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Thérape

Gémque

La force de la thérapie génique est
également son point faible : TADN est
une «pro-drogue », et la cascade
d’événements allant du géne a la syn-
thése en grand nombre du véritable
effecteur thérapeutique (la protéine)
a son origine dans le noyau. Pour y
parvenir, 'acide nucléique exogeéne
requiert un vecteur, généralement un
virus recombinant [1]. En effet, ’évo-
lution a conféré aux virus des moyens
d’effraction sophistiqués [2] leur per-
mettant, par exemple, de pénétrer
dans le cytoplasme d’une cellule par
rupture de la membrane plasmique,
voire pour certains d’atteindre le
noyau grace a des protéines compor-
tant un signal de localisation nucléai-
re. La rupture membranaire peut se
produire directement a la surface de
la cellule, ou étre consécutive a
I'endocytose du virus; dans tous les
cas, la protéine fusiogene responsable
est «informée » par la liaison au
récepteur cellulaire ou I'acidification
de I'endosome, et subit un réarrange-
ment conformationnel majeur qui
l'active. A coté d’une séquence d’évé-
nements moléculaires aussi com-
plexes, un chimiste semble bien
démuni. Pourtant des vecteurs synthé-
tiques de transfert de genes, méme
primitifs, seraient tres utiles a la théra-
pie génique des lors qu’ils seraient
suffisamment efficaces (cet adjectif,
qui qualifie paraitil la puissance du
moteur dans la notice technique de
Rolis-Royce, signifie I’adéquation des
performances a I'utilisation). Ce crite-
re est encore loin d’étre satisfait, com-
me le montrent les tentatives de thé-
rapie génique de la mucoviscidose ou
du mélanome conduites récemment

s cn Angleterre et aux Etats-Unis.
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L éponge a protons :
un moyen d’entrer dans une cellule
auquel les virus n‘ont pas pense

La chimie n’a pas la contrainte de
réplication d’un systeme vivant, et
peut donc explorer une palette infi-
niment plus grande de molécules.
Avec un peu d’imagination et beau-
coup de tatonnements en guise
d’évolution, deux types de vecteurs
synthétiques ont été développés au
cours de la derniere décennie. Ces
composés, lipides [3] ou polymeres
[4], sont de nature cationique com-
me leurs ancétres (phosphate de cal-
cium, DEAE-dextran). Leur interac-
tion ionique avec ’ADN provoque la
condensation de ce dernier en des
particules sub-micrométriques.

Pour un lipide cationique en excés
de charge électrostatique par rapport
aux phosphates de I’ADN, les parti-
cules nucléolipidiques résultantes se
fixent a la surface de la cellule, égale-
ment par interaction ionique, et y
pénétrent par endocytose spontanée.
Les lipides cationiques présentent
des efficacités de transfection qui
varient beaucoup avec la structure
chimique du vecteur, mais aussi avec
le type cellulaire. Néanmoins, une
classe particuliere de vecteurs, les
lipopolyamines, est toujours dans le
peloton de téte [3, 5]. Cette proprié-
té est lie intrinsequement a la téte
polaire [6], et ni I'adjonction d’un
lipopeptide fusiogéne ni celle d’un
signal de localisation nucléaire
n’accroit davantage cette efficacité
[7]. 11 était donc bien tentant d’attri-
buer toutes ces propriétés intéres-
santes a la téte polyamine. La déter-
mination potentiométrique des
équilibres de protonation des fonc-
tions amine montre qu’a pH physio-
logique seuls trois des quatre atomes
d’azote sont sous forme cationique

(figure 1). Le pKa de la derniere fonc-
tion amine est de 5,5, a mi-chemin
entre les pH extracellulaire et intraly-
sosomial; de 1a a lui faire jouer le
role d’'un tampon...

A coté des lipides décrits ci-dessus,
les polymeéres cationiques comme la
polylysine sont inefficaces, sauf s’ils
sont conjugués a des ligands provo-
quant I’endocytose relayée par un
récepteur présent a la surface cellu-
laire [4]. Méme dans ces conditions,
le niveau de transfection ne devient
comparable a celui des lipopoly-
amines qu’apreés couplage du vec-
teur a des particules adénovirales
défectueuses qui rompent efficace-
ment les endosomes [8]; dans ce
dernier cas, malheureusement, le
bénéfice du ciblage n’est plus évi-
dent. Récemment, les polymeres
cationiques aussi ont trouvé leur
champion dans les dendriméres
polyamidoamines [9], qui sont des
macromolécules quasi-sphériques
dont la surface comporte une multi-
tude de fonctions amine. A nou-
veau, la totalité des fonctions amine
d’un dendrimeére n’est pas protonée
a pH physiologique...

Ces constatations, faites indifférem-
ment sur un lipide ou un polymere,
conduisent a la question suivante: y
aurait-il un lien causal entre une
réserve de pouvoir tampon du vec-
teur et une efficacité de transfection
accrue? En suivant ce fil directeur,
nous avons imaginé diverses macro-
molécules possédant de tres grandes
densités de fonctions amine. En effet,
de tels composés polycationiques
devraient rester capables de conden-
ser ’ADN mais, du fait des répulsions
prévisibles entre de nombreuses
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<« Figure 1. Structure de la lipopolyamine Transfectam.
A pH neutre, seuls trois des quatre atomes d’azote
sont sous forme cationique. La derniére fonction ami-
ne se protone entre pH5 et pH6.

+Hy

charges voisines de méme signe, ils
ne devraient pas étre totalement pro-
tonés a pH physiologique.

Cauchemar de chimiste: le meilleur
candidat potentiel n’était méme pas
a synthétiser! En effet, le polymere
commercial polyéthyléneimine (PEI
figure2) a un chalnon sur trois qui
est un atome d’azote, et passe de
20% a 45 % de protonation entre
pH 7 et pH 5. C’est, de surcroit, un
composé connu depuis un demi-
siécle, et dont 'innocuité est reflétée
par une utilisation intensive dans
I’environnement humain (purifica-
tion d’eau potable, extraction de
minerais, shampooings, etc.). L’effi-
cacité de transfection de ce polyme-

Figure 2. Structure de la polyéthyléneimine a pH neutre. Un chainon sur
trois est un atome d’azote; la protonation passe de 20% a 40 % entre pH7 et

pH 5.
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re a été comparée a celle des lipopo-
lyamines sur une grande variété de
lignées cellulaires et de cellules pri-
maires, et méme n vivo. Les résultats
trés prometteurs [10] (figure 3) vont
insuffler une deuxiéme jeunesse a
cette molécule simple, qui est au
moins aussi performante que les
meilleurs vecteurs de synthese
actuels.

« Figure 3. Transfert du géne codant
pour la B-galactosidase dans des fi-
broblastes murins 3T3 a l'aide de
polyéthyleneimine (Cliché O. Bous-
sif, M.A. Zauta).
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Figure 4. Représentation schématique de la rupture d’'un endosome par
I'éponge moléculaire. L’accumulation des ions H* et CI provoque le gonfle-
ment du polymere et la lyse osmotique de la vésicule.
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La séquence d’événements sur
laquelle nous fondons ces propriétés
est schématisée sur la figure4. Les
particules de polycation/ADN péne-
trent dans la cellule par endocytose
spontanée. La nature méme du
mécanisme (interaction ionique sur
toute la surface de la particule)
induit une concentration locale en
PEI tres élevée dans I’endosome. Au
cours du trafic intracellulaire, le pou-
voir tampon du vecteur va conduire
indirectement a retarder I’action des
nucléases lysosomales, dont Iefficaci-
té est optimale a pH acide, mais il va
également perturber profondément
I’osmolarité des vésicules. En effet,
I’accumulation massive de protons
par ’ATPase vésiculaire n’est pas
électrogeéne car elle est couplée a
I'influx d’anions chlorure [11]. Ce
phénomene va donc se traduire par
une augmentation importante de la
concentration ionique dans I’endoso-
me, un gonflement du polymere par
répulsion interne de charge, et
I’entrée d’eau par osmose. Il serait
bien étonnant que I’endosome résis-
te longtemps a ce traitement. Comp-
te tenu du profil de protonation,
environ un tiers des atomes d’azote
participent au gonflement, ce qui fait
de ce polymeére une véritable épon-
ge.

Le fait remarquable dans ce mécanis-
me, par ailleurs plutdt primitif a coté
des solutions trouvées par les virus,
est qu’il conduit d’emblée a des
niveaux de transfert de gene élevés.
La polyéthyléneimine constitue
donc, telle quelle, un vecteur pro-
metteur pour la thérapie génique, et
une structure de base idéale pour la
conception de vecteurs plus sophisti-
qués incorporant des fonctions sup-
plémentaires ®
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