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HS : héparanes sulfates

HSC : hematopoietic stem cells, cellules souches hématopoiétiques
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IL-2Ry : y-chain of the receptor for IL-2, chaine gamma du récepteur a I'IL-2

IL6 : interleukine 6

IL12 : interleukine 12

IRES : internal ribosome entry site, site d’entrée interne du ribosome

IRF3, IFR5, IFR7 : IFN regulatory factor 3,5 and 7, facteurs régulateurs de I'IfN 3, 5 et 7
IRM : imagerie de résonance magnétique

LDL : low density lipoproteins, lipoprotéines de faible densité

LDLR : low density lipoproteins receptor, récepteur des lipoprotéines de faible densité
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INTRODUCTION

Introduction

Malgré des avancées impressionnantes ces dernieres années en médicine, et de
nouvelles thérapies de plus en plus poussées, de nombreux progres sont encore nécessaires. En
virologie, par exemple, de nombreuses infections virales restent encore sans traitement efficace,
et les traitements existants présentent d’'importants effets secondaires et contre-indications. De
plus, ceux-ci ne permettent généralement que de maintenir l'infection a un niveau basal, sans
pour autant pouvoir éradiquer le virus. De méme, en cancérologie, les traitements possibles,
bien que trés efficaces, sont peu nombreu, limités a la chimiothérapie, la radiothérapie, ou la
chirurgie. La majorité de ces techniques ne sont pas ciblées, et résultent en des effets

secondaires importants sur les tissus sains et 'organisme des patients.

En réponse a cette demande d’alternatives thérapeutiques, différents systemes
d’acheminement de molécules se sont développés. Un panel croissant de nanoparticules sont en
cours d’étude, produits a partir de matériaux aussi divers que les lipides, les métaux, ou les
polymeéres, présentant tous des avantages et des inconvénients. L'essor de ces vecteurs
nanométriques a également redonné un second souffle a un outil thérapeutique des plus
intéressants : I'’ARN interférence. En effet, malgré des résultats expérimentaux impressionnants,
I'utilisation de cette technique est fortement limitée par la fragilité des molécules
thérapeutiques, les siRNA, et par leur faible rémanence. L’utilisation des nanovecteurs permet
de protéger les siRNA, et de les libérer de facon progressive, entralnant une augmentation de la
rémanence d’action de ceux-ci.La combinaison de ces deux outils laisse entrevoir de
nombreuses perspectives thérapeutiques, et la suppression des écueils ayant empéché I'emploi

de I’ARN interférence jusqu’a présent.

Au cours des prochaines pages, nous évoquerons, les domaines des nanoparticules et de
I'interférence ARN. Ceux-ci présentent de nombreuses applications thérapeutiques potentielles,
illustrées dans ce travail par le développement de nanovecteurs d’ARN interférents a visées
antivirale (virus de I'hépatite C) et anti-tumorale (carcinome hépatocellulaire). Ces cas pratiques
seront 'occasion pour nous de tester I'impact de I'outil thérapeutique que nous avons choisi de
développer. Celui-ci, associant nanoparticules et ARN interférence, promet, comme le montrent
les résultats obtenus, d’avoir un impact non négligeable dans un certain nombre de domaines

médicaux.
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INTRODUCTION

I. ARN interférence

1. Découverte de I’ARN interférence

L’ARN interférence (RNAi) a été découverte et décrite pour la premiere fois en 1990, par
Napoli, Lemieux, et Jorgensen!. Lors de I'étude de I'implication de la chalcone synthase (CHS)
dans la biosynthése de I'anthocyanine (qui donne sa couleur aux pétunias), ils ont surexprimé
cette enzyme dans les fleurs grace a 'introduction d’'un transgeéne codant une CHS exogene. Le
résultat surprenant de cette expérience - 42 % des pétunias ont blanchi, et la concentration de
CHS totale 50 fois inférieure a la concentration sauvage - leur a permis d’envisager que le
transgéne puisse étre un co-suppresseur du gene endogéne. Le méme phénomene a été observé

par Romano et Macino en 1992 chez Neurospora crassaz.

En 1993, Lee et al. progressent vers la compréhension de ce mécanisme. En effet, ils
montrent que LIN-4, un petit ARN de C. elegans, participe au bon développement du nématode
en se fixant a un ARN messager (mRNA) cible, ce qui empéche alors sa traduction3. A la fin des
années 1990, Fire, Mello et al. vont pour la premiere fois expliquer 'atténuation de genes, en
émettant I'hypothése que le mécanisme observé n’est pas basé sur un ARN simple brin (ssRNA),
mais sur un double brin d’ARN (dsRNA). Pour vérifier cette hypothese, ils ont comparé I'effet de
ssRNA et de dsRNA sur I'expression du gene unc-22 chez C. elegans*5. Que les ssRNA soient sens
ou antisens, leurs effets étaient entre 10 et 100 fois plus faibles que ceux du dsRNA
correspondant. De maniere intéressante, l'injection de ssRNA sens, puis antisens, ou
inversement, permettait de restaurer l'efficacité d’atténuation du gene, ce qui a permis de
suggérer que les deux types de ssRNA peuvent s’hybrider in vivo afin de former le dsRNA. Les
travaux de Fire et Mello ont été récompensés en 2006 par le Prix Nobel de Physiologie et

Médecine « pour leur découverte de 'ARN interférence - gene silencing par ARN double brin ».

Au cours des deux années qui ont suivi, plusieurs équipes ont cherché et constaté la
présence d’intermédiaires ARN dans le mécanismeé. En effet, des molécules de 21 a 25
nucléotides, les petits ARN interférents ("small interfering RNA" ou siRNA), complémentaires du
mRNA cible, ont été isolés. Il a été montré que l'association mRNA/siRNA entraine la

dégradation du transcrit correspondant.

En 2000 et 2001, les équipes de Pasquinelli et Elbashir ont montré que, non seulement
les siRNA et miRNA ne sont pas une exclusivité de C. elegans, puisque des siRNA ont également
été retrouvés chez les champignons, plantes, et insectes?, mais que ce mécanisme RNAI est aussi
présent chez les vertébréss. Cela semblait de prime abord peu plausible, 'immunité innée de

ceux-ci, et notamment des mammiféres, engendrant une réponse antivirale interféron

-11 -



INTRODUCTION

importante lors de l'introduction d’ARN dans les cellules. L’ARNi est donc un systéme tres
ancien, dont la mise en place remonte a une période de I'’évolution précédant la séparation des
animaux des végétaux. Les travaux de Elbashir ont également montré qu’il était possible
d’'utiliser des siRNA synthétisés chimiquement et imitant les siRNA natifs pour inhiber la
traduction de mRNA cibles dans les cellules transfectées. A partir de ce point, I'interférence ARN

est devenue une technique de choix, notamment pour les études de génomique fonctionnelle.

dsRNA &; Hypothetical
<y RNAI Co-factor

target RNA
ANANANAANAAANAA

target RNA

cleaved or
modified

"M
{Additional cellular
degradation
mechanisms?)
- == =W\l -

degraded target RNA

Illustration I-1 : Modéle possible d’interférence génétique médiée par dsRNA chez c. elegans.
(Source : Montgomery et al., 19985)

L’'interférence ARN a notamment été longuement étudiée chez la drosophile. Cela a
permis la découverte d'un ensemble protéique complexe entrant en jeu lors de la division du
double brin de I’ARN interférant. Ce complexe a été nommé "RNA-Induced Silencing Complex", ou

RISC?. L'endoribonucléase Dicer, quant a elle, a été décrite par I'’équipe de Bernstein en 200110,
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2. Mécanisme de ’ARN interférence

Le mécanisme d’interférence ARN est déclenché lorsqu'un dsRNA exogéne est introduit
dans le cytoplasme de la cellule. Suite a cela, une endonucléase de la famille des RNaselll,
appelée Dicer, identifie le dsRNA et le clive en fragments doubles brins de 21 a 23 paires de
bases, avec un groupe monophosphate en 5’ et un dinucléotide sortant en 3’8. Ce duplexe RNA

est appelé siRNA.

Dicer contient généralement un domaine hélicase/ATPase, un domaine PAZ (Piwi-
Argonaute-Zwille), deux domaines de type RNaselll, et un domaine de liaison au dsRNA1,
L’extrémité sortante en 3’ est caractéristique de l'activité RNaselll. La distance entre les
domaines PAZ et RNaselll détermine la taille des siRNA produits. Dicer livre ensuite le siRNA a
RISC. La longueur du duplex siRNA, ainsi que les extrémités distinctives sont des
caractéristiques nécessaires pour la reconnaissance efficace et I'intégration dans RISC. Le coeur
de RISC, ainsi que le principal exécuteur de l'inhibition d’expression génique médiée par RNAi
est la protéine Argonaute. Il existe quatre protéines Argonaute chez 'Homme (AGO1-4), et

I'inhibition d’expression génique par les siRNA est effectué via AGO2.

Pour engendrer une interférence médiée par siRNA, AGO2 doit éjecter le brin passager,
puis entreprendre différents cycles de reconnaissance, de clivage, et de libération du mRNA
cible, tandis que le brin guide reste lié, servant de co-facteur. La séparation des deux brins d’ARN
se fait grace a une étape ATP-dépendante. Des études structurales ont révélé certains
mécanismes nécessaires a 'activité de AGO2. AGO2 posséde trois domaines fonctionnels, PAZ,
MID, et PIWI, ce dernier, adoptant une conformation de type RNase H, fournit I'énergie a RISC
pour son activité de « débitage »!l. Lors du chargement de RISC, des évidences structurales
suggerent que les extrémités caractéristiques des siRNA ont des fonctions d’ancrage: le
dinucléotide en 3’ est spécifiquement reconnu par le domaine PAZ d’Argonaute. Cette extrémité
sortante plonge profondément dans la poche hydrophobique du domaine, dans laquelle la base
du nucléotide terminal s’associe a un cycle aromatique de l'un des nombreux résidus
aromatiques qui bordent la poche. Pendant ce temps, le groupe phosphate en 5’ s’insére entre
les domaines MID et PIWI, se liant a un ion magnésium, lui-méme coordonnée a I'extrémité C-
terminale de la protéine. Concernant la sélection du brin guide, les données thermodynamiques
suggérent qu’Argonaute sélectionne le brin possédant l'extrémité 5 la moins stable

thermodynamiquement, tandis que le brin passager est clivé pour entrainer son éjection.

Une fois le brin guide complexé a RISC, celui-ci identifie les mRNA qui lui sont
complémentaires dans le cytoplasme. La sous-unité de RISC, Argonaute, possédant une activité

endonucléase, va se charger de réaliser un clivage du mRNA cible en un site unique. Les
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fragments résultants, déstabilisés, sont alors totalement dégradés par les mécanismes
endogenes naturels. Un complexe RISC activé est capable de dégrader des milliers de molécules

cibles.

La machinerie RNAi peut également étre mise en marche par des courts ARN endogenes,
appelés microRNA (miRNA)!2. Aprés une étape, réalisée dans le noyau, destinée a générer les
pre-miRNA a partir de leurs précurseurs pri-miRNA, grace a une enzyme de type RNase III,
Drosha, ceux-ci sont exportés dans le cytoplasme, et clivés par Dicer afin d’obtenir les miRNA
possédant les mémes structures terminales que les siRNA. Si les miRNA peuvent parfois réguler
leurs cibles de la méme maniere que les siRNA, leur mode d’action principal différe. En effet, ces
molécules ne sont que partiellement complémentaires a leurs cibles mRNA, et vont
principalement engendrer une interférence génique en opérant une répression traductionnelle

en aval, ainsi que la dégradation des mRNA par déadénylation.

RN MWWV
\Pollllllli Drosha ::IOW

pre-miRNA shRNA
pri-miRNA Exportin 5

nucleus

Ribosome

Illustration I-2 : Voies des ARN interférents
(Source : Jiirgen Wittmann, Center University of Erlangen-Niirnberg)

Enfin, un troisieme type de molécules peut activer la machinerie RNAI : les short hairpin
RNA (shRNA). Ceux-ci peuvent étre synthétisés dans la cellule grace a une production médiée
par un plasmide ADN, qui peut lui-méme étre empaqueté dans un vecteur rétroviral ou
lentiviral. Ils consistent en deux séquences ARN complémentaires de 19 a 22 bp reliées par une
courte boucle de 4 a 11 nucléotides, formant une structure en épingle a cheveux similaire a
celles des miRNA. Leur synthese a partir du plasmide ADN est dépendante du promoteur choisi,
et peut également étre inductible, afin de sélectionner le type de cellules exprimant le shRNA in
vivo par exemple. Une fois transcrits, les séquences shRNA sont exportées du noyau vers le
cytosol, ou elles sont reconnues par Dicer, qui va cliver les shRNA en duplexes siRNA. La suite du
mécanisme est identique a celui des siRNA. Comme toute séquence plasmidique, les shRNA sont
capables de s’intégrer a I’ADN de la cellule hote, et permettent ainsi d’obtenir des lignées stables

présentant une interférence ARN continue sur un géne particulier.

-14 -



INTRODUCTION

3. Potentiel de I’ARN interférence

La puissance de la RNAIi tient au fait que la machinerie endogene d’interférence génique
peut étre détournée afin de réguler artificiellement n'importe quel géne d’intérét. En effet, en
théorie, des siRNA peuvent étre générés pour tout gene a partir de son seul ARNm. Ce fort
potentiel a fait de la technique de RNAi une des stratégies favorites pour supprimer une activité
génique dans les cellules de mammiferes. De plus, cette technique peut potentiellement étre
utilisée pour développer des thérapies pour un vaste éventail de maladies humaines, qu’elles
soient causées par un ou quelques génes, comme les maladies génétiques. L’ARN interférence
pourrait également venir a bout d’infections virales, de pathologies autoimmunes, ou encore de
cancers!3. Dans de nombreux cas, notamment pour les cancers, et grace aux avancées dans le
domaine du séquencage, il serait possible d’associer ce formidable outil a des cibles tres
précises, permettant ainsi de mettre en place une thérapie personnalisée et ciblée, et donc

d’augmenter d’autant les chances de succes du traitement.

Lors de la conception d'un traitement, la puissance d’action de celui-ci est tres
importante. C’est pourquoi ’ARN interférence surpasse largement les autres technologies
basées sur les acides nucléiques antisens. En effet, étant donné qu’un brin guide peut étre utilisé
pour cliver un grand nombre d’ARNm, avec le bon déclencheur, 'ARNi présente une efficacité
surprenante. L'efficacité de cette méthode peut cependant varier de maniére importante, un
grand nombre de facteurs étant impliqué. Si tous les parameétres ne sont pas encore bien
délimités a I'heure actuelle, il est clair que le design des siRNA (notamment leur stabilité
structurale), I'accessibilité de la cible, ou encore d’autres caractéristiques structurales, mais

également la durée de vie et le « turn-over » de la protéine ciblée sont a prendre en compte.
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4. Quelles différences entre siRNA, shRNA ? Que choisir ?

siRNA™

Les siRNA synthétisés chimiquement sont la forme la plus simple de RNAi. Ce sont des
réactifs directement utilisables, qui ne nécessitent pas de manipulation particuliére avant
emploi. C’est la méthode la plus rapide pour inhiber une expression génique spécifique. La
synthése des siRNA peut assez aisément étre réalisée en grandes quantités. De plus, les siRNA
peuvent étre marqués par un fluorochrome, ou encore modifiés chimiquement, afin d’améliorer
leur stabilité. Enfin, il est plus facile de controéler la quantité de siRNA utilisé qu’avec une
approche vectorielle. Ce contréle théorique de la quantité permet de minimiser les effets off-
target et les effets non spécifiques. Un autre avantage de cette technique est qu’il n’est pas
nécessaire que les siRNA soient captés par le noyau pour faire effet, contrairement aux shRNA.
De plus, plusieurs siRNA peuvent étre utilisés en méme temps, afin d’augmenter leur potentialité
d’action, mais il est indispensable de tester chaque siRNA individuellement et leurs interactions

lors d’essais cliniques avant de pouvoir les utiliser de maniére conjointe.

Comme nous le verrons plus loin, 'un des plus importants obstacles a I'obtention de
RNAI efficace avec les siRNA est la difficulté de transfection de nombreux types cellulaires, ainsi
que la durée limitée et transitoire des effets des siRNA apres leur transfection. Dans le cas d’'une
utilisation thérapeutique a long terme, il sera nécessaire de doser régulierement les siRNA pour
s’assurer du maintien de I'efficacité du traitement. De plus, ces molécules sont coliteuses et donc
peu utilisées in vivo, ces expériences nécessitant de grandes quantités de siRNA. Elles ne sont
pas d'une grande stabilité, et les possibilités de modifications chimiques pouvant augmenter
leur stabilité peuvent entrainer une perte de fonction. Il faut donc trouver le juste équilibre dans
les modifications entre la stabilité et I'efficacité. Ce sujet sera discuté ultérieurement. Enfin,

contrairement aux shRNA plasmidiques, leur expression n’est pas inductible.

shRNA

Les shRNA nécessitent une manipulation beaucoup plus importante et longue en amont
de 'expérience a proprement parler. En effet, comme toute construction plasmidique, il est
nécessaire de réaliser de nombreuses étapes de clonage des shRNA dans le plasmide, puis de
vérification de séquence. Ce travail peut devenir tres fastidieux si différents genes doivent étre
inhibés. Cependant, une fois que les constructions sont réalisées, elles peuvent étre reproduites
facilement et sont trés peu couteuses. Il est également possible d’utiliser un unique vecteur
d’expression pour encoder de multiples shRNA, augmentant le potentiel thérapeutique du

produit. De plus, I'expérimentateur n’est pas directement en contact avec I’ARN, mais travaille
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uniquement avec I'ADN, qui est plus stable, et dont les manipulations et méthodes
d’acheminement vers les cellules sont bien connues. L’utilisation d’'un vecteur lentiviral ou
rétroviral pour infecter les cellules permet également de surmonter la difficulté de la
transfection des cellules, et d’exprimer de grandes quantités de shRNA sur de longues périodes.
En fonction du vecteur choisi, I'expression peut étre transitoire ou stable, et des systemes

d’induction de I'expression existent.

Cette méthode n’est toutefois pas utilisable pour réaliser un « screen » de shRNA. En
effet, chaque construction est bien trop laborieuse pour que cela ait un intérét. Il n’est pas
possible de marquer directement les sShRNA exprimés. Enfin, comme toute construction ADN, il y
a des possibilités d’intégrations dans le génome de la cellule, avec les risques que cela comporte :

coupure d'un gene, décalage du cadre de lecture d’'une séquence, modification d’'un promoteur...

Que choisir ?

De maniére générale, si certains avantages de la technique shRNA peuvent sembler plus
attrayants que ceux des siRNA, il faut toutefois prendre en compte d’autres parametres. En effet,
malgré les points positifs de stabilité et d’expression inductible et a long-terme des shRNA, le
risque d’intégration dans le génome est un probléme non négligeable : d'un point de vue éthique,
il serait difficile de justifier la transformation d’'un étre humain en organisme génétiquement
modifié, méme si la premiere intention est louable. Il existe de plus un risque que l'intégration
génomique se fasse au niveau des gameétes, entrainant non seulement la transformation

génétique du patient, mais également potentiellement celle de sa descendance.

Pour l'instant les données concernant l'intégration de plasmides dans le génome sont
trop limitées pour pouvoir assurer une insertion dans une zone précise, et il est quasiment
impossible de certifier que cette insertion, méme si la zone y semble propice, ne soit pas sans
effets déléteres ultérieurement a d’autres niveaux métaboliques ou physiologiques. De plus, si
cette éventualité pourrait étre envisagée dans le cadre d'un traitement de maladie génétique
incurable, comment la justifier dans le cadre d’une infection ou d’'un cancer, aussi virulents

soient-ils, si le traitement peut engendrer davantage de complications par la suite ?

Dans le cadre de ma these, le probléme se pose différemment, mais n’invalide cependant
pas cette réflexion. En effet, le but de mon travail n’est pas de traiter de fagon parfaite une
pathologie, mais bien de mettre en avant une méthode de vectorisation des siRNA, et de réaliser
la preuve de concept de son efficacité. Dans ce cadre, le but est de travailler avec les molécules
de siRNA directement, afin d’améliorer I'efficacité du traitement les utilisant, en « sublimant »
leurs capacités par un apport extérieur capable de favoriser leur stabilité, et leur libération a

long terme.
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5. Limites et défi des siRNA thérapeutiques

Grace a leur efficacité et spécificité d’interférence génique, le potentiel thérapeutique des
siRNA est colossal, comme cela a été démontré dans un certain nombre d’études in vitro et in
vivo. Il reste cependant un grand nombre d’obstacles a franchir afin de pouvoir exploiter toute la

puissance de cette technologie!3.

Stabilité et ciblage des siRNA

Dans le sérum, comme dans les tissus, les siRNA sont trés sensibles a la dégradation
enzymatique. En effet, la demi-vie de siRNA nus dans le sérum se situe entre quelques minutes
et une heure?s. De plus, du fait de leur faible masse moléculaire, les siRNA sont rapidement
excrétés par les reins. De ce fait, la détermination d’'une dose adéquate pour le traitement au

niveau de la zone ciblée, et d’autant plus au niveau des cellules cibles, est un réel défits.

Une fois arrivés au niveau des cellules cibles, les siRNA doivent encore arriver a passer la
membrane cellulaire. Cependant, la taille, ainsi que la charge négative des siRNA nus en
empéche la diffusion. En cas d’entrée des siRNA par les voies d’endocytose, il leur faut encore
pouvoir accéder au cytoplasme, ou ils risquent d’étre dégradés par les RNases cytosoliques. Une

fois tous ces obstacles passés, les siRNA n’ont toujours pas été reconnus et incorporé a RISC...

Interférence off-target

Outre les difficultés d’acheminement, des effets off-target ont été constatés lors
d’analyses microarray, c’est-a-dire l'interférence de génes autres que ceux dont I'inhibition
d’expression est souhaitéel’. Ces effets off-target sont évidemment indésirables, puisqu’ils
peuvent entrainer des modifications de l'expression génique, ainsi que des modification

cellulaires imprévues.

En accord avec nos connaissances de l'interférence des miRNA, les résultats obtenus lors
d’études récentes semblent logiques!819. En effet, ces études ont montré que les effets off-target
sont liés a des homologies de séquences de six ou sept nucléotides, ce qui s’apparente a la
complémentarité partielle obtenue entre le mRNA et le miRNA. De plus, les siRNA peuvent
également étre complémentaires aux miRNA endogenes, qui ont pour réle de réguler certaines
familles de génes20. Pour toutes ces raisons, il est indispensable d’apporter une attention toute
particuliéere au choix du brin guide, afin de limiter autant que possible ces effets off-target.
Cependant, I'avancée de nos connaissances concernant les mécanismes d’interférence ARN, les
prédictions bioinformatiques utilisables pour la création des siRNA se font de plus en plus

précises, et pourront probablement a ’avenir réduire, voire supprimer totalement I'interférence

off-target.
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Activation de la réponse immunitaire

L’activation de I'immunité innée par les siRNA fait potentiellement partie des effets
indésirables de ceux-ci in vivo. En effet, la libération excessive de cytokines, ainsi que les
syndromes inflammatoires qui y sont associés peuvent engendrer une réaction toxique, en
particulier chez 'Homme. Bien que I'idée d’exploiter cette réponse immunitaire dans le cadre de
thérapies anti-cancéreuses ou anti-infectieuses soit séduisante, son développement requiére une

précaution infinie, du fait de la sensibilité humaine a la toxicité médiée par les cytokines.

L’administration systémique de siRNA peut engendrer une réponse immunitaire innée,
induisant la production de cytokines pro-inflammatoires telles que le tumor necrosis factor
alpha (TNFa), l'interleukin-6 (IL-6), et des interférons (IFN), en particulier de I'IFN-alpha
(IFNa). En effet, lorsque les siRNA sont acheminés vers des cellules immunitaires, ceux-ci
engendrent la production d'IFNa dans les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC), et de

cytokines inflammatoires dans les cellules dentritiques myéloides (mDC)?21.22,
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Illustration I-3 : siRNA et immunité
(Modifiée a partir de Olejniczak et al., 201223)
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Cette activation de l'immunité innée permet a I'hote de se protéger d’agents
potentiellement infectieux ou de corps étrangers. Plusieurs voies peuvent étre activées par les
siRNA, étant soit médiée par les récepteurs Toll-like (TLR; mise en jeu des TLR3, 7 et 8,
sensibles a 'ARN), soit non-TLR-médiée (par des protéines intracellulaires telles que le géne 1
inductible par 'acide rétinoique, RIG1). Les trois types de TLR sont principalement situés dans
la cellule, et captent des acides nucléiques de pathogenes lorsqu’ils sont dégradés par les
endolysosomes. TLR3 se situe également en surface de certains types cellulaires, et RIG1, quant
a lui, va se fixer aux siRNA dans le cytoplasme. En fonction de leur mode de transport et de leur
présentation, les siRNA peuvent potentiellement activer a la fois les réponses immunitaires
dépendantes et indépendantes des TLR. De plus, la présence de siRNA immunostimulants peut
également initier une réponse immune adaptative en potentialisant la production d’anticorps
dirigés contre les composants du vecteur. Ceux-ci peuvent alors augmenter la clairance des

vecteurs des siRNA, et ainsi diminuer l'efficacité des traitements ultérieurs.

TLR7 et TLR8

Tous les TLR ne réagissent pas aux mémes stimuli. En effet, les TLR7 et 8 reconnaissent
plus particulierement certaines séquences de ssRNA (poly-uridine (poly-U), ou régions riches en
guanosine (G) et en U24 [l a méme été suggéré plus récemment que les ligands de TLR7 soient
uniquement définis par la présence d'une chaine de riboses et de groupes de plusieurs U
relativement rapprochés25. La nature exacte des motifs reconnus par les TLR7/8 n’est pas claire
pour linstant. Il semble cependant que le motif 5-UGU-3’ soit particuliérement
immunostimulant, alors que la suppression des U dans ce motif, ainsi qu’en évitant la présence
de séquences riches en GU réduit le potentiel immunostimulant du duplex?2. Ces motifs ne sont
cependant pas les seuls reconnus par les TLR7/8. En effet, une grande majorité des séquences

siRNA présentent une activité immunostimulante de plus ou moins forte intensité.

Le fait que la réponse immunitaire médiée par les TLR soit dépendante des séquences de
siRNA présente des conséquences importantes pour le développement des technologies
employant les siRNA, soulignant la nécessité de sélectionner les controles expérimentaux
adéquats. En effet, il est indispensable de pouvoir différencier les effets non spécifiques induits

par des séquences cibles ou contréles immunostimulatrices, notamment in vivo?2s.

Les signaux TLR7 et 8 sont véhiculés exclusivement par la protéine adaptatrice MyD88
(INlustration [-3)27.28, L’association des TLR et de MyD88 va entrainer la formation d’'un complexe
de signalisation qui aboutira a la translocation de NF-xB, et a l'activation de facteurs de
transcriptions tels que IRF5 et IRF7, qui vont provoquer la surexpression de I'IFNa et des

cytokines pro-inflammatoires?27.
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TLR3

TLR3 possede une structure génique unique parmi les TLRs et fait partie d’'une sous-
famille différente des TLR7 et TLR829. Contrairement aux TLR7 et 8, qui se trouvent
principalement sur des cellules immunitaires, TLR3 est également exprimé dans un certain
nombre de types cellulaires, notamment certaines lignées endothéliales, épithéliales et

fibroblastiques.

Les dsRNA ont été identifiés comme étant les agonistes principaux des TLR330. Les TLR3
présents a la surface de cellules endothéliales sont également activés in vivo par des siRNA
exogenes mesurant au moins 21 nucléotides de long, et induisent la production de cytokines
comme I'IFNy et I'IL-1231. S’il semble logique qu’il soit peu probable que les siRNA, une fois
libérés dans les cellules, dans les endosomes ou dans le cytoplasme, puissent activer les TLR3 a

la surface cellulaire, cette hypothése n’a pas pu étre démontrée pour l'instant.

Contrairement aux autres TLR détectant les acides nucléiques, la voie de signalisation de
TLR3 passe par la protéine adaptatrice TRIF32, qui va entrainer la production en aval d’IFN{ et
d'IFNa4. Lors de ce mécanisme, un rétrocontrole positif se met en place : en effet, la production
d’IFNB et d’'IFNa4 renvoie un signal a la cellule, entrainant la surexpression de génes induisant la
production d’'IFN, ce qui entralne une amplification de la réponse33. L’activation de TRIF par le
TLR3 va également induire une activation en aval des facteurs de transcription NF-kB, ATF, et c-

Jun et I'induction de cytokines pro-inflammatoires IL-6 et TNFa33.

Senseurs cytoplasmiques d’ARN (non-TLR)

Outre les systemes TLR, les cellules de mammiferes ont développé un certain nombre de
mécanismes indépendants des TLR pour détecter les ARN cytoplasmiques, y compris les siRNA,
signes d’infection et de réplication virale. Ces mécanismes sont souvent induits par la kinase
protéique liant les dsRNA (PKR) ou la protéine RIG1 (Illustration I-3). En effet, RIG1 agit comme
un senseur des ARN viraux et se lie et s’active en présence d’ARN simples ou doubles-brins
contenant des 5’-triphosphates non capés, caractéristiques de certains ARN viraux34. Ces
caractéristiques des ligands de RIG1 sont également trouvés dans certaines constructions de
siRNA, notamment dans les siRNA a extrémités franches et les siRNA transcrits in vitro.
L’expression de RIG1 est également inductible par I'I[FN, et son expression est ainsi rapidement
régulée positivement de maniere autocrine ou paracrine suite a l'initiation d'une réponse
interféron. Une fois lié au dsRNA, RIG1 déclenche l'activation de IRF3 et de NF-kB, induisant

respectivement la production d'IFN{3 et de médiateurs de I'inflammation3s.

Avant l'identification des TLR et de RIG1, la protéine PKR était considérée comme le

principal détecteur de dsRNA viraux. Cependant, au vu des travaux plus récents, il semble que
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I'activation de RIG1 puisse étre responsable d'une grande partie de ces observations3é. En effet,
si I'interaction de PKR avec des dsRNA jusqu’a 11 bp est possible, la possibilité d’activer PKR
avec des siRNA n’est pas clairement confirmée pour I'instant. De plus, les travaux menés jusqu’a
présent n‘ont pas permis de savoir si le niveau d’activation engendré est suffisant pour

I'activation de NF-kB et pour I'inhibition traductionnelle.

Les lignées cellulaires non hématologiques n’expriment généralement pas les TLR7 et 8,
et ne manifestent donc pas de réponse immunitaire innée forte aux siRNA contrairement a ce
qui est aisément observable a la fois in vivo et dans les culture primaires sanguines. Cependant,
les récepteurs cytoplasmiques aux ARN sont présents dans un plus large éventail de types
cellulaires mammiferes, offrant a ces cellules un mécanisme de défense antiviral autonome. Il
n’est donc pas surprenant que certaines lignées a forte expression de RIG1 mettent en place une
importante réponse interféron lorsqu’elles sont transfectées avec des siRNA a extrémités
franches37. Il semble également que ces siRNA soient capables d’induire des réponses interféron
(bien que plus faiblement) dans un certain nombre de lignées cellulaires humaines de différents
types utilisées couramment38. L'intensité de la réponse observée est probablement associée au

niveau d’expression de RIG1 ou autres récepteurs ARN équivalents.

Un siRNA donné peut logiquement contenir différentes caractéristiques structurales,
physiques, ou de séquence qui pourront activer a la fois les voies TLR et non-TLR, en fonction
également du type de cellules transfectées. Chaque voie pouvant engendrer une réponse
interféron de type I, et donc des effets off-targets et des réactions toxiques, il est important de

s’assurer que les siRNA choisis n’activent aucune des différentes voies mentionnées ci-dessus.

Les conditions de culture cellulaire peuvent également affecter directement la sensibilité
des cellules aux réponses aux siRNA. En effet, certains facteurs physiologiques tels que le stress
cellulaire peuvent augmenter 'expression de certains composants des voies de signalisation TLR
et non-TLR, et pourraient ainsi amener les cellules a répondre aux siRNAs. Il est également
important de prendre en compte un certain nombre d’autres facteurs, comme la structure

chimique et le mode d’acheminement des siRNA, dont il sera question ultérieurement.

Il existe cependant des cas dans lesquels le déclenchement d’'une réponse interféron
pourrait étre intéressant. Ainsi, par exemple, l'interféron est une des principales molécules
utilisées pour le traitement de I'hépatite C. Il pourrait alors étre intéressant de profiter, outre
I'impact direct de siRNA dirigés contre le virus, d’'une réponse interféron induite volontairement
afin augmenter la puissance du traitement. Il faudrait cependant dans ce cas pouvoir contréler
précisément cette réponse interféron. Il serait également important de vérifier que cette
activation volontaire de la réponse immunitaire innée ne déclenche pas le développement d’'une

réponse immunitaire acquise contre les composants du vecteur des siRNA.
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Quelles sont les barrieres biologiques a surmonter ?

Outre les différentes limites de stabilité et de déclenchement de réponse immunitaire,
I'efficacité des siRNA est également dépendante de leur capacité a dépasser certaines barrieres
biologiques s’interposant entre I'administration de ces molécules et leur activité finale dans les
cellules3d. Il est indispensable de comprendre ces processus afin de pouvoir imaginer des

systemes de vectorisation et de libération les plus efficaces possibles.

Comme nous le verrons ultérieurement, différentes stratégies ont été étudiées afin de
surmonter ces barriéres: modifications chimiques, permettant d’augmenter la stabilité des
siRNA, notamment en les rendant plus résistants aux nucléases sanguines, et différents systemes
de transport. Dans un premier temps, intéressons-nous a décrire les deux principales barrieres a
la livraison, l'internalisation, et a I'activité des siRNA : une premiére barriére est tissulaire et
cellulaire, et est composée du systéme réticulo-endothélial, du foie, et de la rate; la seconde,

quant a elle, est intracellulaire, et correspond a I’échappement endosomal.

Systéme réticulo-endothélial (RES), foie et rate

Le RES est composé de phagocytes, dont des monocytes circulants et des macrophages
tissulaires, qui ont une fonction « d’éboueurs », débarrassant le corps de pathogenes inconnus,
mais également de débris cellulaires ou de corps apoptotiques#?. Qutre les nucléases circulantes
et la clairance rénale, le RES est le principal obstacle a la livraison de siRNA. En effet, les
phagocytes, et en particulier les cellules de Kupffer (composant environ 30% du foie), ainsi que
les macrophages spléniques vont détecter et phagocyter les siRNA, mais également les vecteurs

de siRNA41,

La capture des siRNA et de leurs vecteurs par le RES est également corrélée a
I'observation de toxicité in vivo. En effet, les molécules vont étre déposées sur les organes du
RES, entrainant diverses anomalies physiologiques, telles que la dégénération des tubules
rénaux, la splénomégalie, ou encore l'augmentation de l'expression des transaminases

hépatiques*2.

Membrane plasmique et échappement endosomal

Une fois les siRNA et leurs vecteurs arrivés au niveau des cellules cibles demeure le
probleme de leur internalisation. En effet, la membrane plasmique, trés hydrophile, et chargée
négativement, empéche l'entrée facile des siRNA, également chargés négativement, dans les
cellules. Pour surmonter cette barriéere, la charge nette négative des siRNA peut étre masquée
par leur complexation avec des polymeres cationiques, ou encore des lipides. Dans certains cas,

les siRNA peuvent également étre livrés a des types cellulaires spécifiques grace a leur
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conjugaison directe a diverses molécules, telles que les anticorps, certains ligands, ou des

aptameres, qui vont reconnaitre des antigenes spécifiques en surface des cellules cibles.

De maniére générale, que les siRNAs et leurs vecteurs se lient spécifiquement a la cellule
ou non, ceux-ci vont étre endocytés et commencent leur trajet intracellulaire dans les vésicules
endosomales primaires. Ceux-ci vont ensuite fusionner avec des endosomes de tri, qui a leur
tour vont transférer leur contenu aux endosomes tardifs43. Le pH de ces derniers descend
jusqu’a pH 5-6 grace a des ATPases pompes a protons liés a leur membrane, puis le contenu est
déplacé vers les lysosomes (pH = 4,5), qui contiennent différentes nucléases pouvant dégrader
les siRNA. Pour éviter la dégradation lysosomale, les siRNA, qu’ils soient nus ou complexés a un
vecteur, doivent s’échapper vers le cytosol, ou ils pourront s’associer a la machinerie RNAI.
Différentes approches sont actuellement étudiées afin de faciliter '’échappement endosomal, qui

est un point-clé dans les stratégies d'utilisation thérapeutiques des siRNA*3.

Comme nous avons pu le constater au cours des derniéres pages, les limites et les
obstacles a surmonter pour une utilisation efficace des siRNA sont nombreux. Nous allons a
présent nous intéresser dans la suite de ce chapitre aux différentes stratégies qui ont été mises
en place afin notamment d’améliorer la stabilité des siRNA et de faciliter le passage des

barrieres biologiques.
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6. Modifications chimiques : amélioration de la stabilité et de la circulation

des siRNA

Les modifications chimiques peuvent améliorer de facon significative la stabilité et
I'entrée des siRNA dans les cellules, et ce, sans diminuer leurs capacités a inhiber I'expression de
leurs cibles*4. Depuis la découverte des siRNA, toutes les possibilités de modifications chimiques
ont été explorées, qu’elles touchent les extrémités des siRNA, le squelette, ou encore les sucres
et les bases, le tout dans le but de prolonger la demi-vie des molécules et d’augmenter leur

capacité a entrer dans les cellules13.

Les modifications les plus courantes touchent les sucres. Ainsi, par exemple,
I'incorporation d’un fluor4> ou d’'une amine#¢ en 2’, ou la liaison des positions 2’ et 4’ des sucres
par une liaison -0-CH2 (formant alors un acide nucléique verrouillé, ou locked nucleic acid,
[LNA]J47)(A) permettent d’'augmenter significativement la stabilité des siRNA dans le sérum. Il est
pourtant important de noter que lorsque les sucres des deux brins du duplex siRNA sont
remplacés par des groupements 2’-0-méthyl, le duplex perd sa capacité a inhiber I'expression du
gene cible. Au contraire, si les modifications se font uniquement sur le brin sens, I'activité du
siRNA reste totale, tant que certaines positions importantes restent intactes4s. Il a également été
démontré que d’'importantes modifications du duplexe siRNA par des LNA prolonge sa demi-vie
dans le sérum de jusqu’a 90 heures. Ces modifications vont cependant altérer l'activité
d’interférence ARN, suggérant que la machinerie RNAi ne peut gérer que des altérations

modérées de la structure des siRNA49.

Les modifications du squelette des duplexes siRNA peuvent les protéger contre 'action
des nucléases a la fois dans le sérum et dans le cytoplasme. Ainsi, par exemple, modifier les liens
phosphates internucléotides dans les siRNA par des phosphothioate (P = S) (Illustration [-4A)
entraine une amélioration modérée de la stabilité en présence de nucléases** et facilite 'entrée
cellulaire, tout en préservant la fonction d’interférence ARNS0. Cette solution n’est toutefois pas
non plus idéale, car dans certains cas la substitution P =S engendre de la cytotoxicité>l. Une
alternative pourrait étre de modifier le squelette avec un boranophosphate (P = B) (Illustration
[-4A), qui améliore la résistance aux nucléases de plus de 10 fois en comparaison avec des siRNA

non modifiés, et ce sans engendrer de cytotoxicité ni diminuer I'efficacité d’interférence ARN52,

Les modifications des bases des siRNA ont également été explorées avec des résultats
mitigés. Ainsi, des modifications comme l'insertion de résidus 5-iodouridine, N-3-Me-uridine, et
2,6-diaminopurine (Illustration 1-4B) sont tolérées sur le brin passager ou dans la partie
terminale du duplexe de siRNA, mais pas sur le brin guide ou dans la région centrale du siRNA.

De maniere intéressante, les nucléotides 2-8 (a partir de 'extrémité 5’ du brin guide) de la
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région centrale du siRNA peuvent étre remplacés par des nucléotides ADN sans modification

majeure de I'activité d’'interférence ARNS3.

A

Modifications to sugar

2"-Deoxy 2'-Deoxy-2"-Fluoro 2'-0-Methyl Locked Nucleic Acid
Modifications to backbone (LNA)
e =
Base Base

0=T o=||:

0. 0.

Base Base
”L{O “L{O
Boranophosphate Phosphothioate
Modifications to nucleobases
o

O  OH
/0 OH \1(0 OH “'11\/
5-Bromo-uridine 4-Thio-uridine N3-Methyl-uridine
9 NH,
| NH - =N
% o /K % ° < | =
/0 OH /0 OH
5-lodo-uridine 2,6-Diamino-purine

Illustration I-4 : Modifications chimiques des siRNA.
A. Au niveau des sucres et du squelette. B. Au niveau des nucléobases

(Source : Gavrilov et Salzman, 201213]

Les modifications des extrémités des siRNA peuvent étre utilisées pour ajouter des

propriétés pharmacocinétiques, ainsi que de nouvelles fonctionnalités aux duplexes siRNA.
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L’ajout de groupements cholestérol, folate, de différents peptides, ou d’aptameéres peut
améliorer le transport des siRNA au travers des barriéres cellulaires ou permettre de cibler des
cellules ou des organes spécifiques5455. De la méme maniere, des molécules fluorescentes
peuvent étre liées afin d’étudier la biodistribution et 'entrée cellulaire des siRNA!¢. Il faut
toutefois prendre garde a ce que ces modifications ne modifient pas des caractéristiques
indispensables aux extrémités des siRNA, notamment le groupement 5’-phosphate du brin sens,
qui est nécessaire a l'inhibition d’expression génique par RNAi. L'effet des modifications de
I'extrémité 3’ est plus variable : 'ajout d’'une biotine en 3’ n’altere pas I'inhibition d’expression

génique, contrairement a I'ajout de phosphate 3’-2-hydroxyethyl, qui I'abolitss.

Les siRNA présentant une extrémité 3’ sortante dinucléotide mimant les produits de
clivage de Dicer sont généralement plus stables et plus efficaces que les autres ; c’est pourquoi la
majorité des siRNA synthétiques utilisés possedent une telle extrémité. 11 a également été
remarqué que le choix des bases de 'extrémité sortante 3’ est importants’. De plus, il a été
démontré que, in vivo, pour des siRNA dirigés contre une méme cible, la séquence du siRNA en
elle-méme est importante pour la durée de l'inhibition d’expression génique, méme si leur

activité in vitro est identique>’.

L’efficacité de siRNA est également fortement séquence-dépendante. Ainsi, le moindre
écart de séquence dans le duplex siRNA peut potentiellement annuler le clivage de 'ARN cible5s.
Voici quelques caractéristiques empiriques permettant I'obtention de siRNA efficaces qui

devraient étre prises en compte lors du « design » des siRNA58-61 :

+ Pour éviter la formation de quartets de G, il est important de conserver un ratio de G/C

situé entre 30 et 52 %.

« Une faible stabilité interne des siRNA a 'extrémité 5’ du brin antisens est requise pour
obtenir une inhibition d’expression génique efficace. Des répétitions internes ou des
palindromes dans les séquences risquent de former des boucles internes, délétéres pour
I'efficacité d’interférence ARN, et pouvant également réduire la concentration réelle en

siRNA.

« L’efficacité de l'inhibition d’expression génique est inversement proportionnelle a la

forte stabilité des répétitions internes.
« Le brin sens présente un A aux positions 3 et 19
¢ Le brin sens présente un U a la position 10
« Le brin sens ne présente pas de G ou de C a la position 19

« Le brin sens ne présente pas de G a la position 13.
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7. Transport des siRNA

Les stratégies utilisées pour le transport de siRNA sont tres diverses, des plus « simples »
aux plus élaborées : injection hydrodynamique de siRNA nus ou conjuguéséz, électroporationss,
etc. il y a méme eu des travaux concernant la production intracellulaires de siRNA (sur le méme

principe que les techniques de shRNA)#é4.

Outres ces stratégies utilisant les siRNA sous leur forme simple, ces dernieres années ont
vu se développer de trés nombreuses stratégies de vectorisation plus complexes. La seconde
partie de mon introduction s’attachera a lister et a comparer les différents types de vecteurs

existants.
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II. Vectorisation des siRNA

1. Administration des siRNA

Le choix du mode d’administration des siRNA est tres important lors de la mise en place
d'un protocole thérapeutique. Ce point peut tout d’abord paraitre secondaire, il est aussi
indispensable a prendre en compte que le choix du vecteur lui-méme. En effet, la voie
d’administration va affecter la dose totale nécessaire, la distribution tissulaire, les effets
secondaires potentiels, et va aider a déterminer la nécessité de modifier chimiquement les

siRNA, ainsi que le choix du vecteur?s.

L’administration par voie intraveineuse (i.v.) est souvent considérée comme permettant
la distribution tissulaire la plus large. D’autres voies doivent cependant étre prises en compte,
comme les injections intra-péritonéales (i.p.) ou sous-cutanées (s.c.). En fonction du type de
pathologie traitée, il est également important de considérer d’autres modes d’administration.
Ainsi, 'administration locale, dans le cadre de tumeurs ou de pathologies « mono-organiques »
permet d’apporter de maniere siire la plus grande concentration de siRNA au niveau du site
ciblé, en limitant la dose totale injectée et les risques d’effets secondaires systémiques?!s.
L’administration peut alors étre faite par injection directe (dans la tumeur, I'organe, dans une
articulation, etc.), ou encore par application topique sur une surface (absorption transépithéliale
par les muqueuses ou par la peau par exemple). En fonction de la zone ciblée et du vecteur, les
voies orale, intra-nasale ou en inhalation pourront également éventuellement étre prises en

considération.
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2. Entrée des particules dans les cellules

L’entrée des vecteurs dans les cellules est influencée par différents parametres, comme
la taille, la forme, le matériau, la charge et I'hydrophobicité de surface. Ainsi, les nanoparticules
le plus facilement prises par les cellules non phagocytes sont celles qui ont un diameétre de 20 a
50 nm6566, De la méme maniere, de facon générale, les particules chargées positivement entrent
plus aisément dans les cellules non phagocytes que les particules négatives, que ce soient des

particules d’or, d’argent, d’hydroxyapatite, de silice, etc67-69.

La majorité des nanoparticules entrent dans les cellules par endocytose. L’endocytose
est un processus permettant aux cellules d’absorber des molécules de la matrice extracellulaire
par invagination de la membrane plasmique et formation de vésicules intracellulaires. Plusieurs
types d’endocytose ont été mis en évidence, divisés de fagon simplifiée en quatre voies:
endocytose médiée par clathrine (la premiere découverte), endocytose médiée par cavéole,

macropinocytose, et voie clathrine- et cavéole-indépendante”0-72,

[ ]
® 0 L]
L4 °
LB o* e oo
Macropinocytosis o0 ° Clathrin-independent,
Clathrin Caveolae caveolae-independent

o 9§

Cytoplasm F

Illustration II-1 : Représentation de I’entrée des nanoparticules dans les cellules non-phagocytes.
L’entrée des nanoparticules () se fait principalement suivant quatre voies : Macropinocytose, par le
macropinosome (MP) ; voie médiée par la clathrine, par les vésicules a clathrine (CC), incluant 'endocytose
en phase fluide ; voie médiée par les cavéoles, par les cavéosomes (Cav) ; endocytoses clathrine- cavéole-
indépendantes, regroupées ici en une voie. Toutes les voies libérent leur contenu dans les endosomes (E),
puis endosomes tardifs (LE), puis lysosomes (L). Le contenu des cavéosomes peut également étre libéré dans
le réticulum endoplasmique (ER). Il existe également une voie de transport vésiculaire a travers la cellule
passant par les vésicules transcytotiques (Tv). (Source : Frohlich, 201269)
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Toutes ces voies sont tres efficaces et médiées par un récepteur. L’endocytose en phase
fluide - anciennement pinocytose -, quant a elle, permet le transport de substances non
différenciées. La plupart des voies passent par les lysosomes, dans lesquels un grand nombre de
macromolécules sont dégradées. Cependant, dans le cas de I'’endocytose médiée par cavéoline,
les substances sont transférées directement dans le réticulum endoplasmique et I'appareil de

Golgi, évitant alors la dégradation lysosomale73.

Parmi les différentes études de I'entrée des particules dans les cellules, il ne semble pas
se dégager de regle claire pour l'instant concernant la voie empruntée en fonction du type de
particules. En effet, en fonction des conditions d’étude (inhibiteurs de certaines voies
d’endocytose), des types de particules et des types cellulaires, les résultats observés sont
variables. Il semble de plus que toutes les cellules ne présentent pas les mémes proportions des
différentes voies. Ainsi, les cellules des muscles lisses, les fibroblastes, les adipocytes, ainsi que
les cellules endothéliales présentent des quantités surprenantes de cavéoles’4, et utilisent donc

préférentiellement cette voie.

L’évaluation de la voie choisie majoritairement en fonction du type de particules et du
type de cellules est un parameétre important a prendre en compte lors de la mise en place d’'une
expérience ou d'un traitement. En effet, comme nous 'avons mentionné précédemment, les
molécules issues des différentes voies n’ont pas forcément la méme destination finale. De plus,
toutes les voies n'ont pas la méme vitesse d’internalisation des particules?s, entrainant une

accumulation plus ou moins rapide des particules dans les cellules.
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3. Quels sont les parameétres importants a prendre en compte lors du choix

du vecteur ?

Tous les vecteurs ne sont pas appropriés a la vectorisation de siRNA. En effet, lors du
choix d’un vecteur, il est important de prendre en compte sa charge finale, afin d’anticiper au
maximum ses interactions avec les molécules de I'organisme. De la méme fagon, sa taille joue un
réle important dans sa biodistribution : ainsi, tous les complexes ou particules n’accederont pas
forcément aux mémes organes, et n'y séjourneront pas non plus pendant la méme durée.
D’autres parametres rentrent également en ligne de compte, comme la géométrie des vecteurs,

ou encore leurs propriétés physiques.

Charge

La charge des vecteurs est un parametre important a prendre en compte lors du choix
d’'un mode de transport de molécules. Il a ainsi été démontré le bénéfice d’'une charge positive,
jouant différents roles, par exemple lors de 'acheminement de drogues anticancéreuses’s. En
effet, les nanoparticules cationiques ont la propriété de passer les barrieres physiques, comme le
montre leur capacité a pénétrer les tissus tumoraux’??78, De plus, celles-ci interagissant de
maniere électrostatique avec les membranes plasmatiques, elles induisent également des effets
anticancéreux?9-81. Il a d’ailleurs déja été suggéré que les nanoparticules polycationiques seules
puissent jouer un roéle d’agents anticancéreux. En effet, il a été démontré que celles-ci
engendrent un stress physique électrostatique de la membrane cellulaire indépendant des
mécanismes de résistance biologique8l. De plus, les polymeéres cationiques ont été remarqués
comme antimicrobiens potentiels de par leur capacité a désorganiser les membranes

cellulairess2.

Les matériaux présentant une forte charge positive peuvent toutefois avoir des effets
indésirables, comme l'agrégation des érythrocytes et des plaquettes sanguiness3. Il convient de
prendre en compte cet écueil potentiel, et si possible de neutraliser ou de limiter ces effets

indésirables, comme par exemple par I'ajout d'un enrobage supplémentaire anionique.

Taille

Le choix de la taille du vecteur en fonction de son role est également un parameétre
important. Il existe en effet différents mécanismes permettant aux vecteurs de passer les
barriéres physiques, et ce en fonction de leur taille. Ainsi, les particules de taille inférieure a
50 nm peuvent passer la voie paracellulaire, celles de taille inférieure a 500 nm pénétrent dans

les cellules par endocytoses*.

-32-



INTRODUCTION

Lorsque les nanoparticules sont administrées oralement, il a été montré que celles de
moins de 500 nm peuvent passer au travers des plaques de Peyer de I'intestin et entrer dans le
systeme lymphatique, évitant ainsi le métabolisme hépatique pré-systémique, et améliorant la

biodisponibilité des drogues8+8s.

En cas d’administration i.v. par contre, les particules de taille supérieure a 200 nm
peuvent activer les systémes du complément chez 'Homme, et ainsi étre repérées et éliminées
par les cellules de Kupffer. Les particules de moins de 200 nm de diametre présentent un taux de
clairance inférieur, et ont ainsi la possibilité de circuler dans I'organisme plus longuement que
les précédentes. Cela peut peut-étre s’expliquer par le fait que les particules de plus petite taille
ont une surface présentant un petit rayon de courbure, empéchant la fixation efficace des
opsoninessé, 11 a cependant également été observé que les drogues véhiculées par des

nanoparticules magnétiques de moins de 100 nm étaient supprimées rapidement par le RES®7.

Dans tous les cas, la clairance de la majorité des particules complique I'évaluation de la
réelle quantité de vecteur qui atteint la cible. Il existe cependant des fagons d’augmenter le
temps de circulation des nanoparticules quelle que soit leur taille, par exemple en utilisant des
éléments hydrophiles ou amphiphiles permettant de modifier leurs caractéristiques de
surface?’. Le choix de la taille adéquate des vecteurs peut également favoriser leur circulation en
réduisant l'excrétion rénale par une diminution de la filtration glomérulairess. Enfin, les
nanoparticules polymériques de moins de 200 nm présentent une circulation accrue dans le

sang, et donc un meilleur ciblage®.

Outre les voies d’entrée des particules et leur clairance, leur taille joue également un role
important dans leur reconnaissance ou non par le systeme immunitaire inné. Cela n’est pas sans

conséquence au niveau de la cytotoxicité et des effets secondaires.

Géomeétrie des particules

La taille n’est pas l'unique parameétre physique important pour la durée de vie, la
dynamique de circulation dans le sang, la biodistribution, les interactions cellulaires, et I'entrée
des particules dans les cellules. En effet, il a été montré que la géométrie, 1'élasticité, et la
déformabilité des particules jouent également un roéle trés important, notamment dans la
réponse biologique aux particules®. Ces caractéristiques de taille, forme, et surface affectant la
biodistribution et 'entrée cellulaire de maniére interdépendante, il est possible d’utiliser un
parametre intégratif pour analyser les vecteurs, a savoir le rapport surface/volume (Surface-
Area to Volume Ratio). Celui-ci augmente lorsque la taille de la particule diminue, et lorsque la

géométrie se complexifie (Illustration II-2).
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Illustration II-2 : Impact de la géométrie des particules sur le ratio surface/volume.

Une sphére de 5.5 pm de diameétre (en haut a gauche) présente un SAV réduit par rapport a un érythrocyte
biconcave (en haut a droite), tandis que le volume interne V1 est constant. Lorsque la taille de la particule
diminue (sphere de 350 nm de diameétre, en bas a gauche), le SAV augmente de facon trés importante
(x1500). Le SAV augmente encore plus (x6000) lorsqu’on passe d’'une sphére a un filomicelle (en bas a droite)
de méme volume interne (V2). (Source : Best et al., 201291)

Il a été constaté dans la littérature que la diminution logarithmique de la phagocytose
des particules était associée a I'augmentation du SAV, alors que I'entrée dans les cellules cibles
augmente de facon logarithmique grace a I'amélioration de l'interaction de surfacel. Ainsi, si
I'on suit cette tendance, il serait donc plus intéressant d’utiliser, si ce n’est des particules de
forme non sphérique, tout du moins des particules de la plus petite taille possible afin
d’améliorer au maximum les capacités des particules choisies. Il a également été démontré, pour
des nanoparticules de tailles inférieures a 100 nm, que les sphéres ont un avantage par rapport
aux tiges6592, Si peu d’études se sont intéressées aux nanoparticules non-sphériques, il
semblerait que leurs interactions avec les cellules soient plus complexes? : contrairement aux
spheres, les nanoparticules longilignes ont la possibilité de présenter deux axes différents aux
cellules, et interagissent alors de facon différente. En effet, I'axe long va interagir avec davantage
de récepteurs cellulaires%4. Dans le cas d’une structure irréguliere, étoilée, les interactions entre
les nanoparticules vont se faire différemment selon que groupements servant de ligands soient

situés sur les extrémités ou entre celles-ci%.

Les ligands ou groupements fonctionnels utilisés pour envelopper les nanomatériaux
peuvent également affecter les réponses biologiques. Ainsi, I'entrée et la cytotoxicité de
nanoparticules varient de maniére significative lorsque celles-ci sont enrobées avec deux
protéines différentes ciblant le méme récepteur®. Nous verrons dans la partie suivante quelles

sont les différentes possibilités d’enrobage des nanoparticules.

-34 -



INTRODUCTION

4. Fonctionnalisation

Les fonctionnalisations de surface, obtenues grace a diverses conjugaisons chimiques,
ont des objectifs variés. En effet, il peut s’agir a la fois de protéger les particules contre les
enzymes environnantes, de les faire passer inapergues aupres du systeme immunitaire,
d’améliorer leur durée de circulation, etc., mais également — de maniere trés intéressante — de
permettre leur suivi dans I'organisme. Il est toutefois important de porter une grande attention
au choix des fonctionnalisations. En effet, certains groupements pourront avoir un impact
bénéfique sur un point, comme par exemple l'entrée cellulaire, mais augmenter la
reconnaissance des particules par le systeme immunitaire inné ou la cytotoxicité. Voici a présent
un tour d’horizon succinct des fonctionnalisations possibles, de leurs avantages et de leurs

inconvénients.

Echappement immunitaire

La surface des nanoparticules est la plupart du temps leur seul point d’interaction avec le
corps. Ainsi, si le corps reconnait la surface comme étant potentiellement dangereuse, le vecteur
va rapidement étre éliminé par le systeme immunitaire?’. En effet celui-ci semble posséder un
ancien systeme d’alarme repérant les motifs associés aux pathogenes et entrainant une alerte du
systeme immunitaire : cette alarme s’enclenche notamment lorsque des parties hydrophobes
des cellules sont exposées; il semble que ce soit un signal universel de danger permettant
I'enclenchement d’'une réponse immunitaire innée. La question qui se pose alors est de savoir si
les particules dont la surface est hydrophobe engendrent le méme type de réaction. Cependant
I'adsorption des protéines du sérum notamment par les particules remet en cause cette théorie.

C’est le concept de bio-couronne9s.

Outre les protéines du sérum, il est important que l'ajout de molécules de
fonctionnalisation en surface puisse protéger les nanoparticules, leur permettant d’accéder a
leur cible et de remplir leur mission. Il est ainsi nécessaire d’éviter notamment I'opsonisation et
la phagocytose des particules, diminuant le temps de circulation du vecteur, et 'empéchant de
libérer son contenu?’. Le poly(éthyléne glycol) (PEG) est souvent employé pour éviter les
adsorptions non spécifiques, et ainsi améliorer le temps de circulation: le PEG attire trois
molécules d’eau par résidu, jouant le role de camouflage et de bouclier stérique®. Il est
cependant nécessaire de modifier le PEG, et d’utiliser par exemple un dérivé phospholipidique

car seul, le PEG n’interagit pas fortement avec d’autres molécules ou surfaces100
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Amélioration de la stabilité

La stabilité et la résistance des nanoparticules a la dégradation et a la clairance
systémique sont également des parametres importants a améliorer. La encore, le greffage de
PEG en surface est une solution intéressante pour sa versatilité et sa biocompatibilité, et sa
capacité a protéger les nanoparticules de la dégradation par des RNases!0l. D’autres polymeres
présentant les mémes propriétés hydrophiles que le PEG, tels que le poly(acrylamide) et le

poly(vinyl pyrrolidane), peuvent également servir a renforcer la stabilité des nanoparticules10z,

Ciblage tissulaire et cellulaire

Lors de l'utilisation de nanoparticules en cancérologie, une certaine quantité de ciblage
passif a été constaté, résultant en une accumulation préférentielle des particules dans les
tumeurs. Ceci est dii notamment a I'amélioration de la perméabilité et de la rétention des
macromolécules dans les tissus tumoraux (effet EPR), généralement expliquée par la production
importante de vaisseaux sanguins dans les tumeurs afin de permettre leur croissance rapide. Ces
vaisseaux néoformés sont généralement de mauvaise qualité, sans couche de muscle lisse, ni
innervation, et engendrent des mouvements fluidiques et moléculaires anormaux193, ce qui va

permettre le passage plus facile notamment des nanoparticules vers les cellules tumorales.

Ce ciblage passif n’'est cependant pas suffisant, une quantité significative de
nanoparticules accédant tout de méme aux organes sains. De plus, dans les thérapies dirigées
contre d’autres pathologies que les cancers, le ciblage passif n’existe pas, les organes ne

présentant alors généralement pas de particularités vasculaires pouvant engendrer un effet EPR.

De nombreuses équipes se sont alors penchées sur le ciblage actif, et présentent
régulierement de nouveaux résultats de groupements ou de molécules permettant de diriger les
nanoparticules vers leur cible104, Ces molécules peuvent cibler des récepteurs surexprimés dans
certaines tumeurs, ou dans certains organes, comme le folate, présentant une tres forte affinité
pour le récepteur a 'acide folique, surexprimé plus de 100 fois dans certaines tumeurs. De la
méme maniere, le cholestérol permet d’augmenter la durée de circulation des nanoparticules

ainsi que d’augmenter leur distribution passive au foie et au jéjunum in vivo10s,

D’autres molécules, telles que les anticorps ou les aptameres sont également utilisées
afin de permettre une liaison par des récepteurs spécifiques aux cellules ciblées. Il n’existe
cependant pas pour l'instant d’anticorps efficaces disponibles pour toutes les cibles. Les
aptameres, quant a eux, sont des séquences d’acides nucléiques présentant une structure
tertiaire pouvant interagir spécifiquement avec une protéine ou une petite molécule. Leur
avantage est qu'ils peuvent étre créés et modifiés de fagon a se lier a leur cible de fagon le plus

spécifique possible. De plus, le développement des techniques de screening et la création de
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bibliothéques de séquences vont permettre rapidement de découvrir de nouvelles séquences
d’aptameres dirigés vers des récepteurs cellulaires spécifiquesiol. Cela pourrait améliorer
grandement l'efficacité de ciblage siRNA, donc de diminuer les quantités de nanoparticules

délivrées, et ainsi de diminuer les effets off-target.

Entrée cellulaire et libération des siRNA

Une fois les particules arrivées au niveau de leur cible tissulaire et cellulaire, il leur faut
encore parvenir a traverser la membrane cellulaire. Cette étape n’est pas forcément la plus aisée
du parcours, comme nous l'avons vu précédemment. Pour faciliter ce passage, il est possible
d’améliorer les nanoparticules en y associant diverses molécules, comme les peptides de
pénétration cellulaire (cell-penetrating peptides, CPP), penetratin ou transportin par exemple.
Les CPP peuvent étre issus des domaines de transduction protéique de certains virus, copiant
leur capacité a traverser la membrane cellulaire, ou synthétisés suivant les caractéristiques des

séquences des CPP naturels101,

D’autres molécules, nécessitant un stimulus environnemental, peuvent faciliter la
libération des siRNA dans les cellules. En effet, un changement de température, de luminosité, ou
encore de pH peut engendrer des modifications au niveau des nanoparticules!ol. Ainsi,
I'environnement extracellulaire des tumeurs solides et des sites inflammatoires, mais également
les endosomes, ont un pH significativement plus bas que les tissus avoisinants, ou le
cytosol107.108  (Cette caractéristique peut étre utilisée pour permettre une libération
volontairement déclenchée des siRNA grace a 'utilisation de polymeéres synthétiques sensibles

au pH comme le chitosan ou encore le poly(éthyléne imine) (PEI)109.

Les PEI sont par ailleurs connus depuis des années pour leur relativement grande
efficacité de transfection génique, initialement prouvée avec de I’ADN110111, Ce sont des
polymeres hydrosolubles possédant une haute densité de charge cationique a pH physiologique
grace a leurs groupements amino- toutes les trois positions!12113, Dans des conditions
physiologiques, environ 20 % des azotes du PEI sont protonés, lui permettant de s’associer de
fagon non covalente avec les acides nucléiques!!3. Une fois internalisés, les complexes PEI
permettent une haute efficacité de transfection grace a leur libération aisée des endosomes due

a l'effet « d’éponge a proton »114.115,

Imagerie, suivi de la biodistribution

Différents agents d’imagerie peuvent é&tre utilisés pour fonctionnaliser les
nanoparticules. Ces agents peuvent étre insérés au cceur de la particule lors de sa synthése, ou

étre ajoutés a sa surface par la suite. Il peut s’agir!1é:
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« d’agents de contraste pour lI'lmagerie par Résonance Magnétique (IRM), comme le

Gadolinium (Gd) chélaté ou le Manganése (Mn),

« de marqueurs fluorescents pour I'imagerie optique, tels que le vert d'indocyanine (ICG),

ou I'Alizarine Complexone,
« d’éléments lourds pouvant étre utilisés en tomographie (CT), comme I'lode

+ de radionucléides servant a la gamma scintigraphie (PET ou SPECT), comme F-18, In-

111, ou Cu-64

Si le développement d’agents « théranostiques », associant des fonctions thérapeutiques
et des fonctions diagnostiques en imagerie, est tres a la mode, ces particules ne sont cependant
pas forcément les mieux adaptées a toutes les situations. En effet, avoir la possibilité de suivre
aisément le devenir des nanoparticules dans I'organisme est sans conteste trés important et tres
intéressant, particuliéerement lors de la mise en place de thérapies systémiques. Il faut
néanmoins tenir compte du fait que ces agents hybrides peuvent perdre en efficacité en imagerie

et en thérapiel??.

I a ainsi été montré que des liposomes marqués au Gd présentent en moyenne plusieurs
centaines a plusieurs milliers de Gd par nanoparticules, contre des dizaines a des centaines de
milliers de Gd par particule pour un agent de contraste « pur », soit seulement 1 %118119, De la
méme maniére, la liaison de petites molécules anti-cancéreuses telles que la doxorubicine sur
des nanoparticules d’oxyde de fer superparamagnétiques (SPIO) ne permet l'incorporation que
de moins de 4 % vol/vol de molécules!20, contre 30 a 70 % vol/vol dans le cas de vecteur dédié a

la thérapeutique!?21,
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5. Différents types de vecteurs : avantages et inconvénients

Au cours des derniéres décennies, le développement des biomatériaux et I'essor des
nanotechnologies a permis la multiplication des possibilités de transport de molécules
(protéines, acides nucléiques, drogues, etc.). En effet, grace a I'imagination sans borne des
chercheurs, des vecteurs ont pu étre créés a partir de matériaux aussi variés et intéressants que

les lipides, les métaux, le verre, le diamant, et méme les algues et la soie !

B

oo
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6

Polymeric Nanoparticles

“4

X

Metallic Core Nanoparticles Dendrimers

Polymeric Micelles

Illustration II-3 : Différents types de vecteurs de siRNA
A. Liposomes. B. Nanoparticules polymériques. C. Nanoparticules a cceur métallique.
D. Dendrimeres. E. Micelles polymériques (Source : Gavrilov et Salzman, 201213)

Chaque type de vecteur possede des caractéristiques de taille, de forme, de charge, etc.
qui lui sont propres, offrant ainsi a chacun des avantages et des inconvénients a leur utilisation
pour le transport de siRNA. Si chaque vecteur est différent, il existe toutefois un certain nombre
de parametres que tous doivent respecter. Ainsi, les vecteurs optimaux devraient étre
biocompatible, si possible biodégradable, et non-immunogéne. Ils devraient également offrir un
transport efficace des siRNA vers les cellules ou tissus ciblés, et les protéger contre les nucléases.
Dans le cas d'une administration systémique, et afin d’éviter une clairance hépatique et rénale

rapide, les vecteurs devraient idéalement étre capables de cibler précisément le tissu ou les
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cellules visés. Enfin, il est évidemment indispensable que les vecteurs soient capables de libérer

les siRNA une fois dans les cellules.

Qu’est-ce qu’une nanoparticule ?

Jusqu'a présent, aucun consensus n’a été trouvé concernant la définition d’une
nanoparticule. Ainsi, d'un point de vue médical, le préfixe « nano- » s’applique a des matériaux
ou des surfaces ayant été modifiées ou manipulées intentionnellement a ’échelle nanométrique

dans le but de leur octroyer de nouvelles propriétési22,

Pour d’autres, une nanoparticule est une particule solide colloidale mesurant de 1 nm a
1 um123, Les nanoparticules peuvent ainsi présenter des différences relativement importantes en
taille, mais également en forme et en composition chimique (Table 1). Une troisiéme définition
décrit les nanoparticules comme des particules de tout type de matériau présentant au moins

une dimension égale ou inférieure a 100 nm?124,

Table 1 : Classification des vecteurs de taille nanométrique par composé chimique et par forme. (Modifié a

partir de : Prijic and Sersa, 2011125)

Composés chimiques Exemples Forme
Lipides Phosphatidylcholine d’ceuf (EPC), Liposomes
Protéines Albumine sérique humaine (HSA), gélatine Nanoparticules
Naturels
Hydrates . . .
de C Chitosan, alginate Nanoparticules
Dipalmitoyl phosphatidylcholine (DPPC),
dimyristoyl phosphatidylglycérol (DMPG), Liposomes
Lipides Cholestérol (Ch)
Tricaprin, trilaurin, trimylistin, cétyl Nanoparticules
palmitate, acide stéarique lipidiques solides
Homopolymeéres : Dendrimeres
Organiques poly(2-hydroxyéthyl méthacrylate) (pHEMA), Nanoparticules
alcpol polyvinyl.ique (PVA), Nanocomposites
\ acide polyacrylique (PAA)
Polymeéres e Nanobrosses
Synthétiques Copolymeres : Nanotubes
y poly(lactid acid)-co-poly(glycolic acid) i
(PLGA), poly(L,L-lactide-co-L- aspartic acid), Micelles
poly(ethylene-co-vinyl acetate) (PEVA) Nanogels
Cationiques : Sodium dodécyl sulfate (SDS)
Anioniques : Cétyl triméthylammonium
Surfactants | bromide (CTAB) Micelles
Non-ioniques : Copolymeéres d’oxyde de
polyéthyléne et d’oxyde de polypropyléne
. Liposomes
i DPPC/Ch/y-Fe,0., Fe.O o
Qrganlqges et Lipides /Ch/y-Fe,0,, Fe;0, magnétiques
Inorganiques Polyméres | Ni-Zn-ferrite/SiO,, Fe-Ni/polymére Nanocomposites
Composés | Ni-Fe/Si0,, Co/Si0,, Fe-Co/SiO, Nanocomposites
Iron : y-Fe,0,, Fe,0, Nanoparticules
MgFe,0,, MnFe, 0O,, FePt, NiFe,O
Magnétiques e 2 2t
Nickel : NiO, NiFe,O, Nanoparticules
Cobalt: Co,0,, CoFe,0, Nanotiges
Inorganiques Composés Manganése : Mn,0,, MnO,
CdSe/ZnS Nanocristaux
Zn0, Au, Ag, Cu, CdSe/ZnS, GaN, Ti0,, C, TiC Nanotiges
Non Nanoparticules
magnétiques Calcium phosphate Nanocomposites
Fullerenes
Elé
ements ¢ Nanotubes
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Si beaucoup de types de nanoparticules peuvent servir de vecteurs moléculaires,
notamment pour les siRNA, tous n’y sont cependant pas adaptés. Voici a présent un tour
d’horizon des différents types de vecteurs régulierement employés pour la vectorisation de

siRNA.

Liposomes

Les liposomes en tant que vecteurs thérapeutiques intéressent les chercheurs depuis
plus de 40 ans, que ce soit pour le transport de drogues anti-cancéreuses, antifongiques,

analgésiques, ou encore de vaccins.

Les liposomes sont des structures nanométriques a micrométriques composées d'une
bicouche de phospholipides entourant un compartiment interne aqueux. Ce dernier va
permettre 'encapsulation d’'une grande variété de molécules hydrophiles, dont des siRNA1%4, La
bicouche, quant a elle, va pouvoir renfermer des molécules liposolubles. Ses caractéristiques
vont lui permettre de fusionner avec la membrane cellulaire, et ainsi libérer les siRNA dans le
cytosol des cellules cibles par neutralisation. La voie des endosomes étant ainsi court-circuitée,
les risques de destruction des siRNA qui y sont associés sont écartés. Les liposomes vont
également protéger les siRNA des nucléases et en diminuer 'immunogénicité!26, Le choix de
lipides cationiques, contrairement aux lipides neutres, permet d’augmenter lefficacité de
transfection, relativement basse dans le cas contraire. Ceux-ci ont également la propriété de
réduire la clairance rénale, et de présenter une toxicité relativement faible lorsqu’ils sont utilisés
en petites quantités!?’. Il est cependant important de tenir compte des effets inflammatoires que
les polycations engendrent in vivo, ainsi que des interactions non souhaitées avec les protéines
du sérum chargées négativement, qui peuvent entrainer l'opsonisation et la clairance des

complexes!3.

Outre leurs propriétés intéressantes, les liposomes ont également la caractéristique
d’étre faciles a préparer. En effet, 'une des méthodes les plus simples et efficace est de mélanger
simplement les liposomes cationiques avec les siRNA anioniques, entrainant la formation de
complexes électrostatiques!2?8. Un autre avantage des liposomes est que, quelles que soient les
molécules transportées, la surface reste libre pour lier des ligands de ciblage ou des agents

biocompatibles (PEG, chitosan, etc.)129.

Les liposomes cationiques possedent un nombre d’avantages important
(biocompatibilité, biodégradabilité, facilité de synthese et de stockage), mais engendrent de la

toxicité lorsqu’ils sont utilisés en grandes quantités comme cela est nécessaire pour les siRNA.
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Micelles

Les micelles polymériques, formées par association de blocs amphiphiles de
copolymeres, présentent une coque hydrophile, associée a un coeur hydrophobe permettant de
stabiliser I'ensemble, et de protéger les molécules transportées. La greffe d’amines, ou

'utilisation de ponts disulfures, permet la complexation ou la conjugaison des siRNA13.

Au cours des derniéeres années, différents résultats ont d’ores et déja été publiés, validant
la capacité des micelles polymériques a transfecter des siRNA. Ainsi, Matsumoto et al. ont
montré qu’il était possible de transfecter efficacement des siRNA dans des cellules de carcinome
hépatocellulaire Huh7 a I'aide de micelles composées de PEG-bloc-poly(L-lysine) modifiées par
iminothiolane [PEG-b-poly(L-lysine)]30. Les travaux de Benoit et al. ont également prouvé les
capacités de ces nanovecteurs sur un modele de cellules cancéreuses ovariennes résistantes aux
traitements131, En effet, 'utilisation de micelles sensibles au pH a permis de rendre ces cellules
sensibles a la doxorubicine grace l'inhibition partielle de l'expression génique de polo-like
kinase 1 (plk1). Ces résultats montrent également I'intérét de la combinaison de différents types

de thérapies pour améliorer les effets des traitements.

Dendrimeres et dendrosomes

Les dendrimeéres sont des macromolécules synthétiques, arborescentes, sphériques et
monodisperses présentant une structure nanométrique tridimensionnelle. Elles sont
synthétisées par des étapes de séquences réactionnelles itératives produisant une structure
branchée précise et unique. Leur structure unique, associée a un poids moléculaire contrélable,
un grand nombre de groupes fonctionnels terminaux accessibles pour I'ajout de molécules de
ciblage, de groupements de solubilisation ou autres, et la capacité d’encapsuler des molécules
hotes dans leurs cavités internes, font des dendrimeéres un choix intéressant pour le transport de
drogues, et de siRNA en particulier32. Alors que leur taille nanométrique leur permet
d’échapper au RES, I'augmentation du nombre de branchements est également associée a un
temps de circulation plus grand avant excrétion par les urines!33. Les dendrosomes présentent
cependant une toxicité importante envers les systémes biologiques. En effet, leurs charges
positives interagissent avec les surfaces des cellules et des tissus chargées négativement,

entrafnant une toxicité hématologique.

Les dendrimeéres, associés aux siRNA, peuvent également étre encapsulés dans une
coque lipophile, formant alors des dendrosomes. Ceux-ci présente une toxicité négligeable dans
le sang, et une efficacité de transfection supérieure aux dendrimeres. Ils sont également mieux

tolérés in vivo que les dendrimeres.
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Polyplexes

Les polyplexes, qui sont des complexes nanométriques de polymeéres cationiques
(polycations) et d’acides nucléiques, sont des vecteurs de taille nanométrique ou micrométrique
destinés a un transport systémique de siRNA ou d’ADN. Ceux-ci, facilement préparés par simple
mélange, protegent les acides nucléiques des activités enzymatiques et de l'adsorption de

protéines cationiques et facilitent I'entrée cellulaire!3+.

Le PEI est 'un des polycations les plus fréquemment utilisés, notamment en transfection
in vitro et in vivo depuis 1995110, ]I existe sous différentes formes, branché ou linéaire, et de
différentes longueurs. Il présente une quantité importante de charges positives puisqu’environ
30 % des atomes sont de I'azote, pouvant étre protoné a pH physiologique (a pH = 7,4, 20 % des
amines sont protonées) et a pH acide (a pH=5, il y a 45 % d’amines protonées)!35. Ceci lui
permet de s’échapper de 'endosome par un phénomene de d’absorption de protons (« proton
sponge ») : ’ATPase présente sur les endosomes provoque une acidification de ceux-ci par sa
fonction de pompe a protons. Ces protons vont charger le PEI, empéchant l'acidification des
endosomes, et provoquant I'entrée de protons en grandes quantités pour atteindre le pH désiré.
Pour compenser, un influx d’ions Cl- va se mettre en place, créant un choc osmotique aboutissant
a la rupture des endosomes et a la libération de leur contenu dans le cytosol!3¢. Ainsi,
contrairement a d’autres types de polymeres ou de nanoparticules, I'utilisation de PEI évite

I'ajout d’agents endosomolytiques pour favoriser I'’échappement endosomal.

Ce polymere présente cependant une certaine cytotoxicité lorsqu’il est de haut poids
moléculaire. Pour y remédier, différents vecteurs ont été suggérés, utilisant des variantes de PEI
tels que des conjugués PEI-PEG, ou des PEI dégradables37.138, Ceux-ci ont cependant, du fait de
leurs propriétés intrinseéques, un temps de rétention tres court de par leur dispersion aisée,
limitant d’autant I'efficacité de potentielles thérapies. De plus, puisqu’ils sont administrés de
maniere systémique, les polyplexes peuvent également induire des transfections non-

spécifiques, ou encore, comme les siRNA seuls, des réponses immunitaires systémiques.

Hydrogels

Si la plupart des techniques de vectorisation utilisées actuellement sont envisagées dans
le cadre du transport systémique des siRNA, quelques-unes se fondent plutdt une libération
locale. En effet, dans le cas ou l'organe ou la tumeur a traiter est accessible facilement, un
vecteur local pourrait fournir de grandes concentrations de siRNA directement au niveau du site
cible pendant une période suffisante. Méme si ces techniques ne sont pas applicables dans toutes

les configurations, elles permettraient de s’affranchir des inconvénients associés aux vecteurs
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systémiques (temps de rétention court, dispersion dans tout 'organisme, atteinte d’organes

non-spécifiques, réaction immunitaire, inflammation, etc.).

Parmi ces vecteurs, les hydrogels injectables possédant une transition sol/gel stimuli-
dépendante présentent des avantages intéressants. Ainsi, ceux-ci ne sont que peu invasifs,
permettent un traitement local, et la libération prolongée des siRNA contenus. IlIs peuvent étre
composés de matériaux divers, tels que l'alginate polymérisé par le calcium, alginate
photopolymérisé, le chitosan, ou encore le collagene!39140, ['inconvénient de ces vecteurs est
que les siRNA doivent étre chargés dans le gel, puis libérés sous leur forme nue, ce qui réduit
considérablement leur durée de vie, mais également l'efficacité d’interférence ARN, le gel ne

possédant pas de fonctions permettant de livrer les siRNA aux cellules!34.

Pour surmonter cet obstacle, ainsi que les inconvénients des polyplexes, des hydrogels
de polyplexes ont été formulés. Ceux-ci sont composés d’'un complexe de siRNA et d’'un polymeére
cationique présentant une transition sol/gel température dépendante, permettant de libérer des
polyplexes nanométriques sur une longue durée et avec une grande efficacité d’interférence
ARN. Cela est possible grace a 'ajout de groupements capables de retenir les siRNA en les

complexant, puis de les libérer134,

Nanotubes de carbone

Les nanotubes de carbones (CNT) présentent des caractéristiques intéressantes pour les
applications biomédicales, notamment la vectorisation de molécules. Les CNT et leurs dérivés
fonctionnalisés ont montré sont compatibles avec un environnement aqueux, et ne sont pas
toxiques pour les tissus et les cellules mammiféres!?8, Les nanotubes peuvent posséder une
(singlewalled carbon nanotubes) ou plusieurs (multiwalled carbon nanotubes) épaisseurs, et
peuvent étre modifiés a I'aide de biomolécules chargées positivement, tels que des groupements
ammonium ou des acides aminés cationiques (Lysine), assurant la complexation avec les
siRNA141, (Cette association nanotubes-polymeéres cationiques semble d’ailleurs pouvoir
diminuer la toxicité des polymeres nus (polyamidoamine, PAA ; PEI)!42. De la méme maniére, les
CNT fonctionnalisés avec PAA ou PEI ont une meilleure efficacité de transfection que ces

derniers seuls.

Malgré ces propriétés intéressantes, les CNT ne sont pas biodégradables, et posent de ce
fait le probléeme de leur déposition dans les organes, et de la cytotoxicité associéel43. Le peu de
données actuellement disponibles concernant la préparation des échantillons, la caractérisation
des CNT, ainsi que le nombre de parametres et de controles internes effectués font qu’il est
nécessaire de compléter les connaissances sur les CNT avant de pouvoir envisager leur

utilisation pour le transport de siRNA chez 'Homme128,
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Nanoparticules d’or (AuNP)

Les AuNP sont au centre de I'attention, que ce soit dans le domaine du biodiagnostic, de
la bioimagerie, ou encore dans celui du transport d’acides nucléiques pour diverses thérapies.
En effet, les propriétés optiques de 'or, telles que la résonance plasmonique de surface localisée
(LSPR), font des AuNP un outil intéressant, pour le diagnostic notamment!44 Outre leurs
caractéristiques optiques particuliéres, les AuNP présentent également une surface aisément
fonctionnalisable, permettant une conjugaison sans agrégation de biomolécules. De plus, leurs
taille et forme sont facilement contrélables lors de leur synthese aisée, rendant ces populations

monodisperses prometteuses pour l'utilisation en thérapiel2s,

De maniére conventionnelle, les siRNA sont immobilisés en surface des AuNP, formant
des conjugués siRNA-AuNP possédant une meilleure demi-vie dans le sérum et une capacité
d’interférence ARN augmentéel4s, Les AuNP peuvent également étre recouvertes de polymeres
cationiques pour renforcer l'activité d’interférencel4t. La structure des particules permet
également leur enrobage couche par couche avec, par exemple, du PEI et les siRNA, formant un
complexe PEI/siRNA/PEI-AuNP stable!4’. La grande stabilité de I'’ensemble retarde cependant la
libération des siRNA dans le cytoplasme. Cet inconvénient peut étre supprimé par I'ajout d'un
copolymere a réversion de charge: celui-ci subit une conversion de charge dans
I'environnement acide de '’endosome ou du lysosome, entrainant la rupture des vésicules et la
libération des siRNA!48. Enfin, il a été montré que la toxicité des AuNP est minime. Malgré tous
ces avantages, reste I'inconvénient non-négligeable de la non-dégradabilité et de la rémanence

des particules bien apres le traitement, comme pour les nanotubes de carbone.

Nanoparticules de silice mésoporeuse (MSN)

Les MSN possédent des propriétés structurales et fonctionnelles uniques, en faisant
d’intéressant vecteurs de siRNA. En effet, leur structure mésoporeuse stable et leur grande
surface parfaitement définie chimiquement, ainsi que la possibilité de choisir la taille des
porosités et d’encapsuler de petites molécules en font des systemes de transports tres
attractifs146, Ces particules sont également biocompatibles, et leur synthése facile permet de
jongler avec leur taille, forme et surface aisément!49.150, La premiere utilisation de MSN pour le
transport de siRNA a été publiée en 2009. Il a alors été fait usage de PEI adsorbé de fagon non
covalente a la surface des MSN afin de favoriser l'inhibition d’expression génique du gene

ciblé1s1,

La possibilité d’encapsuler de petites molécules dans les pores des particules en addition
de la liaison de siRNA a leur surface pourrait faire des MSN un vecteur de siRNA tres intéressant,

notamment dans le cadre de thérapies multiples, associant par exemple drogue et siRNA. Il est
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également possible d'y additionner une grande diversité de groupements fonctionnels en
surface, afin d’augmenter la biocompatibilité, et de diriger les particules vers un tissu ou des
cellules cibles, par exemple. Si les particularités des MSN sont intéressantes et permettent
d’envisager de nombreuses possibilités de traitement, la taille de ces particules est cependant
généralement bien supérieure a 100 nm, ce qui est a prendre en compte pour la biodistribution

des particules, comme nous le verrons ultérieurement.

Quantum dots

Les quantum dots (points quantiques) sont des particules de tres petite taille (1 a
10 nm) possédant des caractéristiques optiques en faisant d’excellents outils d’imagerie,
surpassant les sondes fluorescentes!sz, Celles-ci sont cependant toxiques pour les cellules
mammiferes. En effet, ces vecteurs sont constitués de métaux lourds pouvant subir un lessivage
dans un environnement biologique. Cet obstacle peut toutefois étre surmonté en modifiant la
surface des quantum dots avec différents ligands, permettant d'une part d’en supprimer la
toxicité, et d’autre part de les rendre aptes au transport de siRNA : les modifications de surface
peuvent permettre aux quantum dots de protéger les siRNA, de faciliter la pénétration cellulaire,
la protection endosomale, ou encore la libération et le transport intracellulairels3. Si les
modifications de surface des particules les rendent momentanément biocompatibles, le cceur de
métaux lourds n’en est pas moins intact, et sera libéré dans le systéme lors de la dégradation des
quantum dots, posant alors les mémes problémes de toxicité que les quantum dots nus. Cet
écueil empéche malheureusement de profiter de I'important potentiel de ce vecteur en thérapie,
c’est pourquoi des recherches sont en cours pour développer des quantum dots non toxiques

dépourvus de métaux lourds.

Une nouvelle stratégie sonochimique a d’ailleurs été développée récemment pour
synthétiser des quantum dots biocompatibles ZnxS-AgyIni.,S, (ZAIS). Ceux-ci pourraient étre
utilisés comme nanoparticules multifonctionnelles, permettant simultanément d’imager et de
libérer des siRNA au niveau, par exemple, de cellules de tumeurs cérébrales, et ce avec une
cytotoxicité négligeablel54. Si cet ajout d’'un enrobage épais biocompatible posséde de nombreux
avantages, il a cependant I'inconvénient de potentiellement modifier les propriétés des quantum

dots vecteurs de siRNA en altérant leur taille128,

Nanoparticules magnétiques

Les nanoparticules magnétiques ont a l'origine été développées pour une utilisation
comme agents de contraste en imagerie par résonance magnétique (IRM). Récemment, de
nouvelles méthodes de synthése et de modification de surface en ont fait des nanovecteurs

efficaces. En effet, des biomolécules peuvent y étre liées en surface a I'aide de connecteurs
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clivables, ou par interactions électrostatiques!ss. Le concept de ciblage et de livraison d’acides
nucléiques par des particules magnétiques (ou magnétofection) est relativement simple et
efficace : les nanoparticules magnétiques contenant les siRNA ou autres acides nucléiques,
injectées par voie sanguine, peuvent étre dirigées vers les tissus ciblés par I'application d’un

champ magnétique!2s.

Les nanoparticules magnétiques sont généralement enveloppées dans un polymeére ou
une capsule métallique, ou dispersées dans une matrice polymérique (silice, dextran, etc.),
permettant d’augmenter leur stabilité et de conjuguer aisément les siRNA par 'intermédiaire de

groupements carboxyle, d’anticorps, etc28.

Si les nanoparticules magnétiques semblent étre prometteuses tant en matiere de
diagnostic que pour la vectorisation, notamment de siRNA, certains inconvénients sont encore a
résoudre. En effet, comme beaucoup d’autres nanovecteurs, les nanoparticules magnétiques
présentent un potentiel cytotoxique conséquent: l'ionisation du fer des particules entraine la

production de radicaux hydroxyles par réaction de Fenton avec le peroxyde d’hydrogéne2s,

Nanoparticules composites de phosphate de calcium (CPnp)

Le phosphate de calcium, élément central des dents et des os, est un matériau
biodégradable et biocompatible de grand intérét a la fois pour les applications dentaires et
osseuses, mais également dans le domaine des nanoparticules. En effet, les différentes
propriétés du phosphate de calcium en font un matériau des plus intéressant pour le domaine de
la vectorisation. Ainsi, différentes études ont été menées dans des buts thérapeutiques et
d'imagerie, utilisant des phosphosilicates de calcium, de T'’hydroxyapatite, ou encore des
composites de phosphate de calcium et de polymeres ou de lipides. Si la structure de base de ces

composés est proche, la facon de les employer dans les nanoparticules differe cependant!5s,

En effet, alors que les CPnp «classiques» permettent principalement une
fonctionnalisation de surface, les nanoparticules de phosphosilicate de calcium peuvent
encapsuler des marqueurs ou molécules thérapeutiques, les protégeant ainsi lors de la
circulation des particules dans l'organisme!5’. Les nanoparticules d’hydroxyapatite, quant a
elles, du fait de leur structure cristalline, sont plus fluorescentes en présence de lanthanides que
les CPnp amorphest58. Enfin, les nanoparticules composites associant aux CPnp des lipides et des
polymeres semblent prometteurs a la fois pour la vectorisation de marqueurs hydrophobes, et

de nucléotides159.
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6. Un vecteur de choix: les nanoparticules de phosphate de calcium

enrobées

Comme mentionné précédemment, les nanoparticules de phosphate de calcium sont des
candidats tres intéressants pour l'utilisation in vivo grace a leur biocompatibilité et leur
biodégradabilité. De plus, leur mode de synthese aisé permet I'insertion au sein des phosphates
de calcium de diverses molécules, telles que des agents d’'imagerie, comme I’Alizarin complexone
ou I'ICG. Malgré ces qualités, I'ajout d’'un agent de transfection efficace est toutefois nécessaire

pour compléter ce vecteur prometteur.

II a été montré précédemment que l'ajout d'une couche de PEI a la surface des CPnp
permet d’améliorer grandement I'efficacité de transfection d’ADN de I'ensemble par rapport a
I'efficacité des différents éléments séparémentt60.161, Les complexes PEI/siRNA, quant a eux, sont
cependant tres instables. En effet, les liaisons PEI/siRNA sont trop faibles pour maintenir une
cohésion au sein du polyplexe. L'ajout d’acides aminés hydrophobes a alors été proposé afin de
rendre le PEI auto-agrégeant et augmenter la cohésion du polyplexe PEI/siRNA. C’est pourquoi
des polymeéres tels que le PEI-tyrosine et le PEIl-pyridine ont été synthétisés, permettant

d’obtenir une interférence génique efficace in vitro162.163,

L’effet de ces complexes ne dépasse cependant pas plus de quelques jours. Il nous est
alors paru intéressant de combiner les propriétés de ces complexes de dérivés de PEI/siRNA
avec celles des CPnp. Cette idée a été exploitée dans ce travail, engendrant des CPnp enrobées de
couches alternées de PEI-tyrosine ou PEI-pyridine et de siRNA stabilisées grace aux inversions

de charges.
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III. Modeles utilisés

1. Modele d’infection in vitro : virus de I’hépatite C

Origine du virus et transmission

Le virus de I'hépatite C (HCV) est le seul virus du genre Hepacivirus, et appartient a la
famille des Flaviviridael64. Ses variants sont divisés en 7 génotypes et différents sous-types
ciblant des groupes de risques et des régions géographiques distincts16s. Il a été découvert en
1989166, suite aux interrogations croissantes des cliniciens et des épidémiologistes face aux cas
toujours plus nombreux d’hépatites chroniques non-A, non-B liées aux transfusions sanguines et

a l'utilisation de dérivés sanguins en thérapiel67.168,

Le HCV infecte environ 170 millions de personnes dans le monde de maniére chronique,
soit 3 % de la population, et il semble qu’il y ait entre 3 et 4 millions de nouveaux cas par an16d,
Cette infection, qui a débuté dans les années 1960, s’est vraisemblablement propagé non
seulement par les transfusions sanguines et I'utilisation médicale de seringues non stériles, mais
également par le partage de seringues chez les consommateurs de drogues!”0. Grace a la mise en
place de contrdles du sang lors des transfusions, ainsi qu’aux campagnes de prévention des
infections par échanges de seringues, la croissance de la population infectée est heureusement
ralentie. Contrairement aux idées recues, la transmission par voie sexuelle ou mére-enfant est

inefficace et relativement rarel71,

Si la source des infections par le HCV chez 'Homme n’est pas encore connue, I’hypothése
d'une origine primate, selon le modéle du HIV-1 est tentante. L'accroc dans cette théorie est
I'absence de cas de HCV ou d’homologues découverts chez les singes. De maniére assez
surprenante, des virus similaires ont cependant été retrouvés chez le chien et chez le

cheval172.173,

Infection par le HCV

La phase aigué de 'infection par le HCV est généralement asymptomatique, ou associée a
des symptémes non spécifiques, apparaissant entre 2 semaines et 6 mois aprés l'infection. En
effet, seul un quart des patients infectés présente une jaunisse, et 10 a 20 % souffrent de
symptoémes aspécifiques tels que I'anorexie, des malaises, de la fatigue, ou encore des douleurs
abdominales!74. La phase aigué de l'infection, dans de tres rares cas (1 %), peut se transformer

en hépatite fulminante mortelle a trés court terme.
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Dans environ 20 % des cas, la clairance virale est observée aprés cette phase initiale de
'infection, probablement grace a la mise en place d’'une réponse immunitaire efficace. En effet,
une réponse cellulaire, grace a la multiplication de lymphocytes T spécifiques du HCV, et une
réponse humorale, par la production d’anticorps neutralisants (nAb), surviennent généralement
quelques mois apres l'infection!75176, Cependant, comme le montrent les statistiques, ces
réponses ne sont dans la grande majorité des cas pas suffisantes pour supprimer l'infection, qui

évolue alors vers une phase d’infection chroniquel?7.

Dans les pays développés, le HCV est la cause principale d’hépatite virale chronique.
Celle-ci est insidieuse, et les symptémes sont généralement inexistants ou minimes. De ce fait,
I’hépatite n’est souvent détectée que par la constatation d’'un fonctionnement anormal du foie
(niveaux élevés de transaminases hépatiques) au détour d’'un examen de contréle. Elle est
considérée comme chronique lorsque la présence d’ARN du HCV est détectable 6 mois apres

I'infection.

Du fait de la variabilité de son développement, et de I'absence de signes énonciateurs, il
est relativement difficile de déterminer précisément I'histoire naturelle de I'hépatite C. En effet,
les issues sont diverses, allant de la lente progression de la maladie sur 50 ans au
développement rapide d’une cirrhose en 5 ans. Il est de ce fait difficile de définir et de prédire la
répartition statistique des patients entre ces deux extrémes et toutes les éventualités
intermédiaires. On considere que 20 a 30 % des patients infectés développeront a terme une
pathologie hépatique (fibrose, ascite, cirrhose, etc.), et 2,5 % souffriront d'un carcinome
hépatocellulaire (HCC)178, un des cancers les plus fréquents et les plus mortels!79. En Europe, il y
a 10 fois plus de cas d’infection par le HCV que par le virus de I'immunodéficience humaine

(HIV), et environ 1 % de la population francaise serait porteuse, soit 600 000 personnes.

HEPATITIS C:
SPECTRUM OF DISEASE

Acute HCV Infection

SSZ/ \Y%

Chronic HCV Infection Recovery

| .
Seve;%\/lod*erate Mild

Cirrhosis  Chronic Hepatitis

/|

HCC End-Stage
Liver Disease

Illustration III-1 : Diagramme de I’évolution de I’hépatite C.
(Source : Hoofnagle, 1997180)
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Traitements de I'hépatite C présents et futurs

Malgré l'intérét bien présent des équipes de recherches, aucun vaccin ciblant le HCV n’a
pu étre développé pour l'instant, notamment du fait de sa grande variabilité génétique. En effet,
non seulement 'ARN polymérase ARN-dépendante du virus ne posseéde pas d’activité correctrice
exonucléasique, mais le HCV est également un virus a grande vitesse de réplication in vivo (1010

a 1012 virions/jour)18t,

Si la suppression totale de l'infection est avérée chez certains individus traités, cet
événement est rare, et les patients nécessitent souvent une transplantation hépatique. Cette
indication engendre d’ailleurs le plus grand nombre de transplantations : en effet, 40 a 50% des
transplantations réalisées et des patients sur liste d’attente concernent des cas d’infection par le
HCV182, La greffe n’est cependant qu’une solution provisoire, malheureusement, puisqu’'une
réinfection du greffon est observée dans 100 % des cas, et la maladie progresse alors plus

rapidement que précédemment!83,

[l existe un certain nombre d’obstacles a I'efficacité du traitement (SOC, standard of care)
proposé actuellement aux patients. En effet, outre une toxicité élevée, ce traitement, interféron-
alpha (IFNa) et ribavirine, est onéreux, et le virus y développe rapidement une résistancel8. De
plus, son efficacité varie de maniere importante selon le génotype viral. Ainsi, moins de la moitié
des patients atteints par le génotype 1, génotype dominant retrouvé dans plus de 2/3 des
infections, répondent a ce traitement, alors que 80 % des patients infectés par les génotypes 2

ou 3 développent une réponse virologique soutenue (SVR, sustained virological response)185.186,

Pour pallier aux failles de ces traitements, de nouvelles molécules (DAA, direct acting
antiviral), telles que le boceprevir (Merck) et le télaprévir (Vertex/Janssen), ont été élaborées.
Dirigés contre les protéines du virus, ces inhibiteurs favorisent la réponse virologique, et
diminuent la toxicité et les résistances au traitement!8’. Les deux molécules précitées ont
d’ailleurs recu 'autorisation d’utilisation en 2011 sur des patients atteints par le génotype 1. Les
premiers résultats sont positifs, puisque 'ajout de ces molécules au SOC permet de diminuer le
temps de traitement et d’augmenter la SVR dans de nombreux cas!88. Ces anti-viraux, malgré
I'amélioration considérable apportée au SOC, n’agissent pas contre tous les génotypes, et des
effets secondaires néfastes ont été observés. De plus, parmi les différents variants présents chez
un méme patient, certains peuvent étre résistants aux DAA, et se multiplier jusqu’a compenser
les variants inhibés par le traitement. Enfin, bien que ces nouvelles molécules aient apporté de
nombreuses améliorations aux traitements, leur efficacité n’est pour I'instant malheureusement

pas suffisante pour pouvoir supprimer I'lFNa et ses inconvénients des thérapies!8d.
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Outre les DAA, des recherches sont actuellement menées sur de nouvelles substances
potentielles, les agents ciblant 'héte (HTA, host targeting agent). Visant I'hote, génétiquement
stable, ces molécules prometteuses présentent l'avantage non négligeable de ne pas étre
sensibles aux variants ou aux différences entre génotypes. En effet, les HTA vont pouvoir étre
utilisés selon deux méthodes complémentaires : stimuler I'immunité innée, ou bloquer la
propagation de l'infection en s’attaquant aux différents éléments de I'hote indispensables aux
étapes-clé de la prolifération du HCV19, Ces molécules agissant selon des voies différentes de
celles du SOC ou des DAA, elles apportent également 'espoir de voir se développer une synergie
entre ces différents traitements, permettant alors de diminuer les doses de chaque substance, et

ainsi peut-étre de supprimer un certain nombre d’effets secondaires.

Malgré toutes les qualités de ces nouveaux traitements potentiels, il existe une donnée
qu’il est indispensable de prendre en compte. En effet, si les facteurs de 1'hdte servent a la
prolifération virale, leur présence chez I'hote n’est pas innocente : chaque molécule posséde une
fonction initiale, bien avant d’étre détournée par le virus. Il faudra donc s’assurer que la mise en
place de traitements visant les facteurs de I'hote ne se fasse pas au détriment de fonctions vitales
des cellules ou des organes, ou que leur action rester tres ciblée, touchant les cellules infectées

uniquement.

Le virus

Le HCV est un virus a ARN simple brin positif de 9.6 kb et d’environ 60 nm166191, Son
génome comporte une région codante encadrée par deux régions non traduites, 3’'UTR et 5’UTR,
cette derniére contenant le site d’entrée ribosomique interne (IRES, internal ribosome entry
site). Cet ARN génomique est entouré d'une nucléocapside protéique, elle-méme recouverte

d'une enveloppe lipidique dans laquelle sont insérées des glycoprotéines.

Capside

ARN viral

Enveloppe

Glycoprotéines E1 et E2

Illustration III-2 : Représentation schématique de la particule du HCV.
(Source : Lindenbach, 2013192)

Dans le sang, le HCV peut se lier a différentes lipoprotéines, produisant des particules

virales de densités variables (LDL, VLDL,...) contenant des triglycérides et les apolipoprotéines B
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et E (ApoB et ApoE). Les particules de faible densité, nommeées lipo-viro-particules (LVP), sont

plus infectieuses que celles de haute densité193 .

Le HCV est composé de 4 protéines structurales - la protéine de capside (C, ou Core), la
protéine p7, et les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 - ainsi que de 6 protéines non
structurales - NS2, NS3, NS4A et B, et NS5A et B194, Ces protéines sont codées par le génome du
virus sous forme d'une polyprotéine qui sera clivée par des protéases a la fois virales et
cellulaires, pendant et aprés la traduction. Les régions non traduites 5 et 3° NTR sont
indispensables au virus. En effet, en 5’ se trouve I'IRES, région trés structurée et conservée,
indispensable a la traduction de I’ARN viral. Ces caractéristiques font de cette séquence une cible
idéale pour les traitements par interférence ARN notamment. Outre son role dans la traduction,
la région 5’'UTR contiendrait également des éléments nécessaires a la réplication du virus, tout
comme la région 3'UTR19.

5'NCR
Il 3'NCR

(Un
9.6 kb c;]rk:_,
S,

* IRES-mediated translation

wo v e O Wl V

‘ c | E1 [ E2 ]p# st[ NS3 Elnsma‘ NS5A | NS5B

°3

* Polyprotein processing

747 810 1027 1658 1712 1973 2421 3011

1 192 384
mm ik e e e
| I I
Structural Nonstructural
| I I
Assembly module Replication module

Illustration III-3 : Organisation génétique et protéines du HCV.
(Source : Moradpour et Penin, 201319¢)

Les protéines structurales

Comme mentionné précédemment, le HCV code 4 protéines structurales. La premiere, la
protéine C, constitue la nucléocapside. Elle est indispensable a I'assemblage et a la libération des
virions, se liant aux gouttelettes lipidiques au niveau du RE, et joue également un réle lors de

I’entrée du virus197.198,

Les protéines E1 et E2 sont des glycoprotéines transmembranaires indispensables a
I'entrée du HCV19. E1 semble aider le virus a fusionner avec la membrane et a étre internalisé200,
E2, quant a elle, possede des zones de séquences hypervariables, mais de structure conservée -
en faisant une cible privilégiée du systéme immunitaire -, et participe par sa variabilité a

I’échappement du virus sous forme de quasi-especes chez un méme hotel77.201,202,
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Les fonctions de la protéine p7, quant a elle, sont encore méconnues. Elle est assimilée
aux viroporines car elle forme un canal ionique par oligomérisation, et semble nécessaire a

I'infection, et a 'assemblage et a la sécrétion des virions203,204,

Les protéines non-structurales?96

La protéine transmembranaire NS2 participe a la production des particules virales, et est
un élément indispensable du cycle du HCV. L’association NS2-NS3 forme I'autoprotéase NS2-3
qui permet de séparer NS2 de NS3. Cette derniére, associée avec NS4A, poursuit le clivage de la
polyprotéine ; elle posséde également une activité hélicase, et participe a la réplication de ’ARN,

ainsi qu’a la formation des particules virales.

NS4B permet la formation du « complexe de réplication » a partir des membranes du RE,
dans lequel se passe la réplication virale. NS5A est également associée au RE, et participe a la
formation du complexe de réplication. Enfin, NS5B est une ARN polymérase ARN-dépendante
(RpRd). Ancrée au RE, cette protéine est indispensable a la réplication du virus. C’est également

une cible d’'un grand intérét pour les antiviraux.

Les facteurs hotes

Comme la plupart des virus, le HCV exploite les facteurs de la cellule hote pour son
propre cycle, de l'entrée a l'export des virions. Ceux-ci ont toute l'attention des équipes de
recherche, étant donné le potentiel de chaque facteur en tant que HTA. Voici a présent une

description succincte des principaux facteurs hote d’intérét découverts jusqu’a présent.

Les facteurs d’attachement

Les particules virales acheminées jusqu’au foie par le sang. Les hépatocytes n’étant pas
toujours en contact direct avec la circulation sanguine, les virus pourraient dans un premier
temps étre capturés par les cellules endothéliales et les macrophages hépatiques (cellules de
Kupffer). E1 et E2 vont ensuite se lier a différents facteurs membranaires des hépatocytes,
«amarrant » le virus a sa cible. Jusqu’a présent, trois catégories de facteurs d’attachement ont

été mises en évidence :

R/

« Les lectines de type C (DC-SIGN et L-SIGN) : ces molécules se lient a E2, mais ne sont pas
exprimées par les hépatocytes, mais par les cellules de Kupffer, certaines cellules
immunitaires (DC-SIGN), et par les cellules endothéliales sinusoidales hépatiques (L-SIGN).
Elles pourraient alors aider a I'infection en capturant les virions et en les transmettant aux

hépatocytes205,
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Les glycosaminoglycanes (GAG): ce sont des polysaccharides linéaires de surface présent
sur de nombreux types cellulaires dans le corps humain. Il a été montré que les GAG, et
notamment les GAG hautement sulfatés comme I’héparane sulfate (HS) interagissent avec
divers virus, comme ceux de la fievre jaune ou de la dengue206-208, Ces molécules étant
ubiquitaires, leur affinité et leur spécificité de liaison au HCV - par E2 probablement - doit
étre limitée. Elles permettent cependant de lier la particule virale a la cellule, et rendent
ainsi plus aisées les interactions avec d’autres récepteurs plus rares, mais de plus haute

affinitéz2o0s,

Le récepteur aux LDL (LDLR): comme mentionné précédemment, le HCV forme des
virolipoparticules en association avec les LDL et les VLDL dans le sang, contenant
notamment ApoB et ApoE, respectivement, principaux ligands de LDLR2%9. L’interaction des
virolipoparticules, probablement par les lipoprotéines avec LDLR, pourrait jouer un role

dans I'entrée du HCV?210,

Les facteurs d’entrée

Les facteurs d’entrée jouent un role tres important dans I'infection par le HCV. En effet,

les cellules non-hépatiques, qui ne permettent normalement pas I'entrée du HCV, deviennent

permissives si les quatre récepteurs humains du HCV présentés ci-apres sont co-exprimés211

R/
0.0

Le récepteur scavenger de classe B de type I (SR-BI, ou CLA-1): ce récepteur de
lipoprotéines est ubiquitaire, mais présente une expression plus importante au niveau
hépatique et surrénal?!2. Il joue un role dans l'attachement et le transfert lipidique en
association avec HDL, LDL et VLDL, et participe au métabolisme du cholestérol213. Un
réarrangement de la bicouche lipidique cellulaire a été observé suite a la liaison E2/SR-BI,
permettant de rapprocher le virus des autres facteurs d’entrée?!4. Grace a sa fonction
d’endocytose de ses ligands, SR-BI pourrait également faciliter I'entrée du HCVZ215. Des
anticorps anti-SR-BI sont en cours de développement, et pourraient empécher la réinfection
hépatique aprés transplantation, ainsi que 1’échappement du HCV pendant ou suite a un

traitement216,

CD81 : cette glycoprotéine fait partie de la famille ubiquitaire des tétraspanines, qui sont
impliquées dans la régulation de la prolifération cellulaire ou de I'adhérence, ainsi que dans
d’autres voies de signalisation?!?. CD81 est le premier récepteur du HCV identifié, et semble
jouer différents roles dans le cycle viral, notamment au niveau de la réplication218219, Son
expression dans des cellules normalement non permissives au HCV les y rend sensibles220,
tandis que les anticorps anti-CD81, en inhibant son interaction avec E2, neutralisation

I'infection par le HCV de différents génotypes22l. Chez des souris possédant un foie
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humanisé, les anticorps anti-CD81 injectés en prophylaxie empéchent totalement 'infection

par le virus, montrant que cette molécule est indispensable a I'infection?22.

« La protéine jonctionnelle transmembranaire claudine-1 (CLDN1) : les hépatocytes sont des
cellules polarisées, dont la partie apicale, formant la lumiere des canaux biliaires, est séparée
de la partie basolatérale, en contact avec le sang, par les jonctions serrées223, CLDN1 se situe
au niveau de ces jonctions, et participe a I'étanchéité de celles-ci, se liant a la zonula
occludens et au cytosquelette. Si CLDN1 est exprimée principalement dans la partie apicale
des cellules, il existe aussi des molécules de CLDN1 au niveau basolatéral, de facon co-
localisée avec SR-BI et CD81224, CLDN1 est le troisieme récepteur du HCV, et, comme CD81,
la diminution de son expression ou son blocage par des anticorps inhibe I'entrée du virus,
tandis que le HCV parvient a pénétrer dans des cellules non permissives lorsque CLDN1 y est
exprimée225226, CLDN6 et CLDN9, appartenant également a la famille des Claudine,

participent aussi a I'entrée du virus227.

« La protéine jonctionnelle transmembranaire occludine (OCLN) : cette molécule est le 4eme
facteur d’entrée du HCV. En effet, il a été montré que la présence conjointe de SR-BI, CD81 et
CLDN1, sans OCLN, n’est pas suffisante permettre I'infection virale, et que la diminution de
I'expression d’OCLN dans des hépatocytes permissifs inhibe I'entrée du virus. De plus,
I'introduction de CD81 et OCLN humaines dans des hépatocytes murins surexprimant SR-BI
et CLDN1 murines permettent l'infection et la production de virions HCV228. OCLN posséde
les mémes caractéristiques de localisation (jonctions serrées, principalement apicales), et
d’interactions (protéines de la zonula occludens comme ZO-1, cytosquelette) que CLDN1229,
L’activité d’OCLN est régulée par son état de phosphorylation, qui est perturbé lors de
I'infection virale par HCV, déstabilisant les jonctions serrées, et favorisant I'entrée du virus
dans les hépatocytes230. Les sites de phosphorylation permettent OCLN d’interagir avec

différentes kinases (Src, EGFR, ERK, etc.)231,

D’autres facteurs d’entrée de moins importance ont été mis a jour au cours des dernieres
années, comme les RTK. Différentes kinases sont également impliquées dans I’entrée du viral en

tant que co-facteurs, telles que EphA2 et EGFR232,
Le cycle viral

Attachement et entrée

Comme nous l'avons vu précédemment, I'entrée du HCV se compose de différentes
étapes impliquant des facteurs de 'héte ainsi que E1 et E2. Le virus commence par se fixer aux
cellules grace a des interactions avec LDLR, HS, mais également SR-BI avec les glycoprotéines

d’enveloppement, mais probablement également avec les lipoprotéines de la lipoviroparticule.
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Une fois cette premiere étape réalisée, le virus va pouvoir entrer dans la cellule grace a
son interaction avec SR-BI, CD81, CLDN1, et OCLN, les quatre facteurs d’entrée du HCV233,
L’ordre exact et le type d’interaction avec ces facteurs ne sont pas connus précisément pour

I'instant.

L’entrée a proprement parler du virus est ensuite obtenue par endocytose clathrine- et

dynamine-dépendante. Le HCV se trouve alors dans les endosomes précoces. Ce processus pH-

dépendant est suivi par la décapsidation du virus 234,
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Traduction et réplication

Le HCV étant un virus a ARN simple brin positif, celui-ci, une fois décapsidé, peut
directement étre utilisé comme ARN messager et traduit. La traduction débute au niveau de
I'IRES (en 5’'UTR), dans le RE granuleux (REG)235. L’ARN viral est également répliqué au niveau
de ces membranes, grace au complexe de réplication composé de NS5B, la polymérase (RpRd),
des protéines non-structurales du virus et de facteurs cellulaires23¢6. Malgré I'intérét qui leur est
porté, la cinétique de réplication ainsi que le contenu exact du complexe ne sont pas connus
actuellement. Il semblerait en effet que d’autres facteurs (protéines chaperonnes ou kinases),
comme cRaf, PI4KIlla (phosphatydil inositol 4-kinase III alpha), ou encore la cyclophiline A

(CypA) puissent étre impliqués?237.238,
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Assemblage et sécrétion des virions

L’assemblage des virions débute par la production de la nucléocapside associant la
protéine Core et de 'ARN viral par I'intermédiaire de la réplicase NS5A. Il n’est cependant pas
clair actuellement si cet assemblage a lieu au niveau de la membrane du RE, ou au niveau de

gouttelettes lipidiques cytosoliques.

Différentes études ont montré que les étapes suivantes de maturation et de sécrétion des
virions sont étroitement associées a la voie des VLDL. La théorie principale serait que NS2,
éventuellement associée avec p7, « rassemble » les différentes protéines (non-structurales et
glycoprotéines d’enveloppe) a proximité des gouttelettes lipidiques, engendrant la mise en place
d’interactions protéiques entre ces différents composants239. Le réle de p7 n’est pas connu pour
I'instant, mais il a été suggéré que p7 pourrait protéger les particules virales en inhibant
'acidification des compartiments intracellulaires lors des étapes de maturation et de sécrétion.
Une fois ApoB et ApoE incorporées aux particules infectieuses matures - la facon dont se fait

I'incorporation restant mystérieuse -, les particules suivent la voie de sécrétion des VLDL240.241,

Transmission de cellule a cellule

Une voie d’infection alternative a également été observée. En effet, le virus peut passer
d'une cellule infectée a sa voisine selon un mécanisme nécessitant les mémes facteurs d’entrée
que la voie d’'infection classique (SR-BI, CD81, CLDN1, OCLN, EGFR, EphA2)24z. 11 semble
cependant que, contrairement a la voie classique, la transmission de cellule a cellule puisse étre
CD81-indépendante. Cette voie permettant au HCV d’échapper aux anticorps neutralisants,

permettrait d’expliquer en partie la persistance du virus221,

Les modeéles d’étude ex vivo et in vitro

Pen