Complexe selon 1’ une des quelcongues
revendications 1 a 3, caractérisé en ce gue les groupes
hydroxyles des susdits résidus sont également
substitués par au moins une molécule guil constitue un
signal de reconnaissance reconnu par un récepteur

membranalre cellulalre, sous réserve gque le conjugué
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polymérique contienne au moins 30% de fonctions NH;"

libres.

6 . Complexe selon 1’ une des quelcongues

5 revendications 1 a 4, caractérisé en ce que

- les fonctions NH3+ libres des susdits motifs

~

étant également substituées de 0 a 40% par une
molécule qui constitue un signal de reconnaissance
reconnu par un récepteur membranaire cellulaire,

10 sous réserve dque le conjugué polymérique contienne

. . + .,
au moins 30% de fonctions NHiz libres;

- le signal de reconnalsgssance avant un poids
moléculaire inférieur a 5 000;
- le signal de reconnaissance étant présent

15 a raison d’environ une molécule pour environ 10 000

gre—
—

motifs du conjugué polymérigque & environ 60

molécules par environ 10 000 motifs du conjugué

polymérique.

20 7 . Complexe selon 1l/une des quelconqgques
revendications 1 a 4 et 6, dans lequel le polymére

contient un groupement polymérique de formule (I)

sulivante:

5 NH—CH—UC

(CH), O ' W
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(1) dans laquelle: p est un nombre entier wvariant de
2 a 500; n est un nombre entier variant de 1 a 5;
(11) ce groupement polymérigue contenant un nombre p
de radicaux R parmil lesqguels:
* 10% a 70% du nombre des radicaux R représentent un groupe

NI'I"CO— (CI'IOH) m"‘Rl

B

¢ m est un nombre entier de 2 a 15,

® R; représente H ou un radical alcoyle de

S

1 a 15 atomes de carbone:

x le reste des radicaux, c’est-a-dire 30% a 90% du nombre

+

des radicaux R représentent NH, ;

* R pouvant étre constitué de 0 a 25% par une

molécule qui constitue un signal de
reconnalssance reconnu par un récepteur
membranaire cellulaire, sous réserve dgque le

conjugué polymérigue contienne au moins 30% de

fonctions NH3+ libres.

8 . Complexe selon la revendication 7, caractérisé en

iy

ce que m est un nombre entlier de 2 a 7.

9. Complexe selon 1l’une des revendications 7 ou 8,

caractérisé en ce que le polymére comprenne également un

groupement polymérique de formule (I) ou n égale 4.
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10. Complexe selon la revendication 9, caractérisé

en ce gque le signal de reconnalssance reconnu par un

-,

récepteur membranaire cellulaire est présent a raison

—
p—

de 0,5 &8 5 molécules pour 10 000 motifs.

11. Complexe selon la revendication 9, caractérisé
en ce gue le signal de reconnalssance reconnu par un

récepteur membranaire cellulaire est présent a raison

de 10 &8 100 molécules pour 10 000 motifs.

12. Complexe selon 1l’une des quelconques revendications
1 & 11, ~caractérisé en <ce que le signal de
reconnalissance reconnu par un récepteur membranaire

cellulaire est choisi par le groupe composé:

A)- des osides simples ou complexes reconnus par
les lectines membranaires, et choilisis parmi le groupe

composé :
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a. Asialo-oligoside de type triantennaire lactosamine: récepteur

d'asialoglycoprotéine

Galp 4GlcNAcp 2 —— Mana. 6

GalP 4GIcNACP

GalB 4GIcNACp 2 ~

NG

\ ManB 4GlcNAcB 2 4GIcNAcp —

/ :

Mana 3

b. Asialo oligoside de type lactosamine -,tetraantennaire’i récepteur

d'asialoglycoprotéine

Galp 4GIcNAcf

6
~

Galp 4GIcNAcB 2~

GalB 4GIcNAcp 4

Galp 4GIcNAcB 2~

™~ Mana. 37

N
d

Man 4GlcNAcB 4GIcNACB —

c. Lewis x: LECAM 2/3 _

Gal[3. 4 \

Fuca 3

‘GIcNAcB 3Galp —
P

~ d. Lewis x sialyl: LECAM 3/2

NeuSAca3Galp 4

~

| GIcNAcB 3Galp —»

Fuca 3

/
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- e. Dérivé de Lewis x sulfaté (HNK1): LECAM 1

(SO57) 3GIc UAB 3Galp 4 _ -

™~

. Fucoi3

GlcNAcB 3Galp 4Glc —
! P_ B

f. Oligomannoside: récepteur du mannose

. Mana2Mena 6,
' Mana'6

.

Mana3” © ™ ManB 4GIcNACB 4GIcNACB —

Mana 2Mana. ;Mépa.f? .

, g Oligomannosi’dg ph o.sphorylé: récepteur de mannose 6 p'hos'phm\

(HP03") 6 _ -
R Mana 6

/ \

Mana 2 - Mana 6

- Mana 3

0"‘6
(HP3)\

/
Mana 2 -

Manor.Z —-—-Mana3

.
‘\‘
.

. Manf 4GlcNAcB 4GIcNAcB — , et

h. Oligosaccharide de type ]actosaminésuﬁaté:' ljécep'te.iu"_'de GalNAc

4 sulfaté =
(SO3°) 4GIcNAcB 4GIcNAcB 2Mana 6

(SO37) 4GlcNA§:ﬁ 4GicNAcB ZMana 3

N

Manp 4GIcNAC 4GIcNACB —> —
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B) un peptide choisi parmi le groupe composé:

a) peptides anti-inflammatoires ou certains de
leurs fragments reconnus par des récepteurs de
la paroil vasculaire;

b) peptides ligands des intégrines;

c) facteurs chimiotactigues; et

d) hormones peptidigues; et

C) métabolites naturels.

13. Complexe selon l’une des quelconques revendications
1 a 12, caractérisé en ce que l’acide nucléique est

choisi parmi le groupe composé

a) des geénes margueurs;
b) des geénes a visée thérapeutigue; et

.

c) des genes a visée vaccinale.

14, Complexe selon l’une des quelconques revendications
1 a 13, dans lequel
- le polymere présente un degré de polymérisation

d’environ 100 a environ 500;
- les fonctions ZNH§+ libres des motifs étant

substituées dans un vrapport de 60% par des
groupements gluconovyle;

- l’acide nucléique présente un poilds

b

3 . , , 5
moléculaire d’environ 6.10° & environ 25.10 ; et
- le nombre moyen de paires de base de l’acide
nucléique par molécule de motif de monomére est

d'environ 0,9 a envixron 1,1.
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15. Complexe selon la revendicatlion 14, caractérisé en

-

ce que le signal de reconnaissance est présent a
raison d’une molécule par 10 000 motifs lorsque
5 1'affinité dudit signal est d’au moins 10° 1 mole™

vis-a-vis du récepteur membranaire cellulaire.

16 . Complexe selon la revendication 14, caractérisé en

-

ce que 1le signal de reconnaissance est présent a

10 raison de 60 molécules par 10 000 motifs 'lorsqgue

l'affinité dudit signal est inférieur & au moins 10° 1

mol * vis-a&-vis du récepteur membranaire cellulaire.

17. Conjugué polymérique chargé positivement,

15 contenant des motifs portant des fonctions NH; libres

et étant tel que

“onctions NH3+ libres des susdits motifs

Ll

- les

sont substituées dans un rapport d’au moins 10%
par des résidus non chargés entrainant une
20 diminution des charges positives par rapport au
méme conjugué polymérique rnon substitué,
facilitant le relargage de 1l’'’acide nucléique
par la dissoclation du complexe,
- les susdits résidus possédant les propriétés

25 sulvantes

- 1lls comportent au molns un groupe

hydroxyle,
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.

—~ 1l1s ne correspondent a aucun signal de
reconnalissance reconnu par un récepteur

membranalire cellulailre,

- les fonctions, choisies parmi le groupe

+

composé de fonctions NHy 1libres des susdits

motlfs et les groupes hydroxyles des susdits
résidus, pouvant étre également substituées
par au moins une molécule qul constitue un
signal de reconnalssance reconnu par un
récepteur membranaire cellulaire, sous réserve

que le conjugué polymérique contienne au moins

30 de fonctions NH3+ libres.

18. Conjugué selon la revendicaton 17, caractérisé

enn ce gque le rapport entre les motifs NH3+ libres et

substitués est déterminé par une méthode
colorimérique.
19. Conjugué selon la revendication 17,

-+

caractérisé en ce gue le rapport entre les motifs NHiy

libres et substitués est déterminé par résonnance

magnétique nucléaire.

20. Conjugué selon 1’une des quelconqgues

revendications 17 a 19, caractérisé en ce qgue les

+

fonctions NHy libres des susdits motifs des susdits

résidus sont également substitués par au moins une
molécule qui constitue un signal de reconnaissance

reconnu par un récepteur membranalre cellulaire.
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21. Conjugué selon 1’une des gquelconqgues
revendications 17 a 19, caractérisé en ce que les
groupes hydroxyles des susdits résidus pouvant éEtre
substitués par au moins une molécule quili constitue un

5 signal de reconnalssance reconnu par un récepteur

membranaire cellulaire.

22. Conjugué selon l’une des quelconques

revendications 17 a 20, caractérisé en ce gue :
: + : . .
10 - les fonctions NHj des susdits motifs étant

€également substituées de 0 a 40% par une molécule

qul constitue un signal de reconnalissance reconnu

par un récepteur membranaire cellulaire;

- le signal de reconnaissance possédant un poids
15 moléculaire inférieuxr a 5 000; |

- le signal de reconnaissance étant présent a raison

d’une molécule pour environ 10 000 motifs & environ

60 molécules par environ 10 000 motifs.

20 23. Conjugué selon 1’une desg quelconques
revendications 17 & 20 et 22, dans lequel le polymére

contient un groupement polymérique de formule (I)

sulivante

25 . | ]
NH—CH—C

| |
(CHy)p, O @

50 B :
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(1) dans laguelle p est un nombre entier variant de
2 a 500; n est un nombre entier variant de 1 a
S

(11) ce groupement polymérique contenant un nombre p
des radicaux R parmi lesquels
*  10% a 70% du nombre des radicaux R

représentent un groupe NH-CO- (CHOH) qn-R1,

e m est un nombre entier de 2 & 15,

e R, représente H ou un radical alcoyle de

-~

1 a 15 atomes de carbone;

.

* le reste des radicaux, c¢’'est-a-dire 30% a

-

90% du nombre des radicaux R représentent NH; ;
* R pouvant étre constitué de 0 a 25% par une
molécule quil constitue un signal de
reconnalssance reconnu par un récepteur
membranalire cellulaire, sous réserve gue le

conjugué polymérique contienne au moins 30% de

-+
fonctions NHy libres.

24 . Conjugué selon la revendication 23, caractérisé

en ce que m est un nombre entier entre 2 et 7.

25. Conjugué selon 1’une des quelcongues
revendications 23 et 24, caractérisé en ce qgue le
polymeére comprend également un groupement polymérique de

formule (I) ou n égale 4.

26. Conjugué selon la revendication 25, caractérisé

en ce gue le signal de reconnalssance reconnu par un
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récepteur membranaire cellulaire est présent a raison de

0,5 a 5 molécules pour 10 000 motifs.

27 . Conjugué selon la revendication 25, caractérisé
en ce que la molécule de reconnalssance reconnue par un
récepteur membranaire cellulaire est présente a raison

de 10 a 100 molécules pour 10 000 motifs.

28 . Utilisation du complexe selon l’une des
quelconques revendications 1 a 16 pour la transfection

in vitro ou ex vivo de cellules.

29. Trousse commerclale comprenant le complexe

S,

selon l1’une des quelconqgues revendilications 1 a 16 et des

instructions pour la transfection 1n vitro ou ex V1vVO

des cellules.

30. Trousse commercliale selon la revendication 29,

caractérisée en ce que le signal de reconnaissance

pr— 1 -

reconnu par un récepteur membranaire cellulaire est fixé
sur le conjugué polymérique.
31. Trousse commerclale gelon la revendication 29,

caractérisée en ce qu’elle comprenne également des

réactifs permettant la fixation éventuelle du signal de
reconnaissance reconnu par un récepteur membranaire

cellulaire sur le conjugué polymériqgue.

32. Trousse commerclale selon l’une des guelcongues

revendications 29 a 31, caractérisée en ce
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qu’'elle comprenne également des réactifs permettant la

transfection d’une cellule par le complexe.

33. Trousse commerciale comprenant:
- le complexe selon 1'une des qguelconques

revendications 1 a 16 substitué par un résidu

entralnant une diminution des charges des groupes
Iﬂﬁ;- libres, ce conjugué polymérique pouvant

comporter un signal de reconnalssance reconnu par un

récepteur membranaire cellulaire, ledit signal
pouvant Etre fixé sSur le susdit conjugué
polyvmériqgque;

- des réactifs permettant la fixation éventuelle
du signal de reconnaissance sur le susdit conjugué

polymérique; et

- réactifs permettant la transfection d’une cellule

par le susdit complexe.

34. Utilisation du conjugué selon 1’ une des

quelcongues revendications 17 a 27 pour la transfection

in vitro ou ex vivo de cellules.

35. Trousse commerciale comprenant le conjugué selon

l’une des quelconques revendications 17 a 27 et des
1nstructions pour la transfection i1n vitro ou ex vivo des

cellules.

36. Trousse commercliale selon la revendication 35,

caractérisée en ce que le signal de reconnalssance

——

reconnu par un récepteur membranaire cellulaire est fixé

sur le conjugué polymérigque.
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37. Trousse commerclale selon la revendication 35,
caractérisée en ce gu’'elle comprenne également des
réactifs permettant la fixation éventuelle du signal
de reconnailissance reconnu paxr un récepteur

membranalire cellulalre sur le conjugué polymérique.

38. Trousse commerciale selon 1 une des
quelconques revendications 35 a 37, caractérisée en
ce gqu’elle comprenne également des réactifs
permettant la formation du complexe selon 1l'’une des

gquelcongues revendications 1 a 16.

39. Trousse commerciale selon 1’ une des
gquelconques revendications 35 a 38, caractérisée en
ce gqu'elle comprenne également des réactifs

permettant la transfection d’une cellule.

40. Trousse commerciale selon 1une des
quelcongues revendications 35 a 39, caractérisée en
ce gqu'elle comprenne également un vecteur comprenant

un acide nucléiqgue.

41 . Trousse commerciale selon la revendication 40,
caractérisée en ce que l’acide nucléique comprenne un

.. ~

gene a transférer.

42 . Trousse commerciale selcon la revendication 41,
caractérisée en ce l’acide nucléiqgque comprenne

également un systéme de régulation du géne.
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Trousse commerclale comprenant:

- le conijugué polymérique selon 1l’une des
quelcongques revendications 17 a 27 substitué
par un résidu entralinant une diminution des

charges des groupes NH3" libres, ce conjugué

polymérigue pouvant comporter un signal de
reconnalssance reconnu par un récepteur
membranaire cellulaire, ledit signal pouvant
étre fixé sur le susdit conjugué polymérique;

- des réactifs permettant la fixation
éventuelle du signal de reconnaissance sur le
susdit conjugué polymérique;

- des réactifs permettant la formation du
complexe selon 1" une des quelcongques
revendications 1 a 16;

-

- des réactifs permettant la transfection

d'une cellule par le susdit complexe; et

- un vecteur contenant au moins un gene a

transférer et un systeéme de régulation du

susdit géne;

et ol le signal de reconnalssance est choisi en fonction

de la cellule a transfecter.

44,

Utilisation selon 1’une des quelcongues

revendications 28 et 34, caractérisée en ce qgque les

cellules sont choisies parmi le groupe composé des

- cellules souches hématopoiétiques;
- cellules du foie;
- cellules des muscles squelettiques;

- cellules de la peau;
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- cellules des paroilis vasculailres;

- cellules épithéliales des voies aériennes;
- cellules du systeme nerveux central;

- cellules cancéreuses; et

- cellules du systéme 1mmunitaire.

45 . Utilisation selon la revendication 44

caractérisée en ce que les cellules de la peau sont

choisies parmi le groupe de fibroblastes, de
kératinocytes, de cellules dentritiques et de
mélanocvytes.

46 . Utilisation selon la revendication 44 ,

caractérisée en ce que les cellules des parois
vasculaires sont choisies parmi le groupe composé de
cellules endothéliales et de cellules musculaires

lisses.

417 . Méthode d’introduction d’un acide nucléigue
chargé négativement dans une cellule 1in vitro ou ex
vivo, comprenant

- mettre en contact le complexe selon 1l’'’une des
quelcongque des revendications 1 a 16 avec la cellule; et
- permettre le ©passage du complexe dans le

cytoplasme de la cellule.
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48. Méthode selon la revendication 47, caractérisée
en ce gque le passage du complexe permette également le
relargage de 1l’acide nucléique dans le susdit complexe

dans le cytosol de la cellule.

49 . Méthode selon la revendication 48, caractérisée
en ce que le relargage de 1l’acide nucléigque permette

également la transcription et 1l’expression de 1’acide

nucléique dans la cellule.

50. Composition pharmaceutique, caractérisée en ce
qu’'elle comprenne le complexe selon 1’une des guelcongues

revendications 1 a 16 et un véhicule pharmaceutiguement

15

20

25

30

acceptable.
51. Composition pharmaceutique, caractérisée en ce
qu'elle comprenne le conjugué selon 1l’une des

quelconques revendications 17 a 27 et un véhicule

pharmaceutiguement acceptable.

52. Utilisation du complexe selon 1 "une des
quelcongues revendications 1 a 16 pour 1la préparation

d’'un médicament ou d’'un vaccin.

53. Utilisation du conjugué selon l'une  des
quelconques revendications 17 a 27 pour la préparation

d’un médicament ou d’un vaccin.

54 . Le complexe selon 1la revendication 6 ou le

conjugué polymérique selon la revendication 17,
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caractérisé en ce que les fonctions NH;" sont substituées

dans un rapport de 45% a 70%.

55. Le complexe ou conjugué polymérique selon la

revendication 54, caractérisé en ce que les fonctions

NH," sont substituées dans un rapport de 60%.

56 . Le complexe selon 1la revendication 6 ou le

conjugué polymérique selon la revendication 17,

caractérisé en ce que les motifs portant des fonctions

NH;" sont des résidus de lysine.

57 . Complexe selon la revendication 1, caractérisé

en ce que les fonctions NH3 " libres sont substituées dans

.

un rapport de 35% a 70%.

58. Complexe selon la revendication 57, caractérisé

-+

libres sont substituées dans

ernn ce que les fonctions NHi

un rapport de 40%.

59. Complexe selon la revendication 7, caractérisé

en ce que le groupe -CO-(CHOH)pu-Rq7 est choisi parmi le

—r

groupe COMPOSE d’ un reste dihydroxypropionoyle,
érythrononovle, thréonovle, ribonovyle, arabinoyle,
xylonovle, lyxonovle, gluconovle, galactonovyle,

S

mannonoyle, glycoheptonoyle et glycooctonoyle.

60. Complexe selon la revendication 7, caractérisé

ernn ce que le radical alcoyle est CHs;.
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61. Complexe selon la revendication 7, caractérisé
en ce que le conjugué polymérique contienne un signal de
reconnalssance reconnu par un récepteur membranaire

cellulaire a raison de 0,5 a 5 molécules pour environ

10 000 motifs.

62 . Complexe selon la revendication 61, caractérisé
en ce gque le conjugué polymérigque contienne une molécule
de signal de reconnalssance reconnu par un récepteur

membranalre cellulalire pour environ 10 000 motifs.

63. Complexe polymérique selon la revendication 7,
caractérisé en ce que le conjugué polymérigque contienne
a raison de 10 a 100 molécules de signal de
reconnaissance reconnu par un Yrécepteur membranaire

cellulaire pour environ 10 000 motifs.

64 . Complexe son la revendication 63, caractérisé
en ce gque le conjugué polymérigque contienne 60 molécules

de signal de reconnaissance reconnu par un récepteur

membranalire cellulaire pour environ 10 000 motifs.

65. Complexe selon la revendication 10, caractérisé
en ce que le signal de reconnaissance reconnu par un
récepteur membranaire cellulaire est 1 molécule pour 10 000

motilfs.

66 . Complexe selon la revendication 11, caractérisé
en ce que le signal de reconnaissance reconnu par un

récepteur membranaire cellulaire est de 60 moclécules

pour environ 10 000 motifs.
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67 . Complexe selon la revendication 14, caractérisé

en ce gque le polymere est la polylysine.

68 . Complexe selon la revendication 14, caractérisé

en ce gque le degré de polymérisation est 190.

69. Complexe selon la revendication 14, caractérisé

en ce que le monomere est la lysine.

70 . Complexe selon la revendication 14, caractérisé

I
en ce que le nombre moyven de paire de base de 1’acide
nucléigque par molécule de motifs de monomeéres est

d'environ 0,95 a environ 1,05.

71. Utilisation selon 1/une des quelconques

revendications 28 et 34, caractérisée en ce gque le géne

utilisé pour la transfection est choisi parmi ceux

mentionnés a la revendication 13.
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