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Peptide Pénétrant dans les Cellules (Cell Penetrating Peptide)

Centre de Recherche en Cancérologie de Marseille

Cancer de la Prostate résistant a la castration (Castration-Resistant
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I. Introduction

L’acide désoxyribonucléique (ADN) est une macromolécule biologique nucléaire
présente dans toutes les cellules eucaryotes nucléées. Cette molécule, qui contient
I'information génétique aussi appelée génome, est essentielle pour réaliser la
transcription. Ce mécanisme nucléaire permet de générer I'acide ribonucléique (ARN)
qui sera épissé dans le noyau pour ne garder que la partie codante de I’ARN, a savoir les
exons. Cette derniere molécule est alors appelée ARN messager (ARNm). Apres
interaction avec plusieurs protéines nucléaires, '’ARNm sera transféré au cytoplasme au
niveau duquel il sera traduit par le ribosome grace au code génétique. Ce phénomene,
appelé traduction, génere les protéines. Ces macromolécules assurent la majorité des

fonctions biologiques au sein des cellules et des tissus.

Les travaux de Zamecnik et Stephenson (Stephenson and Zamecnik, 1978; Zamecnik and
Stephenson, 1978) en 1978 ont mis en évidence l'utilisation de courts fragments d’ADN
synthétiques, appelés oligonucléotides, de séquence complémentaire a un ARN viral
pour inhiber la réplication du virus du sarcome de Rous. Cette découverte met en
exergue la possibilité d'empécher la réplication d'une souche virale par un
oligonucléotide antisens spécifique. En paralléle, les études de biologie moléculaire ont
permis d’élucider de nombreux mécanismes moléculaires impliqués dans des
pathologies humaines. L’expression de génes pathologiques, qu'ils soient génétiques ou
modifiés par mutation, serait alors modulable. La découverte des molécules d’ADN
antisens rend cette nouvelle technologie tres prometteuse pour l'inhibition de genes
spécifiques tant au niveau de la recherche pour des études fonctionnelles qu’au niveau

des recherches applicatives.

Les études sur les oligonucléotides ont permis de mettre en évidence deux mécanismes
d’inhibition, les technologies ADN antisens (ASO) et d’ARN interférence (RNAIi) par les
petits ARN interférents (siARN). La premiere, découverte en 1978, consiste a utiliser un
fragment d’ADN complémentaire a la séquence d’ARN cible. Cette complémentarité fait
intervenir des paires canoniques (dites de Watson-Crick) entre les bases azotées
constituant I'acide nucléique. L'adénine s’apparie avec la thymine par deux liaisons
hydrogéne et la guanine s’apparie avec la cytosine par trois liaisons hydrogene. La

seconde technologie, par les siARN, a été décrite pour la premiere fois par R. Jorgensen
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(Napoli et al.,, 1990) et étudiée principalement par Andrew Z. Fire et Craig Mello (Fire et
al., 1998).

La traduction protéique est un mécanisme biologique hautement régulé naturellement.
Plusieurs molécules régissent cette régulation, notamment des acides nucléiques. Les
petits ARN nucléaires, les microARN ou encore les longs ARN non codants ont un role
dans la régulation de I’expression génique et dans la production protéique (Bennett and
Swayze, 2010). Par exemple, l'activité régulatrice endogene des microARN est

comparable a 'action des siARN artificiels (Carthew and Sontheimer, 2009).

Le premier chapitre de lintroduction traitera plus précisément les différents
meécanismes d’'inhibition engendrés par des acides nucléiques exogénes que sont les ASO

et les siARN.

A. Mécanismes de régulation de la traduction

Dans la littérature, plusieurs mécanismes de régulation de la traduction par des
acides nucléiques ont été démontrés. Nous séparerons dans cette partie les mécanismes

avec et sans clivage de I'’ARN.

La modulation de l'expression protéique est effectuée apres hybridation de l'acide
nucléique, ADN ou ARN, sur la séquence cible par complémentarité de base avec ’ARNm
codant. La machinerie cellulaire peut étre exploitée suivant le design de
I'oligonucléotide, la série utilisée ou encore la localisation de la séquence cible. Il en
résulte une dégradation de 'ARNm et donc une inhibition de la traduction. Il existe

différents mécanismes faisant intervenir des complexes enzymatiques :

- RISC (RNA-Induced Silencing Complex) est un complexe protéique reconnaissant
les siARN. Ces molécules peuvent étre synthétiques ou générées par clivage d’'un
ARN double brin par la protéine Dicer. Ces acides nucléiques sont constitués de
20 nucléotides pour chaque brin avec un exces de 2 nucléotides a I'extrémité 3’
non hybridés. La prise en charge de ces acides nucléiques par le complexe RISC
entraine une dégradation de 'ARNm complémentaire par des endonucléases
Argonautes 2 (AGO2) avec une grande spécificité de séquence. L’ARNm résultant
est ensuite rapidement dégradé par des exonucléases. Ce mécanisme est
catalytique puisque le complexe RISC est toujours fonctionnel apres le clivage de

I’ARNm (Figure 1) (Kanasty et al, 2013; Liu et al., 2004; Meister et al., 2004) ;
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Figure 1 : Mécanisme d'inhibition de la traduction par des siARN
Adapté de Kanasty et al., 2013

Apreés vectorisation d'un ARN double brin dans le cytoplasme, la protéine Dicer hydrolyse le duplexe en fragment
double brin de 22 paires de base. Le siARN formé est reconnu par le complexe protéique RISC. Ce complexe dégrade
le brin sens et prend en charge le brin antisens avant d’hybrider 'TARNm complémentaire. La protéine AGO2
hydrolyse spécifiquement ’ARNm associé au brin antisens avant d’hybrider un nouveau brin d’ARNm.

- Chez les animaux, les microARN ne provoquent pas de dégradation directe mais
déclenchent la déprotection de la coiffe et la déadénylation provoquant la
dégradation de I'extrémité 5’ vers I'extrémité 3’ de 'ARNm (Dalmay, 2013; Lim et

al, 2005; Liu et al.,, 2005) ;

- Les ribozymes sont des ARN formant une structure tridimensionnelle bien
définie capable de catalyser une réaction chimique pour la dégradation de sa

cible ARN. IIs sont composés d’un site catalytique central borné par des matrices
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de reconnaissance complémentaire a la séquence cible (Cech, 1988; Kurreck,

2004);

Les DNAzymes sont les analogues des ribozymes en séries ADN (Cepeda-Plaza et

al., 2018; Doran and Sohail, 2006; Kurreck, 2004) ;

La ribonucléase H (RNase H) est un enzyme reconnaissant 1’hétéroduplexe
ADN / ARN. Cette protéine dégrade de maniere sélective les amorces ARN,
permettant la formation des fragments d’Okazaki (Okazaki et al., 1968), lors de la
réplication de ’ADN. La reconnaissance du duplexe par I'enzyme est due a un
changement structurale de I’'hétéroduplexe apres une hybridation de la protéine
sur I’hélice d’acide nucléique. Les études cristallographiques par rayons X des
dernieres décennies ont montré une conformation proche de la forme A (Suresh
and Priyakumar, 2014). Cependant, les compositions de I’ADN et de I’ARN, en
purines et pyrimidines, sont importantes pour les propriétés structurelles et
énergétiques. En effet, ces parametres des hétéroduplexes varient
progressivement avec le changement de la teneur en désoxypyrimidine dans leur
brin ADN. L’enzyme reconnait un duplexe hybride ARN / ADN de conformation
mixte A et B (Figure 2a). Cet enzyme cible 'ARN pour le clivage par des
interactions spécifiques avec les hydroxyles en position 2. Les états de
transitions sont stabilisés par des ions magnésium. L’état de coordination est
spécifique des ions magnésium et contribue a la spécificité du substrat.
L’étude menée par Davis et al. met en évidence une modification de la structure
de I'hélice d’'une forme A en une forme B apres interaction avec 'enzyme ce qui
élargit le sillon principale et diminue la courbure du duplexe. La protéine
RNase H entre en contact avec les brins d’ADN et d’ARN dans le petit sillon et
peut ainsi faire la différence entre une structure hélicoidale de forme A et de

forme B (Davis et al., 2015).

Ce mécanisme est utilisé pour l'inhibition de la traduction par I'addition d’'un
fragment d’ADN exogene appelé ASO. La RNase H est principalement nucléaire
mais existe également dans le cytoplasme. Dans ces deux compartiments
cellulaires, la reconnaissance de I'hétéroduplexe ASO /ARN engendre une

activité enzymatique par l'intermédiaire de cette protéine. Cela entraine une
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hydrolyse de I'’ARN hybridé a ’ASO (Figure 2b (2) et (6)) (Cerritelli and Crouch,
2009; Inoue et al,, 1987; Khvorova and Watts, 2017; Monia et al.,, 1993).
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Figure 2 : Structure de ’'ADN double brin et mécanismes d’action des oligonucléotides

antisens
a/ Différentes formes de I'hélice d’ADN (Adapté de Ussery,

2002)

Structure de la forme B de I'hélice d’ADN proposé par Watson et Crick en 1953, basé sur des études de diffraction
(gauche) et structure des formes A, B et Z de I'hélice d’ADN (double brin) décritent a partir de structures

cristallographiques (droite).

b/ Mode d’action des oligonucléotides antisens (Adapté de Chan et al., 2006)

L’absence d’ASO induit une expression normale du gene et de la protéine (1). L’internalisation de I'’ASO entraine son
hybridation a 'ARNm au niveau de sa séquence complémentaire. La formation de I'hétéroduplexe ASO / ARNm
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induit une activation de la RNase H et la dégradation de la partie complémentaire de '’ARNm (2) ou un blocage du
ribosome par encombrement stérique (3). Ces deux mécanismes entrainent une inhibition de la production
protéique cible. Alternativement, la pénétration de ’ASO dans le noyau peut engendrer une régulation de la
maturation de '’ARNm par 'inhibition de la formation de la coiffe a I'extrémité 5’ (4), I'inhibition de I'épissage (5) ou
I'activation de la RNase H (6).

Les ASO sont a l'origine de différents mécanismes d’'inhibition, dans le cytoplasme mais
également dans le noyau. Apres transcription de '’ADN en ARN pré-messager, plusieurs
modifications post-transcriptionnelles sont réalisées comme 1'épissage, la mise en place
de la coiffe a 'extrémité 5’ ou encore I'élongation de la queue polyA a I'extrémité 3’.
L’ARNm est ensuite acheminé vers le cytoplasme par des protéines nucléaires appelées

exportines au niveau duquel il est traduit en protéines par les ribosomes (Figure 2b (1)).

Lorsqu'un ASO est internalisé, il peut exercer son activité dans deux compartiments
cellulaires, le cytoplasme ou le noyau. Dans le cytoplasme, aprés hybridation de
I'oligonucléotide sur 'ARNm mature, deux mécanismes inhibiteurs sont possibles, la
dégradation de I'ARNm ou le blocage de la traduction. La reconnaissance de
I’hétéroduplexe par la RNase H engendre I'hydrolyse de I’ARNm comme décrit
précédemment (Figure 2b (2)). L’ASO peut empécher la traduction par encombrement
stérique en inhibant le site de fixation du ribosome (Baker et al., 1997) ou 'avancée de

celui-ci sur 'ARNm (Figure 2b (3)) (Cazenave et al., 1989; Lengyel et al., 1961).

Dans le noyau, plusieurs mécanismes existent également. L’ASO peut inhiber des
modifications post transcriptionnelles comme la mise en place de la coiffe a I'extrémité
5’ (Figure 2b (4)), ou en se fixant sur les sites de polyadénylation sur les extrémités
3'UTR (Vickers et al, 2001). L’ASO peut également inhiber ou promouvoir I'inclusion
d’exons afin de modifier I'épissage de I’ARN pré-messager (Figure 2b (5)) (Dominski and

Kole, 1993; Hua et al,, 2007; Singh et al., 2007).

Les oligonucléotides exogénes peuvent induire de nombreux mécanismes pour
I'inhibition de la production de protéines. Cependant, ce phénomene est applicable pour
tous les ARN disponibles. La modification de la régulation protéique est réalisable par
addition d'un agoniste (He et al, 2007; Kumar et al., 2008) ou antagoniste (Davis et al.,
2009; Esau et al,, 2004; Norton et al., 1996) de la cible. Par exemple, il est possible de
bloquer I'activité d’'un microARN (Schoch and Miller, 2017), ou inversement d’ajouter un

mimique de celui-ci pour moduler I'expression d’un gene.

Afin d’avoir une efficacité d’inhibition accrue, il est important que les siARN ou les ASO

agissent sur une séquence cible complémentaire accessible de ’ARN.

27

Confidentiel




Introduction
Mécanismes de régulation de la traduction

L’organisme se défend contre les molécules exogenes grace a des enzymes appelées
nucléases (endo- et exo-nucléases) qui visent a cliver les liens phosphodiesters (PO) des
acides nucléiques non reconnus. Ainsi, différentes modifications chimiques des
oligonucléotides ont été développées afin de pallier ce probleme de dégradation précoce
survenant avant méme d’avoir pu constater leur efficacité biologique d’inhibition.
Toutes ces modifications chimiques n’entrainent pas les mémes modes d’action et

peuvent étre combinées afin d’augmenter les effets visés.
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B. Modifications chimiques des oligonucléotides et mécanismes

d’inhibition associés

Les différentes chimies développées au cours de ces dernieres décennies peuvent
faire intervenir différents mécanismes, par la RNase H, le RNAi ou par encombrement
stérique. La premiere modification chimique développée consiste a remplacer le lien
phosphodiester en phosphorothioate (PTO) pour pallier les problemes de dégradation
des oligonucléotides. Cette modification permet un recrutement de la RNase H et donc le
clivage de I'ARN cible, dans le cas des ASO. La figure 3 récapitule les différents
mécanismes mis en jeu selon la modification chimique utilisée (Khvorova and Watts,
2017; Manoharan, 2004; Stein et al, 2005; Zamaratski et al, 2001). Ces différentes

séries seront développées par la suite.
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Figure 3 : Modifications chimiques utilisées en synthese d'oligonucléotides

Les différentes modifications chimiques sont incorporées au niveau du squelette phosphate, du ribose ou des
extrémités. La nature et la position du groupement chimique engendrent 3 principaux mécanismes (bloqueurs
stériques en vert, activation de la RNase H en bleu et d’ARN interférence (RNAi) en orange).
PTO : Phosphorothioate ; CNA : Dioxaphosphorinane-Constrained Nucleic Acid; PNA: Peptide Nucleic Acid; PMO :
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Phosphorodiamidate Morpholino Oligo; E-VP: (E)-VinylPhosphonate; ddC: didéoxyCytosine; 2’-OMe: 2' O-
Méthyle ;2’-0-MOE : 2’-0-MéthOxy Ethyle; 2’-F RNA: 2’- Fluorure en série Acide RiboNucléique; 2’-F ANA: 2’-
Fluorure en série Acide ArabinoNucléique; LNA: Locked Nucleic Acid; ENA: 2'-0,4’-C-Ethylene-bridged Nucleic
Acid ; cEt: S-constrained Ethyl; tcDNA : tricycloDNA ; FHNA : Fluoro Hexitol Nucleic Acid; UNA : Unlocked Nucleic
Acid.

La température de fusion (Tm) d'un oligonucléotide est reliée a l'affinité de celui-ci pour
sa séquence complémentaire. Ce parametre détermine la température selon laquelle
50 % des oligonucléotides sont hybridés a leur cible. Plus la Twm est élevée, plus I'affinité
de l'oligonucléotide pour sa cible est forte et plus le duplexe est stable a 37 °C. Les
modifications du sucre 2-'F, LNA et ENA augmentent significativement l’affinité avec le
brin complémentaire de 2 a 4 °C par modification. Le duplexe doit conserver des
caractéristiques hélicoidales de conformation de type A pour une inhibition efficace,
surtout pour les siARN. Cependant, les caractéristiques conformationnelles seules ne
déterminent pas l'activité. Cette derniere est presque totalement inhibée lorsque I'un
des deux brins du siARN est en série ADN, tandis qu'une chimeére contenant des 2’-
désoxyribose aux extrémités conserve son activité (Elbashir et al, 2001; Parrish et al,
2000). Une chimere oligonucléotidique est une séquence d’ADN ou d’ARN composée de
différentes modifications chimiques. Ces combinaisons sont utilisées pour augmenter la
résistance aux nucléases tout en conservant l'activité inhibitrice qu’aurait

'oligonucléotide natif.

La modification du squelette phosphate, grace a des phosphorothioates (PTO) ou des
boranophosphates (Rait and Shaw, 1999) peut également engendrer des mécanismes de
RNAi ou de RNase H, en augmentant leur stabilité chimique vis-a-vis des nucléases. Les
PTO permettent de conserver des activités enzymatiques polymérase mais aussi RNase
par activation de la RNase H1 (Gao et al, 1992). Cet enzyme est principalement
nucléaire, ce qui implique un passage dans le noyau pour qu’il soit actif (Stein et al,
2005; Summerton, 2007). Les PTO sont également connus pour étre peu spécifiques et
interagir avec des protéines comme I’héparine ou des complexes protéiques (Stein et al.,
2005). Ces interactions interviennent a des concentrations élevées en PTO et peuvent
générer des effets indésirables non négligeables (Winkler et al., 2010). En parallele, les
oligonucléotides et I'hétéroduplexe ASO / ARN peuvent interagir avec des protéines tout
en faisant intervenir la RNase H (Liang et al, 2015). Certaines protéines comme les
protéines TCP1, La et NPM1 permettent méme d’augmenter l'effet inhibiteur de I’ASO.
L’étude de Liang suggere que certaines associations ASO /protéine augmentent

I'accumulation dans le noyau. D’autres interactions, comme avec la protéine ANXAZ2,
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seraient impliquées dans I'’endocytose et I'échappement aux endosomes et lysosomes, ce
qui accentue l'effet de ’ASO par sa libération dans le cytoplasme. Tous ces phénomeénes
d’interaction sont accentués par des liens PTO en comparaison aux liens PO. Dans ce
travail, pas moins de 56 protéines intracellulaires capables de se lier aux ASO PTO ont

été identifiées (Liang et al., 2015).

L’intervention de la RNase H dans le mécanisme d’inhibition permet d’avoir un effet
pseudo catalytique. Lorsque l'oligonucléotide s’hybride a I’ARN, la RNase H reconnait
I’hétéroduplexe et active le clivage de I’ARN hybridé. Ainsi, 'ASO est ensuite relargué
dans le milieu et peut s’hybrider a un autre brin d’ARN afin d’inhiber une autre molécule
d’ARN de méme séquence. Le caractere chiral des PTO permet d’exploiter tout un panel
de diastéréoisomeres dont I'efficacité inhibitrice variera au contact de la cible (Wan et
al, 2014). 1l serait intéressant de controler la stéréochimie des PTO afin d’augmenter
'activité biologique de ces molécules. Les énantiomeéres S permettent une meilleure
stabilité vis-a-vis des nucléases, mais les énantiomeres R sont plus actifs apres
reconnaissance de la RNase H1. Ainsi, il est possible de contréler la stabilité et I'activité
de l'oligonucléotide en fonction de la position des énantiomeres des PTO. Pour une
approche thérapeutique, l'activité inhibitrice n’est pas significativement améliorée par
I’ASO PTO stéréochimiquement pure, de configuration R ou S comparée a l'activité du
meélange stéréochimique (Iwamoto et al, 2017). Cependant, certaines modifications
chimiques comme les phosphoramidates (Faria et al, 2001; Froehler et al,, 1988) ou les
meéthylphosphonates (Furdon et al., 1989; Maher and Dolnick, 1988; Quartin et al.,, 1989;
Ts'o et al,, 1987) ne sont pas reconnues par la machinerie cellulaire et engendrent une
inhibition par encombrement stérique. L’effet pseudo catalytique n’est alors pas

préservé.

L’activité inhibitrice semble dépendante de l'alcool libre en position 5’ (Chiu and Rana,
2003) pour ce qui est des mécanismes RNAi. Quand le brin antisens est modifié par un
groupe méthyle en position 5 (5’-OMe), I'activité est inhibée (Martinez et al, 2002;
Nykdnen et al.,, 2001; Schwarz et al.,, 2002). Lorsqu’une modification est appliquée sur le
brin sens, aucun effet n’est observé (Chiu and Rana, 2003; Czauderna et al, 2003). Seul
I'alcool libre a I'extrémité 5’ du brin antisens est indispensable pour conserver 'activité
biologique. Lorsque I'extrémité 5’ du brin antisens est modifiée par un lien phosphate

afin de conjuguer une molécule, comme un fluorophore par exemple, I'oligonucléotide
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conserve son activité (Harborth et al, 2003; Schwarz et al,, 2002). Une modification en
position 5 par un lien phosphodiester n’altére pas I'activité inhibitrice de

'oligonucléotide.

L’extrémité 3’ peut étre modifiée par un groupement didéoxyCytosine (3’-ddC) ou
aminopropyle (3’-amino) via le groupe phosphate sur le brin antisens d’'un siARN sans
perte d’activité, contrairement au groupement 2-hydroxyéthylphosphate qui n’est

possible que sur le brin sens (guide) (Figure 3).

Les modifications chimiques des riboses peuvent s’avérer tres importantes pour
améliorer la stabilité des oligonucléotides vis-a-vis des nucléases tout en conservant
leur activité inhibitrice. Par exemple, des siARN ont été utilisés sur des cellules T CD4(+)
infectées par le VIH. Cet ARN double brin a une activité RNAi lorsque 'alcool en position
2’ est modifié par un groupement fluor (2’-F) mais doit étre vectorisé dans la cellule
(Capodici et al.,, 2002). In vivo, 'accroissement de la résistance aux nucléases due a ces
modifications n’est pas directement corrélée a une augmentation ou une prolongation

de I'inhibition de la cible (par injection intraveineuse sur la souris) (Layzer et al., 2004).

L’introduction de groupes méthyles en position 2’ (2’-OMe) augmente légerement
I'affinité pour le brin complémentaire de 0 a 1 °C par modification (Tn). Cependant, une
modification 2’-OMe sur tous les nucléotides est mal tolérée. Ainsi, des molécules
contenant de 2 a 4 modifications chimiques aux extrémités, nommées gapmers, sont
régulierement synthétisées pour avoir une bonne résistance aux nucléases et ainsi
augmenter significativement [l'activité biologique (Czauderna et al, 2003).
L’augmentation de I'activité inhibitrice et de la résistance aux nucléases est également
possible en créant des chimeres 2’-OMe / 2’-F pour remplacer les alcools libres en
position 2’ de I’ARN dans le cas des siARN. De maniere générale, la modification de la
position 2’ empéche une reconnaissance et une dégradation par la RNase H. Cependant,
l'utilisation de gapmers permet 'augmentation de la stabilité chimique de la molécule

dans I'organisme tout en activant les mécanismes de dégradation.

La position des modifications est importante. L’influence du positionnement des
modifications 2’-F, 2’-OMe et 2’-0-MOE au sein de la séquence du brin sens et du brin
antisens d’'un siARN a été évaluée grace a I'étude de Prakash et al. sur l'inhibition de

I’ARNm PTEN (Phosphatase and TENsin homolog mutated in multiple advanced cancers
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1) responsable du controle tumoral d’'une lignée cellulaire (Prakash et al., 2005). Cette
étude montre par exemple que la position des 2’-0-MOE peut influer I'inhibition d’'un
facteur 4 en fonction de la position (de 20 a 90 % d’inhibition a 20 nM sur un modele

cellulaire HeLa).

Une autre étude, réalisée par Stanton et al. (Stanton et al, 2012) compare différents
gapmers comportant des modifications chimiques LNA, 2’-0-MOE, 2’-OMe, 2’-F ou G-
clamp (une modification chimique interagissant fortement avec les guanines par 4
liaisons hydrogene). Cette étude a été réalisée sur trois séquences de 14 nucléotides
ciblant 'ARNm codant pour les récepteurs des glucocorticoides. 19 constructions
différentes ont été réalisées sur ces trois séquences. Les modifications chimiques
utilisées ont un impact significatif sur I'activité inhibitrice, les propriétés physiques ainsi
que la toxicité. Les tendances observées sur ces différents facteurs sont
remarquablement cohérentes entre les trois séquences. Par exemple, un gapmer
comportant a chaque extrémité trois nucléotides modifiés chimiquement en position 2’
par des LNA permet une inhibition de 45 a 55 % de la traduction (en fonction des
séquences) apres vectorisation de 3 nM dans la lignée Hep3B, tandis qu’avec un gapmer
comportant a chaque extrémité quatre nucléotides modifiés chimiquement en position

2’ par des 2’-F, I'inhibition n’est que de 5 a 15 %.

Les modifications chimiques de type 2’-amino ont quant a elles été tres peu étudiées,
mais il semblerait qu’elles induisent une diminution drastique de 'efficacité d’inhibition
avec un effet accru dans le cas du brin antisens (Parrish et al, 2000). Les modifications
de type 4’-Thio-ARN sont incorporées sur le brin sens des siARN aux extrémités afin de
conserver leur activité RNAi mais aussi d’améliorer leur résistance aux nucléases
(Hoshika et al., 2004; Takahashi et al.,, 2012). Elles peuvent également étre utilisées lors
d’une stratégie antisens aux extrémités pour éviter I'action des exonucléases (Dande et
al, 2006). Les modifications de type LNA induisent une forte augmentation de I'affinité
pour le brin complémentaire, rendant ainsi une activit¢ RNAi impossible mais

permettant une activité efficace du blocage de la traduction (Braasch et al., 2003).

Toutes ces modifications chimiques sont introduites pour répondre aux problémes de
dégradation précoce des molécules d’acides nucléiques exogenes. Cependant, une autre

problématique est a prendre en compte. Ces molécules sont pour la plupart des

polyanions portant donc une charge globale négative. Il leur est alors tres difficile de
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franchir la bicouche lipidique des membranes cellulaires sans agent de transfection. Les
modifications oligonucléotidiques non chargés, comme les PMO, les PNA et les LNA
n’induisent pas de mécanisme de type RNase H. La quantité de ces molécules nécessaire
a l'inhibition d'une cible protéique est stoechiométrique. Les mécanismes d’inhibition
par encombrement stérique empéchent l'effet catalytique. Ces molécules neutres

n’assurent pas une meilleure transfection que leurs analogues polyanioniques.

C. Internalisation cellulaire des oligonucléotides

La vectorisation des oligonucléotides dans le milieu intracellulaire est une étape
clef pour leur activité biologique. Les ARNm ainsi que la machinerie cellulaire
nécessaires a leur mise en action se situent dans le cytoplasme mais aussi dans le noyau.
Ainsi, plusieurs agents de transfection ont été développés tels que l'oligofectamine®
2000 (Invitrogen™), le JetPEI® (Polyplus transfection®) ou encore le K2® (Biontex™) par
différentes sociétés afin d’internaliser les acides nucléiques dans les cellules. Ces
produits sont constitués d’agents lipidiques cationiques, généralement composés de
polyéthylénimine ou de DEAE-dextran, qui s’auto-organisent en milieu aqueux avec les
polyanions des oligonucléotides sous forme d’agrégats. Cette technique de lipofection
permet une endocytose, libérant les acides nucléiques dans le cytoplasme.
L’'inconvénient majeur de cette technique est la toxicité des agents de transfection et
'absence de spécificité in vivo. De plus, ces complexes ne sont pas stables en présence de
sérum, ce qui empéche une vectorisation convenable in vivo (Nelson et al, 2013;
Verbaan et al, 2001). Leur haut poids moléculaire (25 kDa) engendre une
bioaccumulation rapide au niveau hépatique. Ainsi, de nombreuses équipes de
recherche travaillent sur ce sujet afin d’améliorer la transfection par lipofection
(Neuberg and Kichler, 2014). Les agrégats formés a partir de polymeres sont appelés
polyplexes, a la différence des agrégats lipidiques nommés lipoplexes. De récentes
études ont permis d’améliorer la délivrance d’acides nucléiques par modification des
polyéthylénimines. Ainsi, Chiper et al ont montré que la modification chimique des
oligoéthylenimines de 1,8 kDa par différents domaines aromatiques rend la molécule
plus hydrophobe. Ce caractere hydrophobe permet une dissolution des polyplexes a pH
acide (dans les endosomes, organite acide présent dans le cytoplasme) et ainsi
'internalisation des acides nucléiques dans le cytosol. La diminution de la taille de ces

molécules, de 25 a 1,8 kDa, améliore la biocompatibilité par une clairance rénale
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beaucoup plus rapide (Chiper et al, 2017). D’autres études s'intéressent a la
combinaison de la polyéthylenimine modifiée avec du poly(acide lactique-co-
glycolique) afin de formuler de nouvelles nanoparticules permettant I'encapsulation
d’acides nucléiques comme des plasmides ou des anti-microARN (Zhu et al, 2016).
L’étude menée par Zhu et al démontre l'intérét d’associer le poly(acide lactique-co-
glycolique) et 'acide hyaluronique sous forme de nanoparticules pour condenser de
I’ADN afin de le vectoriser dans les cellules. L’acide hyaluronique joue dans ce cas le role
de revétement a la surface des nanoparticules afin d’améliorer la cytocompatibilité et le

ciblage cellulaire.

Le poly(2-diméthylaminoéthyle méthacrylate) ou PDMAEMA est un autre polymere
également utilisé pour la transfection d’oligonucléotides (Agarwal et al,, 2012) afin de
formuler des micelles de taille controlée selon le degré de polymérisation de la
molécule. Ces micelles permettent I'internalisation et le relargage d’acide nucléique dans
des cellules cancéreuses, sans effet cytotoxique du cargo par ajout d’albumine en
surface. Ce revétement permet de transfecter préférentiellement les cellules

canceéreuses par rapport aux cellules saines (Jiang et al., 2014).

Une autre stratégie consiste a utiliser des virus modifiés capable d’internaliser des
acides nucléiques dans les cellules (Lukashev and Zamyatnin, 2016; Merten and Gaillet,
2016; Svyatchenko et al, 2012). Cependant, les oligonucléotides ne sont pas délivrés
sous forme synthétique mais sous forme intégrée au génome viral. Cette méthode de

vectorisation peut entrainer une toxicité.

L’utilisation de nanoparticules lipidiques (LNP) est également fréquente dans la
transfection d’acide nucléique. Ce sont des vecteurs non viraux qui ne permettent pas
une efficacité de transfection comparable a celle de la transfection virale (Zhao and
Huang, 2014). Certaines LNP sont modifiées par des anticorps afin de cibler activement
les tumeurs. L’anticorps anti-HB-EGF est utilisé dans le cas du traitement du cancer du
sein, qualifié de triple négatif, par administration de siARN sous forme de LNP. Le siARN
cible '’ARNm codant pour la protéine Polo-Like Kinase 1 (PLK1) des lignées cancéreuses
MDA-MB-231. Le lipide 1,2-Dioléoyl-sn-glycéro-3-phosphoéthanolamine (DOPE) est
important pour la formulation. Il a un role essentiel dans le systéme permettant aux LNP
riches en DOPE de modifier la conformation structurale de 'objet et de déstabiliser les

membranes endosomales en fonction du pH. Cette composition de LNP-siARN permet au
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systeme d’échapper aux endosomes par changement conformationnel du DOPE. Ces LNP
modifiés offrent de bonnes perspectives dans le cadre de la libération d’acide nucléique
pour une inhibition protéique et pour retarder la prolifération cellulaire (Okamoto et al.,

2018).

Une variante des LNP est l'utilisation de molécules bioinspirées telles que les
nucléolipides (NL). Ces derniers ont la capacité de s‘auto-assembler pour former
différentes structures supramoléculaires (Allain et al., 2012; Baillet et al., 2018; Chabaud
et al., 2006; Gissot et al., 2008a; Khiati et al, 2011). L’addition d’acide nucléique avec les
NL permet l'obtention de vecteurs pour la transfection (Ceballos et al, 2009, 2010;
Chabaud et al, 2006; Luvino et al, 2013). Ces NL ont également été modifiés afin
d’améliorer la délivrance d’acide nucléique sous 'action d'un stimulus, comme le pH

(Oumzil et al., 2015) (Annexe 1).

Dans la littérature, de nombreuses formulations sont décrites pour la vectorisation
d’acide nucléique (Aigner and Kogel, 2018). Une autre stratégie consiste a greffer des
molécules de maniére covalente a l'oligonucléotide pour une approche thérapeutique
(Figure 4). Ces molécules peuvent engendrer de nouvelles propriétés moléculaires pour
la vectorisation, le ciblage, la furtivité ou encore 'amphiphilie. L'utilisation de molécules
biocompatibles telles que les peptides, les lipides ou encore les polymeéres permet
I'assemblage de complexes par interactions électrostatiques, liaisons hydrogene et / ou

effets hydrophobes.
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Figure 4 : Schéma de stratégies de formulation pour la délivrance d’ASO et de siARN
Adapté de Jarver et al., 2012

A: Formation d'un complexe entre une biomolécule ou un polymeére et l'oligonucléotide par interaction
électrostatique et / ou effets hydrophobes, B : Formation de structure supramoléculaire liposomale avec agent de
ciblage ou de vectorisation (PEG, peptide, CPP, protéine, lipide, glycoconjugué, etc.), C : Conjugaison covalente avec
I'oligonucléotide par un lien stable ou clivable.

D.  Utilisation de conjugués oligonucléotidiques

Les conjugués oligonucléotidiques sont de plus en plus étudiés. Le potentiel
prometteur de ces fragments d’acide nucléique pour la thérapie engendre un intérét
croissant pour le développement pharmaceutique. L’avantage majeur d’'un conjugué est
d’étre une entité moléculaire a part entiére contrairement aux formulations,
nanoparticules et autres agents de transfection limités dans le cadres du développement
d’'un futur médicament (hétérogénéité, caractérisation, etc.). De plus, les molécules
conjuguées de maniére covalente peuvent avoir un role biologique dans Ila

reconnaissance et le ciblage de cellules ou tissus, mais aussi dans la furtivité, la

pharmacocinétique ou I'internalisation cellulaire.

1. GalNAc

Les modifications par greffage de GalNAc (N-acétylgalactosamine) conduisent a

des glycoconjugués hydrophiles qui permettent d’augmenter l'internalisation cellulaire
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au niveau du foie par des récepteurs ASGPR (ASialoGlycoProtein Receptor). Le
développement de cette chimie de conjugaison a été réalisé par la société Alnylam
Pharmaceuticals (Nair et al, 2014). Cette modification peut étre insérée en cours de
synthese sous forme de monomere non nucléosidique ou sous forme « triantennulaire »
sur une extrémité (Figure 5). Cette derniére forme est la conformation la plus

fonctionnelle et la plus utilisée.

Figure 5 : Schéma et structure moléculaire du GalNAc
Adapté de Matsuda et al., 2015

Schéma représentant un oligonucléotide couplé au GalNAc (gauche) et structure moléculaire (droite). Le GalNAc
triantennulaire est représenté dans la partie supérieure, le GalNAc incorporé en cours de séquence dans la partie
inférieure.

Les ASGPR sont des récepteurs de la famille des lectines de type C et sont présents sur la
membrane plasmique des hépatocytes. Ils sont exprimés a une densité tres élevée (5.105
copies par hépatocytes). Le galactose et le GalNAc sont les substrats préférentiels de ces
récepteurs. Une fois lié a son substrat, 'ASGPR s’internalise rapidement pour étre
acheminé vers des endosomes précoces par un mécanisme clathrine dépendant (Girelli
et al.,, 2018). Le pH acide de I'’environnement endomembranaire dissocie I'appariement
du complexe substrat-récepteur, puis I’ASGPR retourne rapidement au niveau de la
membrane plasmique (Figure 6). Le ligand est ensuite acheminé vers les lysosomes. Les
ASGPR sont des récepteurs intéressants pour la délivrance d’acide nucléique au niveau
du foie car ils permettent un ciblage actif de ce dernier. Ils possédent un taux
d’expression élevé, une internalisation rapide ainsi qu'un recyclage. En absence de

siARN, I'ASGPR est un récepteur de signalisation jouant un roéle crucial dans

I’homéostasie plaquettaire et dans la régulation de la production de thrombopoiétine.
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Figure 6 : Schéma du principe d'internalisation cellulaire par les oligonucléotides
conjugués au GalNAc

Adapté de document d’Alnylam

L’extrémité GalNAc est un substrat pour les récepteurs ASGPR. L’interaction entre ces deux entités engendre un
mécanisme d’endocytose clathrine-dépendant. L’acidification de I'’environnement dissocie le complexe
substrat / récepteur (3) libérant les siARN dans le cytoplasme (4). Prise en charge de ’ARNm cible par le complexe
RISC pour un mécanisme RNAi (5). Inhibition de la traduction protéique (6). Les récepteurs ASGPR sont recyclés et
réacheminés sur la membrane plasmique (7).

La constante d’association entre ces oligonucléotides modifiés et le récepteur est de

I'ordre du nanomolaire.

La synthese est a présent applicable sur support solide (Isaiah Cedillo et al.,, 2017). Il est
possible de greffer cette modification en position 3’, 5’ ou en cours de synthese. Les
siARN développés sont des mixmers, c’est-a-dire possédant différentes modifications
chimiques (2’-OMe, 2’-F, PTO) au sein de la méme séquence. Ces constructions
améliorent la stabilité in vivo (Nair et al., 2014). Ces molécules sont absorbées dans les
hépatocytes primaires de souris conduisant a I'inactivation des genes ciblés. L’excellente
absorption a été caractérisée par une expérience de radio-marquage. Le mode
d’administration en injection sous-cutanée a montré une meilleure distribution dans le
foie avec une meilleure efficacité inhibitrice qu’en injection intraveineuse. L’efficacité
démontrée de la conjugaison d'un oligonucléotide avec le GalNAc en fait une méthode de
choix pour le ciblage actif des hépatocytes (Matsuda et al., 2015; Rajeev et al, 2015).

Cette technologie est également développée sur les ASO avec une amélioration de
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I'inhibition d’'un facteur 10 in vivo (Prakash et al, 2014; Yu et al, 2016a). La
pharmacocinétique des ASO couplés au GalNAc ciblant la lipoprotéine (a) humaine de

cette précédente étude a également été évaluée chez le singe (Yu et al., 2016b).

Beaucoup d’autres oligonucléotides couplés au GalNAc sont étudiés en phase clinique. Le
siARN Fitusiran (Franchini and Mannucci, 2018; Pasi et al, 2017) est développé par
Alnylam pour le traitement des hémophilies. La collaboration entre Ionis et Akcea a mis
au point ’ASO IONIS-APO(a)Lrx pour le traitement d’hyperlipoprotéinémie et de
maladies cardiovasculaires. Deux anti-microARN sont étudiés par Regulus pour traiter
des pathologies virales comme I'hépatite C (RG-101) ou en collaboration avec

AstraZeneca pour le traitement du diabete de type 2 (RG-125) (Huang, 2017).

2. Peptides - Cell Penetrating Peptide (CPP)

Tout comme les GalNAc, certains petits peptides sont des ligands pour des
récepteurs spécifiques. Par exemple, le tripeptide RGD et son analogue cyclo-RGD sont
des ligands pour les intégrines ayvf33 surexprimées dans plusieurs cancers, notamment
dans les mélanomes (Lobeek et al, 2018). La capacité de greffer des ligands sur les
oligonucléotides thérapeutiques engendre des possibilités de ciblage et de vectorisation
importantes. L’'ajout de plusieurs peptides sur le méme oligonucléotide améliore la
sensibilité du conjugué pour son récepteur. Le mécanisme d’internalisation est réalisé
par endocytose cavoline-dépendante (Alam et al, 2011; Juliano et al, 2011). D’autres
peptides, comme la bombésine, sont intéressants pour le couplage a des
oligonucléotides. Ce peptide de 14 acides aminés est un neurotransmetteur agissant sur
les récepteurs aux protéines G. Cette molécule permet de vectoriser les oligonucléotides
dans le noyau des cellules transfectées (Gooding et al, 2016; Ming et al, 2010;
Nakagawa et al.,, 2014).

Les CPP sont de courtes séquences d’acides aminés, ne dépassant généralement pas
trente résidus et ont la capacité de traverser la membrane cellulaire avec une toxicité
tres limitée. La membrane plasmique est franchie par des mécanismes différents selon
les CPP sans nécessité d'une reconnaissance par des récepteurs spécifiques. Les CPP les
plus couramment utilisés sont des polycations, méme s’il existe également des CPP
anioniques ou hydrophobes. Les CPP sont classés selon trois catégories, les peptides

dérivés de protéines, les peptides chimériques formés par la fusion de deux séquences
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naturelles et les peptides synthétiques basés sur des études de structures/fonctions

(Bechara and Sagan, 2013).

Les CPP sont utilisés pour la vectorisation de molécules ayant un faible pouvoir
pénétrant dans les cellules. Les acides nucléiques étant dans ce cas de figure, les CPP
peuvent apporter cette fonctionnalité de pénétration cellulaire pour les applications
inhibitrices des oligonucléotides. Les formulations classiques transportant les
oligonucléotides peuvent étre composées de CPP par mélange physique, mais la

conjugaison de ces molécules par un lien covalent est aussi envisagée.

L’étude de Ye et al. (Ye et al., 2017) montre l'intérét de greffer un CPP a un siARN de
maniére covalente. La modification est réalisée a l'extrémité 3’ du brin sens et est

espacée du CPP par une chaine polyéthylene glycol (PEG) de 3,5 kDa (Figure 7).

A B
(@)

PEG N M\ MO\ MDD D\ / PEG Oy 'r\r,\ O\ /O /
W\N\N YA VALY AT AN CPP W/ WY W WK
I \ Oligonucléotide thérapeutique ! \ -S-S\ Oligonucléotide thérapeutique

VSRRRRGGRRRRRR O VSRRRRGGRRRRRR Pont
disulfure
C
)
@
%
L7571

) Transport par les CPP

I) Clivage intracellulaire

I) Localisation nucléaire des CPP
V)Mécanisme RNAI

Figure 7 : Stratégie de greffage du CPP sur le siARN
Adapté de Yeetal.(Yeetal,2017)

A: Représentation du conjugué CPP oligonucléotide non clivable. B: Représentation du conjugué clivable par
réduction du pont disulfure C: I) Le conjugué pénetre dans la cellule par I'action du CPP II) le clivage du pont
disulfure engendre un détachement du siARN et du CPP III) Le CPP pénétre dans le noyau IV) Le siARN exerce son
activité inhibitrice par un mécanisme RNAI.

Cette étude compare l'internalisation et I'effet inhibiteur d’'un siARN anti-EGFP lorsqu’il

est greffé ou formulé avec le CPP de faible poids moléculaire sur des cellules MDA-MB-
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231 surexprimant la protéine EGFP. Deux conjugaisons différentes ont été réalisées,
I'une par un pont disulfure clivable en condition cellulaire et I'autre de maniere
covalente non clivable par un lien maléimide. Les résultats montrent une internalisation
2,3 fois plus importante des conjugués par rapport a la formulation. Cependant, I'activité
du siARN est différente entre les conjugués. L’environnement réducteur du cytosol
génere un clivage du siARN dans la cellule engendrant une inhibition de la traduction de
78,8 % tandis que l'expression de la protéine avec le conjugué non clivable est de
31,7 %. Malgré la moins bonne pénétration cellulaire, la formulation engendre une

inhibition de la protéine EGFP supérieure (58,8 %) qu’avec le conjugué non clivable.

Cette classe de bioconjugué représente une méthode de choix pour la délivrance d’acide
nucléique. Cette étude in vitro ne révele pas les propriétés de ces molécules in vivo. La
distribution ainsi que la résistance a la dégradation protéolytique pour maintenir la

stabilité in vivo ne sont en effet pas évaluées dans cette étude.

3. a-tocophérol

L’a-tocophérol est une forme de vitamine E utilisée pour le traitement de
I’hypercholestérolémie. C'est un composé liposoluble qui a été couplé a des

oligonucléotides (Asami et al., 2016).

Cette étude consiste a coupler cette biomolécule aux siARN, a l'extrémité 5’ du brin
antisens de 29 nucléotides. Le brin sens est composé de 27 nucléotides et s’hybride
spécifiquement a son complémentaire. Ce conjugué est clivé en condition cellulaire
apres reconnaissance de ce duplexe par la protéine Dicer pour former un siARN mature
de 21 nucléotides par brin. Le couplage a un effet de vectorisation et permet d’avoir une
activité inhibitrice bien supérieure au conjugué cholestérol de méme nature. Seulement
2 mg/kg sont nécessaires pour réduire significativement ’ARNm de I'apolipoprotéine B
(ApoB) dans le foie de souris apres injection par voie intraveineuse. Comparativement,
le conjugué cholestérol nécessaire pour avoir la méme activité est de 50 a 100 mg/kg

(Nishina et al,, 2008).

Cette biomolécule est également couplée a un ASO pour augmenter l'inhibition du gene
endogene dans le foie de souris comparativement a ’ASO non conjugué. La simple
conjugaison n’entraine pas d’effet inhibiteur, un espaceur est essentiel pour conserver

I'activité biologique. L’étude de Nishina et al. (Nishina et al., 2015) utilise 4 a 7 résidus
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oligonucléotidiques de série UNA a l'extrémité 5’ pour espacer l'a-tocophérol de la
séquence. L’ASO initial est un gapmer constitué a chaque extrémité de nucléotides
modifiés chimiquement en position 2’ par des LNA. Les résidus UNA sont clivés dans la
cellule, laissant place a I'’ASO initial utilisant un mécanisme RNase H pour I'inhibition de
I’ARNm dirigé également contre I’ApoB. L’efficacité inhibitrice est augmentée d'un
facteur 3,5 comparé a l'oligonucléotide non conjugué injecté par voie intraveineuse sur
le modele murin. L’a-tocophérol permet également d’améliorer la pharmacocinétique de
I’ASO engendrant une accumulation dans le foie a la différence de ’ASO non conjugué

qui se distribue principalement dans les reins.

4. Aptameres

Les aptameres sont des séquences d’oligonucléotides (ADN ou ARN) possédant
une structure tridimensionnelle bien spécifique. Ces séquences et ces structures sont
sélectionnées selon une méthode appelée SELEX (Systematic Evolution of Ligands by
EXponential enrichment ou évolution systématique de ligands par enrichissement
exponentiel) sélectionnant les meilleurs candidats ayant une affinité de l'ordre du
nanomolaire voire du picomolaire pour une cible spécifique. L’étude de Sullenger et al.
(McNamara et al., 2006) a utilisé cette approche pour concevoir un aptamere capable de
cibler les récepteurs au PSMA a la surface cellulaire. Ce conjugué aptamere-siARN agit
comme substrat pour 'enzyme Dicer intracellulaire pour le clivage des deux entités dans
la cellule. L’ARN de l'aptamere est protégé de la dégradation par des modifications
chimiques de type 2’-F sur les pyrimidines pour les expériences in vitro en présence de
sérum et in vivo. Cette étude est une preuve de concept et cible des transcrits anti-
apoptotiques. L’inhibition de ces geénes entralne une baisse significative de la
prolifération cellulaire et une augmentation de I'apoptose. Une chimere de 'aptamere
portant deux mutations ponctuelles a montré une absence de spécificité de la chimere

pour sa cible prouvant la spécificité de liaison entre I'aptamere et le récepteur.

D’autres équipes de recherches étudient la conjugaison des aptameéres sur les
oligonucléotides pour la transfection par l'interaction avec des récepteurs. Cette
stratégie est utilisée pour reconnaitre la glycoprotéine gp120 de l'enveloppe virale du
VIH. Le siARN associé cible des genes viraux comme tat/rev. Ce conjugué supprime

I'infection par le VIH dans des lignées humaines infectées par le virus mais aussi dans
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des modeéles murins humanisés (Neff et al, 2011; Zhou and Rossi, 2014; Zhou et al,

2008).

Les aptameres sont des molécules en plein essor. Cependant, la longue séquence
oligonucléotidique entraine des possibilités non négligeables de dégradation par les
nucléases. La structure tridimensionnelle étant tres importante, il est délicat de modifier
ces nucléotides pour augmenter la stabilité sans risquer de perdre la reconnaissance a

sa cible.

5. Anticorps

Les anticorps monoclonaux sont les molécules de référence pour Ia
reconnaissance d’'une cible biologique. Lieberman et al. (Song et al,, 2005) les utilisent
pour la premiere fois en 2005 pour la délivrance de siARN, dans le cas d’'une inhibition
de protéine virale dirigée contre le VIH. Il est également possible de coupler des
anticorps aux oligonucléotides en faisant réagir un anticorps couplé a une fonction
azoture et un ASO possédant un groupement cyclooctyne pour obtenir un lien triazole.
Cette méthode est réalisée par Satake et al. (Satake et al., 2016) pour coupler 'anticorps
anti-CD22 et I'oligonucléotide MXD3. Cet oligonucléotide cible une protéine dimérique
(MXD3) associée au facteur de transcription MYC, responsable de la survie des cellules
précurseurs des lymphocytes B dans les leucémies lymphoblastiques aigiies. L’anticorps
quant a lui, est une protéine anti-cluster de différenciation 22 (CD22) qui cible
spécifiquement les cellules décrites ci-dessus. Il a été démontré que le conjugué induisait
une inactivation de la protéine MXD3 qui entraine une apoptose in vitro dans les cellules
leucémiques. Ce conjugué entraine également une cytotoxicité dans les cellules B
normales mais pas dans les cellules hématopoiétiques, y compris les cellules souches. In
vivo, les résultats sont prometteurs car a une dose de 0,2 mg / kg deux fois par semaine
pendant 3 semaines, le temps de survie des souris a plus que doublé (médiane

20,5 jours / 42,5 jours).

Ainsi, les conjugués anticorps-ASO permettent une nouvelle approche thérapeutique
intéressante pour diminuer les doses et orienter l'accumulation des ASO dans les

cellules responsables de la pathologie.
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6. Cholestérol

Les conjugaisons lipidiques, et particulierement les dérivés de cholestérol, sont
souvent utilisées pour une vectorisation des oligonucléotides. Ce type de résidu couplé a
'oligonucléotide conserve l'activité biologique sous certaines conditions. L’étude de
Godeau et al. montre une meilleure internalisation cellulaire in vitro de la molécule
apres greffage par «chimie click» d’'un groupement lipidique, cholestérol ou acide
stéarique, tout en conservant I'activité antisens par un mécanisme de bloqueur de I'IRES

du virus de I'hépatite C (Godeau et al,, 2008).

In vivo, le caractére amphiphile apporté par les résidus lipidiques permet une liaison aux
lipoprotéines de haute ou de basse densité (HDL et LDL) puis une internalisation par
interaction avec les récepteurs aux lipides. Ceci permet aux oligonucléotides d’échapper
a la clairance rénale, apres une injection intraveineuse ou intrapéritonéale, par
I'interaction avec ces protéines et donc l'augmentation de leur poids moléculaire
apparent. En culture cellulaire sur une lignée KB-8-5, le cholestérol permet aux siARN
d’échapper a la voie endosomale sans agent de transfection. Cette conjugaison entraine
une accumulation de siARN dans l'espace intercellulaire, avec une concentration élevée
au contact des cellules 4 heures apres ajout des molécules. Aprés 24 h, la distribution
devient homogene avec une accumulation dans le cytoplasme des cellules (Chernikov et
al, 2017; Petrova et al, 2012). Cependant, la liaison directe a I'extrémité 5’ entre le
cholestérol et I'oligonucléotide réduit I'activité inhibitrice de 1a molécule (siARN ou ASO)
(Petrova et al, 2012; Yang et al, 2018). Un espaceur entre l'oligonucléotide et le

cholestérol est essentiel pour conserver I'activité biologique par dégradation de I’ARNm.

Ainsi, plusieurs études ont validé I'avantage de coupler un dérivé cholestérol sur un
oligonucléotide afin de diminuer la clairance rénale par une affinité avec les HDL et LDL
rencontrées dans la circulation sanguine tout en conservant l'activité inhibitrice de
I'oligonucléotide. Ainsi I'’ApoB a été ciblée dans le foie par un siARN-cholestérol en
injection intraveineuse journaliere (sur 3 jours) avec une inhibition de 65 % a une dose
de 50 mg/kg (Soutschek et al., 2004). La protéine huntingtine a été inhibée de 56 a 66 %
apres une seule injection intrastriatale de siARN couplé au cholestérol. Ces résultats
semblent montrer une amélioration de vectorisation du conjugué siARN-cholestérol par
rapport au siARN seul au niveau de différents types cellulaires autres que les cellules

hépatiques (DiFiglia et al., 2007).
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Des études récentes ont couplé un résidu cholestérol a un siARN, sur le brin sens ou
antisens, par un lien photo-clivable (Figure 8). Ce modéle a été testé sur des
hépatocarcinomes HepG2, avec une bonne inhibition pour 3 geénes, 2 exogenes
(luciférase et gfp) et 1 endogene (Eg5). Cette conjugaison internalise les molécules
amphiphiles sans inhiber la cible en absence de stimulus lumineux. L’activité inhibitrice

des siARN est restaurée apres clivage du cholestérol (Yang et al., 2018).

Figure 8 : Structure moléculaire d'un oligonucléotide conjugué au cholestérol
photoclivable

Adapté de Yang et al., 2018

Les oligonucléotides peuvent également étre conjugués a 'extrémité 5’, 3’ ou en cours de
séquence. La position de ce résidu hydrophobe peut jouer un role important dans
I'activité de l'antisens. En effet, une étude récente référencie six constructions
conjuguées avec le cholestérol lié de maniére covalente soit aux extrémités, soit apres
les thymidines en cours de séquence. Cet oligonucléotide est un gapmer constitué a
I'extrémité 5’ de deux nucléotides modifiés chimiquement en position 2’ par des LNA et
de trois résidus LNA a I'extrémité 3’. Cette séquence cible '’ApoB, et les résultats révelent
une meilleure activité in vitro lorsque le cholestérol est positionné a I'extrémité 5’ ou en
cours de séquence, qu’a I'extrémité 3’. In vivo, la conjugaison du cholestérol permet une
bioaccumulation au niveau du foie sans différence significative entre la conjugaison aux
extrémités ou dans la région ADN. La nature du lien entre le cholestérol et
I'oligonucléotide semble avoir son importance sur la biodistribution. Le lien PO ne
permet pas une accumulation aussi massive qu’avec le lien PTO. L’activité in vivo est
cependant compromise avec la conjugaison PTO du cholestérol. En effet, que ce soit a
I'extrémité 5’ ou dans la séquence, I'oligonucléotide conjugué n’améliore pas I'efficacité
du non conjugué. Cependant, l'oligonucléotide conjugué avec le lien PO améliore
I'activité biologique de ’ASO d’un facteur 5. Cette observation de Nakajima et al. laisse
penser que le lien PO peut étre clivé dans le foie ce qui génererait un ASO natif vectorisé,

n’empéchant aucunement l'activité biologique (Nakajima et al, 2017). Le choix de la
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chimie interbase est important pour la conjugaison du cholestérol car le lien PO ne
permet pas de résister aux nucléases, mais le lien PTO empéche, dans cette étude,

'activité de ’ASO (Figure 9).

~0 H ~0 H
Figure 9 : Schéma de la conjugaison du cholestérol par un lien PTO (gauche) ou
phosphodiester (droite)

Adapté de Nakajima et al, 2017

Il est également possible de conjuguer le cholestérol par un lien disulfure afin de cliver
la partie lipidique de la partie oligonucléotidique en condition cellulaire comme cela a

été réalisé dans I'étude de Moschos et al. en 2007 (Moschos et al., 2007).

7. Squaléne

Le squalene est un triterpene naturel d’origine animale ou végétale (céréales,

fruits, etc.), hydrophobe et précurseur du cholestérol (Figure 10).

\(\/\I/\/ Z Z = =

Figure 10 : Structure moléculaire du squaléne

L’utilisation de composés hydrophobes dans la modification des oligonucléotides
permet de leur donner un caractére amphiphile intéressant. Le squaléne est conjugué a
I'extrémité 3’ du brin sens du siARN avec une chimie maléimide-sulfhydryle. Ces
structures squalene-siARN forment des assemblages supramoléculaires sphériques en
milieu aqueux d’environ 165 * 10 nm de diametre avec un potentiel de surface de
— 26 mV. Ces nanoparticules augmentent la stabilité des acides nucléiques par rapport
aux siARN seuls avec ou sans sérum. Ces nanoparticules ont été étudiées in vitro et in
vivo pour leur potentielle action sur la protéine ciblée RET/PTC1. Une inhibition de la
croissance tumorale in vivo de 70 % apres 19 jours par injection intraveineuse a une
concentration de 2,5 mg/kg aux jours 0, 2, 4, 7 et 10 a été observée (Raouane et al,

2011,2012).
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8. Acides gras

Un exemple de molécule oligonucléotidique conjuguée avec un lipide (GRN163L)
est en essai clinique (phase 2) pour le traitement de la myélofibrose. Cet oligonucléotide
est en série thio-phosphoramidate et est couplé a un acide gras saturé de 16 carbones a
I'extrémité 5’ (Figure 11) (Burchett et al, 2014; Goldblatt et al, 2009; Herbert et al,
2005).
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Figure 11 : Structure moléculaire du GRN163L

L’oligonucléotide lipidique GRN163L, de séquence 5’ - Palm - TAGGTGTAAGCAA - NHz - 3’, est synthétisé en chimie
thio-phosphoramidate (haut) et permet I'inhibition des activités télomérases. La structure développée (bas) est
issue du site internet Chemspider?

La conjugaison lipidique par le groupement palmitoyle augmente 'effet inhibiteur de

I'oligonucléotide contre la télomérase. Cette étude a été réalisée in vitro, a une

1 http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.34983286.html consulté le 18/05/2018
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concentration de 1 puM, et in vivo apres xénogreffe sur les membres postérieurs d’un
modele murin a une concentration de 50 mg/kg injecté par voie intraveineuse. Tous les
essais ont été réalisés sans agent de transfection. In vitro, les résultats montrent une
amélioration de I'activité inhibitrice d’'un facteur 1,4 a 39 selon le type cellulaire (col de
I'utérus, glioblastome, hépatocarcinome, poumon, mélanome, myélome, ovaire et
prostate). In vivo, I'activité de la télomérase est inhibée de 56 % apres 24 h par rapport
au controle GRN163 sans lipide ou par rapport au PBS (Herbert et al, 2005). Une étude
plus récente compare l'activité du GRN163L avec son homologue 5’0léic163,
'oligonucléotide de méme séquence couplé a I'acide oléique (Goldblatt et al., 2009). Ces
deux molécules ont été testées sur des cellules de cancer du sein HER2+ en combinaison
avec le trastuzumab, un anticorps monoclonal recombinant spécifique des récepteurs
HER2, utilisé dans la thérapie anticancéreuse de certaines formes de cancer du sein
(HER2+). Cette bithérapie (lipide oligonucléotide / trastuzumab) montre un effet
synergique vis-a-vis de la prolifération cellulaire cancéreuse. La nature du lipide
n’engendre pas d’effet significativement différent sur I'inhibition de la cible. Le conjugué
lipidique de cette étude n’est pas un facteur clef dans l'activité de I'oligonucléotide. Cette
combinaison est également testée sur des cellules mammaires non tumorigéniques, sans

effet notable sur la prolifération.

De nombreux cancers ont une activité de la télomérase surexprimée. Bloquer cette
enzyme revient a réduire la taille des télomeres et ainsi diminuer la viabilité des cellules
canceéreuses. L’'expression de la télomérase de 10 lignées cellulaires de pancréas a été
évaluée et inhibée par GRN163L. Les concentrations inhibitrices médianes (ICso) varient
entre 50 et 200 nM. L’exposition continue de l'oligonucléotide lipidique entraine
rapidement le raccourcissement des télomeéres. La taille n’est pas modifiée durant
I'expérience, et pendant 3 semaines apres la culture sans oligonucléotide modifié. La
réactivation des télomérases et l'élongation des télomeres reprennent lorsque la
substance active n’est plus présente. La durée de vie des cellules pancréatiques
canceéreuses est réduite lorsque les enzymes d’élongation des télomeres sont bloquées et
inactives. Le GRN163L permet de bloquer I'évolution du cancer pancréatique par
inhibition des télomérases et maintien de courts fragments télomériques. L’action n’est
donc pas curative mais permet de restaurer un phénotype plus facile a éradiquer par les

méthodes conventionnelles.
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En octobre 2017, le GRN163L (Imetelstat) a obtenu le statut de « Fast Track» de
I'agence américaine des produits alimentaires et médicamenteux (FDA pour Food and
Drug Administration en anglais) pour certains patients atteints de syndrome

myélodysplasique (Corporation, 2017).

Les oligonucléotides sont des molécules a fort potentiel thérapeutique. L'inconvénient
majeur est leur faible pénétration cellulaire et leur demi-vie dans l'organisme. La
résistance aux nucléases a été largement étudiée, et les modifications chimiques
développées tout au long de ces années permettent dorénavant de moduler 'activité en

fonction du type et de la position des modifications.

Les conjugués oligonucléotidiques sont plus récents et apportent a ces molécules de
nouvelles capacités. Ainsi, le ciblage et l'internalisation par les GalNac par exemple

permettent une diminution de la dose de substance active pour les essais précliniques.

Certaines études couplent méme plusieurs molécules a un oligonucléotide. L’étude de
Tajik-Ahmadabad et al. (Tajik-Ahmadabad et al, 2017) a développé un CPP, issu de
I’Apolipoprotéine E, greffé a I'acide myristique a I'extrémité N-terminal et une cystéine a
I'extrémité C-terminal. Ce dernier résidu permet de lier I'ASO a I'extrémité 3’ par un lien
maléimide. Cet ASO est en chimie PMO et vise a inhiber I'épissage de 1'exon 7 dans la
pathologie d’atrophie musculaire spinale (SMA) sur I’ARN pré-messager SMN2. Cette
stratégie thérapeutique de modulation de I'épissage sera développée dans le prochain
chapitre. Ces molécules amphiphiles s’auto-organisent en milieu aqueux et permettent
de diminuer la concentration d’un facteur 4 pour avoir la méme activité biologique que

le conjugué CPP-ASO.

Une autre étude menée par Wada et al. consiste a coupler le cholestérol et le GalNAc sur
un oligonucléotide (Wada et al,, 2018). Ces modifications sont couplées a I'extrémité 5’

de I'oligonucléotide ciblant ’ApoB (Figure 12).
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Figure 12 : Stratégie de couplage du cholestérol et du GalNAc sur un oligonucléotide

Adapté de Wada et al, 2018
TEG : Triéthyléne glycol ; GalNAc : N-acétylgalactosamine ; ASO : Oligonucléotide antisens

Le cholestérol a également été couplé a l'extrémité 3’ avec une extension de 3
nucléotides liés par des groupements phosphates, afin de comparer I'efficacité de ces
deux conjugués. Chaque greffage est réalisé avec un phosphate sensible aux
endonucléases afin de pouvoir libérer I’ASO natif au contact du tissu ou des cellules
ciblées. Apreés dosage, il s'avere que le clivage est effectué dans les 48 h apres
I'administration. La double conjugaison cholestérol-GalNAc a prouvé son efficacité pour
réduire la posologie de I'ASO nu mais également modifier sa biodistribution.
L’accumulation rénale du GalNAc seul couplé a I'extrémité 5’ est similaire a la double
conjugaison, GalNAc et cholestérol, a I'extrémité 5’. L’accumulation dans les reins de la
double conjugaison au 2 extrémités est cependant bien inférieure (d'un facteur 5) et est
beaucoup plus faible que pour I'’ASO non conjugué (d'un facteur 50). L’activité
biologique des ASO n’est pas influencée par ces conjugaisons. Ces modifications

permettent alors une meilleure distribution dans le foie.

Dans ce dernier chapitre, l'utilisation d’un lipide couplé a I'extrémité 5’ a montré une
meilleure efficacité que l'oligonucléotide nu. Ce conjugué a méme obtenu un statut de

« Fast Track » afin de développer rapidement ce potentiel médicament.

Les oligonucléotides sont cependant déja utilisés en clinique, par des injections locales
ou systémiques. Le chapitre suivant développe les oligonucléotides ayant obtenu une

autorisation de mise sur le marché (AMM) ou en fin d’étude clinique de phase 3.

E. Application thérapeutique des oligonucléotides

De nombreuses cibles thérapeutiques sont traitées par des oligonucléotides.
Plusieurs d’entre eux sont actuellement en phase clinique ou préclinique (Bennett and

Swayze, 2010; Evers et al, 2015; Girelli et al, 2018; Schoch and Miller, 2017). Les
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mécanismes d’inhibition principalement utilisés font intervenir la modulation de
’épissage ou la RNase H. Certaines molécules bloquent la traduction par encombrement
stérique comme c’est le cas pour les maladies neurodégénératives sur le récepteur p75
neurotrophine (p75NTR) (Turner et al,, 2003). Les modifications chimiques utilisées en
études précliniques ou cliniques sont de différentes natures. Les plus utilisées sont les
ADN PTO et les 2’-0-MOE. Dans une moindre mesure, les modifications de type 2’-OMe
et les LNA sont également utilisées en phase 1 ou 2 d’essai clinique (Bennett and

Swayze, 2010; Crooke et al,, 2018).

En 2010, la totalité des essais cliniques en phase 3 ainsi que les oligonucléotides
approuvés par la FDA étaient en série PTO et faisaient intervenir la RNase H. Les
molécules en phase clinique 1 ou 2 faisaient également majoritairement intervenir la
RNase H mais présentaient des fonctions chimiques plus variées. Les modifications
chimiques 2’-0-MOE, 2’-OMe, LNA et PMO sont utilisées, quant a elles, en tant que

chimeére.

1. Traitement de la rétinite a Cytomégalovirus par un ASO

Le Fomivirsen (Vitravene®) est le premier oligonucléotide développé pour une
thérapie antisens approuvé par la FDA en 1998 et par I’Agence européenne des
médicaments (EMA pour European Medicines Agency en anglais) en 1999 (Piascik,
1999). Cet oligonucléotide, développé par IONIS Pharmaceutical (anciennement ISIS) en
collaboration avec Novartis Ophthalmics, permet de traiter les patients
immunodéprimés contre le cytomégalovirus. Cette molécule, constituée de
21 nucléotides liés par des liens PTO, est complémentaire de 'ARNm du virus (Figure
13). Le traitement consiste en une injection intra-vitréenne hebdomadaire de 165 pg
d’une solution de Fomivirsen a 6,6 mg/mL (Kozak et al., 2013). L’AMM a été retirée le 30
juillet 2002 a la demande du fabricant pour des raisons commerciales. Le Vitravene® est
toujours autorisé en Suisse et peut étre délivré en Union Européenne sur demande

spécifique.
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Figure 13 : Structure moléculaire du Fomivirsen, substance active du Vitravene®
La structure développée est issue du site internet Chemspider?. La séquence de
'oligonucléotide est 5'-GCG TTT GCT CTT CTT CTT GCG-3'.

\

2. Traitement de la Dégénérescence Maculaire Liée a I’Age par un

aptamere

Le Macugen®3 (Pegaptanib) est un aptamere ciblant les facteurs de croissance
vasculaire endothéliale (VEGF165) (Fine et al, 2005). Cette molécule est constituée de 27
nucléobases et contient un lien PTO 3’-3’ désoxythymidine ainsi que deux chaines
ramifiées de polyéthyléne glycol de 20 kDa chacune a I'extrémité 5’. Les purines sont
meéthylées en position 2’ et les pyrimidines fluorées en position 2’ dans la séquence de
I'aptamere pour la résistance aux nucléases (Figure 14). Le Pegaptanib se lie au site de
I’héparine sur le VEGF1¢5 avec une affinité de I'ordre du picomolaire. Le Macugen® est
approuvé par la FDA depuis 2004 pour le traitement de la dégénérescence maculaire
« humide » associée a I'age (DMLA). C’est une maladie handicapante, caractérisée par la
prolifération de vaisseaux sanguins derriere la rétine, entrainant des troubles voire la
perte de la vision. Le Macugen® réduit localement la prolifération des vaisseaux

sanguins dans I'ceil. Ce médicament est injecté par voie intra-vitréenne et n’entraine pas

2 http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.17290388.html?rid=7bdc95ef-4815-40d9-b6b9-98e5bc9e335¢c consulté le
18/05/2018

3 Cette molécule, initialement développée par NeXstar, a été rachetée par plusieurs sociétés dont Pfizer, Eyetech Inc ou encore
Valeant. Le laboratoire Pharmaswiss ceska republika S.R.O est titulaire de 'autorisation depuis le 1¢r septembre 2014.
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de complication, méme a des doses dix fois supérieures que celle présentant un effet
thérapeutique optimal. Le médicament est commercialisé sous forme de seringues pré-

remplies de 90 pL de solution contenant 0,3 mg de substance active.
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Figure 14 : Structure secondaire du Pegaptanib, substance active du Macugen®
Adapté de Ng et al., 2006

Le Pegaptanib est une séquence oligonucléotidique structurée reconnaissant les facteurs de croissance vasculaire
endothéliale (VEGF1ses).

Plusieurs autres médicaments existent pour traiter la DMLA. En France, le Lucentis®
(ranibizumab, Novartis) et 'Eylea® (aflibercept, Bayer) ont obtenu I’AMM dans 1'Union
Européenne, tandis que I’Avastin® (bévacizumab, Roche) s’ajoute a la liste des
concurrents du Macugen® aux Etats-Unis. Ces 4 traitements sont approuvés par la FDA.
Trois autres médicaments sont alors disponibles sur le marché pour le traitement de la
DMLA. Leurs substances actives sont des protéines recombinantes ou des anticorps

monoclonaux dont les cibles thérapeutiques sont également des VEGF.

Un autre acide nucléique est utilisé pour le traitement de la DMLA. 1l s’agit du premier
siARN utilisé chez 'Homme, appelé bevasiranib. Il est composé d’un duplexe de 21
nucléotides en série ARN et cible également les VEGF (Garba and Mousa, 2010). En
combinaison avec le Lucentis®, les effets du bevasiranib n’apparaissent que six semaines
apres le début du traitement. Cependant, la combinaison Lucentis®/bevasiranib permet
d’atteindre une meilleure acuité visuelle qu’avec le Lucentis® seul. Le bevasiranib n’est

pas approuvé par la FDA par manque d’efficacité (Crooke et al., 2018).

3. Traitement de maladies cardiovasculaires par un ASO

Le Mipomersen (Kynamro®) est une molécule de 20 nucléobases développée par
IONIS et approuvée par la FDA en janvier 2013. Elle a été rachetée par Genzyme
Corporation en 2008. La chimie de cet oligonucléotide fait intervenir le concept de

chimere avec des nucléotides modifiés par des groupements 2’-0-MOE aux extrémités 5’
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et 3. Les 5 nucléobases de chaque extrémité sont en série 2’-0-MOE et les 10

nucléobases centrales en série PTO (Figure 15).
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Figure 15 : Structure moléculaire du Mipomersen sodique, substance active du
Kynamro®

La structure développée est issue du site internet Chemspider4. La séquence de I'oligonucléotide est 5'-GCC UCA GTC
TGC TTC GCA CC-3'.

Ce médicament cible les maladies cardiovasculaires en agissant sur ’ApoB par un
mécanisme RNase H. Il s’Tadministre en injection sous-cutanée hebdomadaire (Ajufo and
Rader, 2018). L’EMA n’a pas approuvé cette molécule aprés 2 demandes en 2012 et
2013 a cause des effets secondaires potentiels aux niveaux cardiovasculaire et
hépatique. Le Kynamro® a été racheté par Kastle Therapeutics en mai 2016.

4. Traitement de la dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) par
« exon skipping »

L’exondys 51® est un médicament commercialisé par Sarepta, composé
d’étéplirsen, un oligonucléotide PMO (Figure 16) utilisé pour le saut de I'exon 51 du

gene DMD.

4 http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.24710309.html et http://www.kynamro.com consultés le 18/05/2018
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Figure 16 : Structure moléculaire de I'étéplirsen, substance active de I'’exondys 51®

Cette excision de I'’exon 51 au cours de I'épissage des ARN pré-messager décale le cadre
de lecture de la dystrophine, ce qui peut permettre, pour certains patients, de rétablir le
cadre de lecture fonctionnel de 'ARNm de la dystrophine, et donc la production d'une
protéine tronquée, sans les exons 49 a 51, mais fonctionnelle (Lim et al, 2017)
(Figure 17). Cet « exon skipping » permet de traiter environ 13 % des patients atteints
de dystrophie musculaire de Duchenne (Aartsma-Rus and Krieg, 2017; Stein, 2016).
Cette molécule est approuvée par la FDA depuis fin 2016 dans le cadre d'une procédure
accéelérée. Dans I'Union Européenne, la procédure d’AMM est toujours en cours

d’examen. Ce médicament est administré en perfusion intraveineuse.
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Figure 17 : Principe du mécanisme d’action de I’étéplirsen dans le traitement par saut de
I'exon 51 dans la dystrophie musculaire de Duchenne

Adapté de Lim et al., 2017

Un individu sain produit un ARNm mature de la DMD possédant tous les exons (gauche), un patient atteint de DMD a
une déficience des exons 49 et 50 (centre). Le traitement avec I'étéplirsen entraine un saut de I'exon 51 (droite). Le
cadre de lecture est conservé, TARNm est traduit en une protéine tronquée mais fonctionnelle.

5. Traitement de l'atrophie musculaire spinale (SMA) par l'inclusion
d’exons

Le laboratoire Biogen possede depuis décembre 2016 un oligonucléotide
approuvé par la FDA. Le Spinraza®, développé par lonis pharmaceutical, est composé de
Nusinersen, un oligonucléotide de 18 nucléobases modifiées en 2’-0O-MOE liées par un
squelette PTO. Toutes les cytidines sont méthylées en position 5 (Figure 18). Ce produit
est le seul traitement existant actuellement pour l'amyotrophie spinale, maladie

héréditaire caractérisée par une faiblesse et une atrophie des muscles.
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Figure 18 : Structure moléculaire du Nusinersen sodique, substance active du Spinraza®

La structure développée est issue du site internet Chemspider5. La séquence de I'oligonucléotide est 5'- TCA CTT
TCA TAA TGC TGG -3".

Chez un individu sain, la protéine SMN (Survival Motor Neuron) est codée a partir de
I’ARNm SMN1 pour 90 % et par 'TARNm SMN2 pour 10 % car une variation sur le site
d’épissage de SMN2 conduit a I'exclusion de 'exon 7 de '’ARN mature. SMN2 est un gene
paralogue qui differe de SMN1 de 5 a 11 nucléotides différents. La majorité des
transcrits provenant de SMN2 exclut I'exon 7 ce qui engendre une protéine tronquée

rapidement dégradée.

La protéine hnRNP, particules ribonucléoprotéiques hétérogenes nucléaires (pour
heterogeneous nuclear RiboNucleoProteins en anglais) se lie sur la séquence
d’inactivation de I'épissage intronique (ISS-N1) présente dans l'intron 7 de I’ARN pré-
messager de SMN2 et conduit a une protéine biosynthétisée tronquée et

dysfonctionnelle.

5 http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.34983394.html consulté le 18/05/2018
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Chez un patient atteint de SMA, une anomalie génétique ne permet pas la production de
SMN par 'ARNm SMN1. Seulement 5 a 10 % de cette protéine sont donc produits par

I’ARNm SMN2 ce qui entraine une déficience et I'apparition des symptomes.

L’inhibition par compétition de la protéine hnRNP par I'’ASO Nusinersen entraine une
augmentation du pourcentage d’inclusion de I'exon 7 dans les transcrits d’ARNm du
géne codant SMN2 pour la protéine (Chiriboga et al,, 2016; Wood, 2018). Les facteurs
d’épissage de 'ARN pré-messager sont déplacés et n’inhibent plus I'épissage normal.
L’ARN pré-messager est épissé en ARNm contenant 'exon 7 qui est ensuite traduit en

protéine SMN fonctionnelle de pleine longueur (Figure 19).
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Figure 19 : Mécanisme d'action du Nusinersen

Adapté de Chiriboga et al., 2016

Chez un individu sain, la protéine SMN est produite majoritairement (90 %) par 'ARNm SMN1 (haut). Chez un
individu porteur de la mutation génétique entrainant la SMA, 'TARNm SMN1 n’est plus traduit. La production de
protéine fonctionnelle n’est pas entiérement assurée par 'TARNm SMN2 qui ne code que pour 5 a 10 % de la
protéine. Ce faible rendement est dii aux protéines hnRNP jouant un role de répresseur en masquant les sites
d’épissage. L'inhibition par compétition de l'action de la protéine hnRNP par I'’ASO Nusinersen entraine une
augmentation du pourcentage d’inclusion de I'exon 7 dans les transcrits d’ARNm SMN2. L’ARNm de SMN2 est
traduit en protéine SMN complete et fonctionnelle (bas).
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6. Traitement de la maladie veino-occlusive hépatique sévere par un
mélange d’oligonucléotides naturels

Depuis octobre 2013, un cocktail d’oligonucléotides naturels a obtenu une AMM.
La FDA approuve ce mélange appelée Defibrotide (Defitelio®, Jazz Pharmaceuticals)
depuis avril 2016. Ce médicament est commercialisé sous forme de solution pour une
voie d’administration intraveineuse. Ce produit n’est cependant pas synthétique mais
naturel obtenu par dépolymérisation contrélée d’ADN de la muqueuse intestinale
porcine. En réalité, c’est un mélange polydisperse d’oligonucléotides simple brin (90 %)
et double brin (10 %) avec des liens interbases PO. Ce mélange est constitué
d’oligonucléotides de 9 a 80 nucléobases avec une moyenne a 50 et une masse
moléculaire de 16,5 * 2,5 kDa. Ce médicament est indiqué dans le traitement de la
maladie veino-occlusive hépatique sévere, également appelée syndrome obstructif
sinusoidal survenant apres transplantation de cellules souches hématopoiétiques ou
déclenché par une chimiothérapie a haute dose causant des dommages a I'endothélium

sinusoidal hépatique (Bagal et al., 2018).

Le mécanisme thérapeutique est mal connu, di a la complexité du mélange et a sa tres
faible concentration, de I'ordre du femtomolaire. Il semblerait qu’il y ait une interaction
entre les charges négatives des oligonucléotides polyanioniques et certaines protéines.
La revue publiée par Pescador et al. (Pescador et al, 2013) détaille et discute les
différentes activités potentielles (pro-fibrinolytique, anti-thrombotique thrombolytique,
anti-athérosclérotique, etc.) du Defibrotide.

7. Traitement de 'amylose héréditaire a transthyrétine (ATTR) avec
polyneuropathie par dégradation de '’ARNm

Le Patisiran et le Revusiran développés en collaboration entre Alnylam et Sanofi
Genzyme®, et I'Inotersen développé par lonis et GSK sont trois substances actives
permettant de réduire 'expression de la transthyrétine (TTR) (Shen and Corey, 2018).
Ces agents thérapeutiques sont développés dans le traitement de I'amylose héréditaire a
TTR avec polyneuropathie. Ces trois composés sont en phase clinique 3 et permettent de
comparer |'efficacité de deux siARN, dont un conjugué au GalNAc et un ASO. Une étude
compare l'activité inhibitrice de I'Inotersen et du Patisiran avec une diminution de

I'expression de la TTR de plus de 80 % dans les deux cas (Niemietz et al,, 2016).

6 http://www.alnylam.com/alnylam-rnai-pipeline/clinical-trials, consulté le 18/05/2018
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L’'Inotersen est un ASO de 20 nucléotides en série PTO sous forme de gapmer 5-10-5
avec des groupements 2’-0-MOE aux extrémités. Il est injecté par voie sous-cutanée a
une dose de 300 mg par prise hebdomadaire. L'Inotersen, aussi appelé IONIS-TTRrx
(Ackermann et al., 2016), est un ASO nu ciblant 'ARN pré-messager qui fait intervenir la
RNase H dans le noyau (Benson et al,, 2017). Les essais cliniques de phases 1 et 2 ont été
réalisés sur une cohorte de 65 volontaires sains. Lors de l'essai clinique en phase 3,
réalisé sur 172 patients atteints de la maladie pendant 64 semaines, trois cas de
thrombocytopénie ont été référencés. La surveillance des plaquettes et de la fonction
rénale a été augmentée dans I'espoir d’améliorer la gestion des effets secondaires’. Cet
oligonucléotide a recu l'autorisation de mise sur le marché de la Commission
européenne pour le traitement de la polyneuropathie de stade 1 ou 2 chez des patients
adultes atteints d'amyloidose transthyrétine héréditaire sous le nom commercial de

TEGSEDI™ le 6 aolit 2018.

Les deux siARN (Patisaran et Revusiran) different de I’ASO par leur mécanisme d’action.
L’inhibition est régulée par la prise en charge des siARN par les protéines AGO2 et le

complexe RISC engendrant le mécanisme d’inhibition par RNAI.

Le Patisiran, aussi appelé ALN-TTRO2Z, est le siARN le plus avancé en cours de
développement, puisqu’il complete une étude de phase 3 chez des patients atteints
d’ATTR. Il contient 11 modifications chimiques de type 2’-OMe et 4 résidus thymidines.
L’administration de la formulation siARN LNP requiert un prétraitement composé
d’anti-histamine, d’anti-histamine non stéroidien et de glucocorticoide. Lors des études
de phase 1 et 2, le Patisaran administré sous forme de LNP réduisait la cible TTR de
maniere dose dépendante. En phase 2, 'administration intraveineuse de 0,3 mg / kg
toutes les trois semaines réduit les taux de protéines TTR de 80 %. L’étude de phase 3
randomisée et controlée par placebo est réalisée sur 225 personnes souffrant de
I'amylose héréditaire a TTR pendant 18 mois, avec un traitement de 0,3 mg/kg toutes les
trois semaines. Des avantages statistiquement significatifs ont été démontrés dans les
systémes de notation standardisés mesurant la progression de la maladie et la qualité de
vie. Les événements indésirables les plus fréquents chez les patients traités par Patisiran

ont été I'cedeme périphérique et les réactions liées a la perfusion (Crooke et al., 2018;

7 https://clinicaltrials.gov/ct2 /show/NCT01737398
http://ir.ionispharma.com/news-releases/news-release-details /new-data-presented-peripheral-nerve-society-meeting-further,
consultés le 18/05/2018
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Rizk and Tizmen, 2017). Ce siARN est également commercialisé depuis le 10 aolit 2018
par la FDA et a obtenu un avis favorable du comité des médicaments a usage humain en

juillet 2018 dans le but d’obtenir une AMM trés prochainement.

Alnylam Pharmaceuticals développe en parallele une substance active semblable
conjuguée au GalNAc, en phase clinique 3. Cette molécule, le Revusiran, contient deux
liens PTO, 22 substitutions 2’-OMe et le méme nombre de 2’-F. C’est le premier siARN
conjugué au GalNAc en essai clinique, administré par voie sous-cutanée. L’étude de
phase 3 randomisée et contrdélée par placebo, est réalisée sur 206 patients. Le
développement est interrompu a la suite de nombreux effets indésirables
(dysfonctionnement hépatique, neuropathie périphérique progressive, acidose
meétabolique) et de nombreux déces. Les causes de ces différents effets indésirables
n‘ont pas été publiées mais la dose élevée de 500 mg par semaine peut y avoir

contribuée.

La figure 20 présente les événements importants de ces cinquante derniéres années sur
le theme des oligonucléotides. Les différentes substitutions et développement des
modifications chimiques (jaune) ont été abordés dans le chapitre I B. La technologie
antisens est la premiere découverte permettant de réguler la traduction par des
oligonucléotides. Les principales découvertes et développement technologiques sont
représentés en bleu et les études cliniques pour une application thérapeutique en vert
(Lundin et al,, 2015). Les antisens sont la aussi les premiers a étre utilisés chez 'Homme
et a obtenir une AMM. Le mécanisme faisant intervenir la structure secondaire de
'oligonucléotide est utilisé depuis 2004 avec le premier aptamere, de plus bioconjugué a
une molécule de PEG. Les siARN ne sont développés qu’'a partir de 2001 et ne sont
utilisés chez 'Homme qu’en 2005 avec le bévasiranib. Il s’ensuit alors les modulations
de I'épissage. Les antagomirs sont des inhibiteurs de microARN utilisés depuis 2009 et
les mimiques de microARN depuis 2013. Ces deux derniéres classes d’oligonucléotides
utilisent les microARN pour exercer une activité régulatrice d’'un gene. Ainsi, le
microARN-122 est inhibé dans le traitement de I'hépatite C chronique (Janssen et al.,
2013; van der Ree et al, 2014) tandis que le mimique du microARN-34a permet
d’amplifier son action antitumorale. Ce microARN est connu pour diminuer I'expression

de plus de 30 oncogenes (Beg et al.,, 2017).
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Figure 20 : Frise chronologique des principales découvertes pour les oligonucléotides
thérapeutiques

Adapté de Lundin et al,, 2015

Les principales modifications chimiques développées pour les oligonucléotides sont représentées en jaune, les
découvertes importantes en bleu et les premiéres utilisations chez 'Homme en vert.

La recherche dans le domaine de la chimie des oligonucléotides engendre différentes
possibilités de modifications, substitutions ou couplages, et permet une croissance
exponentielle du nombre de nouvelles molécules envisageables. L’évolution des études
de biologie moléculaire génere de nouvelles cibles thérapeutiques et une meilleure

compréhension des pathologies.

Plusieurs conjugués oligonucléotidiques sont déja utilisés pour des tests précliniques
mais aussi pour des tests cliniques comme les GalNAc (Revusiran), les polymeres
(Pegaptanib) ou les lipides (GRN163L). Un meilleur ciblage et une meilleure

vectorisation sont les objectifs principaux de ces conjugaisons.
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F. Présentation du projet

Les nucléolipides sont des molécules synthétisées et étudiées au laboratoire
ChemBioPharm. Ce sont des conjugués lipide-nucléotide possédant des propriétés

d’auto-assemblage supramoléculaire et de transfection (Baillet et al., 2018).

L’objectif de ce projet est d’étudier le potentiel de ces molécules greffées sur les
oligonucléotides. Le nucléolipide utilisé dans ce travail est constitué de deux chaines
lipidiques saturées conjuguées sur 'uridine par une fonction cétale en position 2’ et 3.
La synthese de ce nucléolipide ainsi que de son analogue phosphoramidite a été décrite

pour la premieére fois par Gissot et al. (Gissot et al., 2008b).

Le premier objectif de ce projet est d’évaluer les comportements microscopiques et

macroscopiques ainsi que les propriétés physico-chimiques de ces molécules.

En paralléle, nous avons évalué la pertinence de cette modification pour la vectorisation
cellulaire d'une séquence oligonucléotidique active. Une collaboration avec le Dr. Palma
Rocchi (Centre de Recherche en Cancérologie de Marseille, CRCM) nous a permis de
répondre aux questions d’internalisation cellulaire, de mécanisme biologique associé

ainsi que 'apport de cette modification sur 'inhibition de la cible thérapeutique.

Enfin, le caractere amphiphile de ces composés est utilisé pour la formulation de
substances actives et de molécules possédant une action biologique intéressante

synergique a l'action de I’ASO.
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II. Chimie et physico-chimie des oligonucléotides

A. Chimies des oligonucléotides antisens et des conjugués

Dans le cadre de ce travail, nous avons collaboré, via 'INSERM Transfert, avec
treize équipes de recherche nationale. La stratégie habituelle de développement consiste
a concevoir une série d’oligonucléotides antisens susceptible d’inhiber la cible visée. Pour
cela, les repliements ainsi que la composition en nucléotide de '’ARNm sont étudiés afin
de choisir les séquences a tester. Un logiciel informatique a été développé dans I'équipe
du Dr P. Rocchi, au CRCM, dans le but de simplifier la sélection de ces séquences. Les
méthodes de synthese et de purification de ces derniéres sont exposées dans le Chapitre

VL

Dans ce manuscrit, seule la séquence d’oligonucléotides visant a inhiber la protéine TCTP
(Translationally Controlled Tumour Protein) ainsi que son controle sera développée. Cet
ASO, de séquence 5° AAC TTG TTT CCT GCA GGT GA 3’, cible vingt nucléotides de la
séquence codante de TCTP. La nomenclature utilisée pour nommer les oligonucléotides
est la suivante : ASO pour I'oligonucléotide antisens ciblant TCTP, LASO pour le conjugué
nucléolipidique ASO, Scr pour la séquence contrdle 5' CGT GTA GGT ACG GCA GAT C 3' et

LScr pour son conjugué nucléolipidique.

B. Synthése automatisée d’oligonucléotides amphiphiles

Le couplage du nucléolipide est réalisé en cours de synthese sur support solide
comme décrit dans le Chapitre VI grace au synthon phosphoramidite décrit dans Gissot et

al. (Gissot et al., 2008b) (Figure 21).
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S
S

Figure 21 : Structure moléculaire du phosphoramidite nucléolipidique
Adapté de Gissot et al.,, 2008b

Lorsque l'oligonucléotide est synthétisé, une derniere étape supplémentaire est réalisée
pour greffer de maniere covalente le nucléolipide a la structure oligonucléotidique (LASO
et LScr). Une méme molécule de structure identique est également synthétisée avec un
groupement disulfure entre I’ASO et le nucléolipide (LASO SS). Les structures chimiques

obtenues sont représentées en figure 22.

LASO x:/\‘c/\ NH o
H, { o ﬂ

HO \
LASOSS : X = ORO\/\/\/\S»S\/\/\/\ )\ N 0
o

Figure 22 : Structures moléculaires du LASO et du LASO SS

La structure oligonucléotidique est identique entre le LASO et le LASO SS. Le lien clivable présent dans cette derniere
molécule est composé d'un pont disulfure séparé de part et d’autre par une chaine de 6 carbones. Le groupement
phosphate a I'extrémité 5’ relie I'oligonucléotide au nucléolipide par I'intermédiaire de 'alcool primaire en position 5.

Le rendement de synthese du couplage nucléolipidique sur ces molécules polyanioniques

est caractérisé en chromatographie liquide haute performance (HPLC) par appariement
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d’ions tri-éthyle ammonium. L’analyse chromatographique est réalisée en phase inverse,
avec une phase stationnaire apolaire greffée avec des chaines carbonées. La phase mobile
est constituée d’ion tri-éthyle ammonium jouant le réle de contre-ions pour la rétention
des molécules par effets hydrophobes. Les conjugués nucléolipide-oligonucléotides
posseédent deux chaines hydrophobes de 15 carbones leur permettant une rétention
supplémentaire par rapport aux oligonucléotides non conjugués. Ainsi, la séparation des
molécules conjuguées par rapport aux oligonucléotides est aisée. Cependant, les avortons
de synthese ne sont pas séparés de l'oligonucléotide nu avec cette colonne
chromatographique. Une colonne plus apolaire est utilisée pour pouvoir discriminer les

oligonucléotides de différentes longueurs.

Les chromatogrammes analytiques (Figure 23) donnent une information sur le
rendement de synthese du dernier couplage c’est-a-dire du conjugué nucléolipidique
(LASO et LScr). En effet, I'aire sous la courbe a 260 nm est proportionnelle a la quantité de
matiere d’oligonucléotide présent dans I’échantillon. Dans ces exemples de
chromatogrammes, les rendements de synthése des produits bruts sont supérieurs a
95 % pour les oligonucléotides (ASO et Scr) et d’environ 90 a 95% pour les

oligonucléotides nucléolipidiques (LASO et LScr).
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Figure 23 : Chromatogrammes des oligonucléotides ASO et contrdle Scr ainsi que leurs
conjugués lipidiques respectifs

L’analyse chromatographique est réalisée avec une colonne hydrophobe Cis pour les oligonucléotides classiques ASO,
Scr (haut) et avec une colonne hydrophobe Cs pour les conjugués nucléolipidiques LASO, LScr (bas).

ASO : oligonucléotide antisens, LASO: conjugué nucléolipidique ASO, Scr: séquence contrble et LScr: conjugué
nucléolipidique Scr.

Les molécules sont purifiées par HPLC préparative, puis controlées par HPLC analytique

avant d’étre caractérisées par spectrométrie de masse (Figure 24).
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Figure 24 : Analyses qualitatives des oligonucléotides synthétisés

Chromatogrammes des oligonucléotides purifiés LASO, LScr (gauche) et ASO, Scr (droite). Les spectres de masses de
chaque molécule sont ajoutés en insert du chromatogramme et en Annexes 2 a 5 (LASO, ASO, LScr, Scr
respectivement).

ASO : oligonucléotide antisens, LASO : conjugué nucléolipidique ASO, Scr: séquence contrdle et LScr: conjugué
nucléolipidique Scr.

Les chromatogrammes obtenus renseignent sur la pureté des molécules pour les
caractérisations physico-chimiques et les études biologiques. Les spectres de masses
permettent de vérifier la qualité des syntheses effectuées. Les rapports masse/charge

(m/z) des ions parents coincident avec la masse théorique.

C. Stabilité chimique du LASO SS en condition réductrice

Le glutathion est la molécule réductrice non protéique la plus retrouvée dans les
cellules de mammifere. Sa concentration est de I'ordre du millimolaire et peut atteindre
une dizaine de millimolaires dans les cellules cancéreuses (Cao et al., 2016; Gamcsik et al.,
2012). L'utilisation de ce parametre cellulaire pour cliver la copule lipidique du LASO SS
serait intéressante. La stabilité chimique de cette molécule est évaluée en présence
d’agent réducteur. L’oligonucléotide conjugué avec le nucléolipide par un lien disulfure a
été caractérisé comme précédemment, puis étudié en présence de dithiothréitol (DTT)
pour mimer l'effet du glutathion. L’action de I'agent réducteur sur le LASO SS engendre

deux molécules, le ASO SH et le nucléolipide NL SH (Figure 25).
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Figure 25 : Réduction du pont disulfure du LASO SS
Le LASO SS est clivé en condition réductrice pour libérer le ASO SH et le nucléolipide NL SH.

La stabilité du LASO SS en présence de DTT est suivie et dosée par HPLC sur une colonne
chromatographique permettant de séparer les oligonucléotides nus des oligonucléotides

nucléolipidiques. Des exemples de chromatogramme sont présentés en figure 26.
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Figure 26 : Analyses HPLC de la stabilité du LASO SS en présence de DTT

L’analyse des molécules incubées 12 h a 37 °C est réalisée en HPLC sur une colonne analytique Cs. L’aire sous la
courbe détermine la proportion de LASO SS pour les molécules avec un temps de rétention de 11,5 min et de 6,5 min
pour les ASO SH.

La résolution de ces chromatogrammes est suffisante pour séparer le LASOSS et le
ASO SH issu du clivage du pont disulfure par le DTT. L’aire sous la courbe étant
proportionnelle a la quantité de matiere de chaque molécule, la stabilité du LASO SS dans
un milieu réducteur est mesurée par comparaison entre les proportions de ASO SH et de

LASO SS. La compilation de ces données est représentée sur la figure 27.

72
Confidentiel




Chimie et physico-chimie des oligonucléotides
Comportement des conjugués nucléolipide-oligonucléotides en milieu aqueux

1
100 " E BB 0o //‘/_/

80 w 80

60

g o E g
g 3 e
< 0 n | & ASO SH < 40
b W LASO SS
=
20 = 20
CAA M NANELL]] i
Tt adl3rR83 88 0 50 100 150 200 250
i
Concentration en DTT (mM) Concentration en DTT (mM)

Figure 27 : Clivage du LASO SS en condition réductrice

Analyse de la stabilité chimique du LASO SS en présence de DTT a des concentrations de 1 a 1000 mM. Histogrammes
présentant les résultats finaux du clivage du pont disulfure aprés une nuit a 37 °C (gauche). Influence de la
concentration en DTT sur le clivage du LASO SS jusqu’a clivage complet de la molécule (droite).

Les graphiques représentés ci-dessus démontrent un clivage total du LASO SS apres une
période d’incubation de 12 h a 37 °C en présence d'une concentration supérieure ou égale
a 250 mM de DTT. Ainsi, a des concentrations physiologiques d’agent réducteur de 1 a
10 mM, la molécule n’est clivée qu’entre 8 et 36 %. Etant donné qu’une concentration en
agent réducteur de 10 mM est rarement retrouvée dans les conditions cellulaires, ceci
suggere que moins de 36 % du LASO SS seraient exempt du nucléolipide. De plus, la
modification de I'oligonucléotide par le pont disulfure a un impact non négligeable sur
'activité de la molécule ASO SH issue du clivage. En effet, le lien entre le phosphate et le
thiol de la molécule clivée comporte une chaine hydrophobe de 6 carbones pouvant

engendrer une perte d’activité significative.

D. Comportement des conjugués nucléolipide-oligonucléotides en
milieu aqueux

1. Détermination de la tensiométrie de surface

La tension de surface est un parametre déterminant le caractére tensioactif des
molécules. La tension superficielle entre deux fluides, ici 'eau et l'air, permet de
déterminer la concentration saturante en molécules pour couvrir la totalité de I'interface
avant de s’organiser en structure supramoléculaire. Il est ainsi possible de déterminer la
concentration d’agrégation critique (CAC) qui correspond a la concentration a partir de
laquelle la molécule amphiphile forme des assemblages supramoléculaires. Le LASO a été

caractérisé dans 'eau distillée (Figure 28).
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Figure 28 : Variation de la tension de surface des LASO dans I’eau distillée en fonction de
leur concentration

Mesure de la tensiométrie par la méthode de Wilhelmy en fonction de la concentration en LASO solubilisé dans I'eau
distillée. Aprés 10 s d’agitation et 30 s de repos, la mesure est effectuée avec une immersion de la lame de 3 mm. Le
seuil est de 0,01 mN/m et chaque point représente la moyenne des 50 derniéres mesures apres stabilisation. Les
résultats sont représentés sous un repére cartésien (haut) et sous une échelle semi-logarithmique (bas). Les équations
des droites sont: A:y = -0,2x + 73,27; B: y = -0,1353x + 69,463 ; C:y = -0,0052x + 49,642 ; D :y = 87,680x-0.080 ;
E:y=172,747x0249; F : y = 49,517%-0,003

Les résultats obtenus mettent en évidence la présence de deux changements
conformationnels d’assemblage supramoléculaire. La premiere rupture de pente est de
I'ordre de 60 uM et la deuxiéme aux alentours de 150 uM. Cependant, ces molécules
s’organisent en assemblage supramoléculaire a une concentration plus faible dans du
tampon phosphate (PBS). La Figure 29 détermine l'influence des sels, mimant les

concentrations salines physiologiques, sur la CAC.
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Figure 29 : Variation de la tension de surface des LASO dans le PBS
Mesure de la tensiométrie par la méthode de Wilhelmy en fonction de la concentration en LASO solubilisés dans le

PBS. Apres 10 s d’agitation et 30 s de repos, la mesure est effectuée avec une immersion de la lame de 3 mm. Le seuil
est de 0,01 mN/m et chaque point représente la moyenne des 50 derniéres mesures apres stabilisation. Les résultats
sont représentés sous un repére cartésien (haut) et sous une échelle semi-logarithmique (bas). Les équations de
droites sont: A:y = -0,282x + 67,796 ; B: y = -0,005x + 63,283 ; C:y = 70,541x0037; D : y = 64,254x-0.005

Dans du PBS, la rupture de pente la plus visible est déterminée a 16 uM, ce qui est
inférieur a la concentration déterminée dans l'eau distillée. Cependant, le deuxieme
changement n’est pas réellement observable sur ces courbes. La différence entre les
valeurs de conductance avant et apres la CAC en fonction de la surface est trop faible pour
visualiser une autre rupture de pente. Il serait probable que la valeur obtenue a 16 uM
soit équivalente a la seconde rupture de pente observée dans l'eau distillée. Cette

différence représente également le caractere tensioactif de la molécule dans le PBS.
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Ces résultats déterminent une forte dépendance de la formation des assemblages

supramoléculaires vis-a-vis de la présence de sels a plus faible concentration.
Une expérience de conductimétrie a par la suite été réalisée pour confirmer ces résultats.

2. Analyse conductimétrique des LASO en milieu aqueux

Comme décrit précédemment, les conjugués nucléolipidiques sont des polyanions
amphiphiles susceptibles de former des assemblages supramoléculaires. Avant la CAC, les
molécules sont a I’état de monomere et sont soumises au mouvement brownien. Apres la
CAC, les micelles ou autres assemblages supramoléculaires se déplacent plus lentement
dans le milieu car ils possedent un diametre hydrodynamique plus important, ce qui
modifie la valeur de la conductance en fonction de la surface. Toutefois, I'inconvénient
majeur de cette technique réside dans I'impossibilité de I'utiliser en présence de sels a la
concentration physiologique car la proportion d’ions masque le changement de
conductance des molécules sous forme d’agrégats. Ainsi, seule 'expérience comportant

les LASO dans I'eau distillée est exploitable.

La figure 30 représente I'’évolution de la conductimétrie en fonction de la concentration

en LASO.
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Figure 30 : Conductimétrie du LASO dans I'eau distillée

L’analyse conductimétrique est réalisée par ajout successif d’'une solution de LASO concentré a 3,88 mM. La rupture
de pente caractérisée au point 15 indique un changement de conformation aux alentours de 58,2 pM. Les équations
des droites sont:A:y=0,1626x + 1,1622 (R2=0,99911); B:y=0,1233x + 3,4815 (R2=0,99955); C:
y=0,1101x + 5,5252 (R2 = 0,9997).

Le test statistique de Chow a montré un point de rupture de pente significatif (p < 0,001)

pour une concentration expérimentale en LASO de 58,2 pM. Ceci indique une valeur de
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CAC bornée par les concentrations 54,3 et 62,1 uM. Les équations de droite de la premiére
partie de la courbe ainsi que celle de la partie aprées le point a 58,2 uM confirment ce
résultat avec des coefficients de détermination supérieurs a 0,999. La CAC calculée a
partir de ces données est de 59,0 uM. Il en est de méme avec le deuxieme point de rupture
de pente (p < 0,001), la CAC calculée a partir des équations de droite B et C est de
154,8 uM. Ces résultats sont du méme ordre de grandeur que les valeurs de CAC

déterminées en tensiométrie de surface mesurées dans 'eau distillée.

E. Analyse de I'assemblage supramoléculaire des LASO
1. Analyse de diffraction dynamique de la lumieére (DLS)

Les analyses de tension de surface et de conductimétrie sont des outils permettant
de mettre en évidence la formation de nano-objets. Des expériences de diffraction
dynamique de la lumiére (DLS pour Dynamic Light Scattering en anglais) ont été réalisées

pour déterminer la taille des objets formés par ces LASO a 30 uM (Figure 31).
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Figure 31 : Caractérisation des nano-objets formés par les LASO a 30 pM en DLS

Caractérisation des assemblages supramoléculaires des LASO par l'intensité lumineuse du signal en DLS. A : Les LASO
solubilisés dans l'eau distillée forment deux populations de 11,1 et 176,6 nm avec des proportions de 11,9 % et
88,1 % d’intensité, respectivement. L'indice de polydispersité (Pdl) est de 0,482. B : Lorsqu’ils sont solubilisés dans le
PBS, les deux populations ont une taille moyenne de 13,8 (86,1 %) et 290,4 nm (13,9 %) avec un PdI de 0,249. C: Les
tailles de ces deux populations passent a 14,5 (40,0 %) et 166,0 nm (60,0 %) avec un PdI de 0,640 lorsque les LASO
sont solubilisés dans une solution aqueuse de NaCl a concentration physiologique (0,9 % en masse).

Ces résultats confirment que deux populations d’objets supramoléculaires sont formées a
partir de ces conjugués LASO. La concentration et la nature des sels ont cependant une
influence certaine sur la structuration de ces particules. La solution aqueuse de NaCl a
0,9 % en masse engendre deux populations d’intensité de signal presque similaire, tandis
que dans le PBS, la population d’objet a 13,8 nm est prédominante. Cependant, en DLS, le
signal en intensité n’est pas proportionnel a la concentration. En effet, les particules de
taille supérieure diffractent plus la lumiéere que les objets de taille inférieure. Ainsi, dans
ces deux cas, la population d’objets aux alentours de 14 nm est largement représentée.
Cependant, I'analyse de DLS réalisée a 30 uM dans l'eau distillée reste a nuancer car les

valeurs de CAC, déterminées par tensiométrie et conductimétrie, sont d’environ 60 pM.
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Ceci peut s’expliquer par les valeurs basses de l'interception de la courbe de corrélation
avec I'axe des ordonnées du corrélogramme en DLS. Cette donnée renseigne sur le bruit
de fond du signal, et donc sur la qualité de la mesure effectuée. Plus l'interception est
proche de 1, meilleur est le signal. Pour avoir des données exploitables, le constructeur
préconise une valeur minimale de 0,6. Ici, les valeurs sont de 0,825 et 0,906 pour les
données dans le PBS et la solution aqueuse de NaCl, et de 0,482 dans 'eau distillée. Afin
de se placer dans des conditions plus favorables, une étude de DLS a 150 uM en LASO
solubilisés dans l'eau distillée permet de confirmer la formation des objets a une
concentration supérieure a la CAC déterminée précédemment (Figure 32). L'interception
résultante étant de 0,716, les résultats obtenus sont de meilleure qualité et montrent
effectivement une proportion d’objet de diametre hydrodynamique moyen de 210,9 nm

pour 67,9 % d’intensité et 13,3 nm pour 32,1 %.
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Figure 32 : Courbe de DLS du LASO solubilisé dans I'’eau distillée a 150 uM

Deux populations d’assemblage supramoléculaire sont observées apres solubilisation du LASO dans I'eau distillée a
une concentration supérieure a la CAC déterminée par tensiométrie et conductimétrie. Les particules ont des tailles
moyennes de 13,3 nm et 210,9 nm avec une interception a 0,716.

Ce résultat montre une meilleure précision des données apres concentration de
I’échantillon au-dessus de la CAC. Les ordres de grandeur des assemblages
supramoléculaires correspondent aux particules retrouvées lorsque le LASO est solubilisé
en présence de sels.

2. Visualisation des objets supramoléculaires en microscopie
électronique a transmission

La microscopie électronique a transmission (MET) est une technique d’observation
permettant d’analyser des assemblages supramoléculaires avec une résolution théorique
de I'ordre du nanometre. Elle représente une méthode de choix pour la détermination de
la morphologie d’assemblage de taille nanométrique. Cette technique consiste en un

dépot d’échantillon sur une grille qui interagit par la suite avec le faisceau d’électrons.
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Les électrons sont alors transmis ou diffusés et collectés sur un écran ou sur un détecteur

de type caméra CCD (Charge Coupled Device).

Une coloration négative a été réalisée par des sels d’'uranyle. Cette méthode est non
sélective mais augmente significativement le contraste et améliore la visualisation des

objets d’intérét. La figure 33 montre les clichés de MET observés apres séchage d’'une

solution de LScr et de LASO a 30 pM dans une solution aqueuse de NaCl a 0,9 % en masse.

Figure 33 : Images de MET des solutions a 30 uM de LScr (gauche) et de LASO (droite)
dans une solution aqueuse de 0,9 % en masse de NaCl

Solution de nucléolipide-oligonucléotides LASO et de contrdle LScr a 30 uM dans une solution aqueuse de 0,9 % en
masse de NaCl séchée sur une grille de microscopie, contrastée a l'acétate d’'uranyle a 2 % pendant 1 min avant
élimination du surplus par capillarité. L’observation est réalisée a un grossissement x 80 000 pour le LScr et x 150 000
pour le LASO en mode haute résolution. Les barres d’échelles correspondent a 200 nm (gauche) et 100 nm (droite).
Les taches sombres correspondent aux zones de séchage, ou le matériel a été concentré lors du séchage.

Un tapis d’objets sphériques de taille moyenne de 15 nm est visualisable sur la totalité des
deux grilles. La nature de la séquence influe peu sur la taille et la morphologie des objets
formés. Ces types de structure se retrouvent également dans les solutions de LASO
solubilisés dans le PBS et I'’eau distillée. L’observation d’objets supramoléculaires a une
concentration inférieure a la CAC (30 puM) dans I'eau distillée est certainement due au
protocole de préparation des grilles de microscopie. Apres avoir déposé I’échantillon
liquide, le surplus est absorbé par capillarité avec un papier filtre. Une fine couche de
liquide est encore présente sur la grille contenant I’échantillon. Celui-ci est ensuite séché
sous sorbonne avant introduction dans la colonne du microscope. Le séchage des
quelques microlitres restant entraine une concentration de [I’échantillon. Cette

concentration peut étre responsable de I'auto-assemblage des LASO avant observation.
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Les structures de diametre supérieur a 150 nm sont également retrouvées a 30 uM dans
les trois milieux (PBS, eau distillée et solution aqueuse de NaCl) en trées faible proportion.
Ces objets sont également observés apres une coloration négative a I'acétate d’'uranyle

(Figure 34).

Figure 34 : Observation en MET d'une particule de LASO d’environ 200 nm apres
coloration a l'acétate d'uranyle

Solution de nucléolipide-oligonucléotides LASO a 30 uM dans l'eau distillée séchée sur une grille de microscopie,
contrastée a 'acétate d'uranyle a 2 % pendant 1 min avant élimination du surplus par capillarité. L'observation est
réalisée a un grossissement x 200 000 en mode haute résolution. La barre d’échelle correspond a 100 nm.

Afin d’étre plus sélectif, une coloration au tétra-oxyde de ruthénium est réalisée. Cet agent
de contraste est utilisé en MET pour réagir rapidement avec les doubles liaisons des
molécules. Les pyrimidines ainsi que les purines réagissent avec le tétra oxyde de
ruthénium et entrainent une forte densité aux électrons des assemblages
supramoléculaires contenant les fragments d’acides nucléiques contrairement a l'acétate

d’uranyle (Figure 35).
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Figure 35 : Images de MET des assemblages supramoléculaires de LASO contrastés au
tétra-oxyde de ruthénium

Solution de nucléolipide-oligonucléotides LASO a 30 uM dans l'eau distillée séchée sur une grille de microscopie,
contrastée aux vapeurs de tétra oxyde de ruthénium a 0,5% pendant 5 min. L'observation est réalisée a un
grossissement x 120 000 (gauche) et x 200 000 (droite) en mode haute résolution. Les particules observées ont un
diametre moyen de 15 nm. Les barres d’échelle correspondent a 200 nm pour I'image de gauche et a 100 nm pour
celle de droite.

Ces observations confirment la formation d’assemblages supramoléculaires en solution

aqueuse et correspondent aux tailles moyennes déterminées en DLS.

En conclusion, ces nouveaux conjugués nucléolipide-oligonucléotides ont été synthétisés
sur un systeme automatisé sur support solide, purifiés par HPLC et caractérisés par
spectrométrie de masse. Le caractere amphiphile de ces molécules leur confere des
propriétés d’auto-organisation en assemblage supramoléculaire déterminées par des
techniques physico-chimiques avec des valeurs de CAC dépendantes de la nature et de la
concentration en sels. Ces données déterminent deux seuils de coupures représentant une
agrégation des molécules a partir de 60 uM dans I'eau distillée et de 'ordre de 16 uM en
présence de sels. Les objets de tailles nanométriques sont évalués en DLS et visualisés en
MET par coloration négative a I'acétate d'uranyle et par contraste aux vapeurs de tétra

oxyde de ruthénium.

Ainsi, ces nouveaux conjugués se réorganisent en deux populations de particules de taille
définie présentant des objets de plus grande taille dont le diametre est compris entre 160

et 300 nm en fonction du milieu utilisé.

Avant d’étudier les propriétés biologiques des LASO, l'hybridation de la partie

oligonucléotide a 'ARN complémentaire est évaluée par spectrophotométrie UV.
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F. Influence de la modification nucléolipidique sur I’hybridation de
I'oligonucléotide a sa séquence complémentaire

L’hybridation d'un oligonucléotide pour son complémentaire détermine la stabilité
et la proportion de duplexe formé a 37°C. Une premiere série d’expérience a permis de
mettre en évidence l'influence de la séquence et de la modification nucléolipidique pour
son complémentaire ADN en série PTO. L’augmentation de l'absorption optique de la
solution a 260 nm, par un phénomene d’hyperchromicité, en fonction de la température
renseigne sur la dénaturation du duplexe ADN/ADN car cette augmentation d’absorbance
est proportionnelle a la déshybridation du duplexe. La spectrophotométrie UV permet de
suivre ce processus. La figure 36 récapitule les températures de fusion (Tm) mesurées

apres ajout du complémentaire des oligonucléotides en série ADN PTO.
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Figure 36 : Influence de la séquence et de la conjugaison nucléolipidique sur I'hybridation
de I'oligonucléotide avec son complémentaire en série ADN PTO

PTO : phosphorothioate ; ASO : oligonucléotide antisens, LASO : conjugué nucléolipidique ASO, Scr : séquence controle
et LScr : conjugué nucléolipidique Scr.

Ces résultats montrent une hybridation plus forte avec le Scr qu’avec I'’ASO, comportant
20 nucléotides. La constante d’association pour son complémentaire est plus faible
qu'avec le controle ne possédant pourtant que 19 nucléotides. Cette différence
d’approximativement 2,5 °C s’explique par la composition en base de la séquence. En
effet, le pourcentage en guanine et cytosine est plus important dans le cas de
'oligonucléotide contrdle Scr (57,9 % pour le Scr et 45,0 % pour le ASO). Cette molécule

possede une plus forte proportion de liaisons hydrogene.

D’autre part, le greffage du nucléolipide diminue de plus de 4 °C la Tw dans les cas des
LASO et LScr. La polarité, l'encombrement stérique ainsi que I'assemblage

supramoléculaire jouent certainement un role dans ce phénomene.
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Une série d’expérience, avec la séquence active (ASO), a été réalisée en changeant le
complémentaire par un brin d’ARN synthétique de 34 nucléotides, soit 7 bases
supplémentaires a chaque extrémité du duplexe (ARN : 5’ uga acc auc acc ugc agg aaa caa
guu uca caa a 3’) . Ces extensions sont choisies par rapport a la cible naturelle biologique,
les bases supplémentaires sont celles retrouvées dans la séquence de 'ARNm de la
protéine TCTP. De plus, différentes séries de modifications chimiques des LASO et ASO
sont réalisées afin d’évaluer l'effet de la nature chimique ainsi que la position de la

substitution sur la Tn, (Figure 37).
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Figure 37 : Influence des modifications chimiques sur la température de fusion des
oligonucléotides ASO et LASO (gauche) et exemple d’'une cinétique de déshybridation du
duplexe LASO 3’ / ARN (droite)

La cinétique de déshybridation est suivie par absorbance a 260 nm. L’augmentation de la température est de
0,2 °C/min. Chaque condition représente trois expériences constituées de 2 cycles de montée et descente en
température entre 15 et 95 °C.

PTO : phosphorothioate ; PO : phosphodiester ; 2’-OMe : modification par ajout d'un groupement méthyle en position
2’; 2’-0-MOE : modification par ajout d'un groupement méthoxyéthyle en position 2’; 2’-F : modification de I'alcool
secondaire en position 2’ par un Fluor. ASO : oligonucléotide antisens, LASO : conjugué nucléolipidique ASO, Scr:
séquence contrdle et LScr : conjugué nucléolipidique Scr.

Cette expérience confirme 'influence de la présence du nucléolipide sur la T, d’environ
4 °C (Tm aso pro/arN= 53,8 °C; Tm raso pro/arn= 50,2 °C), contrairement a la position 5’ ou
3’ du greffage qui ne démontre aucun effet sur la Tm. La nature de la substitution (séries
2’-OMe, 2’-0-MOE et 2’-OMe/2’-F) augmente significativement la Tm. Enfin, la chimie PO
permet une plus forte association pour son complémentaire = ARN
(Tm asopro/arn= 65,1 °C; Tm aso pro;arn= 53,8 °C). La comparaison des figures 36 et 37
indique que I'hybridation d’un oligonucléotide en série PTO pour son complémentaire
ARN est bien supérieure que pour son complémentaire en série PTO

(Tm Lasopro/apNpro = 41,1 °C; T Laso pTo 7 arn = 50,2 °C).
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En conclusion, ces résultats indiquent que les conjugués nucléolipide-oligonucléotides
s’auto-organisent en milieu aqueux et dépendent de la nature et de la concentration en
sels. De plus, cette structuration s’oriente vers deux types d’objets de tailles différentes,
avec une proportion beaucoup plus élevée pour des particules de taille micellaire a des
concentrations physiologiques en sels. Les résultats de I'expérience sur 'hybridation a
son complémentaire renseignent sur les capacités du LASO a interagir avec 'ARNm
pathologique. La longueur de ’ARN utilisée pour ces manipulations ne permet pas de
conclure sur I'hybridation totale du LASO étant donné 'absence de complémentarité du

nucléolipide ainsi que I'’encombrement stérique de ce méme conjugué.

En regard du Chapitre I B, la série PTO est compatible avec les différents mécanismes
d’inhibition connus. Les modifications chimiques de type 2’-OMe, 2’-0-MOE et 2’-OMe/2’-
F ne permettent pas de faire intervenir la RNase H et pourront étre utilisées dans un
deuxiéme temps pour améliorer la stabilité dans un mécanisme bloqueur, ou par synthese
de chimere de type gapmer. La série ADN/PTO est alors privilégiée pour cette étude afin

de ne pas exclure une potentielle activité inhibitrice.
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I11. Activités Biologiques

A. Utilisation des conjugués LASO dans le cancer de la prostate
résistant a la castration

Le cancer de la prostate est I'un des cancers les plus fréquents dans les pays
développés chez I'homme. Lorsque cette pathologie est diagnostiquée au stade
meétastatique, le traitement de premiére instance est la suppression androgénique par
castration. Cependant, une résistance peut apparaitre apres plusieurs mois entrainant
une reprise évolutive de la pathologie. Le cancer de la prostate résistant a la castration
(CRPC) a un pronostique plus sombre avec une survie médiane de seulement quelques

mois malgré 'apparition sur le marché de nouveaux traitements de deuxieme ligne.

La stratégie antisens est une voie exploratoire récemment développée dans le traitement
du CRPC. Elle a pour but d’inhiber la production protéique responsable de cette
résistance. La protéine Hsp27 est largement étudiée pour son activité anti-apoptotique.
L’équipe du Dr P. Rocchi, au CRCM, a développé un inhibiteur de cette protéine par la
stratégie antisens. Cette molécule inhibe de maniere efficace la production de Hsp27 et
est en phase 2 d’étude clinique aux Etats-Unis et au Canada par la société Oncogenex.
Malheureusement, cette protéine est retrouvée dans la plupart des cellules humaines et

son inhibition peut entrainer des effets biologiques non négligeables sur I'organisme.

Pour pallier ce probleme d’ubiquité de la protéine Hsp27 pour le traitement de CRPC, le
laboratoire du Dr P. Rocchi a étudié les différents partenaires protéiques d’Hsp27 et a
montré I'implication de la protéine TCTP (Translationally Controlled Tumor Protein) dans
le cas du CRPC (Acunzo et al, 2014; Baylot et al., 2012). En effet, cette protéine n’est que
peu exprimée dans les tissus prostatiques sains et modérément dans les cellules
prostatiques cancéreuses (18,5 %), alors qu’elle I'est fortement et uniformément dans les
cellules cancéreuses de CRPC (75 %). Concevoir une séquence inhibitrice spécifique de

TCTP est alors une stratégie prometteuse dans le traitement de CRPC.

La collaboration avec I'’équipe du Dr P. Rocchi a permis d’étudier I'effet inhibiteur de
plusieurs séquences oligonucléotidiques et de sélectionner la séquence anti-TCTP décrite
précédemment (ASO: 5° AAC TTG TTT CCT GCA GGT GA 3’). Ce projet a permis de
démontrer 'efficacité de cette séquence in vitro par vectorisation de ’ASO par un agent de

transfection commercial qu’est I'oligofectamine™. Cette séquence a alors été utilisée pour
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conjuguer le nucléolipide et synthétiser le LASO correspondant. La séquence controle Scr
ainsi que son conjugué LScr sont utilisés comme contrdles négatifs in vitro. La séquence
Scr n’étant pas complémentaire du génome humain, le Scr est utilisé comme controle
négatif de séquence et le LScr comme controle de conjugaison. Ce conjugué permet de
valider I'absence d’effet biologique dii au nucléolipide conjugué. L’ASO, utilisé sans
oligofectamine™, est un contrdle négatif de transfection. Cependant, transfecté par
'oligofectamine™, ’ASO est utilisé comme controle positif. Ces quatre oligonucléotides
(Scr, LScr, ASO et LASO) ont été couplés a un fluorophore (FITC) a I'extrémité 3’ afin de
visualiser l'internalisation cellulaire in vitro. Le mécanisme a été mis en évidence par
inhibition des différentes voies envisageables. L'inhibition de I'expression de la protéine
TCTP est visualisée et quantifiée par Western Blot. Le LASO a prouvé son efficacité in vitro
avec et sans oligofectamine™, comparé aux contrdles. Enfin, I'inhibition de cette cible a été
évaluée sur le modele murin. Il a été montré qu’apres 14 semaines de traitement, le LASO
inhibe la prolifération tumorale de cellules PC-3 xénogreffées dans le flanc de I'animal
apres injection des oligonucléotides par voie intra-péritonéale. Ce travail est valorisé par

I'article publié en 2017 dans Journal of Controlled Release ci-dessous.
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ABSTRACT

Translationally controlled tumor protein (TCTP) has been implicated in a plethora of important cellular
processes related to cell growth, cell cycle progression, malignant transformation and inhibition of apoptosis.
Therefore, TCTP is now recognized as a potential therapeutic target in several cancers including prostate, breast
and lung cancers. We previously showed that TCTP is overexpressed in castration-resistant prostate cancer
(CRPC), and it has been implicated resistance to treatment. Recently, we developed TCTP antisense
oligonucleotides (ASOs) to inhibit TCTP expression. However, the intracellular delivery and silencing activity
of these oligonucleotides remains a challenge, and depend on the use of transfection agents and delivery systems.
Here we show that lipid-modified ASO (LASOs) has improved penetration and efficiency in inhibiting TCTP
expression in the absence of additional transfection agents, both in vitro and in vivo. Transfection with TCTP-
LASO led to rapid and prolonged internalization via macropinocytosis, TCTP downregulation and significant
decreased cell viability. We also show that lipid-modification led to delayed tumor progression in CRPC
xenografts models, with no significant toxic effects observed.

1. Introduction

Prostate cancer (PC) is one of the main health concerns in Western
countries, representing the most common type of cancer among men in
the US, and the third in Europe [1,2]. Although at early stages PC is a
hormone-dependent disease, most patients undergoing androgen depri-
vation therapy, by either pharmacological or surgical castration,
progress to castration-resistant prostate cancer (CRPC) within
14-30 months [3]. CRPC presents poor prognosis, and therapeutic
options are limited. Chemotherapy with docetaxel has demonstrated
improved survival in men with CRPC in two different, large, phase III
studies [4,5]. However, the increase in overall survival with docetaxel
is very modest (2-3 months), and this treatment may affect not only
tumor cells, but also healthy tissue, causing serious side effects [6]. For
these reasons, in recent years great efforts have been made to develop
new, more selective and efficient therapeutic modalities that enable
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specific treatment of cancer cells, and restore castration- and chemo-
therapy sensitivity without affecting other tissues. One strategy to
improve therapies in advanced PC involves targeting genes that are
related to androgen deprivation, which may lead to delayed or absent
emergence of the resistant phenotype [7].

Recent studies have proposed tptl, encoding for translationally
controlled tumor protein (TCTP) as an androgen-regulated gene
implicated in PC [7-9], whose expression correlates with PC grading
[10]. TCTP, also known as, histamine releasing factor (HFR), fortilin or
p23, is a highly conserved multifunctional protein present in a wide
variety of eukaryotic organisms. It is involved in many physiological
processes, such as cell proliferation, development, cell cycle progres-
sion, stabilization of cytoarchitecture, and protein synthesis; and it
shows protective effects against apoptosis and cell stress [11,12]. TCTP
can also be secreted to the extracellular space, where it works as a
mediator of the immune response by promoting histamine release from

0168-3659/ © 2017 inserm. Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/BY-NC-ND/4.0/).
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basophils, and stimulating B-cell proliferation, and inducing the
production of different cytokines and antibodies [13,14]. Although it
has a widespread expression profile, TCTP expression is higher in
tumors compared to their normal counterparts [15], which suggests a
critical role in tumorigenesis. This observation, along with the fact that
TCTP silencing may lead to tumor reversion [16,17], indicates that
TCTP knockdown might be a very promising strategy for CRPC
treatment.

Antisense oligonucleotides (ASOs) have been proven to be a useful
tool in molecular biology and also as therapeutic agents, especially in
cancer research. ASOs can be used to perform selective knockouts of
mRNA functions either in vitro or in vivo. Oligonucleotides mediate their
functions by base pairing, where the oligo single stranded DNA binds to
its complementary strand of mRNA, making them highly specific.
However, some practical obstacles remain unsolved in antisense
pharmacology. ASOs, as all nucleic acid-based drugs, show insufficient
stability as a result of degradation by nucleases, and poor intracellular
delivery due to reduced cell uptake or difficulties in crossing biological
membranes to reach the cytoplasm. Moreover, in many cases potential
off-target effects and immunostimulation are also observed [18]. In
order to reduce the limitations of oligonucleotide-based therapies,
different chemical modifications have been developed [18-20]. One
of the first modifications introduced in antisense therapy was the
phosphorothioate (PS) modification, in which a sulfur atom replaces
the non-bridging phosphate oxygen. This modification led to improved
stability and extended circulation times in blood, although several toxic
effects have been related to the use of this type of molecules. Several
sugar modifications, such as 2’0-Methyl (2’0-Me), 2’0-Methoxyethyl
(2’0-MOE), 2’F-Arabino Nucleic Acid (2’F-ANA) have been proved to
increase the specificity of ASOs, reducing off-target effects. Locked
Nucleic Acid (LNA) modifications, in which there is a methylene bridge
between 2’ and 4’ positions ‘locking’ the sugar ring in an A-form
conformation have shown increased affinity for complementary se-
quences. Backbone modifications, such as Morpholino (PMO) or Pep-
tide Nucleic Acid (PNA) provide a neutral backbone and work as
ribosome steric blockers, efficiently preventing protein translation.
Grafting oligonucleotide to small hydrophobic molecules, such as
cholesterol [21], lipids [22] or fluorinated chains [23,24], may increase
stability and membrane permeation. However, despite all the advan-
tages provided by these modifications, improved pharmacokinetics and
cell uptake remain a challenge.

In this study we present a new lipid-modified ASO (LASO) that helps
overcome the problems related to ASO administration and effective-
ness, by increasing the cellular uptake and transfection efficiency, and
improving downregulation of TCTP expression in absence of transfec-
tion agents in human PC-3 prostate cancer cells both in vitro and in vivo.
We also analyzed the effects of TCTP downregulation on cell viability,
and assessed in vivo toxicity of ASOs and LASOs, and their effects on
tumor size and animal survival in a murine xenograft model of CRPC.
Our results indicate that using lipid-modified TCTP ASOs (TCTP-LASO)
can be an effective strategy for CRPC treatment.

2. Materials and methods
2.1. Synthesis of antisense oligonucleotides

Oligonucleotides were synthesized using an ABI Expedite 8909
synthesizer (1 umol scale) and an AKTA OligoPilot 10 synthesizer
(50 umol scale). The oligonucleotide synthesis was achieved using
conventional B-cyanoethyl phosphoramidite chemistry with the stan-
dard DNA protocol. Reagents were purchased from Link and Glen
Research. HPLC purification was performed on a Hitachi LaChrom Elite
HPLC System with gradient standard protocol. The HPLC columns
(Nucleosil C4 4 x 250 mm 5 um macherey, nagel) were equilibrated at
a flow rate of 1.0ml/min. A solution containing 100 mM
Triethylammonium acetate (TEAA) and 5% acetonitrile at pH 7.0 was
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Table 1
Elution gradient of solutions A and B, for purification of antisense oligonucleotides by
HPLC.

Time (min) A (%) B (%)
0 100 0

10 0 100
12 0 100
14 100 0

15 100 0

used as solvent A and solvent B contained 20 mM TEAA and 80%
acetonitrile. The elution gradient is reported in Table 1. The system was
equilibrated for 5 min before the following run. Injection volume for
samples was 25 pl. Oligonucleotides were detected at the wavelength of
260 nm. TCTP-ASO (5 AACTTGTTTCCTGCAGGTGA 3’) and control (5’
CGTGTAGGTACGGCAGATC 3’) were synthesized and purified conven-
tionally. Same oligonucleotides were synthesized with a lipid conjugate
(27,3’-0O-16-hentriacontanyliden-uridine) attached to the 5’ extremity of
the oligonucleotide (TCTP-LASO). In the case of labeled oligonucleo-
tides, the fluorescein (3’-(6-FAM)-CPG-1-(4,4’-Dimethoxytrityloxy)-3-
[O-(N-carboxy-(di-O-pivaloyl-fluorescein)-3-aminopropyl)]-propyl-2-
O-succinoyl-lcaa-CPG; Linktech) was inserted at the 3’ extremity
(control-ASO FITC, TCTP-ASO FITC, control-LASO FITC, TCTP-LASO
FITC). All oligonucleotides were synthesized in phosphorothioate back-
bone (PS). All compounds were characterized by mass Spectrometry
(Supplementary information) and required the use of a DCTB matrix
(trans-2-[3-(4-tert-butylphenyl)-2-methyl-2-propenylidene]-malononi-
trile) doped with Ag + (or Na +), at «Centre de Génomique Fonction-
nelle» UMR 5248 CBMN.

2.2. Physicochemical characterization of antisense oligonucleotides

ASOs and LASOs were analyzed by dynamic light scattering (DLS)
using a Nanosizer ZS (Malvern Instruments, UK). Samples were
denatured at 90 °C for 5 min, and allowed to cool down to 25 °C for
nanoassembly. All the scattered photons were collected at a 173°-
scattering angle. The scattering intensity data was processed using the
instrumental software to obtain the hydrodynamic diameter (Dh) and
the size distribution in each sample (400 pl, 25 °C).

2.3. Transmission electron microscopy (TEM)

Size and morphology of the nano-objects were analyzed by trans-
mission electron microscopy (TEM) using a Hitachi H7650 microscope.
A drop of the nanomicelle suspension was placed on a formvar grid, and
the solvent allowed to evaporate at RT. Counterstaining with uranyl
acetate was performed twice (1 min/staining).

2.4. Cell culture

The androgen-independent prostatic cancer cell line PC-3 was
obtained from the American Type Culture Collection (Rockville, MD)
and cultured in Dulbecco's Eagle's Medium (DMEM, Invitrogen),
supplemented with 10% fetal calf serum (FCS). Cells were maintained
at 37 °C in a 5% CO5 humidified atmosphere.

2.5. Transfection with ASOs and LASOs

PC-3 cells were plated on p100 culture dishes (10° cells/dish), and
transfected twice (24 and 48 h after seeding) with 100 nM ASOs or
LASOs. Unless otherwise indicated, transfection with ASOs was per-
formed in free-serum OptiMEM, containing 3 mg/ml oligofectamine
(both from Invitrogen), while LASOs were used in free-serum OptiMEM
without oligofectamine. After 4-h of incubation, transfection media was
replaced with complete culture medium.




Activités Biologiques

Utilisation des conjugués LASO dans le cancer de la prostate résistant a la castration

S. Karaki et al.

2.6. Transfection efficiency analysis

To determine transfection efficiency we used fluorescein-labeled
ASOs and LASOs. PC-3 cells were transfected with ASOs or LASOs with
and without oligofectamine, and at different time points after transfec-
tion, cells were trypsinized and collected in flow cytometry tubes
containing 0.5 ml complete culture medium. In each experiment 10°
cells per condition were assayed in triplicate. Fluorescence intensity
was determined in a flow cytometer (Canto Becton Dickinson) and data
were analyzed using the FlowJo software.

2.7. Confocal microscopy

Intracellular distribution of ASOs and LASOs and transfection
efficiency were also analyzed by confocal microscopy. One day before
transfection, PC-3 cells (8 x 10* cells/well) were plated on 8-well Lab-
Tek II chamber slides (Nunc-Thermo Scientific). Cells were then
transfected with fluorescein-labeled ASOs or LASOs as described, and
at different time points after transfection, cells were washed with PBS,
fixed with 4% paraformaldehyde for 15 min at 4 °C, and mounted in
Prolong Gold mounting medium containing the nuclear counterstain
DAPI (Life technologies). For visualization, we used a Zeiss LSM 510
META fluorescence microscope with 405-nm and 488-nm excitation
filters.

2.8. Cell viability assay

Cell viability was determined by a 3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-
diphenyl tetrazolium (MTT) assay. PC-3 cells were plated in 12-well
plates (3 x 10* cells/well) and transfected the day after with ASOs or
LASOs as described. After 48 h, MTT was added to each well (1 mg/ml
final concentration) and the plates were incubated for 2 h at 37 °C.
Supernatants were then removed and formazan crystals were dissolved
in DMSO. The absorbance (595 nm) was evaluated using a Sunrise
microplate absorbance reader (Tecan). Cell viability was expressed as
the percentage of absorbance of transfected cells compared to untreated
cells.

2.9. Western blot

PC-3 cells, transfected with ASOs or LASOs 72 h before analysis,
were lysed in lysis buffer (1% v/v Triton X-100, 50 mM HEPES,
150 mM NaCl, 25 mM NaF, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 10 uM ZnCl,,
1 mM sodium orthovanadate) containing 4% v/v protease inhibitor
cocktail (Roche) for 30 min at 4 °C. The lysate was centrifuged (60 min,
21,000 X g) and protein content was quantified using the BCA protein
assay kit (Pierce). 40 ug of protein from each sample were mixed with
Laemmli sample buffer and loaded on 12% SDS-polyacrylamide gels for
electrophoresis. Proteins were transferred to PVDF membranes
(Millipore), which were blocked with 5% w/v nonfat milk in Tris-
buffered saline (TBS). For immunodetection, we used rabbit anti-TCTP
polyclonal antibody and rabbit anti-GAPDH polyclonal antibody (both
from Abcam) diluted 1:2500 in 0.5% w/v nonfat milk in TBS, and the
membranes were incubated overnight at 4 °C. After incubation with a
horseradish-conjugated anti-rabbit secondary antibody (Santa Cruz,
1:5000, 1 h, room temperature), specific protein bands were detected
using an enhanced chemiluminescence (ECL) WB substrate (Pierce) and
developed on Amersham Hyperfilm ECL films (GE Healthcare).

2.10. Mice

Four-week-old male Swiss nude mice (Nu/Nu; Charles River
Laboratories) were maintained in the Centre de Recherche en
Cancérologie de Marseille (CRCM) animal facility. All animal proce-
dures were performed in accordance with protocols approved by French
laws, following the European directives, and with appropriate institu-
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tional certification.
2.11. In vivo treatment with ASO and LASO

PC-3 cells (107) in 100 pl complete culture medium were injected
subcutaneously in the right flank of mice (n = 30). After three weeks,
developing tumors were visible and mice were randomly divided into 4
treatment groups: TCTP-ASO (n = 8), Control-ASO (n = 7), TCTP-
LASO (n = 8) and Control-LASO (n = 7). Additional mice (n = 5) were
added to each group to evaluate the oligonucleotide's effect on TCTP
expression after one week of treatment. Each group received daily
intraperitoneal injections of 10 mg/kg of the appropriate oligonucleo-
tide for up to 11 weeks. All mice were routinely observed for signs of
systemic toxicity, and body weights were recorded. Tumor size was
measured weekly with a caliper in three perpendicular dimensions
(x = width, y = length, z = depth). Tumor volume (mm®) was calcu-
lated as (x X y X z)w/6. At the end of the treatment, urine and blood
samples were collected for analysis.

2.12. Blood and urine biochemical analysis

Blood samples were maintained at room temperature for 4h,
centrifuged (100 X g, 30 min) and sera collected. Serum samples were
analyzed for alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransfer-
ase (AST) and creatinine by an independent laboratory (Charles River).
Urine samples were analyzed for protein, glucose, pH, leucocytes,
nitrites, ketones and blood using Multistix 8 SG strips for urine
(Siemens).

2.13. Statistical analysis

Gel bands densities were measured with ImageJ software (NIH).
Statistical analysis was performed using the GraphPad Prism program
(GraphPad Software, San Diego, USA). All data are mean = SEM.
Significance of differences was assessed by a two-tailed Student's t-test.
*P < 0.05 was considered significant, with **P < 0.01 and
***P < 0.001.

3. Results
3.1. ASO and LASO synthesis

In order to downregulate TCTP expression, we chose the ASO
strategy. Initially, 28 ASOs targeting TCTP mRNA were designed by
gene walk. Among these, 12 were not tested due to high GC percentage
or non-specificity to TCTP. Finally, the efficacy to downregulate TCTP
of the other 16 ASOs was analyzed by qRT-PCR, and we chose the most
efficient for future experiments (Supplementary Fig. S1). The amphi-
pathic character of the lipid oligonucleotide was brought to the
molecule using the di-C;s ketal nucleolipid motif, which provides the
hydrophobic driving effect for the self-assembly of the oligonucleotide
conjugates [25,26]. No spacer was inserted between the ON head group
and the hydrophobic nucleolipid, which is linked to the ON via a
phosphodiester linkage. The synthesis of the LASOs used in this study
was performed using classical phosphoramidite chemistry in the 3’-5’
elongation. The hydrophobic nucleolipid phosphoramidite [27] used
for the preparation of LON was attached in a head to head (5-5)
fashion when incorporated at the 5’ extremity. In order to observe the
impact of the ASO and LASO on biological activities, scramble
oligonucleotides (Control-ASO and Control-LASO) were synthesized.
All the ASOs and LASOs were purified by HPLC and later characterized
by MALDI mass spectrometry (Supplementary Figs. $2-S3).

3.2. Physicochemical characterization

As amphiphiles, LASOs self-assemble in aqueous media, whereas
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Fig. 1. Physicochemical characterization of LASO nanomicelles. A) Hydrodynamic diameter of the nanomicelles formed by LASO self-assembly, determined by DLS. B) Representative
TEM image of LASO nanomicelles. Scale bar: 100 nm. C) Schematic organization of the nanomicelles obtained (left) and chemical structure of nucleolipid-conjugated antisense

oligonucleotides used in this study (right).

ASOs don't, as revealed by DLS and TEM experiments. The LASOs
yielded small spherical objects of ~11 nm in diameter (Fig. 1A, B). TEM
images of LASO samples dissolved in aqueous media (0.9% NaCl)
showed micellar aggregates (Fig. 1B). The architecture of these
assemblies can be explained based upon the molecular dimensions of
20 nucleobase-long LASOs (Fig. 1C). LASO molecules are flexible, with
cone shape structure and dimensions compatible with the self-assembly
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into spherical micelles. Nevertheless, the oligonucleotide sequence was
found to influence the aggregation behavior of LASO amphiphiles since
Control-LASO led to the stabilization of bigger nano-objects featuring
diameters higher than 100 nm. The impact of the ON sequences on the
aggregation was previously reported for rich purine or pyrimidine
sequences [27]. As expected, {-potential measurement revealed nega-
tive surface charge (~50 mV) of the nanomicelles (data not shown).
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Fig. 2. TCTP antisense uptake by PC-3 cells. A) Flow cytometry was used to quantify the percentage of PC-3 cells transfected with the fluorescent oligonucleotide, 4 h after transfection
with and without oligofectamine. Data were normalized to Control-ASO-treated cells, and are shown as mean * SEM for triplicate samples from a representative experiment of three
performed. Two-tailed, unpaired Student's t-test, ***p = 0.001. B) Representative images of PC-3 transfected with FITC conjugated ASO or LASO, 1 h after transfection with and without
oligofectamine, and counterstained with DAPI. C) Representative images of PC-3 cells transfected with FITC-conjugated ASO (with oligofectamine) or LASO (without oligofectamine) for
10, 30 and 60 min, and counterstained with DAPI. D) Flow cytometry was used to quantify the percentage of PC-3 cells transfected with the fluorescent oligonucleotide in the presence of
specific inhibitors of macropinocytosis (cytochalasin D), caveolae-mediated endocytosis (genistein), and clathrin-mediated endocytosis (chlorpromazine). Data were normalized to
control cells (transfected in the absence of inhibitors) and are shown as mean * SEM for triplicate samples from a representative experiment of three performed. Two-tailed, unpaired

Student's t-test, *p = 0.05.

3.3. TCTP-LASO penetrates faster than ASO, and both are internalized via
macropinocytosis

It has long been believed that oligonucleotides, can't be efficiently
used as silencing tools for in vitro studies, in the absence of a
transfection agent such as oligofectamine. Indeed, for effective protein
downregulation, it is essential that the oligonucleotides cross the cell
membrane, reach the mRNA and inhibit protein translation. The LASOs
described in this work might be able to overcome the need to use
transfection agents in PS ASO oligonucleotides.

In order to assess the uptake efficiency of each oligonucleotide, we
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transfected PC-3 cells by oligonucleotides conjugated to fluorescein,
and flow cytometry analysis was performed to evaluate the mean
percentage of fluorescent cells. Data showed that, in presence of
oligofectamine, both TCTP-ASO and TCTP-LASO penetrated approxi-
mately 100% of PC-3 cells. However, in the absence of transfection
agents, < 10% of the cells were transfected with TCTP-ASO, whereas
~98% of PC-3 cells were successfully transfected with TCTP-LASO
(Fig. 2A). Furthermore, confocal imaging experiments revealed the
presence of TCTP-LASO inside the cell with or without oligofectamine,
while TCTP-ASO was not observed inside the cell without oligofecta-
mine (Fig. 2B). These results indicate that TCTP-LASO is able to cross
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the cell membrane, without any transfection agent.

To evaluate the kinetics of TCTP-ASO and TCTP-LASO internaliza-
tion, PC-3 cells were transfected with fluorescent TCTP-ASO (with
oligofectamine) or TCTPO-LASO (without oligofectamine) for up to 10,
30 and 60 min. The uptake was then analyzed by confocal fluorescence
microscopy. A significant cell staining appeared 10 min after transfec-
tion with TCTP-LASO, while intracellular TCTP-ASO was detected at
30 min (Fig. 2C).

Finally, we assessed the intracellular delivery pathway of TCTP-ASO
and TCTP-LASO in PC-3 cells. Almost 100% internalization was
attained within 30 min (Fig. 2D). Neither the clathrin-mediated en-
docytosis inhibitor (chlorpromazine) nor the caveolae-mediated endo-
cytosis inhibitor (genistein) were able to influence the cellular uptake of
TCTP-ASO or LASO oligonucleotides, whereas the macropinocytosis
inhibitor (cytochalasin D) significantly decreased the internalization by
50% for TCTP-ASO, and 40% for TCTP-LASO (Fig. 2D), indicating that
macropinocytosis might be involved in the uptake of these compounds.

3.4. TCTP-LASO downregulates TCTP expression and reduces cell viability,
without additional transfection reagents

To assess the effect of TCTP-ASO and TCTP-LASO on TCTP expres-
sion in vitro, we transfected PC-3 cells with different concentrations of
ASO and LASO, and Western blot analysis was performed. As shown in
Fig. 3, decreased TCTP expression was observed starting at a concen-
tration of 70 nM TCTP-ASO, combined with oligofectamine (Fig. 3A).
However, TCTP-ASO produced no effect without oligofectamine
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Fig. 3. Western blot analysis of TCTP expression in PC-3 cells treated with the indicated
concentrations of Control-ASO, TCTP-ASO, Control-LASO or TCTP-LASO, with oligofec-
tamine (A) or without oligofectamine (B). C) MTT viability assay of PC-3 cells untreated
or transfected with Control-ASO, TCTP-ASO, Control-LASO or TCTP-LASO in the absence
of oligofectamine. Data were normalized to untreated cells, and are shown as
mean = SEM, n = 3. Two-tailed, unpaired Student's t-test, **p < 0.01.
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(Fig. 3B). In contrast, TCTP-LASO had an inhibitory effect on TCTP
expression with or without oligofectamine starting at 70 nM (Fig. 3A,
B). To further investigate the efficiency of TCTP-LASO in the absence of
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Fig. 4. Effect of Control-ASO, TCTP-ASO, Control-LASO and TCTP-LASO in PC-3 cell
xenografts. A) Western blot analysis of TCTP expression in PC-3 xenografts after 7 days of
treatment with Control-ASO, TCTP-ASO, Control-LASO or TCTP-LASO. Bands were
quantified using image J. TCTP expression compared to GAPDH was normalized for
TCTP-ASO compared to control-ASO and TCTP-LASO compared to control-LASO. B) Mean
tumor volume during treatment with Control-ASO, TCTP-ASO, Control-LASO or TCTP-
LASO. Data show mean * SEM. Two-tailed, unpaired Student's t-test, *p < 0.05,
**p < 0.01, ***p < 0.001. C) Representative images of tumors collected from mice
treated with Control-ASO, TCTP-ASO, Control-LASO or TCTP-LASO after an 11-week
treatment.

transfection agents, compared to TCTP-ASO, a MTT assay was per-
formed (Fig. 3C). A significant decrease of ~40% of cell viability was
obtained after transfection with TCTP-LASO. However, no effect was
observed for Control-ASO, TCTP-ASO and Control-LASO.

3.5. Lipid modification does not reduce the efficiency of the antisense
therapy in murine xenograft models of CRPC

To test TCTP-LASO efficiency in vivo, we used a murine xenograft
model. To induce tumors, PC-3 cells were injected subcutaneously into
athymic nude mice. PC-3-tumor-bearing mice were divided into 4
groups and treated by serial intraperitoneal injections of Control-ASO,
TCTP-ASO, Control-LASO or TCTP-LASO. In order to determine if
TCTP-LASO conserves its ability to downregulate TCTP expression in
vivo, 5 mice from each group were sacrificed after 1 week of treatment,
and their tumors were harvested, protein extracted and TCTP expres-
sion analyzed by Western blot. As shown in Fig. 4A, decreased TCTP
expression was observed for both TCTP-ASO and TCTP-LASO, com-
pared to their respective controls. Furthermore, TCTP-LASO produced
more inhibition of TCTP expression compared to TCTP-ASO. Treatment
was maintained for 11 weeks, and tumor volume was measured weekly.
Fig. 4B shows that tumors from mice treated with TCTP-ASO or TCTP-
LASO were significantly smaller at the end of the treatment. Mean
tumor volume was ~2-fold higher in controls compared with TCTP-
ASO- and TCTP-LASO-treated mice (Fig. 4B). Furthermore, tumors from
animals treated with TCTP-LASO were smaller than those harvested
from TCTP-ASO-treated mice (Fig. 4C), although no statistical signifi-
cance was obtained. Taken together, these data suggest that lipid
modification of TCTP-ASO does not affect its capacity to downregulate
TCTP expression in vivo, leading to delayed tumor progression.

3.6. In vivo toxic effects of TCTP-ASO and LASO

One of the main needs for these in vivo studies is to test for possible
toxic effects resulting from oligonucleotide administration. Mice were
routinely observed for signs of systemic toxicity throughout the
treatment period (gastrointestinal symptoms, irregular respiration,
aggressiveness or immobility); no signs were detected (Table 2).

Mouse body weight was also monitored, showing no obvious
changes (Fig. 5A). At the end of the experiment, we tested serum and
urine for signs of in vivo toxicity. Analysis of serum from TCTP-ASO- or
TCTP-LASO-injected mice compared to controls showed no significant
differences in creatinine levels (Fig. 5B).

In TCTP-ASO-treated mice we found increased levels of alanine
aminotransferase (ALT), and aspartate aminotransferase (AST), en-

Table 2
Analysis of mice behavior and signs of systemic toxicity during treatment. Symbols: +,
normal; + , slightly reduced without affecting the ability to obtain food or water.

Control ASO TCTP ASO Control LASO TCTP LASO
Body weight Normal Normal Normal Normal
Diarrhea Neg Neg Neg Neg
Respiration Normal Normal Normal Normal
Aggressiveness Neg Neg Neg Neg
Mobility + + + +
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zymes associated mainly with hepatic damage (Fig. 5C). However,
these increases did not compromise mouse survival, and induced no
signs of animal distress. Treatment with TCTP-LASO did not induced
increased aminotransferase levels, suggesting reduced toxicity com-
pared to TCTP-ASO (Fig. 5C). Biochemical analysis of urine showed
normal results for all parameters analyzed (Table 3).

4. Discussion

While it is easy to confer stability to antisense agents by chemical
modifications, the improvement of pharmacokinetic parameters, cellu-
lar uptake and bioavailability has proven to be much more challenging.
As yet, very few oligonucleotides are on the market. In the present
study we have tested a novel ASO lipid modification that might help
overcome these limitations.

TCTP is abundantly expressed in many cancer types [28,29],
including PC [30]. Although the role of TCTP in prostate cancer cells
is not well understood, TCTP has been reported to cause resistance to
androgen withdrawal and chemotherapy in PC [7,11]. Furthermore, a
study showed that somatostatin, a growth inhibitory hormone, down-
regulates the expression of TCTP in LNCaP cells [31], suggesting that
manipulating the expression of TCTP can be a useful strategy to control
cell growth. We have previously shown that TCTP is overexpressed in
CRPC, and p53 expression and function are lost in this type of cancer.
Furthermore, we developed and patented a first generation ASO to
target and inhibit TCTP expression. We choose the ASO strategy since
ASOs can be used for human therapy by inhibiting specifically target
genes, especially those difficult to target with small chemical inhibitors
or neutralizing antibodies. We have shown that TCTP-ASO significantly
inhibits CRPC progression in pre-clinical models and restores p53
expression and function [7]. In order to improve the delivery and
bioavailability of TCTP-ASO, we developed novel ASOs, modified using
a lipid conjugate attached to the 5’ extremity of the oligonucleotide
(Fig. 1). Numerous reports have demonstrated that naked oligonucleo-
tides are internalized poorly by cells [32,33]. To improve cellular
uptake and activity, a range of chemical modifications have been
developed [18-20,22-24]. Indeed, free uptake of a 16-mer LNA PS
gapmer ASO targeting bcl-2 was reported in several cell lines, unlike
longer 20-mer PS ASO which is ineffectively internalized by cells [34].
Here we show that the addition of a lipid sequence at the 5’ extremity of
this type of ASOs enhances its penetration inside the cells, and its
efficiency in absence of other transfection agents, since TCTP-LASO
uptake was faster compared to TCTP-ASO in PC-3 cells (Fig. 2). Cellular
uptake of oligonucleotides is usually achieved by adsorptive endocy-
tosis [35,36]. There are several endocytic pathways that could be
involved in ASO penetration inside the cell, such as macropinocytosis,
clathrin-mediated endocytosis, and caveolae-mediated endocytosis. Our
results indicate that TCTP-ASO is internalized via macropinocytosis,
confirming what has been described in literature. Indeed, Koller et al.
show that unmodified oligonucleotides uptake pathway is endosomal,
with the functional uptake pathway being clathrin and caveolin-
independent in hepatocytes [37]. Furthermore, we show that lipid
addition doesn't affect the internalization mode, since TCTP-LASO is
also internalized by macropinocytosis (Fig. 2). Some studies conducted
on siRNA delivery, show that diverse lipophilic conjugates, specifically
cholesterol can mediate siRNA cellular uptake, through a common
mechanism, leading to endogenous gene silencing in vivo [38,39]. The
authors support the hypothesis that LDL and HDL particles mediate
uptake of cholesterol-siRNA, by receptor-mediated internalization, in
tissues [38]. Concerning siRNA formulated with lipoplexes and lipid
nanoparticles, Wittrup et al. show by live-cell imaging that they are
both taken up by endocytosis and accumulate in late endosomes and
lysosomes. They show that siRNA release occurs from maturing
endosomes [39]. Understanding the regulation of this release can
improve cytosolic delivery of candidate nucleic acids.

In the present study we show that TCTP-ASO downregulates TCTP
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Fig. 5. In vivo toxicity of ASOs and LASOs. A) Body weight of Control-ASO-, TCTP-ASO-, Control-LASO- and TCTP-LASO-treated mice was monitored over the duration of the experiment.
B, C) Biochemistry of blood samples collected from Control-ASO-, TCTP-ASO-, Control-LASO- and TCTP-LASO-treated mice at the end of the experiment. Serum concentrations of (B)
creatinine, and (C) alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) were analyzed. Data are shown as mean + SEM. Two-tailed, unpaired Student’s r-test,

“p = 0.05.

Table 3
Urine biochemical analysis results after treatment. Analysis performed using reactive test
strips for urine. Symbols: —, negative; Tr, trace; = , 10 erythrocytes/ul.

Control ASO TCTP ASO Control LASO TCTP LASO

Leucocytes . = /Tr —/Tr -

Nitrite - - - -

Protein —=/Tr =/Tr =/Tr = /Tr

pH 6.0 6.0 6.0 6.0

Blood + + + +

Ketone -

Glucose - - - -

expression when transfection is performed in the presence of oligofec-
tamine (Fig. 3). The lipid modification of ASO makes it possible to
obtain the same effect without any transfection agent added. We also
observed that reduced levels of TCTP correlate with decreased PC-3 cell
viability in vitro, confirming TCTP major role in cell growth and
survival [28,29,40,41]. These results confirm what has been described
in previous studies, in which gene silencing of TCTP by siRNA caused
growth suppression and apoptosis of PC cells [8].

TCTP-LASO efficiency was confirmed in vivo. Serial intraperitoneal
injections of both TCTP-ASO and TCTP-LASO lead to delayed tumor
progression in a murine xenograft model of CRPC (Fig. 4). TCTP
expression was downregulated in vivo after 7 days of treatment in both
TCTP-ASO and TCTP-LASO groups compared to their respective con-
trols (Fig. 4). These results are consistent with our previous work, in
which systemic administration of TCTP-ASO suppressed PC-3 and
LNCaP tumor growth in vivo, and significantly enhanced docetaxel
activity [7].

The high rate of disappointing results of clinical trials using ASOs is
mainly due to toxicity. Previous clinical and preclinical studies reported
adverse effects of ASOs injury on liver and kidneys, two primary organs
of oligonucleotide accumulation, as well as local reactions at the
injection site [42-44]. It seems that oligonucleotides as a chemical
class are particularly associated with these types of toxicities. Here we
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show that, under the experimental conditions used, TCTP-ASO induced
an increase in transaminases (Fig. 5). However the levels detected were
within the range of normal values for male Swiss nude (Nu/Nu) mice
[45], except for AST levels in one TCTP-ASO-treated mouse. In contrast,
TCTP-LASO showed no adverse effects, suggesting that the treatment
did not cause systemic toxicity to animals.

5. Conclusions

In this study we present a novel lipid modification at the 5’
extremity of ASO molecules. This lipid-modified antisense presents
improved cell uptake and efficiency in the absence of additional
transfection agents. Furthermore, we provided preclinical proof that
the treatment with lipid-modified TCTP-ASO delays tumor progression
in a murine xenograft model of PC, with reduced toxicity compared to
TCTP-ASO.

Supplementary data to this article can be found online at http://dx.
doi.org/10.1016/j.jconrel.2017.04.042.

Competing financial interest

J.A,, P.B,, K.O. and P.R. are inventors on two patents filed by the
Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale (INSERM,
France), entitled “Hydrophobically modified ASOs comprising a ketal
group” (patent application number PCT/IB2013/001517) and
“Hydrophobically modified antisense oligonucleotides comprising a
triple alkyl chain” (patent application number PCT/EP2014/061762).

Acknowledgments

S.K. receives a doctoral contract from INSERM and AMU, RM holds
a post-doctoral contract from the Société d'Accélération du Transfert de
Technologies (SATT) Sud Est. This work was supported by grants from
the agence nationale de la recherché (ANR, ANR-11-EMMA-022-02),
INSERM Transfert (RSE14046ASA), SATT (276-UAM2-SDV-11-INSE),
ARTP (ARTP2014-01), AFU (AFU2015-NB), Vietnamese Goverment




Activités Biologiques

Utilisation des conjugués LASO dans le cancer de la prostate résistant a la castration

S. Karaki et al.

Scolarship (844458G), ITMO (BioSysCall#A12171AS) and Amidex
(AM14AVHRXX). Transmission electron microscopy experiments were
performed at the Bordeaux Imaging Center, a service unit of the CNRS-
INSERM and Bordeaux University, member of France-Biolmaging, a
national infrastructure for Biological Imaging.

References

[1]

[2]
[3]

[4]

[5]

[6]

[7

—

(8]

[9]

[10]

[11]
[12]
[13]
[14]

[15]

[16]

[17]

[18]
[19]
[20]

[21]

[22]

[23]

M. Malvezzi, G. Carioli, P. Bertuccio, T. Rosso, P. Boffetta, F. Levi, C. La Vecchia,
E. Negri, European cancer mortality predictions for the year 2016 with focus on
leukaemias, Ann. Oncol. 27 (2016) 725-731.

R.L. Siegel, K.D. Miller, A. Jemal, Cancer statistics, 2016, CA Cancer J. Clin. 66
(2016) 7-30.

A. Fusi, G. Procopio, S. Della Torre, R. Ricotta, G. Bianchini, R. Salvioni, L. Ferrari,
A. Martinetti, G. Savelli, S. Villa, E. Bajetta, Treatment options in hormone-
refractory metastatic prostate carcinoma, Tumori 90 (2004) 535-546.

D.P. Petrylak, C.M. Tangen, M.H. Hussain, P.N. Lara Jr., J.A. Jones, M.E. Taplin,
P.A. Burch, D. Berry, C. Moinpour, M. Kohli, M.C. Benson, E.J. Small, D. Raghavan,
E.D. Crawford, Docetaxel and estramustine compared with mitoxantrone and
prednisone for advanced refractory prostate cancer, N. Engl. J. Med. 351 (2004)
1513-1520.

LF. Tannock, R. de Wit, W.R. Berry, J. Horti, A. Pluzanska, K.N. Chi, S. Oudard,
C. Theodore, N.D. James, I. Turesson, M.A. Rosenthal, M.A. Eisenberger, Docetaxel
plus prednisone or mitoxantrone plus prednisone for advanced prostate cancer, N.
Engl. J. Med. 351 (2004) 1502-1512.

R.J. van Soest, E.S. de Morree, L. Shen, L.F. Tannock, M.A. Eisenberger, R. de Wit,
Initial biopsy Gleason score as a predictive marker for survival benefit in patients
with castration-resistant prostate cancer treated with docetaxel: data from the
TAX327 study, Eur. Urol. 66 (2014) 330-336.

V. Baylot, M. Katsogiannou, C. Andrieu, D. Taieb, J. Acunzo, S. Giusiano, L. Fazli,
M. Gleave, C. Garrido, P. Rocchi, Targeting TCTP as a new therapeutic strategy in
castration-resistant prostate cancer, Mol. Ther. 20 (2012) 2244-2256.

M. Gnanasekar, S. Thirugnanam, G. Zheng, A. Chen, K. Ramaswamy, Gene silencing
of translationally controlled tumor protein (TCTP) by siRNA inhibits cell growth
and induces apoptosis of human prostate cancer cells, Int. J. Oncol. 34 (2009)
1241-1246.

M. Kaarbo, M.L. Storm, S. Qu, H. Waehre, B. Risberg, H.E. Danielsen, F. Saatcioglu,
TCTP is an androgen-regulated gene implicated in prostate cancer, PLoS One 8
(2013) e69398.

B.J. Rocca, A. Ginori, A. Barone, C. Calandra, F. Crivelli, G. De Falco, S. Gazaneo,
S. Tripodi, G. Cevenini, M.T. del Vecchio, M.R. Ambrosio, P. Tosi, Translationally
controlled tumor protein in prostatic adenocarcinoma: correlation with tumor
grading and treatment-related changes, Biomed. Res. Int. 2015 (2015) 985950.

J. Acunzo, V. Baylot, A. So, P. Rocchi, TCTP as therapeutic target in cancers, Cancer
Treat. Rev. 40 (2014) 760-769.

U.A. Bommer, B.J. Thiele, The translationally controlled tumour protein (TCTP),
Int. J. Biochem. Cell Biol. 36 (2004) 379-385.

S.M. Macdonald, Potential role of histamine releasing factor (HRF) as a therapeutic
target for treating asthma and allergy, J. Asthma Allergy 5 (2012) 51-59.

S.M. MacDonald, T. Rafnar, J. Langdon, L.M. Lichtenstein, Molecular identification
of an IgE-dependent histamine-releasing factor, Science 269 (1995) 688-690.

M. Nagano-Ito, S. Ichikawa, Biological effects of mammalian translationally
controlled tumor protein (TCTP) on cell death, proliferation, and tumorigenesis,
Biochem. Res. Int. 2012 (2012) 204960.

R. Amson, S. Pece, J.C. Marine, P.P. Di Fiore, A. Telerman, TPT1/TCTP-regulated
pathways in phenotypic reprogramming, Trends Cell Biol. 23 (2013) 37-46.

M. Tuynder, G. Fiucci, S. Prieur, A. Lespagnol, A. Geant, S. Beaucourt, D. Duflaut,
S. Besse, L. Susini, J. Cavarelli, D. Moras, R. Amson, A. Telerman, Translationally
controlled tumor protein is a target of tumor reversion, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S.
A. 101 (2004) 15364-15369.

P.M. Moreno, A.P. Pego, Therapeutic antisense oligonucleotides against cancer:
hurdling to the clinic, Front. Chem. 2 (2014) 87.

J.K. Watts, D.R. Corey, Silencing disease genes in the laboratory and the clinic, J.
Pathol. 226 (2012) 365-379.

J. Winkler, Oligonucleotide conjugates for therapeutic applications, Ther. Deliv. 4
(2013) 791-809.

W.R. Epa, P. Rong, P.F. Bartlett, E.J. Coulson, G.L. Barrett, Enhanced down-
regulation of the p75 nerve growth factor receptor by cholesteryl and bis-
cholesteryl antisense oligonucleotides, Antisense Nucleic Acid Drug Dev. 8 (1998)
489-498.

G. Godeau, C. Staedel, P. Barthélémy, Lipid-conjugated oligonucleotides via "click
chemistry" efficiently inhibit hepatitis C virus translation, J. Med. Chem. 51 (2008)
4374-4376.

S. Ellipilli, R. Murthy, K.N. Ganesh, Perfluoroalkylchain conjugation as a new tactic

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

Confidentiel

Journal of Controlled Release 258 (2017) 1-9

for enhancing cell permeability of peptide nucleic acids (PNAs) via reducing the
nanoparticle size, Chem. Commun. 52 (2016) 521-524.

G. Godeau, H. Arnion, C. Brun, C. Staedel, P. Barthélémy, Fluorocarbon oligonu-
cleotide conjugates for nucleic acids delivery, Med. Chem. Commun. 1 (2010)
76-78.

A. Aime, N. Beztsinna, A. Patwa, A. Pokolenko, I. Bestel, P. Barthelemy, Quantum
dot lipid oligonucleotide bioconjugates: toward a new anti-microRNA nanoplat-
form, Bioconjug. Chem. 24 (2013) 1345-1355.

A. Gissot, C. Di Primo, I. Bestel, G. Giannone, H. Chapuis, P. Barthelemy, Sensitive
liposomes encoded with oligonucleotide amphiphiles: a biocompatible switch,
Chem. Commun. (Camb.) (2008) 5550-5552.

A. Pokolenko, A. Gissot, B. Vialet, K. Bathany, T. Alain, P. Barthélémy, Lipid
oligonucleotide conjugates as responsive nanomaterials for drug delivery, J. Mater.
Chem. B 1 (2013) 5329-5334.

F. Li, D. Zhang, K. Fujise, Characterization of fortilin, a novel antiapoptotic protein,
J. Biol. Chem. 276 (2001) 47542-47549.

M. Tuynder, L. Susini, S. Prieur, S. Besse, G. Fiucci, R. Amson, A. Telerman,
Biological models and genes of tumor reversion: cellular reprogramming through
tptl/TCTP and SIAH-1, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 99 (2002) 14976-14981.

F. Arcuri, S. Papa, A. Carducci, R. Romagnoli, S. Liberatori, M.G. Riparbelli,

J.C. Sanchez, P. Tosi, M.T. del Vecchio, Translationally controlled tumor protein
(TCTP) in the human prostate and prostate cancer cells: expression, distribution,
and calcium binding activity, Prostate 60 (2004) 130-140.

Z. Liu, S. Bengtsson, M. Krogh, M. Marquez, S. Nilsson, P. James, A. Aliaya,

A.R. Holmberg, Somatostatin effects on the proteome of the LNCaP cell-line, Int. J.
Oncol. 30 (2007) 1173-1179.

C.F. Bennett, M.Y. Chiang, H. Chan, J.E. Shoemaker, C.K. Mirabelli, Cationic lipids
enhance cellular uptake and activity of phosphorothioate antisense oligonucleo-
tides, Mol. Pharmacol. 41 (1992) 1023-1033.

G.D. Gray, S. Basu, E. Wickstrom, Transformed and immortalized cellular uptake of
oligodeoxynucleoside phosphorothioates, 3’-alkylamino oligodeoxynucleotides, 2’
O-methyl oligoribonucleotides, oligodeoxynucleoside methylphosphonates, and
peptide nucleic acids, Biochem. Pharmacol. 53 (1997) 1465-1476.

C.A. Stein, J.B. Hansen, J. Lai, S. Wu, A. Voskresenskiy, A. Hog, J. Worm,

M. Hedtjarn, N. Souleimanian, P. Miller, H.S. Soifer, D. Castanotto,

L. Benimetskaya, H. Orum, T. Koch, Efficient gene silencing by delivery of locked
nucleic acid antisense oligonucleotides, unassisted by transfection reagents, Nucleic
Acids Res. 38 (2010) e3.

S.L. Loke, C.A. Stein, X.H. Zhang, K. Mori, M. Nakanishi, C. Subasinghe, J.S. Cohen,
L.M. Neckers, Characterization of oligonucleotide transport into living cells, Proc.
Natl. Acad. Sci. U. S. A. 86 (1989) 3474-3478.

L.A. Yakubov, E.A. Deeva, V.F. Zarytova, E.M. Ivanova, A.S. Ryte, L.V. Yurchenko,
V.V. Vlassov, Mechanism of oligonucleotide uptake by cells: involvement of specific
receptors? Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 86 (1989) 6454-6458.

E. Koller, T.M. Vincent, A. Chappell, S. De, M. Manoharan, C.F. Bennett,
Mechanisms of single-stranded phosphorothioate modified antisense oligonucleo-
tide accumulation in hepatocytes, Nucleic Acids Res. 39 (2011) 4795-4807.

C. Wolfrum, S. Shi, K.N. Jayaprakash, M. Jayaraman, G. Wang, R.K. Pandey,

K.G. Rajeev, T. Nakayama, K. Charrise, E.M. Ndungo, T. Zimmermann,

V. Koteliansky, M. Manoharan, M. Stoffel, Mechanisms and optimization of in vivo
delivery of lipophilic siRNAs, Nat. Biotechnol. 25 (2007) 1149-1157.

A. Wittrup, A. Ai, X. Liu, P. Hamar, R. Trifonova, K. Charisse, M. Manoharan,

T. Kirchhausen, J. Lieberman, Visualizing lipid-formulated siRNA release from
endosomes and target gene knockdown, Nat. Biotechnol. 33 (2015) 870-876.
T.H. Chan, L. Chen, X.Y. Guan, Role of translationally controlled tumor protein in
cancer progression, Biochem. Res. Int. 2012 (2012) 369384.

S.H. Chen, P.S. Wu, C.H. Chou, Y.T. Yan, H. Liu, S.Y. Weng, H.F. Yang-Yen, A
knockout mouse approach reveals that TCTP functions as an essential factor for cell
proliferation and survival in a tissue- or cell type-specific manner, Mol. Biol. Cell 18
(2007) 2525-2532.

P.P. Seth, A. Siwkowski, C.R. Allerson, G. Vasquez, S. Lee, T.P. Prakash,

E.V. Wancewicz, D. Witchell, E.E. Swayze, Short antisense oligonucleotides with
novel 2-4” conformationaly restricted nucleoside analogues show improved po-
tency without increased toxicity in animals, J. Med. Chem. 52 (2009) 10-13.

R. Stanton, S. Sciabola, C. Salatto, Y. Weng, D. Moshinsky, J. Little, E. Walters,

J. Kreeger, D. DiMattia, T. Chen, T. Clark, M. Liu, J. Qian, M. Roy, R. Dullea,
Chemical modification study of antisense gapmers, Nucleic Acid Ther. 22 (2012)
344-359.

E.E. Swayze, A.M. Siwkowski, E.V. Wancewicz, M.T. Migawa, T.K. Wyrzykiewicz,
G. Hung, B.P. Monia, C.F. Bennett, Antisense oligonucleotides containing locked
nucleic acid improve potency but cause significant hepatotoxicity in animals,
Nucleic Acids Res. 35 (2007) 687-700.

Normal Blood Biochemistry Values for Nude Mice. Charles River Laboratories.
http://www.criver.com/files/pdfs/rms/nunu/rm_rm_r_nunu_mouse_clinical_
pathology_data.aspx (accessed 31.01.17).

97




Activités Biologiques
Utilisation des conjugués LASO dans le cancer de la prostate résistant a la castration

Ce travail a mis en évidence l'activité inhibitrice de la séquence ASO sélectionnée, in
vitro et in vivo, ainsi que I'auto-vectorisation des oligonucléotides ASO conjugués avec le
nucléolipide (LASO). Il est important de noter que la conjugaison de l'oligonucléotide
avec le nucléolipide correspondant n’altére pas son activité inhibitrice envers la
protéine TCTP. En conclusion, cette étude montre I'avantage d’utiliser les conjugués
nucléolipidiques (LASO et LScr) pour la transfection d’oligonucléotides in vitro et in vivo

sans modifier les parametres physiologiques ni le comportement des animaux.

Cependant, dans cette étude les molécules d’intérét sont injectées par voie intra-
péritonéale et la biodistribution ainsi que la pharmacocinétique de la molécule n’ont pas
été évaluées. De plus, le mécanisme d’inhibition du LASO n’a pas pu étre élucidé. Cette
expérience fait état de preuve de concept et constitue un premier pas dans l'utilisation

de cette nouvelle technologie pour une approche thérapeutique des oligonucléotides.
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Mécanisme d’action du LASO

B. Mécanisme d’action du LASO

Le LASO a été étudié en solution avec '’ARN complémentaire synthétique
précédemment décrit (Chapitre Il F) et la RNase H commerciale. Apres 24 h d’'incubation
a 37°C, 'enzyme est dénaturé par chauffage a 65°C et l'activité ribonucléase est

observée par électrophorese sur gel d’acrylamide (Figure 38).
Structure supramoléculaire

Clivage de I’ARN

ASO LASO avec le lipide en 3’
[ A \ A \ par la RNase H
2’0Me 2'0OMe
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Figure 38 : Electrophoreése sur gel de polyacrylamide en condition dénaturante des
oligonucléotides inhibiteurs avec '’ARN complémentaire et la RNase H

Les pistes 1 et 13 correspondent a I'échelle moléculaire possédant des marqueurs de taille d’oligonucléotides de 30,
25, 20, 15, 10 et 8 nucléotides. Les pistes 2 et 3 représentent les contrdles positifs sans conjugaison ASO PO et PTO.
Les pistes 4 a 10 correspondent a la visualisation des différentes séries conjuguées avec le nucléolipide, la derniére
étant le LASO PTO conjugué a l'extrémité 3’. Les 2 derniéres pistes (11 et 12) sont les contréles sans
oligonucléotides antisens. ASO: oligonucléotide antisens; LASO: conjugué nucléolipidique ASO. PO:
phosphodiester ; PTO : phosphorothioate ; 2’-OMe : modification par ajout d’'un groupement méthyle en position 2’;
2’-0-MOE : modification par ajout d'un groupement méthoxyéthyle en position 2’; 2’-F : modification de I'alcool
secondaire en position 2’ par un Fluor.

Cette expérience permet d’observer le mécanisme de clivage de I'’ARN par la RNase H.
Les chimies PO et PTO engendrent une reconnaissance du duplexe oligonucléotides
ADN/ARN et le clivage de 'ARN par I'’enzyme (Pistes 2 et 3). Sur les pistes suivantes,
aucune série ne permet le clivage de I'’ARN, hormis lorsque la conjugaison du
nucléolipide est effectuée a l'extrémité 3’. Ceci peut étre expliqué par une
reconnaissance du duplexe par I'extrémité 5 de 'oligonucléotide, empéchant donc le
clivage lorsque le nucléolipide est conjugué a cette extrémité. Cependant, l'activité
inhibitrice du LASO est conservée in vitro et in vivo comme cela a été démontré

précédemment dans le Chapitre III A par le dosage de la protéine TCTP. Une hypothese

serait alors que cet oligonucléotide s’hybride suffisamment a son complémentaire pour
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empécher une traduction par encombrement stérique. De plus, les assemblages
supramoléculaires des LASO sont observés pour toutes les conditions comportant des

conjugués nucléolipidiques méme en conditions dénaturantes.

Cette étude montre que le mécanisme d’inhibition de I'’ASO transfecté est différent de
celui du LASO comportant la conjugaison a I'extrémité 5’. Cette différence de mécanisme
d’action par le greffage d’'une molécule a 'extrémité 5’ sur des siARN a déja été observée
dans I'étude de Chiu et Rana (Chiu and Rana, 2003). Cependant, afin de conserver la
méme activité, I'inhibition de I'expression protéique a été évaluée en présence du LASO

conjugué a I'extrémité 3’ qui présente un mécanisme d’inhibition par la RNase H.
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C. Evaluation de l'activité inhibitrice in vitro des différents
conjugués LASO

L’activité des différentes conjugaisons nucléolipidiques effectuées aux extrémités
5’, 3’ ou comportant le pont disulfure a I'extrémité 5’ de I'oligonucléotide, est évaluée
apres incubation en présence de cellules cancéreuses PC-3. Les études de Western blot
permettent de visualiser le degré d’inhibition des différents conjugués par comparaison

avec la séquence contrdle Scr correspondante (Figure 39).

A Scr ASO

PC3 20 50 70 100 20 50 70 100 nM
— . —— —— .. TCTP

-— --M pe— GAPDH

B LScr LASO

PC-3 20 50 70 100 20 50 70 100 nM

SR — S —— TcTP

. CTTRSC TR | e AEMRITS | SR cmm— RO GAPDH

C LScr SS LASO SS

PC-3 20 50 70 100 20 50 70 100 nM

\-.-.——-.‘....._.—_. TCTP

T Tt W S e S w— w— wp® GAPDH

D LScr 3’ LASO 3’
100 nM 100 nM

[ S G SR S DO

Figure 39 : Western Blot montrant I'effet inhibiteur des différentes conjugaisons LASO

Effet des modifications chimiques sur I'inhibition de la protéine TCTP dans les cellules PC-3. A : Le contrdle positif
correspond a I’ASO transfecté par l'oligofectamine™. B : Effet inhibiteur du LASO conjugué a l'extrémité 5’ sans
oligofectamine™. C : Effet inhibiteur du LASO SS conjugué a I'extrémité 5’ par un pont disulfure. D : Effet inhibiteur
du LASO conjugué a I'extrémité 3’ a 100 nM.

ASO : oligonucléotide antisens, LASO: conjugué nucléolipidique ASO, Scr: séquence contrdle, LScr: conjugué
nucléolipidique Scr, LScr SS : séquence contrdle comportant un pont disulfure reliant le nucléolipide a I'extrémité 5’,
LASO SS: séquence ASO comportant un pont disulfure reliant le nucléolipide a I'extrémité 5’, LScr 3’: séquence
contrdle conjuguée par le nucléolipide a l'extrémité 3’, LASO 3’:séquence ASO conjuguée par le nucléolipide a
I'extrémité 3’ ; TCTP : Protéine cible ; GAPDH : Protéine de ménage (contrdle).

La figure 39 A correspond au contrdle positif de I'inhibition de la protéine TCTP dans les
cellules PC-3 par transfection de ’ASO par 'oligofectamine™. Les expériences montrent
tout d’abord que le LASO conjugué a l'extrémité 5’ non transfecté par un agent
commercial présente une inhibition de la cible non négligeable (Figure 39 B). Cet effet
est cependant plus faible qu’avec le contrdle positif ASO transfecté par I'oligofectamine™

mais 'absence d’agent de transfection fait de cette molécule un avantage certain pour
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une application thérapeutique. Le conjugué clivable LASO SS ne présente aucune activité
inhibitrice (Figure 39 C) et le LASO conjugué a I'’extrémité 3’ utilise un mécanisme RNase
H montré au Chapitre III B mais n’améliore pas I'activité inhibitrice en regard du LASO

conjugué a 'extrémité 5’ (Figure 39 D).

Les résultats de ces études biologiques confirment la pertinence d’utiliser les
conjugaisons nucléolipidiques pour I'inhibition de la protéine TCTP dans le traitement
de CRPC. Dans ce travail, il a été montré que le greffage permet une auto-internalisation
cellulaire de I'oligonucléotide, tout en conservant son activité inhibitrice. Le mécanisme
d’inhibition est cependant différent entre le controle ASO transfecté et la conjugaison du
nucléolipide a l'extrémité 5’. Lorsque le greffage est réalisé a l'extrémité 3’
I'oligonucléotide conserve son mécanisme d’'inhibition de la protéine TCTP par la
RNase H, tout comme I’ASO transfecté, tandis que lorsque le nucléolipide est conjugué a

I'extrémité 5’, I'activité inhibitrice est certes conservée mais par un mécanisme ne

faisant pas intervenir cet enzyme.

De plus, I'optimisation par pont disulfure s’est avéré étre un échec par I'absence de

clivage mais également par I'absence d’inhibition de la cible.

L’étude réalisée sur la conjugaison a 'extrémité 5’ de l'oligonucléotide a confirmé son
autosuffisance pour linternalisation par macropinocytose. Les expériences de
microscopie a fluorescence montrent cependant une accumulation dans le cytoplasme
cellulaire. L’activité inhibitrice est conservée, in vitro et in vivo, avec une efficacité

thérapeutique augmentée par rapport a I'oligonucléotide nu.
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IV. Formulation d’agents thérapeutiques

Les NL sont des molécules étudiées au laboratoire pour de nombreuses
applications, notamment l’encapsulation et la vectorisation de substances actives ou
d’acides nucléiques. L’utilisation de ces bioconjugués nucléolipidiques offre des

propriétés d’auto-assemblages efficaces pour la formulation.

Les structures et les propriétés amphiphiles de cette famille de molécule sont
intéressantes pour la formulation. Leur organisation en assemblage supramoléculaire
permet la formation de zones hydrophobes ainsi qu'une couronne hydrophile dans un
milieu aqueux. De plus, la charge de ces molécules peut étre anionique, cationique,
neutre ou zwitterionique. Dans cette étude, des NL cationique (DOTAU) et anionique
(DiC16dT), synthétisés au laboratoire ChemBioPharm, ont été utilisés en tant que vecteur
d’encapsulation. En fonction de la substance active a encapsuler, la nature du NL est

adaptée afin d’obtenir le meilleur rapport de charge pour I’encapsulation.

A. Formulation d’'un nouveau composé dérivé de phénazine

Les phénazines sont des molécules tricycliques constituées d'un noyau pyrazine
et de deux cycles benzéniques. Cette famille de composés est régulierement utilisée
comme colorant ou teinture dans l'industrie, par exemple le colorant rouge neutre

(Figure 40).
/N /N NH,
N
Figure 40 : Structure moléculaire d'une phénazine utilisée comme colorant, le rouge
neutre

En 2007, une étude scientifique met en lumiere les propriétés anticancéreuses générées
par des dérivés de phénazine (Lewis et al., 2007). L’équipe du Dr M. Camplo, du Centre
Interdisciplinaire de Nanoscience de Marseille, en collaboration avec le Dr P.Rocchi du
CRCM, s’intéresse a la synthese et aux propriétés de dérivés de phénazine comme agent
anticancéreux. Le 2,3-Dialkoxyphenazine a montré des effets antiprolifératifs sur le
cancer du pancréas avec des effets similaires a l'anticancéreux de référence, le
gemcitabine. L’avantage réside dans la dose administrée in vivo dix fois inférieure au

gemcitabine pour obtenir la méme inhibition (Moris et al., 2015).
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Un autre dérivé, appelé Ph 14 et synthétisé par I'équipe du Dr M. Camplo, a récemment
montré des propriétés anticancéreuses dans le cancer de la prostate. Cette nouvelle
molécule (Figure 41), portant des chaines apolaires, est insoluble dans I'’eau. Ce composé
est solubilisé en présence de DMSO pour son étude dans le cancer de la prostate. Ce

solvant est bien entendu non compatible avec le vivant, limitant donc une activité

0. N NH,
N P VG e 7
PN N AN NN X,

(0} N NH,

Figure 41 : Structure moléculaire du dérivé phénazine (Ph 14)

thérapeutique.

L’article publié dans Oncotarget (Ziouziou et al, 2017) démontre le mécanisme
d’inhibition de ce composé dans le cas du traitement de CRPC. Cette molécule inhibe
spécifiquement l'interaction entre la protéine Hsp27 et le facteur d’initiation de la
traduction eucaryote elF4E (pour eukaryotic translation Initiation Factor 4E en anglais).
Le dérivé de phénazine, appelé Ph 14, entraine une inhibition de la prolifération des
cellules indépendantes aux androgénes in vitro et in vivo. De plus, elle restaure la
sensibilité au docétaxel des cellules résistantes au traitement. Cette étude montre
I'intérét de Ph 14 pour restaurer les hormono- ou chimio-thérapies dans le traitement
de cancers ne présentant aucune autres alternatives thérapeutiques (Ziouziou et al,

2017).

L’encapsulation de Ph 14 par des vecteurs a été étudiée afin d’améliorer sa solubilité
dans une phase aqueuse et sa biodisponibilité. Les études en cours ont mis en évidence
I'intérét d’utiliser les NL dans ce sens pour augmenter la biodisponibilité de Ph 14 et
d’augmenter l'effet inhibiteur d’interaction entre Hsp27 et elF4E (these de doctorat H.
Ziouziou, 2017).

De plus, l'utilisation du LASO anti-TCTP, présentant un nucléolipide couplé a la séquence
d’oligonucléotides inhibitrice de la protéine TCTP (Chapitre III C), comme agent de
formulation a été étudiée. Les chaines hydrophobes de Ph 14 peuvent interagir avec le
NL conjugué au LASO afin de générer des effets hydrophobes et donc de protéger la
substance active. Cette encapsulation est réalisée par réhydratation d'un film de Ph 14

avec une solution de LASO dans I'eau distillée.
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1. Caractérisation des complexes LASO / Ph 14

Les objets formés sont caractérisés en DLS et présentent une taille moyenne

monodisperse de 195 nm apres formulation (Figure 42).

—J0-PdI 0,166 J+71-Pdl1 0,137

w
o

25

10 /\
_/

Taille (d.nm)

Intensité (%)
=N
ocouvnowno

1000 10000

Figure 42 : Mesure du diameétre hydrodynamique de la formulation LASO / Ph 14

Diametre hydrodynamique moyen de la formulation fraiche (JO) et apres 71 jours a 4°C (J+71) mesuré en DLS par
rapport a I'intensité de signal.

La méthode de formulation par réhydratation d’un film hydrophobe de Ph 14 est efficace
pour ce composé. La taille des objets formulés est monodisperse. La réhydratation est
effectuée avec une solution de LASO solubilisés dans I'eau distillée. Les objets de taille
micellaire formés a partir d'une solution de LASO précédemment décrite dans le
Chapitre II E ne sont pas retrouvés dans cette formulation, ce qui laisse penser que

toutes les molécules de LASO sont impliquées dans la formulation LASO / Ph 14.

Le potentiel zéta de ces complexes est mesuré a -60,3 mV. Les oligonucléotides étant des
molécules polyanioniques (20 charges négatives par molécule de LASO), cette valeur

peut étre expliquée par la présence des parties oligonucléotidiques en surface

(Figure 43).
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Figure 43 : Mesure de la charge globale de surface des particules de Ph 14 formulées
avec le LASO
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Cette charge globale négative entraine une forte répulsion électrostatiques des objets
entre eux et de ce fait, empéche une agglomération des particules. La stabilité a 4° C est
évaluée pendant plus de 70 jours avec une variation de la taille de 2,5% et de
polydispersité de 17,5 % en faveur de la monodispersité égale a 0,137 (Figure 44). Les
interceptions de la courbe de corrélation avec I'axe des ordonnées du corrélogramme
sont de 0,933 a JO et de 0,945 a J+71 ce qui indique une plus grande précision des

mesures lors de cette mesure de stabilité colloidale.

250
= 200 .
150
100

*
*

Taille (d.nm

(%)
o

0 20 40 60 80

Jours

o

Figure 44 : Stabilité colloidale de la formulation LASO / Ph 14 conservée a 4 °C
Les diameétres hydrodynamiques mesurés sont représentés en noir, les Pdl en gris.

Ces objets ont été visualisés en MET apres coloration négative a I'acétate d’'uranyle. Les
tailles observées sont du méme ordre de grandeur qu'en DLS puisque des tailles

prédominantes d’environ 150 nm ont pu étre évaluées (Figure 45).

Figure 45 : Observation microscopique a un grossissement x 200.000 des formulations
LASO / Ph 14

La barre d’échelle correspond a 100 nm.

Ces formulations sont dosées par absorbance et ont montré un taux de chargement de
15 % en masse avec des concentrations de Ph 14 de 'ordre de 400 pM ce qui améliore
considérablement la solubilité de cette nouvelle molécule anticancéreuse, jusqu’alors

insoluble dans I'’eau. De plus, I'agent de formulation, ici le LASO, est une molécule active
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a part entiére ce qui pourrait permettre une double activité pour le traitement de CRPC.
Cependant, la taille de ces objets est dix fois supérieure a celle de ceux formés
uniquement avec le LASO (150 nm contre 15 nm). Les mécanismes d’internalisation et
de vectorisation de ces nouveaux objets peuvent donc étre différents. Afin de tester cette
hypothese, une étude biologique a été réalisée avec I'équipe du Dr P. Rocchi au CRCM sur

I'activité de ces complexes LASO / Ph 14.

2. Activité in vitro des complexes LASO / Ph 14

La cytotoxicité de ces nano-objets a été comparée aux résultats obtenus sur la
viabilité cellulaire des cellules PC-3 in vitro. Une étude de dose réponse a été réalisée en
comparant Ph 14 solubilisé dans le DMSO, le DMSO seul ainsi que la formulation

LASO / Ph 14 (Figure 46).

140
O Ph14

120 + { @ DMSO
% T @ Nanoph 14/TCTP-LASO

o | T11 % }
S g 2B A
E o i - y -I-
g ool - B - A
=} . . .
3 - -
2 60 U 1 f
2 W e
> 40 | .:. / I

9 8%
20 |
0

0 10 25 0100 200
Concentration en Ph 14 (uM)

Figure 46 : Dose réponse de Ph 14 non encapsulé (Ph 14), du DMSO (DMSO) et des
nanoparticules LASO / Ph 14 (Nano ph 14/ TCTP-LASO) sur une culture de cellules PC-3

Ces résultats démontrent une plus grande toxicité cellulaire en présence des composés
formulés qu’en présence de Ph 14 seul. Les cellules ne sont pas affectées par Ph 14 seul a
50 uM, tandis que la formulation LASO / Ph 14 présente une toxicité de 50 %. Ceci peut
s’expliquer par un effet synergique du LASO avec Ph 14 pour la toxicité cellulaire
cancéreuse. Une expérience préliminaire a comparé les effets de Ph 14, des complexes
LASO / Ph 14 ainsi que les deux composés (LASO et Ph 14) injectés simultanément sans

avoir été formulés. Ces trois conditions sont réalisées a 50 uM en Ph 14 et a 32 uM en
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LASO pour mimer la formulation. Ph 14 encapsulé montre une toxicité cellulaire plus
importante que les autres conditions. Une hypothese serait que Ph 14 non encapsulé
n’est pas soumis a l'internalisation cellulaire et donc ne peut pas exercer son action

thérapeutique sur l'interaction des protéines Hsp27 / elF4E.

Cette étude montre l'intérét d’utiliser les molécules d’oligonucléotides amphiphiles pour
'internalisation d’agents thérapeutiques. Il est possible de générer des objets de tailles
nanométriques par effets hydrophobes entre une molécule apolaire et les
oligonucléotides conjugués aux NL (LASO). L’utilisation d’'une séquence active dans la
pathologie entraine un double effet thérapeutique par inhibition de la cible ainsi que par
effet thérapeutique de I'anticancéreux, ici l'inhibition de l'interaction protéique
Hsp27 / elF4E. En perspective, une formulation LScr /Ph 14 sera réalisée afin de
vérifier que le changement d’activité de la formulation LASO / Ph 14, comparé aux deux
molécules seules, est due a l'internalisation de Ph 14. Cette nouvelle formulation
pourrait confirmer l'utilisation de conjugués nucléolipide-oligonucléotides en tant
qu’agent de formulation. De plus, une nouvelle formulation a plus grande échelle est en

cours de synthese afin de tester ce systéeme sur le modele murin.

Une autre étude a été réalisée afin de complexer cette méme molécule LASO avec un
anticancéreux cationique. En effet, I'utilisation d’'une molécule polyanionique qui s’auto-
assemble pourrait générer une agrégation par appariement de charges avec une
molécule cationique. Ce travail a été réalisé comme preuve de concept avec une
anthracycline régulierement utilisée dans le traitement des carcinomes mammaires, la

doxorubicine.
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B. Formulation de la doxorubicine par les LASO

La doxorubicine est une molécule utilisée en chimiothérapie dans le traitement
des carcinomes du sein, des os mais également dans les leucémies, les cancers du
poumon, de la vessie, de l'ovaire ou encore de l'estomac. Cette molécule est un
intercalant de I’ADN, qui agit également sur des enzymes (topoisomérases de type II)
impliquées dans le maintien de la structure tridimensionnelle de I’ADN lors des
phénomeénes de transcription et de réplication. La structure moléculaire de la
doxorubicine (Figure 47) présente un groupe amine primaire chargé positivement en
position C3’ en condition légerement acide (Priebe and Perez-Soler, 1993). La
formulation implique donc des interactions électrostatiques entre cette amine et les

charges négatives des phosphates de I'oligonucléotide.

NH,

Figure 47 : Structure moléculaire de la doxorubicine

La technique de formulation utilisée de type SNALP (pour Stable Nucleic Acid-Lipid
Particles en anglais) est réalisée par ajout simultané de doxorubicine dissoute dans le
meéthanol et de LASO solubilisés dans une phase aqueuse. Cette complexation est
caractérisée par DLS et présente un diametre hydrodynamique moyen de 131 nm avec
une charge de surface de -48,6 mV. L’'observation en MET est en accord avec les objets

caractérisés en DLS (Figure 48).
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Figure 48 : Caractérisation des nano-objets de LASO / Doxorubicine formulés par SNALP

A: DLS de la formulation LASO / Doxorubicine, le diametre hydrodynamique moyen est de 131 nm avec une
monodispersité de 0,159. B : La charge de surface moyenne est mesurée a -48,3 mV. C et D : L'observation en MET
expose des objets sphériques de taille correspondante a celle déterminée en DLS. Les barres d’échelles
correspondent a 200 nm pour la figure C et 100 nm pour la figure D.

Cette formulation est en cours d’évaluation biologique mais montre la possibilité de
former des nanoparticules de doxorubicine dans un assemblage supramoléculaire de
LASO. Il en résulte des nano-objets permettant un double effet thérapeutique potentiel
pour l'inhibition d'une cible d’'intérét en modulant la séquence oligonucléotidique ainsi

que l'utilisation de la doxorubicine en chimiothérapie.

Cette preuve de concept indique qu'’il est possible d’encapsuler aussi bien les composés
hydrophobes que les molécules cationiques. Ceci ouvre un panel de possibilités
important pour la vectorisation de molécules non seulement pour la thérapie
anticancéreuse mais également pour d’autres applications comme les agents d'imagerie

ou le théranostique.

Un autre anticancéreux peu soluble dans les milieux aqueux a été étudié par cette
approche dans le but, comme précédemment, d’augmenter sa solubilité et sa

biodisponibilité.
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C. Formulation de sorafénib par des nucléolipides

Le sorafénib est un médicament anticancéreux commercialisé par Bayer sous le
nom de Nexavar®. Il est utilisé en France pour le traitement des carcinomes
hépatocellulaires mais aussi pour le cancer du rein métastatique. C’est un inhibiteur de
tyrosine kinase ayant un double mécanisme d’action en inhibant la prolifération
cellulaire ainsi que l'angiogénese. Plusieurs protéines sont impactées par cette
substance active tel que les récepteurs VEGF, les protéines C-Raf et B-Raf, mais aussi les
récepteurs de facteur plaquettaire PDFGP. La toxicité de cette molécule étant
importante, ce médicament n’est utilisé qu’apres échec d'un traitement préalable a base
d’interféron alfa ou d’interleukine 2. Ce médicament n’est pas prescrit en premiere
intention. Le caractere hydrophobe de cette molécule (Figure 49) entraine une solubilité
dans les milieux aqueux de l'ordre du mg/L. Cette limitation géneére une posologie tres
élevée entrainant de ce fait une toxicité accrue. La prescription usuelle est alors de 4

comprimés de 200 mg par jour en per os.

[e]
Cl 0.
[} N/
H
N N
F H H
!
Figure 49 : Structure moléculaire du sorafénib, substance active du Nexavar®

Cette étude a porté sur I'encapsulation du sorafénib par des molécules amphiphiles de
type NL afin d’améliorer la solubilité de ce médicament dans les liquides biologiques.
Cette approche est développée a la suite d’'une publication de Khiati et al. (Khiati et al,
2011) permettant I'’encapsulation d’anticancéreux (cisplatine) mais également a la suite
de la formation de nanoparticules de nucléolipides et de PGI2, un lipide de la famille des
eicosanoides. Cette derniere formulation, nommée SLN (pour Solid Lipid Nanoparticles
en anglais), a montré les capacités d’encapsulation des nucléolipides pour un agent
d’imagerie (ici des nanoparticules d’oxydes de fer) ainsi qu'une substance active. Ces
complexes ont été utilisés a des fins théranostiques en inhibant I'agrégation plaquettaire
pour le traitement de I'athérosclérose tout en étant suivi par Imagerie par Résonance
Magnétique. Le pouvoir magnétique de ces objets a donné un signal 2,6 fois plus intense
que le Féridex®, un agent de contraste utilisé en clinique. L’activité thérapeutique est

quant a elle efficace entre 25 et 50 ng/mL de PGI2 (Oumzil et al., 2016).
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Ces résultats encourageants ont orienté nos recherches sur l'amélioration de la
solubilité du sorafénib par des SLN de méme nature, a partir des NL DOTAU et DiC1¢dT.
Cette étude est développée dans l'article publié en 2018 dans Nanoscale Reasearch

Letter ci-dessous.
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Abstract

Although the application of sorafenib, a small inhibitor of tyrosine protein kinases, to cancer treatments remains
a worldwide option in chemotherapy, novel strategies are needed to address the low water solubility (<5 uM),
toxicity, and side effects issues of this drug. In this context, the use of nanocarriers is currently investigated in
order to overcome these drawbacks. In this contribution, we report a new type of sorafenib-based nanoparticles
stabilized by hybrid nucleoside-lipids. The solid lipid nanoparticles (SLNs) showed negative or positive zeta
potential values depending on the nucleoside-lipid charge. Transmission electron microscopy of sorafenib-loaded
SLNs revealed parallelepiped nanoparticles of about 200 nm. Biological studies achieved on four different cell lines,
including liver and breast cancers, revealed enhanced anticancer activities of Sorafenib-based SLNs compared to the
free drug. Importantly, contrast phase microscopy images recorded after incubation of cancer cells in the presence of
SLNs at high concentration in sorafenib (> 80 uM) revealed a total cancer cell death in all cases. These results highlight
the potential of nucleoside-lipid-based SLNs as drug delivery systems.

Keywords: Sorafenib, Solid lipid nanoparticles, Nucleolipids, Hepatocarcinoma, Breast carcinoma, Luminal B

Background

Sorafenib commercialized under the name of Nexavar™
is a hydrophobic drug kinase inhibitor [1] approved for
the treatment of different human cancers, including
advanced renal cell carcinoma (RCC) [2], hepatocellular
carcinoma (HCC) [3], and advanced thyroid carcinoma.
Sorafenib has multiple known protein kinase targets,
including transmembrane receptors and intracellular
tyrosine and serine-threonine kinases, and has also been
shown to induce apoptosis. In terms of mechanism of
action, sorafenib is reported to inhibit tumor growth via
multi targets, acting directly on the tumor and/or on
tumor angiogenesis (through inhibition of VEGFR and
PDGER signaling) [4, 5]. Its efficacy in inhibiting malignant
cells growth has been demonstrated in many histological
cancer types such as melanoma [6], thyroid [7], pancreatic
[5], hepatocellular carcinoma, and leukemia [8], for
example. However, the low water solubility, the toxicity,
and side effects limit the use of sorafenib in many clinical

* Correspondence: philippe.barthelemy@inserm.fr

'University of Bordeaux, ARNA laboratory, F-33000 Bordeaux, France
°INSERM, U1212, ARNA laboratory, F-33000 Bordeaux, France

Full list of author information is available at the end of the article

@ Springer Open

applications. To address these issues, several sorafenib
formulations are currently under investigation [9, 10],
including liquid crystalline nanoparticles [11], nanoemulsion
[12], cyclodextrin-modified porous silicon nanoparticles
[13], drug-eluting nanocomposites [14], polyelectrolyte-
based nanoparticles [15], or curcumin self-assembled nano-
particles [16]. However, lipid nanoparticles (LNs) loaded
with sorafenib have been poorly investigated [17, 18].

Herein, we report the first example of sorafenib-
based solid lipid nanoparticles (SLNs) [19] stabilized by
nucleoside-lipids [20-22]. Chromatographic studies
achieved on positively and negatively charged nucleolipids
(DOTAU and diC;¢dT, respectively) indicate that these
amphiphiles possess the requested stability and purity for
their use within the frame of drug delivery applications
[23, 24]. A simple nanoprecipitation procedure allows the
formation of SLNs featuring either positive (SLN™) or
negative charges (SLN") (Fig. 1). It is worth noting that all
the investigated SLNs enhanced the cytotoxic effect of
sorafenib on different human carcinoma, demonstrating
that SLNs can overcome the limitations of sorafenib in
terms of aqueous solubility and anticancer activities.

© The Author(s). 2018 Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0
International License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to

the Creative Commons license, and indicate if changes were made.
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Fig. 1 Scheme of SLNs formulation. Chemical structures of an anionic nucleotide-lipid, the thymidine 3'-(1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphate)
(diC;6dT), a cationic-nucleoside-lipid DOTAU (2',3"-dioleyl-5-deoxy-5"trimethyl-ammonium-uridine), and sorafenib used in this study (left). Schematic
drawing of SLNs with parallelepiped shapes obtained after nanoprecipitation of a nucleolipid (either diC;5dT or DOTAU, leading to SLN™ and SLN®,
respectively) with sorafenib (right). The schematic representation is adapted from the transmission electronic microscopy (TEM) image showing DOTAU

sorafenib-loaded nanoparticles (inset, bar 500 nm)

Methods

Chemicals and Reagents

Methanol (MeOH), formic acid (FA), and ammonium
formate (AFNH,) were purchased from VWR Chemicals
(France) and were all HPLC (high-performance liquid
chromatography) grade. HPLC grade water (minimum
resistivity of 18.2 M()) was produced in-house by ELGA
Millipore system (France). DOTAU (CAS Number:
868226-06-6) and diC;¢dT (CAS Number: 1160002-70-9)
were synthesized in the lab according to the protocol
reported in References [23—25]. Sorafenib, 4-[4-[[4-chloro-
3-(trifluoromethyl)phenyl]carbamoy-lamino]phenoxy]-
N-methyl-pyridine-2-carboxamide (CAS number: 284461-
73-0) was purchased from SynVec http://synvec.fr
(Ref# D114250414).

Chromatography Studies

A reversed-phase UHPLC (ultra high-perfomance liquid
chromatography) method was developed for nucleolipid
(DOTAU and diC,¢dT) and sorafenib quantitation in SLN.
Before injection in HPLC, aqueous solutions of nano-
particles were diluted with ethanol by factors 5 and 10,
to quantify nucleolipids and Sorafenib, respectively.

A chromatographic system UHPLC UltiMate 3000 from
Dionex-Thermo Scientific (USA), composed of a pump
with a quaternary valve system for column selection, a
thermostated auto-sampler, and a thermostated column
compartment, was used. The separation was carried out
with the column Syncronis C18 50 x 2.1 mm, 1.7 um. The
mobile phase consisted of 70/30 MeOH/25 mM ammo-
nium acetate (pH=7.4) (A) and 26.5 mM ammonium
acetate in MeOH (pH =7.9) (B). A flow rate of 0.2 mL/min
was used, and the gradient profile was 0—2 min, 0—100% B;
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2-20 min, 100% B. The column temperature was set at
25 °C. The detection was performed at 267 nm for
sorafenib and diC,¢dT and 257 nm for DOTAU. The
injected volume was 1 pL leading to quantitation limits
of 0.6 ng for sorafenib and 15 ng for both nucleolipids
and DOTAU and diC,¢dT.

Standard curves for sorafenib, DOTAU, and diC,;cdT
in ethanol are shown in Additional file 1: Figures SI1,
S12, and SI3, respectively.

Preparation of Sorafenib Nanoparticles

Ten milligrams of sorafenib was dissolved in 1 mL of
ethanol, and 10 mg of NLs (either diC;dT or DOTAU)
was solubilized in 1 mL of ethanol. One hundred micro-
liters of NLs, 100 pL of sorafenib solutions, and 800 pL
of ethanol were mixed together at room temperature
and added dropwise into 10 mL of distilled water under
magnetic stirring. The solution was placed in ultrasonic
bath for 90 min at 25 °C. Ethanol was removed under
vacuum at 30 °C, and the volume was adjusted at 1 mL.
This solution was sonicated twice by using an ultrasonic
probe of 6 mm (Vibracell 75186) for 10 min at 100% of
amplitude with pulse of 2 sec every 5 sec. One milliliter
was dialyzed against 30 mL of distilled water for 3 x
15 min. This volume is adjusted at 2 mL and conserved
for characterization quantification and stability studies.
Also, control experiments were realized with the same
protocol in the absence of nucleolipids.

Transmission Electronic Microscopy (TEM and EDX)

Nanoparticles were visualized by negative staining micros-
copy. Ten microliters of nanoparticles was transferred to a
carbon-coated copper grid for 10 min. The sample was
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then dried and stained with 2.5% (w/w) of uranyl acetate
in water for 2 min. The specimens were observed with a
Hitachi H 7650 electron microscope. Energy-dispersive
X-ray spectroscopy was performed using a TECNAI
transmission electron microscope coupled with Quantax-
X-Flash SVE 6.

Particle Size and Zeta Determination

Particle zeta and size were determined using a Zetasizer
NanoZS, Malvern. Experiments were realized with 40 uL
of the nanoparticles diluted in 400 pL of water, and
measurements were performed at 25 °C.

Cytotoxicity Analysis

HuH7 and HepG2 were grown in monolayer in DMEM-
Glutamax supplemented with 10% fetal calf serum.
MDA-MB-134 and T-47D were grown in monolayer in
RPMI supplemented with 10% fetal calf serum (for T-47D
only, nonessential AA 1X, glucose 0.45%, insulin 10 mg L™,
and sodium pyruvate 1X). All culture reagents were from
Invitrogen. 10* cells/well in 90 pL of complete culture
medium were plated in a 96-well plate and incubated for
24 h at 37 °C and 5% CO,, before adding 10 pL of either
SLN or sorafenib in the culture medium. Sorafenib (CAS
number: 284461-73-0) was dissolved in culture medium
with 0.1% DMSO. Note that in these conditions, the max-
imum concentration of sorafenib without precipitation was
5 uM, whereas for SLNs loaded with Sorafenib, the max-
imum concentration tested was 120 pM without DMSO.
After 4 days of incubation, cell viability was assessed with
the formazan-based proliferation assay (CellTiter 96°
Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay kit,
Promega), by adding 20 pL/well of reagent solution. After
a 30-min incubation at 37 °C, 5% CQO,, the absorbance of
each well was measured at a wavelength of 492 nm using

a Berthold spectrophotometer. Results are expressed as

ODy9» of treated cells—ODyg, of blank
ODgygy0f untreated cells—ODygy of blank®

the percentage of

Cell Viability Studies

HuH7 were grown as previously described in the “Cyto-
toxicity Analysis” section. The cell viability was performed
after 4 days of incubation with SLN* loaded with sorafenib
at different concentrations (0, 1, 5, 10, 25, 50, and
100 uM) using live/dead cell viability assay (Invitrogen).
Briefly, the culture medium was removed, and adherent
cells were washed once with Hanks” Balanced Salt Solution
(HBSS). Two hundred microliters of HBSS containing
2 uM calcein acetoxymethyl ester and 4 uM ethidium
homodimer-1 was added to each well and incubated for
45 min at 37 °C and 5% CO,. After staining, the cells were
washed once with HBSS and microscopically imaged on an
inverted fluorescence microscope. The percentage of dead
cells was assessed by fluorescence-activated cell sorting
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(FACS) analysis. After staining with 4 uM of ethidium
homodimer-1 solution, cells were treated with trypsin
and washed twice with phosphate-buffered saline (PBS)
by centrifugation at 1000 rpm for 5 min. Data were
acquired on LSRFortessa flow cytometer from Becton
Dickinson, and the results were analyzed using DIVA
software. A sample of dead cells was prepared using
70% methanol and used as a control.

Results and Discussion

Synthesis and Characterization of SLNs

The non-toxicity and the self-assembly properties of the
nucleolipids render them ideal amphiphilic adjuvants for
encapsulating hydrophobic drugs such as sorafenib. In
this study, a simple nanoprecipitation procedure was
developed to address the low water solubility properties
of sorafenib and enhance its anticancer activity, which
limits in many cases its clinical use. Regarding the water
solubility, we hypothesized that the hydrophobic character,
the heterocycles, and hydrogen bonding functions of
sorafenib would favor the interactions with nucleolipids
and the formation of nanoobjects. Also, it was expected
that SLNs loaded with sorafenib should increase the
antitumor activities by enhancing the cellular uptake of
sorafenib. Indeed, in one of our previous study achieved
on cisplatin nanoparticles, we demonstrated that the
enhancement of antitumor activities of cisplatin was due
to an increased amount of drug internalized into cancer
cells [23] [1]. Our nanoprecipitation process involves three
steps: (i) the solubilization of sorafenib in ethanol at 40 °C
(10 mg/mL of sorafenib, 100 pL) and addition of one
equivalent of nucleolipid (either an anionic nucleotide-
lipid, the diCi4-3'-dT [thymidine 3°-(1,2-dipalmitoyl-su-
glycero-3-phosphate)] or a cationic nucleoside-lipid
DOTAU [23] [2',3'-dioleyl-5’-deoxy-5"-trimethyl-
ammonium-uridine], 100 pL of a solution at 10 mg/mL
in ethanol; (ii) 1 mL of the ethanol solution are added
dropwise at room temperature to 10 mL of distilled water;
and (iii) the resulting suspension was evaporated to
remove the excess of ethanol and sonicated.

Chromatographic Studies
To evaluate the drug loading capabilities of the novel
formulations, a reversed-phase UHPLC method was
developed. Using this HPLC method, the simultaneous
separation of sorafenib and nucleolipids was achieved
in 12 min, allowing the individual quantization of com-
pounds in SLNs (Additional file 1: Figure SI1-4).
Loading ratios (mass ratios of sorafenib/nucleolipids in
nanoparticles) of 50 and 80% and encapsulation yields of
sorafenib around 55 and 75% were obtained for formula-
tions composed of sorafenib/DOTAU (SLN™) and sorafenib/
diC;6dT (SLN"), respectively. During the control experiment
performed in the absence of nucleolipid, about 90% of
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sorafenib was lost during the different steps of the formula-
tion probably due to the low solubility of sorafenib in water.
This result demonstrates that nucleolipids are necessary to
solubilize sorafenib and stabilize the SLNs.

Physicochemical Studies
Dynamic light scattering (DLS) experiments were carried
out to characterize the formation of SLNs. Both negative
and positive nucleolipids (diC,dT and DOTAU) form
similar non-spherical nanoparticles with parallelepiped
shapes in aqueous solution with a monodispersity
(polydispersity index, PDI = 0.202 and 0.289; size = 335.2
and 304.4 nm, respectively, Fig. 2 and Additional file 1:
Figure SI7). As expected, the zeta potentials of SLN-based
objects depend on the nucleolipid polar heads ({=+59.1
and -54.9 mV for SLN* and SLN", see Additional file 1:
Figure SI10). The presence of sorafenib in the NP was val-
idated by TEM imaging and EDX acquisitions of a SLN-
were realized with EDX acquisitions. Fig. 2e, f shows I and
II spots. Spot I in Fig. 2f exhibits the emission of chlorine
atom (spot I, Fig. 2e, f) indicating the presence of the so-
rafenib (see chemical structure Fig. 2f). Note that chlorine
is present only in spot I and not in spot II (Fig. 2f).
Importantly, in control experiments, the nanoprecipta-
tion of sorafenib in the absence of nucleolipid did not give
rise to any nanoobject, demonstrating that the nucleolipids
allow the formation and stabilization of the SLNs.
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Stability Studies
Colloidal stabilities of SLN" and SLN~ were measured
by DLS and zeta potential at two temperatures (Fig. 3a
and Additional file 1: Figure SI10). In the case of
diC,¢dT-based formulations, the size of SLN~ was not
modified after 30 days at both 4 and 37 °C indicating a
high stability of those nanoparticles (Additional file 1:
Figure SI9). Such stability can be explained by the nature
of the interactions (involving H-bonds, 7-m stacking,
charge/charge interaction) occurring between the diC,,dT
and sorafenib. However, for DOTAU-based formulations,
SLN* were stable only at 4 °C for 30 days as revealed by
DLS studies (Fig. 3a), whereas at 37 °C, an increase of
both size and PDI was observed (Fig. 3a). This relative
instability observed at 37 °C in the case of SLN" could be
explained by repulsive coulombic interactions occurring
between the positive charges of both sorafenib and
DOTAU. Interestingly, the colloidal stability studies indi-
cate that it is possible to modulate the stability, hence the
delivery of sorafenib from the SLNs to the physiological
environment, depending on the nucleolipid used for the
stabilization of the SLNs. The stability modulation could
be attractive depending on the kinetic of release needed.
In parallel to colloidal stability, the chemical stability
of sorafenib, DOTAU, and diC,¢dT in the SLN-based
formulations was investigated as a function of time at
4 and 37 °C using a new chromatographic method

25
20
15
10

Intensity (Percent)

E o - L

30 7 Pdl: 0.289

10 100

Size (d.nm)

Fig. 2 SLNs characterization. Transmission electron microscopy (TEM) images showing the morphology of sorafenib nanoparticles with DOTAU (a) and
inset (b). Example of a DOTAU-based SLN featuring a size of 327 by 172 nm (arrows), which confirm an average size of 304 nm as measured by DLS
(d). ¢ Example of TEM image showing diC,sdT-SLNs (arrows 330 by 500 nm, respectively). (€) TEM image of a SLN-. | & Il spots are the localisations
where EDX acquisitions was performed. (f) EDX spectra at | & Il positions. Dashed line emphasized the emission of chlorine atom, which is only present
in |. Chemical structure of Sorafenib molecule is also presented. Both spectra were normalized with Cu atom emission at 8 keV (due to TEM Cu grid)
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Fig. 3 Stability studies of SLNs. Colloidal stability of SLN* (a) and chemical stability of sorafenib and DOTAU in SLN* versus time at 4 and 37 °C (b). PDI,
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(see Additional file 1: Figure SI4). Kinetic studies at both
temperatures are shown in Fig. 3b and Additional file 1:
SI5 for DOTAU-SLNs and diC,dT-SLNs, respectively.
The results show that sorafenib and diC,¢dT molecules in
formulations remain stable over at least 1 month,
indicating a long-term chemical stability at both tempera-
tures in the case of SLN". However, a decrease of DOTAU
during the time was observed in the SLN* formulations.
First, at 4 °C, losses of about 12% over 7 days and 20%
over 30 days were measured. When increasing the
temperature, DOTAU stability was decreased with a loss

of 55% over 7 days and until 95% over 30 days at 37 °C.
Such differences in chemical stability between nucleolipids
were already evidenced during previous stability studies
(see Additional file 1: Figure SI6).

Biological Studies

SLN cytotoxicity was evaluated by metabolism activities
and morphologies of cells. MTT assay allowed comparing
free sorafenib (in 0.1% of DMSQO) and SLNs loaded with
the drug (Fig. 4) on four cell lines including two hepato-
carcinomas (HuH7 and HepG2) and two luminal breast

T-47D

a MDA-MB-134
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100,0

Cells viability (%)
Z
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maximum solubility in water of free Sorafenib
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free Sorafenib

Celis viability (%)
2
<

1 10
[Sorafenib] (uM)
Fig. 4 Cytotoxicity effect of sorafenib or SLNs. a) Comparison of the cytotoxicity with free Sorafenib or SLNs of Sorafenib in 4 cells lines (2 luminal B breast

cancer and 2 hepatocarcinomas) after quantification with MTS assay on 3 wells at 5 pM of free Sorafenib, 2.8 uM of NPs Sorafenib/DOTAU (SLN+) and 4 uM
of NPs Sorafenib/diC16dT (SLN-). b) Cell viability assay (MDA-MB-134 cells) in the presence of free sorafenib (limited of solubility ), SLN+ (grey) or SLN- (black)
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cancers (MDA-MB-134 and T-47D). First, at concentra-
tions close to the maximum solubility of free sorafenib
(5 uM of sorafenib in 0.1% of DMSO, 2.8 uM for sorafe-
nib/DOTAU, and 4 uM for sorafenib/diC,¢dT nanoparti-
cles), both SLNs inhibited cell viability better than free
sorafenib. As shown in Fig. 4b, a cell viability study realized
on MDA-MB-134 cells indicated that the activity of free
sorafenib is limited by its water solubility (100% of cell
viability at [sorafenib] =5 uM), whereas ICs, values of 15
and 50 uM were observed for SLN* and SLN", respectively
(Fig. 4b). In a FACS study achieved on HuH7, an ICs, of
roughly 50 pM was obtained (Additional file 1: Figures
SI12 and SI13). Images of phase contrast microscopy
show indeed a reduced density of the cell layers treated
with either SLN™ and SLN" compared to untreated or
sorafenib-treated cells with no alteration of the cell
morphology (Additional file 1: Figure SI11). Second,
similar experiments were realized at higher concentrations
of SLNs ([sorafenib] = 120 and at 84 puM for SLN~ and
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SLN", respectively) and compared to free sorafenib at its
limit of solubility (concentration of 5 uM). In these condi-
tions, both SLNs exhibit a strong cytotoxic effect on the
four cancer cell lines as shown in Fig. 5. As revealed on
the phase contrast microscopy images, cell debris was ob-
served for both SLN™ (Fig. 5C1-4) and SLN" (Fig. 5D1-4)
attesting cell death, whereas cells remain alive in the case
of free sorafenib (Fig. 5B1-4). It is worth noting that
strong cytotoxic effects for both SLNs were observed in
the case of luminal B breast cancer cells (Fig. 5C1-2
and D1-2). Such an antitumoral effect, which was not
reported so before, open new possible therapeutic
application of sorafenib thanks to the SLNs.

Conclusion

We report a novel approach based on nucleolipids allow-
ing the efficient encapsulation and delivery of sorafenib.
Our investigations demonstrate the formation of two
types of solid lipid nanoparticles (SLNs) highly loaded

MDA-MB-134

Control

Free sorafenib
5uM

SLN-
120 uM
Size 335.2 nm
Pdl 0.202

SLN*
84 um
Size 304.4 nm
Pdl 0.289

concentration of sorafenib, respectively

T-47D

Fig. 5 Comparison of cells morphologies between control, free sorafenib, or SLNs. Phase contrast microscopy images showing cytotoxicity in
different conditions on four human carcinoma cell lines (the hepatocarcinomas, HuH7, HepG2, and the luminal breast carcinoma MDA-MB-134,
T-47D). A) In the absence of sorafenib (control experiments, A1-A4 for MDA-MB-134, T-47D, HuH7, HepG2, cell lines, respectively). B) Cells were
incubated for 4 days in the presence of 5 uM of free sorafenib. C and D) cells incubated in the presence of SLN™ and SLN* at 84 and 120 pM in

HepG2
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with sorafenib. These SLNs, which show either negative
or positive zeta potentials values, feature parallelepiped
shapes. As revealed by the DLS and HPLC studies, the
stability of the SLNs can be modulated depending on
the nucleolipid used. Importantly, both SLN* and SLN"
formulations are able to enhance dramatically the water
solubility of sorafenib (concentrations higher than 120 pM).
Such SLNs exhibit better antitumoral activities on four
cancer cell lines (liver and breast cancers) compared to free
sorafenib, which is limited due to its lack of solubility in
water. Contrast phase microscopy images, recorded on the
four cancer cell lines, exhibit a drastically cell mortality
when incubated with 120 uM of SLN™ or 84 uM of SLN".
Hence, this drug could be used as the new therapeutic
options in the case of liver cancers (use of sorafenib in
intra-arterial chemotherapy, for example) or breast cancers.
To our knowledge, this report is the first example of a
study using sorafenib against luminal B breast cancers
demonstrating the usefulness of the SLN approach.
Altogether, the results reported in this contribution
highlight the potential of nucleoside-lipid-based SLNs
as drug delivery systems.

Additional file

Additional file 1: DLS data, zeta potentials, phase contrast microscopy,
and TEM of SLNs synthetized in different experimental conditions, UHPLC
dosages. (PDF 14710 kb)
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Cette étude modele de formulation de type SLN a montré la possibilité d’améliorer la
solubilité du sorafénib par la formulation avec les NL tout en conservant l'activité
anticancéreuse sur des hépatocarcinomes. Les taux de chargement sont de 50 % pour la
formulation avec le DOTAU et de 80 % avec la DiC16dT. Le transfert de méthode et
l'utilisation d’'un nouveau LASO sont en cours de réalisation au laboratoire en modifiant
la séquence oligonucléotidique. La nouvelle séquence cible le microARN 10-b
surexprimé dans les gliomes. Ainsi, la perspective de ce projet est d’encapsuler une
substance anticancéreuse multi-cible comme le sorafénib avec des LASO pour la
vectorisation efficace de la substance active tout en générant un effet inhibiteur par

'agent de formulation, a savoir I'oligonucléotide conjugué.

D. Hydrogel a partir de LASO

Les propriétés physico-chimiques des LASO ont été évaluées précédemment
(Chapitre II D et E) a des concentrations comprises entre 30 uM a 200 uM. A des
concentrations plus élevées, le LASO adopte une nouvelle structure macroscopique de
type gel a 25 % en masse (34,8 mM) dans l'eau distillée. Comparativement aux autres
séquences d’oligonucléotides nucléolipidique ou non, le conjugué LASO supporte son

propre poids lorsque le tube est retourné (Figure 50).

Figure 50 : Comportement macroscopique des oligonucléotides a 25 % (m/m) dans I'eau
distillée

Le LASO, la séquence contrdle conjuguée nucléolipidique LScr ainsi que les contréles ASO et Scr sont solubilisés
dans I'eau distillée. Seul le LASO forme une structure opaque et dense.

ASO : oligonucléotide antisens, LASO : conjugué nucléolipidique ASO, Scr: séquence contrdle et LScr: conjugué
nucléolipidique Scr.

Les résultats montrent la formation d'un gel macroscopique uniquement dans le cas
spécifique du LASO. Deux particularités structurales semblent ici jouer un rdle

primordial dans la gélification. En effet, le caractere amphiphile de la molécule apporté
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par les chaines lipidiques (LASO versus ASO / Scr) mais également la spécificité de la

séquence d’oligonucléotides (LASO versus LScr) participent a la formation de I'hydrogel.

De plus, il a été possible de noter précédemment que le comportement du LASO est
dépendant de la concentration en sels dans le milieu. En effet, dans le Chapitre I[I D1 il a
été montré que la présence de sels dans le milieu permettait de favoriser la formation
d’assemblages a plus faible concentration. Afin de vérifier ces résultats expérimentaux,
la formulation des 4 oligonucléotides LASO, ASO, Scr et LScr a été réalisée dans le PBS en
diminuant la concentration massique des différents composés a 10 % (m/m). Il a été
possible de constater que, similairement a I'eau distillée, seul le LASO présente un
comportement de type gel pour une concentration nettement inférieure a celle utilisée
dans I'eau distillée (Figure 51). De plus, a cette méme concentration de 10 % (m/m), le

comportement de type gel du LASO n’est pas observé dans l'eau distillée. Ces

expériences confirment donc l'effet favorable des sels sur ce phénomene de gélification.

Figure 51 : Comportement macroscopique des oligonucléotides en présence de PBS

Le LASO, la séquence contrdle conjuguée nucléolipidique LScr ainsi que les contrdles ASO et Scr sont solubilisés
dans le PBS a 13,9 mM. Seul le LASO forme une structure de type gel.

ASO : oligonucléotide antisens, LASO : conjugué nucléolipidique ASO, Scr: séquence contrdle et LScr: conjugué
nucléolipidique Scr.

La morphologie des objets résultant de 1'auto-assemblage a été caractérisée par MET

apres dépot et séchage de I’échantillon sur la grille (Figure 52).
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Figure 52 : Comportement du LASO a 10 % (m/m) dans le PBS observé en MET

Solution de LASO a 10 % (m/m) dans le PBS séchée sur une grille de microscopie sans coloration. L’observation est
réalisée a un grossissement x 70 000 en mode haute résolution. La barre d’échelle correspond a 200 nm.

D’un point de vue microscopique, le LASO a 10 % (m/m) dans le PBS présente une
structuration sub-micromeétrique tres dense aux électrons probablement a I'origine de la

gélification.

Les propriétés visco-élastiques de cet hydrogel a été étudiée par rhéologie. Cette
technique permet d’étudier les propriétés d’écoulement de la matiere sous une
contrainte appliquée. Chaque matériau possede un comportement qui lui est propre et
qui est déterminé par la mesure de deux modules rhéologiques. Le module élastique G’
traduit un comportement solide tandis que le module visqueux G” représente un
comportement liquide. Les matériaux de type gel présente un comportement dit visco-
élastique c’est-a-dire qu'’ils présentent a la fois un comportement élastique et visqueux

en fonction de la déformation ou contrainte qui lui est appliquée.

Afin de caractériser I'hydrogel LASO a 10 % (m/m) dans le PBS, la premiere étape
consiste a déterminer son domaine de visco-élasticité ou LVER (pour Linear ViscoElastic
Region en anglais). Tous les matériaux visco-élastiques présentent un domaine de
déformation dans lequel les structures macroscopique et microscopique demeurent
intactes. Le LVER permet entre autres d’évaluer I'élasticité du matériau sous l'action
d’'une déformation. Ainsi, plus le LVER est grand plus le matériau peut subir des
déformations importantes. A l'inverse, plus il est faible plus le matériau est cassant.

L’étude du LVER a 37 °C de I'hydrogel montre un point de rupture a 25,2 % en
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déformation a partir du lequel une inversion des modules est observée (G” > G’ ; Figure

53). Le LVER du matériau peut étre estimé a 3,2 % en déformation.
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Figure 53 : Détermination du LVER du gel formé par le LASO a 10 % (m/m) dans le PBS

Expérience réalisée a 37 °C, contrainte de déformation de 0,01 % a 100 %.

Afin de s’assurer de I'intégrité de la structure du matériau, les modules rhéologiques ont
été déterminés dans le LVER a un pourcentage de déformation de 0,03 %. Les balayages
en fréquence réalisés a 25, 37 et 70 °C ont permis de mesurer la force du gel. L’évolution

des modules G’ et G” en fonction de la température est résumée sur la figure 54.
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Figure 54 : Modules élastique G’ et visqueux G” de I’hydrogel formé par le LASO a 10 %
(m/m) dans le PBS en fonction de la température

Les résultats montrent un module G’ largement supérieur au module G” a 25 °C
traduisant un comportement solide prédominant. De plus, il est possible de noter que
plus la température augmente, plus les modules G’ et G” diminuent traduisant un

affaiblissement du gel.

Certains gels présentent de plus des propriétés d’injectabilité tres intéressantes pour
des applications biomédicales. En effet, ces matériaux peuvent se liquéfier sous l'action
d’une contrainte et retrouver leur forme de gel au repos. Ils peuvent ainsi étre prélevés a
'aide d’'une seringue, injectés in vivo par voie sous-cutanée par exemple et se reformer
rapidement a I'endroit de l'injection. Cette propriété, appelée thixotropie, a été testée

par rhéologie sur I'hydrogel de LASO a 10 % (m/m) dans le PBS (Figure 55).
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Figure 55 : Etude de thixotropie de I'hydrogel LASO a 10 % (m/m) dans le PBS

Un cycle de thixotropie correspond a A : Déformation de 0,03 % pendant 10 min (dans le LVER), B : Déformation de
30 % pendant 2 min (en dehors du LVER), C : Déformation de 0,03 % pendant 90 min (dans le LVER). Le cycle est ici
répété deux fois.

Les résultats montrent que lorsqu'une déformation importante est appliquée (en dehors
du LVER, Figure 55B), les modules rhéologiques s’inversent (G” > G’), ce qui correspond
a la déstructuration de I'hydrogel et donc un comportement de type liquide. Lorsque
cette forte contrainte est stoppée et qu'une déformation située a I'intérieur du LVER est
appliquée (Figure 55C), I'échantillon reprend un comportement de type solide et donc
une forme de gel (G’ > G”). La répétition de ces cycles de fortes / faibles contraintes
mettent en évidence une reformation trés rapide du gel avec néanmoins une diminution

du module élastique G’ marquée apres le deuxiéme cycle.

Cet hydrogel singulier présente une propriété thixotrope et donc une possible
injectabilité a travers une seringue. Ce comportement est tres intéressant et peut étre
mis a profit pour des applications biomédicales. En effet, la séquence d’oligonucléotides
du LASO présente a elle seule une activité inhibitrice envers la protéine TCTP dans le cas
de CRPC. Cette molécule constitue donc un biomatériau « autosuffisant» pour sa
délivrance ainsi que pour son action thérapeutique. A notre connaissance, aucun
biomatériau de type gel thixotrope composé d’oligonucléotides amphiphiles n’a a ce jour

7

été décrit dans la littérature.
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Un autre biomatériau a été caractérisé a partir de biomolécules thérapeutiques, le
Lanréotide. Ces molécules sont des cyclopeptides analogues de la somatostatine utilisés
en tant que substances actives a action prolongée (Salvatori et al., 2014). Ce médicament
est commercialisé par le groupe pharmaceutique Ipsen sous le nom de Somatuline®
depuis Aolt 2007 et est utilisé dans les cas d’acromégalie. Deux produits sont
développés a partir de cette molécule suivant le mode d’administration, par voie
intramusculaire ou par voie sous-cutanée. Ce cyclopeptide s’auto-assemble sous forme
d’hydrogel et présente une structure tubulaire en MET (Wolin et al.,, 2016). La formation
de ce systeme est de plus dépendante de la présence en sels dans le milieu. La

dégradation de la structure sous forme de monomeére au cours du temps permet un

relargage continu de la substance active pour une action prolongée (Valéry et al., 2004).

L’ensemble de ces propriétés de structuration du biomatériau, de délivrance et d’action
thérapeutique est similaire aux analyses préliminaires effectuées sur ’hydrogel de LASO
a 10 % (m/m), ce qui laisse suggérer une potentielle voie d’administration du LASO pour

une action prolongée.

E. Conclusion de la formulation

Dans les expériences exposées dans ce chapitre, les nucléolipide-oligonucléotides
ont montré des propriétés d’agent de formulation efficaces pour différents types de
molécules. Un dérivé de phénazine (Ph 14) développé par le Dr M. Camplo (Ziouziou et
al, 2017) a été encapsulé avec succes dans des nanoparticules composées de LASO anti-
TCTP. Ces objets ont montré un effet synergique (LASO / Ph 14) sur le cancer de la
prostate résistant a la castration (CRPC) avec une cytotoxicité de 50 % sur des cellules
PC-3 a 50 uM de Ph 14. Cette étude est d’ailleurs valorisée par un brevet international
(EP18305260.4) déposé en mars 2018. Des expériences complémentaires permettraient
de mettre en évidence le mécanisme d’action de ces formulations, et d’évaluer
I'inhibition de la protéine TCTP par le LASO ainsi que l'inhibition de l'interaction entre

les protéines Hsp27 et elF4E par Ph 14.

8 https://ipsen.com/websites/IPSENCOM-PROD /wp-
content/uploads/sites/22/2017/08/10175238/BE_Somatuline_Autogel 60 90_120_SmPC_2017MAY6_FR.pdf
Consultéle 18/05/2018
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Le LASO peut également étre utilisé pour la formulation d’agent cationique par
interaction de charges électrostatiques. L’encapsulation de doxorubicine en est ici la
preuve de concept. Il serait intéressant de combiner les deux principes de formulations
démontrés dans ce chapitre, par interactions de charge et par effets hydrophobes, afin
de créer une plateforme fonctionnelle pour des applications théranostiques. Il serait
alors possible de formuler simultanément une substance active hydrophobe avec un

agent d'imagerie cationique ou inversement.

Les NL ont démontré depuis plusieurs années, a travers des publications et des
propriétés intellectuelles, leurs capacités a s’organiser en structure supramoléculaire.
L’étude publiée en 2018 dans Nanoscale research letter confirme I'utilisation de deux NL
pour I'encapsulation de sorafénib (Benizri et al, 2018). Un LASO a été synthétisé dans le
cadre de ce projet pour la formulation de cet anticancéreux avec une séquence

oligonucléotidique ciblant le microARN 10-b.

En conclusion, I'utilisation de LASO pour la formulation est une approche innovante et
prometteuse. Ces études montrent un double effet thérapeutique par la molécule
encapsulée mais également par l'effet inhibiteur conservé de la séquence

oligonucléotidique.

Enfin, la formation d’hydrogel a des concentrations supérieures en LASO engendre une
nouvelle voie d’application dans la recherche biomédicale. L’'injectabilité ainsi que la
force du gel pourrait permettre une délivrance de la molécule thérapeutique de maniere
prolongée apres une seule injection. Des études de cinétique de relargage du LASO sont
actuellement en cours de réalisation pour évaluer la faisabilité de l'application. En
parallele, différentes questions restent a ce jour non élucidées, notamment le mécanisme
d’assemblage des LASO dans le PBS ainsi que les interactions mises en jeu. Plusieurs
expériences devront étre menées pour caractériser de maniere complete ce biomatériau

original.
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V. Conclusion et perspectives

Depuis leur découverte en 1978 par Zamecnik et Stephenson, les oligonucléotides
sont de plus en plus utilisés dans les recherches scientifiques de par leur activité
prometteuse dans le traitement de plusieurs pathologies. Leur propriété de modification
de la traduction est largement utilisée en biologie moléculaire par transfection et en
thérapie par voie d’administration locale. Malgré ce fort potentiel thérapeutique, seuls
quelques médicaments a base d’oligonucléotides sont a ce jour commercialisés dans le

cadre d’'un traitement systémique.

Toutes les protéines sont régies par le code génétique et donc par la séquence de
I’ARNm codant. L’utilisation des oligonucléotides antisens permettrait théoriquement de
bloquer cette traduction par l'utilisation de la séquence complémentaire. Cependant, la
structure tridimensionnelle de ’ARN empéche I'hybridation de certaines séquences et
altere l'activité engendrée par I'’ASO. En plus des difficultés liées a I'ARN, les
oligonucléotides peuvent générer des interactions intramoléculaires, comme les G-
quadruplex (liaisons hydrogene entre quatre guanines), empéchant une
complémentarité efficace vis-a-vis de I’ARN ciblé. La structure de l'oligonucléotide ainsi

que celle de la cible est cruciale pour permettre une efficacité biologique.

Les oligonucléotides exogeénes sont également soumis a une dégradation par les
nucléases de l'organisme. Pour cela, de nombreuses modifications chimiques sur les
oligonucléotides ont été développées dans le but d’améliorer leur faible demi-vie
plasmatique. Le développement de ces séries de modifications chimiques mene a

différents effets biologiques par des mécanismes variés discutés dans le Chapitre I.

Le caractere hydrophile des oligonucléotides entraine une faible biodisponibilité
intracellulaire engendrée par la barriere phospholipidique. Un grand nombre de
formulations sont décrites dans la littérature en vue d’augmenter 'internalisation de ces

molécules et d’améliorer 'efficacité des effets biologiques associés.

Aussi, de nombreuses modifications chimiques par conjugaison avec des biomolécules
sont réalisées dans le but d’augmenter la biodisponibilité des oligonucléotides. Les
liaisons développées entre la molécule conjuguée et I'oligonucléotide sont diverses et

variées, par chimie «click» ou encore des liaisons clivables sensibles au pH, a

129

Confidentiel




Conclusion et perspectives

I'environnement réducteur ou encore a la lumiére. Ces conjugaisons permettent de créer

un ciblage actif, un second effet thérapeutique ou encore générer une source d’'imagerie.

Ce travail de these s’inscrit dans 'utilisation de séquences d’oligonucléotides conjuguées
a un nouveau composé de type nucléolipide pour l'internalisation cellulaire. L'utilisation
de cette copule lipidique modifie la polarité des oligonucléotides donnant lieu a des
assemblages supramoléculaires pour des concentrations de 'ordre du micromolaire. La
caractérisation de ces assemblages expose une concentration critique d’agrégation
dépendante en sels dans les milieux aqueux vérifiée par différentes techniques de

physico-chimie (DLS, MET, tensiométrie).

L’activité inhibitrice de ces nouveaux conjugués LASO a été évaluée en présence de
RNase H et du brin complémentaire ARN de la séquence d’'intérét. Les expériences ont
montré une activité différente par rapport au controle ASO transfecté par
'oligofectamine™. La position du greffage du nucléolipide est importante pour conserver
'activité RNase H. La conjugaison a I'extrémité 3’ montre une inhibition par activation
de I'’enzyme comme avec I’ASO nu contrairement au greffage a I'extrémité 5’. Cependant,
le greffage a cette extrémité montre une inhibition efficace in vitro et in vivo. Ce conjugué
LASO pénetre dans les cellules via un mécanisme de macropinocytose et entraine une
inhibition efficace de la traduction de la protéine d’intérét. Cet effet est conservé in vivo
sur des souris xénogreffées par des cellules PC-3 avec une prolifération tumorale
diminuée d'un facteur quatre par rapport aux controles négatifs Scr et LScr et d'un

facteur deux par rapport a la molécule thérapeutique non conjuguée ASO.

Ce travail de these a de plus montré l'utilisation de nucléolipides pour formuler des
substances actives hydrophobes telles que le sorafénib et un dérivé de phénazine. Les
particules formées sont de tailles et de formes différentes selon la molécule encapsulée.
Cette preuve de concept, réalisée avec succes, nous a permis par la suite d’étudier les
effets thérapeutiques combinés des formulations de dérivé de phénazine par des
conjugués LASO. Les objets formulés sont monodisperses, de tailles avoisinant 200 nm
et présentent des propriétés cytotoxiques sur les cellules PC-3 supérieures a
'oligonucléotide seul. Ces formulations sont stables a 4 °C et peuvent étre conservées
sans déstabilisation colloidale. Cette étude a généré un brevet montrant l'intérét de

coupler les deux effets thérapeutiques du LASO et du dérivé phénazine dans la méme
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formulation dans le cadre du traitement du cancer de la prostate résistant a la

castration.

Enfin, le caractére amphiphile et polyanionique de ces molécules a été mis a profit pour
la complexation de molécules cationiques et/ou hydrophobes comme la doxorubicine.
La faisabilité de cette étude préliminaire a été démontrée par la formulation de
doxorubicine avec le LASO. Des études approfondies sur la stabilité colloidale et

I'activité anti-cancéreuse de ces formulations doivent étre réalisées.

En parallele a l'utilisation de LASO avec des substances actives, la molécule en elle-
méme est capable de former une structure macroscopique de type gel a forte
concentration (10 % (m/m) dans le PBS). Le caractere thixotrope de ce nouveau
biomatériau et donc son injectabilité ouvre des perspectives tres intéressantes,
notamment dans la libération prolongée d’oligonucléotides thérapeutiques. Cette
propriété originale de gélification par un composé de type LASO n’est, a notre
connaissance, pas reportée dans la littérature. Cependant, ce phénomeéne semble
fortement lié a la séquence d’oligonucléotides utilisée étant donné l'absence de

gélification avec le controle nucléolipidique LScr.

L’ensemble de ce travail montre la complexité d’étudier ces molécules conjuguées, par
les différents assemblages générés de taille micellaire, liposomale et macroscopique. Le
mécanisme d’activité biologique n’est pas encore élucidé, mais il permet l'auto-
internalisation cellulaire et I'inhibition de la protéine TCTP dans I'étude in vitro et in
vivo. Cette molécule suffit méme a elle seule d’'inhiber la prolifération tumorale in vivo.
Les propriétés prometteuses de ce nouveau conjugué ont débouché sur la formulation
de substances actives déja utilisées comme la doxorubicine et prochainement le
sorafénib mais également de générer de nouvelles formulations avec les dérivés de
phénazine. Cette derniére formulation a montré un effet synergique sur la cytotoxicité

cellulaire sur un modele de cancer de la prostate résistant a la castration.

Cette conjugaison nucléolipide-oligonucléotide est tres prometteuse dans le monde des
oligonucléotides thérapeutiques. Cette innovation génere actuellement treize

collaborations nationales (Figure 56).
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Figure 56 : Schéma récapitulatif des projets de recherche utilisant la technologie des
nucléolipide-oligonucléotides en collaboration avec I'’équipe ChemBioPharm

En perspective, des études complémentaires de physico-chimie permettraient de mieux
comprendre le mécanisme des assemblages supramoléculaires dans des milieux simples
ou complexes tels que les fluides biologiques. Ceci est essentiel pour I'étude de la
biodistribution in vivo par voie intraveineuse, mais aussi sous forme de gel pour la

libération prolongée par injection sous-cutanée.

Aussi, le mécanisme d’inhibition du LASO conjugué a 'extrémité 5’ ne semble pas lié a
'activation de la RNase H, il serait intéressant d’optimiser les modifications chimiques,
par exemple par des LNA ou des 2’-0-MOE sous forme de gapmers afin d’augmenter les

températures de fusion et donc de favoriser I’hybridation a la cible.

Enfin, ces systéemes ont démontré des propriétés de formulation avec des molécules
cationiques et hydrophobes. L’optimisation des formulations LASO /sorafénib et
LASO / doxorubicine permettrait d’étudier la stabilité colloidale et évaluer I'effet
thérapeutique in vitro et in vivo. Le double effet thérapeutique du complexe

Y

LASO / dérivé de phénazine déterminé in vitro reste encore a confirmer in vivo.
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VI. Matériels et méthodes

A. Synthéses des oligonucléotides et des nucléolipide-
oligonucléotides

La synthese des oligonucléotides est automatisée par un synthétiseur H8 (K&A
Laborgeraete, Allemagne) pour des échelles de synthese de 0,2 a 1 pmol et par un
synthétiseur AKTA OligoPilot 10 (GE Healthcare, USA) pour des échelles de synthése de
15a 50 umol.

La synthese d’oligonucléotides est réalisée sur un support solide constitué de billes de
verre (CPG pour Controlled Pore Glass en anglais) pour le synthétiseur H8 ou de
polystyrene réticulé pour I'AKTA OP10, de l'extrémité 3’ a l'extrémité 5’ de
'oligonucléotide. La taille moyenne des billes de polystyrene est comprise entre 35 et
75 um dans 'acétonitrile (ACN). La croissance de I'oligonucléotide fixé sur le support est
réalisée par des réactions entre le groupement N,N-diisopropyle du phosphoramidite en
solution dans I’ACN et l'alcool primaire en position 5 du dernier nucléotide de
I'oligonucléotide. Lors de cette réaction de couplage, 'eau peut entrer en compétition
avec les groupes hydroxyles présents sur les sucres. C’est pour cela qu’il est impératif de
toujours utiliser des réactifs anhydres. L’utilisation de monomeres (phosphoramidites)
en exces permet de limiter l'effet compétitif des traces d’eau dans les solvants; 4
équivalents de monomeres par couplage ont été utilisés pour les synthéses présentées
ici.

La synthese s’effectue avec des étapes de protection/déprotection successives. Les
groupements protecteurs utilisés permettent d'éviter des réactions secondaires non
souhaitées. Ainsi, le 4,4’-DiMéthoxyTrityle (DMT) est utilisé pour protéger l'alcool
primaire en position 5’ présent sur les nucléotides. Les groupes protecteurs benzoyles
protegent quant-a-eux les amines primaires des bases azotées (adénine et cytosine), les

isobutyryles pour les guanines et les f3-cyanoéthyles pour les phosphites.

Les phosphoramidites commerciaux possedent une diisopropylamine liée au phosphore.
Cette amine est activée avant le couplage, en condition faiblement acide sous forme de

tétrazolide en présence de 5-(Ethylethio)-1H-tetrazole (ETT).

Le cycle de synthese est constitué principalement des étapes de détritylation, couplage,

oxydation et capping (Figure 57).

133

Confidentiel




Matériels et méthodes

Syntheéses des oligonucléotides et des nucléolipide-oligonucléotides

o Début de la synthése

aprés n tours de cycle

Déprotection

Détritylation

Activation

et
Q Couplage

Bloquage de I'alcool
primaire en position 5'
de Il'oligonucléotide
n'ayant pas réagit

Phosphoramidite

HN \I ¢}
N & HN 5-(Ethylthio)-1H-tétrazole
</ f’\‘ ~0 (Activateur)

N N/) SN

Détritylation HO. |
fo) /o) N™ ™0 N__S
DREVR N
N—

oo

N 07 N
o) )\
Fin de la synthése )j\

Oxydation

ou
Thiolation

Figure 57 : Cycle de synthese automatisée d'oligonucléotides sur support solide

La premiere étape est une détritylation et permet de déprotéger 1'alcool primaire en

position 5’ du ribose afin de libérer cette position qui sera par la suite engagée avec

I'amine tertiaire du phosphoramidite activé (Figure 58). Cette premiere étape de

déprotection est réalisée a I'aide d’acide DiChloroAcétique (DCA) a 3 % (v/v) dans du

Toluéne. Le DMT libéré lors de la réaction sous forme ionique génere une couleur

orangée avec un maximum d’absorbance a 495 nm. Le suivi de cette déprotection est

effectuée par spectrophotométrie et est directement corrélée a la quantité du dernier

nucléotide couplé et donc de I'oligonucléotide présent sur le support solide.
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Figure 58 : Réaction de déprotection du DMT par le DCA

Avant de réaliser la deuxieme étape de synthese, a savoir le couplage entre deux
nucléotides, le phosphoramidite en solution dans I’ACN est activé par 'ETT pour générer
un dérivé tétrazole possédant un groupement phosphite hautement électrophile (Figure

59).
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Figure 59 : Réaction d'activation de le phosphoramidite lors de la synthese
d'oligonucléotides

Dans ces conditions de synthéese, seul I'alcool primaire en position 5’ de I'oligonucléotide
sur support solide est donneur d’électrons (Figure 60). La réaction de couplage peut

donc avoir lieu entre l'oligonucléotide et le phosphoramidite activé.

/& )b
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Figure 60 : Réaction de couplage du phosphoramidite sur I’alcool primaire en position 5'

Le groupement phosphite peut ensuite subir différentes réactions pour mener a des
liens phosphodiester ou phosphorotioate. Il peut dans le premier cas étre oxydé avec

une solution d’iode a 0,05 M dans un mélange pyridine / eau (9/1) (Figure 61) et dans
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un second cas thiolé par du DDTT (3-((N,N-dimethylaminomethylidene)amino)-3H-
1,2,4-dithiazole-5-thione) a 0,05 M dans un mélange pyridine / ACN (6/4) (Figure 62).
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Figure 61 : Réaction d'oxydation du groupement phosphite en lien phosphodiester lors
de la synthése d'oligonucléotides
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Figure 62 : Réaction de thiolation du groupement phosphite en lien phosphorothioate
lors de la synthese d'oligonucléotides

La troisieme étape de synthese ou capping consiste a protéger les oligonucléotides
n‘ayant pas réagi lors du couplage. En effet, cette protection permanente permet de
tronquer la synthese et ainsi d’éliminer facilement les avortons lors de la purification.
Les groupements alcool primaire en position 5’ sont acylés en présence d’anhydride
acétique pour désactiver la position et empécher le prochain couplage (Figure 63).
Le réactif de capping A, jouant le rdole de catalyseur, contient 20 % (v/v) de N-
meéthylimidazole dans de I'’ACN. Le réactif de capping B est constitué d’anhydride
acétique a 20 % (v/v) dans du 2,6-lutidine a 30 % et de '’ACN a 50 %. Les deux réactifs
de capping sont mélangés dans le réacteur contenant le support solide lors de cette

étape.
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Figure 63 : Réaction de capping de I'oligonucléotide n'ayant pas réagi

Apres la synthése automatisée, la derniere étape consiste a retirer le réacteur contenant
les oligonucléotides liés au support. Il est ensuite séché sous vide pendant 30 min puis
traité avec une solution aqueuse d’hydroxyde d’ammonium concentrée (30 % (v/v))
pendant 4 h a 55°C. Les groupements protecteurs des bases azotées, les groupes (-
cyanoéthyles liés au phosphate et I'oligonucléotide lié au support solide sont ainsi clivés

(Figure 64).
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Figure 64 : Exemple de réaction de déprotection d'un oligonucléotide phosphorothioate

Cette déprotection a I'ammoniaque peut entrainer la formation d’adduits non désirés,

notamment cyanoéthyliques sur les fonctions réactives des bases azotées (Figure 65).
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Figure 65 : Exemple de réaction secondaire de la formation d'adduit cyanoéthylique sur
une base azotée de type thymidine

Pour limiter ce risque de réaction secondaire, une étape de déprotection des
groupements 3-cyanoéthyles par la diéthylamine a 20 % (v/v) dans ’'ACN anhydre peut
étre programmée a la fin de la synthese automatisée, en amont de la réaction de

déprotection a l'ammoniaque. Cette étape consiste a incuber pendant 10 min
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I'oligonucléotide fixé au support solide avec de la diéthylamine avant rincage du

réacteur pour éliminer les groupements [3-cyanoéthyles.

La suspension obtenue contient le support solide et les oligonucléotides en solution.
Cette suspension est séchée sous vide et reprise dans de l'eau distillée avant d’étre

filtrée a 1 um pour s’affranchir du support solide.

Pour la synthése des nucléolipide-oligonucléotides, un phosphoramidite amphiphile

synthétisé au laboratoire a été utilisé pour le dernier couplage (Figure 66).

Figure 66 : Structure du phosphoramidite amphiphile synthétisé

La synthese de loligonucléotide amphiphile est identique a celle présentée
précédemment a I'exception d’'un couplage supplémentaire en fin de synthese dans un

meélange DCM / ACN (8/2) (Figure 67).
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Figure 67 : Réaction de couplage entre I'oligonucléotide et le phosphoramidite
nucléolipidique

Un phosphoramidite commercial (Thiol-Modifier C6 S-S CE Phosphoramidite, Link
Technologies®., Figure 68) contenant un pont disulfure avec une chaine de 6 carbones a
chaque extrémité a également été couplé entre le nucléolipide et la séquence
oligonucléotidique afin de donner une structure similaire a celle présentée en Figure 69.

Ce groupement présente 'avantage d’étre clivé en condition réductrice.
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Figure 68 : Structure du Thiol-Modifier C6 S-S CE Phosphoramidite
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Figure 69 : Structure moléculaire d'un nucléolipide-oligonucléotide amphiphile
contenant un pont disulfure

D’un point de vue expérimental, pour une synthése de 40 pumol sur le systeme AKTA
OP 10, le support contenant la premiere base a I'extrémité 3’ est pesé dans un réacteur
d’1,2 mL avec un chargement de 350 pmol/g. La pesée est de 114 mg. Le réacteur est
ensuite placé sur I'appareil. Les phosphoramidites sont dissous dans ’ACN afin d’obtenir
une concentration de 0,1 M. Par exemple, pour un flacon de 2 g de 5'-0-DMT-2'-dA(Bz)-
CE Phosphoramidite de masse moléculaire égale a 857,93 g/mol, 23,3 mL d’ACN sont
nécessaires afin de dissoudre le phosphoramidite a la concentration désirée. Il en est de
méme pour les 3 phosphoramidites contenant les autres bases azotées (T, C et G). Une
fois que les flacons de phosphoramidites et de réactifs sont placés sur I'appareil, la
méthode est créée sur le logiciel Unicorn® (GE Healthcare, Etats-Unis) avant le

lancement de la synthese.

La synthese est programmée dans le but d’avoir 4 équivalents de phosphoramidites par
couplage. Ainsi, pour une synthese de 40 pmol, 160 umol de phosphoramidites sont
injectés automatiquement dans le réacteur. Le récapitulatif des volumes utilisés pour

une synthese de 40 pmol est présenté dans le Tableau 1.

140 ) .
Confidentiel




Matériels et méthodes
Syntheéses des oligonucléotides et des nucléolipide-oligonucléotides

Tableau 1 : Récapitulatif des volumes utilisés lors d'une synthése de 40 pmol d'un
oligonucléotide de 21 bases sur le systeme AKTA OP 10

Réactif Volume requis/tour Volume recommandé Volume recommandé
de cycle pour 5 bases pour la synthése

Phosphoramidite A, 0,1 M 1,6 mL 8 mL

Phosphoramidite C, 0,1 M 1,6 mL 8 mL

Phosphoramidite G, 0,1 M 1,6 mL 8 mL

Phosphoramidite T, 0,1 M 1,6 mL 8 mL

ACN ~ 60 mL <1200 mL
Réactif de détritylation = 30 mL <600 mL
Réactif de Capping A 3VC = 72 mL
Réactif de Capping B 3VC = 72 mL
Réactif d’'oxydation 3VC = 72 mL
Activateur (0,3 M de ETT) 1VC x 24 mL

VC : Volume colonne ; ETT : 5-(Ethylthio)-1H-tetrazole ; ACN : Acétonitrile

Lorsque les oligonucléotides synthétisés comportent des liens phosphorothioates, il faut
ajouter un réactif supplémentaire composé de DDTT dissous dans un mélange
pyridine / ACN (6/4). 2g de DDTT sont dissous dans 120 mL de pyridine et 80 mL

d’ACN pour obtenir une concentration finale de 0,05 M.

Lors de la synthése du nucléolipide-oligonucléotide, le phosphoramidite amphiphile est
ajouté sur l'appareil par ouverture d'une voie supplémentaire. Ce phosphoramidite
particulier est dissous dans un mélange DCM / ACN (8/2) afin d’obtenir une solution de
concentration 0,1 M. La derniere étape du cycle consistera a ajouter ce nucléolipide a
I'extrémité 5’ de I'oligonucléotide. Le couplage est réalisé avec 3 équivalents, recyclés

une fois dans le réacteur avant d’étre éliminés.

La conjugaison du nucléolipide a I'extrémité 3’ est réalisée avec des phosphoramidites
modifiés contenant le groupement DMT en position 3’ et le groupement N,N-
diisopropyle en position 5’ (Figure 70). Ainsi, la synthese est réalisée de I'extrémité 5’

vers 'extrémité 3’ suivant le méme cycle présenté précédemment.
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Figure 70 : Structure des phosphoramidites utilisés pour la synthése 5' — 3'
A: Bz-dA-5'-CE Phosphoramidite ; B : Bz-dC-5'-CE Phosphoramidite ; C: dT-5'-CE Phosphoramidite ; D : dmf-dG-5'-
CE Phosphoramidite. Les phosphoramidites sont commerecialisés par Link Technologies®.

Les syntheéses ont été réalisées sur deux appareils distincts suivant la quantité
d’oligonucléotides nécessaire. En effet, lors de la sélection de la séquence active pour
I'inhibition d’une cible, une vingtaine d’oligonucléotides sont synthétisés. L’inhibition de
la cible in vitro est évaluée par ces différentes séquences. La quantité nécessaire est
inférieure a 1 pmol et la synthese est réalisée sur le synthétiseur H8. Le tableau 2

compare le fonctionnement des deux synthétiseurs d’oligonucléotides.
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Tableau 2 : Comparatif de deux synthétiseurs d’oligonucléotides

AKTA OP10

H8

Support solide

Polystyrene

CPG

Réactif de détritylation

DCA 3 % (v/v) dans le
toluene

TCA 3 % dans DCM

Réactif de Capping A

N-méthylimidazole 20 %

Anhydride acétique 10 %
dans le THF

Réactif de Capping B

Anhydride acétique 20% +
2,6-lutidine 30% dans ACN

N-méthylimidazole 10 %
10 % pyridine ; 80 % THF

Réactif d’oxydation

50 mM iode, 10% eau, 90%

20 mM iode, 10 % eau,

Pyridine 0,4% pyridine, 89,6 % THF
Activateur 0,3 M d’ETT 0,25 M de BTT dans ACN
ACN <30 ppm d’eau <30 ppm d’eau
L s . . DDTT DDTT
Réactif de thiolation 60 % pyridine ; 40 % d’ACN 60 % pyridine ; 40 % d’ACN
Nombre d’équivalents 4 8
de phosphoramidite
Nombre d’équivalents
de phosphoramidite 3 20
nucléolipide
Temps de couplage 2,5 min 2,0 min
B. Chromatographie des oligonucléotides

1. Analyse chromatographique

Le profil chromatographique des oligonucléotides synthétisés renseigne sur la
pureté de la synthese. Le contrdle de chaque séquence est réalisé en chromatographie
liquide haute performance (HPLC) sur un systeme Elite LaChrom™ (VWR®) avec un
détecteur a barrette de diodes (détection a 260 nm). Une colonne hydrophobe Xbridge™
oligonucleotide BEH Cis de taille de particules de 2,5 pm de diamétre, de porosité 130 A
et de géométrie 4,6 x 50 mm (Waters®) est utilisée pour les oligonucléotides non
lipidiques (ASO et Scr). La colonne est équilibrée pendant 30 min en solution A (100 mM
d’acétate de tri-éthyle ammonium (TEAA) en phase aqueuse pH7; 5% en volume
d’ACN) avec un débit de 2,8 mL/min. L’analyse est effectuée avec un gradient allant de
100 % a 70 % de solution A en 10 min. La phase mobile B est composée de 20 mM de
TEAA en phase aqueuse et 80 % en volume d’ACN. Le plateau a 70 % de solution A est
effectué pendant 2 min avant d’équilibrer la colonne avec 100 % de solution A (Tableau

3).
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Tableau 3 : Gradient chromatographique pour I’analyse des ASO

Temps (min) Solution A (%) Solution B (%)
0 100 0
10 70 30
12 70 30
14 100 0
15 100 0

L’analyse des oligonucléotides nucléolipidiques (LASO, LScr) est réalisée de maniere
similaire. La colonne utilisée est une Nucléosil® C4 de taille de particules de 5 um de
diameétre, de porosité 300 A et de géométrie 4 x 250 mm (Macherey Nagel). La colonne
est équilibrée également en solution A a un débit de 1 mL/min. L’analyse est effectuée
selon un gradient de 100 % a 0 % de solution A en 10 min, puis de 2 min de plateau

avant équilibration avec 100 % de solution A (Tableau 4).

Tableau 4 : Gradient chromatographique pour I’analyse des LASO

Temps (min) Solution A (%) Solution B (%)
0 100 0
10 0 100
12 0 100
14 100 0
15 100 0

2. Purification des oligonucléotides

L’étape de purification dépend de la nature de 'oligonucléotide synthétisé, des
modifications chimiques utilisées et de 1’échelle de synthése. Les syntheses non
nucléolipidiques ASO et Scr, inférieures ou égales a 1 pmol sont purifiées sur une
colonne Nucléodur® Cig ec de géométrie 250 x 10 mm, de taille de particules de 7 pm de
diameétre et de porosité 100 A (Macherey Nagel), tandis que les LASO sont purifiés sur
une colonne Nucléosil® C4 de géométrie 250 x 10 mm, de taille de particules de 5 pm de
diameétre et de porosité 120 A (Macherey Nagel). Les purifications sont réalisées a un
débit fixe de 5 mL/min avec les mémes gradients que pour 'analyse chromatographique

(Chapitre VI B 1 ; Tableau 5).

Pour les échelles de synthese supérieures, la purification est réalisée sur un systéme
chromatographique Waters composé d'une pompe Waters® 2545 Binary gradient
module, d’un injecteur Waters® FlexInject™, d'un détecteur Waters® 2489 UV /Visible et
d’un collecteur de fraction Waters® Fraction Collector IIl. La colonne chromatographique
utilisée est une XBridge™ Protein BEH Cs OBD™ Prep de géométrie 30 x50 mm

contenant des tailles de particules de 5 pm de diametre et de porosité 300 A (Waters®).

144

Confidentiel




Matériels et méthodes
Chromatographie des oligonucléotides

Le systeme est piloté par le logiciel ChromScope™. Le débit utilisé est de 56,25 mL/min,
le volume d’injection est de 5mL et la durée d’analyse de 4 min avec 1 min
d’équilibration. Les phases mobiles sont identiques a celles utilisées lors de l'analyse
(Chapitre VI B 1). Apres avoir déterminé les parametres de séparation analytique, le
transfert de méthode permet de purifier des quantités de l'ordre de 400 mg

d’oligonucléotide en moins de 5 min (Tableau 5, Figure 71).

Tableau 5 : Gradient HPLC préparative pour la purification des LASO

Temps (min) Solution A (%) Solution B (%)
0 100 0
2 0 100
3 0 100
3,2 100 0
4 100 0
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Figure 71 : Chromatogrammes de purification des conjugués nucléolipide-
oligonucléotides LASO (haut) et le contréle nucléolipidique LScr (bas)

Le premier pic correspond aux oligonucléotides non conjugués. Les fractions récupérées sont représentées en vert.
Le second pic, représenté en violet, correspond aux oligonucléotides conjugués au nucléolipide.
Volume d’injection : 5 mL ; Débit: 56,25 mL/min ; Détection : 260 nm ; Méthode de collection par seuil (100 mAU).

3. Dessalage des échantillons

Les contre-ions des charges négatives des phosphates de I'oligonucléotide sont
changés en ions ammonium lors de la phase de déprotection et en tri-éthyle ammonium
lors de la purification. Ces contre-ions n’étant pas compatibles avec le vivant, il est
nécessaire de dessaler les échantillons afin de conserver les propriétés physico-
chimiques des oligonucléotides similaires aux conditions physiologiques. Avant le
dessalage, les contre-ions de l'oligonucléotide sont échangés par compétition avec une
solution aqueuse de NaCl a 0,9 % en masse ajoutée et incubée avec le mélange avant
dessalage. De plus, les systemes utilisés permettent de s’affranchir des résidus de

déprotection lors de la synthese, des sels de triéthyle ammonium utilisés pour la
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rétention de I'oligonucléotide sur les colonnes chromatographiques mais aussi de I'exces

de NaCl ajouté. Ainsi, deux systemes de dessalage peuvent étre utilisés.

Pour des quantités de matieres inférieures a 1 pmol aprés purification, un systéme
d’ultrafiltration est préféré a un systeme de dialyse. En effet, la capacité de dessalage des
colonnes Vivaspin® Turbo4 (Sartorius) et le nombre d’échantillons dessalés
simultanément fait de cette technique une méthode de choix. La membrane est tout
d’abord rincée avec de I'eau distillée, puis jusqu’a 4 mL d’échantillons sont ajoutés dans
le systéme d’ultrafiltration avant d’étre centrifugés a 3000 g pendant 30 min. Trois
ringages sont effectués par ajout de 3 mL d’eau distillée pour chaque lavage. 500 pL
d’eau distillée sont ajoutés sur la membrane afin de remettre en suspension et récupérer
I'oligonucléotide. La membrane est ensuite rincée 2 fois avec 500 uL. d’eau distillée

limitant les pertes par colmatage.

Pour les syntheses de plus grande échelle, la dialyse permet de dessaler les échantillons
sans risque de colmatage. Une membrane de porosité égale a 2 kDa, de diameétre 24 mm
et de longueur variable, en fonction du volume a dialyser, est tout d’abord rincée avec de
I'eau distillée avant utilisation (Spectra /Por® 6 Dialysis membrane Pre-wetted RC
tubing, Spectrum®). L’échantillon est ensuite introduit dans la membrane puis
I'ensemble est fermé par des pinces a dialyse (Spectrum®). Le boudin de dialyse est
plongé dans un volume d’eau distillée 100 fois supérieur et est laissé 1 h sous agitation,
jusqu’a équilibre des sels de part et d’autre de la membrane. Ce protocole est réalisé 3
fois en changeant l'eau de dialyse pour éliminer majoritairement les sels. La
concentration en oligonucléotides reste inchangée dans la membrane tandis que les sels
ont subi une dilution d’un facteur 108.

4. Contréle de la masse des oligonucléotides par spectrométrie de
masse

Les analyses par spectrométrie de masse MALDI ont été réalisées sur un
spectrometre MALDI-ToF-ToF (pour Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Time of
Flight en anglais) (Ultraflex III"™, Bruker Daltonics) équipé d’'un laser Smartbeam
(Nd:YAG 355nm). Les mesures ont été effectuées en mode linéaire positif avec une
calibration externe dans la gamme de masse comprise entre 4000 et 10000 m/z. Les
parametres instrumentaux sont les suivants : lon source 1 25 kV, Ion source 2 23,45 kV,

Lens 6 kV, Pulsed Ion Extraction 100 ns et la fréquence du laser est 100 Hz.
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Les échantillons d’oligonucléotides sont dilués dans de l'eau distillée pour obtenir une
concentration finale de 20 a 50 pM, puis sont mélangés a une solution de la matrice
2,4,6-trihydroxyacétophénone (2,4,6-THAP). Cette derniére est préparée a une
concentration de 20 mg/mL dans un mélange eau distillée/ACN (50/50) avec

0,1 % (v/v) d’acide trifluoroacétique.

Les oligonucléotides sont analysés sous la forme d’ions monochargés [M+H]* et parfois
sous la forme d’ions [M+Na]* lorsqu’il y a un adduit de cation sodium. Les masses

mesurées correspondent aux masses moyennes des composés.

5. Lyophilisation des échantillons

Les échantillons dessalés sont congelés a I'azote liquide avant d’étre introduits
dans un lyophilisateur Labconco™ FreezeZone™. Ils sont lyophilisés pendant une durée

de 12 h a une température de -49 °C sous un vide de 0,250 mbar.

C. Détermination de la stabilité chimique du LASO SS en condition
réductrice

100 uM d’oligonucléotides nucléolipidiques comprenant un pont disulfure
(LASO SS) sont incubés pendant 12 h a 37 °C en présence d’'une concentration croissante
de DTT de 1 mM a 1 M, dans un volume final de 30 pL de PBS. L’analyse du clivage est
évaluée en HPLC par comparaison des aires sous la courbe du pic du LASO SS a celui

correspondant a I'oligonucléotide dégradé ASO SH.

D. Détermination de la formation d’objet spontanée en milieux
aqueux

1. Conductimétrie des nucléolipide-oligonucléotides dans I'eau

distillée
Les valeurs de conductance sont mesurées par un conductimetre CDM210 équipé
d’'une microsonde RADIOMETER™. La sonde est placée dans un bécher contenant 5 mL
d’eau distillée sous agitation. Chaque mesure est enregistrée aprées ajout successif de
5uL d’une solution de nucléolipide-oligonucléotides a 3,88 mM. L’expérience est
réalisée en triplicat. Les valeurs sont collectées et analysées sur Microsoft® Excel™. Les

analyses statistiques sont réalisées avec le logiciel R™.
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2. Analyse par tensiométrie de surface

Le caractere amphiphile des molécules oligonucléotidiques est évalué par un
tensiometre de surface DCAT21 (DataPhysics®) par la méthode de Wilhelmy. Les
mesures sont réalisées apres ajout successif de 15 pL. de LASO dans 15 mL d’eau distillée
ou de PBS 1X et agitation pendant 10 s, puis une phase de repos de 30 s. L’expérience est
réalisée a 21 °C, avec une lame de Wilhelmy composée de platine et traitée a I'iridium de
19,9 mm de longueur, 10 mm de hauteur et 0,2 mm d’épaisseur. L'immersion de la lame
dans le liquide est de 3 mm pour les mesures. Chaque point enregistré est une moyenne
des 50 dernieéres mesures possédant une variation d’amplitude inférieure a 0,01 mN/m.
Les valeurs sont enregistrées pour des concentrations en oligonucléotides variant de 0 a

150 uM en 40 points sur une échelle linéaire.

E. Analyse des nano-objets par Diffusion Dynamique de la Lumiere

La diffusion dynamique de la lumiere (pour Diffusion Light Scattering en anglais)
est une méthode basée sur la mesure du rayon hydrodynamique d'une particule par
suivi de son mouvement brownien. Connaissant différents parametres comme la
température, la viscosité, l'indice de réfraction du matériau etc., 'algorithme permet de
calculer une distribution de taille des particules solvatées au moyen de la relation de
Stokes-Einstein. La technologie NIBS (Rétrodiffusion non-invasive) permet d’améliorer
la sensibilité de détection de taille par mesure du signal a 173 °. Les mesures ont été
réalisées dans un volume final de 400 pL a une température de 25°C dans des
microcuves en polystyréne de 2 mL (LP Italiana SPA) ou dans un volume de 40 pL dans
des microcuves ZEN0040 (Malvern Instrument) sur un appareil NanoSizer ZS™ controlé

par le logiciel Zetasizer Software® (Malvern Instrument).

F. Détermination des assemblages supramoléculaires par
microscopie électronique a transmission

10 uL. de produits sont déposés sur une grille de microscopie en cuivre
recouverte d'un film de carbone (Delta microscopie, France) pendant 2 min avant
d’enlever le surplus par capillarité avec un papier absorbant de type Kimtech®. La grille
est séchée a l'air libre pendant 10 min avant d’étre éventuellement contrastée 2 min
avec une solution d’acétate d’'uranyle (coloration négative) filtrée a 0,22 pm ou avec des
vapeurs d’oxyde de ruthénium pendant 5 min. L'observation est réalisée sur un

microscope de 120kV Hitachi H7650 équipé d’'une caméra SC1000 ORIUS®
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11 Mégapixels (GATAN). Les images sont traitées et analysées sur le logiciel Digital
Micrograph™ (GATAN).

L’EDX (Spectroscopie a rayons X a dispersion d’énergie) est réalisée sur un microscope
électronique a transmission TECNAI couplé a un détecteur Quantax-X-Flash® SVE 6.

Cette technique permet de déterminer les éléments qui composent le matériau observé.

G. Analyse du potentiel Zéta par Electrophoreése Laser Doppler

L’électrophorese Laser Doppler est une technique de mesure du potentiel Zéta.
Un champ électrique est appliqué a la solution contenant les nanoparticules, qui se
déplacent a une vitesse liée a leur potentiel Zéta. Cette vitesse est mesurée au moyen
d'un procédé d'interférométrie laser (Phase analysis light scattering) et permet de
calculer la mobilité électrophorétique des particules en solution, leur potentiel zéta et
leur distribution. Toutes les mesures sont réalisées dans des cellules a capillaires repliés

sur 'appareil NanoSizer ZS® (Malvern Instrument).

H. Etude de la stabilité thermique des oligonucléotides

L’hybridation des duplexes entre les oligonucléotides et leurs séquences
complémentaires est évaluée selon la séquence et la chimie utilisée de chacun des deux
brins. L’oligonucléotide d’intérét (ASO-TCTP : 5" AAC TTG TTT CCT GCA GGT GA 3’) est
meélangé a sa séquence complémentaire a une concentration de 2,5 uM dans du PBS
exempt de nucléases (volume final de 2,5mL). Les cuves en quartz contenant ces
solutions sont placées dans un spectrophotometre (Cary UV/Vis spectrophotometre,
Agilent Technologies™) contenant un support multicuve thermostaté par effet Peltier
permettant ainsi de réguler précisément la température. Le trajet optique lors de la
mesure est de 1 cm. La température varie de 10 a 80 °C avec une vitesse de chauffage et
de refroidissement de 0,1 °C/min. Une mesure est réalisée pour chaque cuve toute les

5 min. De plus, différentes combinaisons ont été étudiées selon la modification chimique

du brin antisens et du brin complémentaire (Tableau 6).
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Tableau 6 : Liste des séquences étudiées pour la stabilité thermique des duplexes

Uz+c1s : Nucléolipide conjugué ; PO : Phosphodiester ; PTO : Phosphorothioate ; 2’-OMe : modification par ajout d’'un
groupement méthyle en position 2’ ; 2’-0-MOE : modification par ajout d’'un groupement méthoxyéthyle en position
2’; 2’-F : modification de I'alcool secondaire en position 2’ par un Fluor sur les pyrimidines

Séquences Chimie Séquences complémentaires Chimie
5"AACTTG TTT CCT GCA GGT GA 3’ ADN PO 5’uga accauc accugcaggaaacaaguuucacaaa3  ARN
5"AACTTG TTT CCT GCA GGT GA 3’ ADN PTO 5’ TCA CCT GCA GGA AACAAGTT 3’ ADN PTO
5’ Uz+c1s AACTTG TTT CCT GCAGGT GA3" ADN PTO 5’ TCA CCT GCA GGA AACAAGTT 3’ ADN PTO
5"AACTTG TTT CCT GCA GGT GA 3’ ADN PTO 5’uga accaucaccugcaggaaacaaguuucacaaa3  ARN

5’ Uz+c1s AACTTG TTT CCT GCAGGT GA3" ADN PTO 5’uga accauc accugcaggaaacaaguuucacaaa3  ARN

5’ Uz+c1s AACTTG TTT CCT GCAGGT GA3" ADN 2’-OMe 5’uga accauc accugcaggaaacaaguuucacaaa3  ARN

5’ Uz+c1s AACTTG TTT CCT GCAGGT GA3" ADN 2’-OMe/2’-F 5’uga accaucaccugcaggaaacaaguuucacaaa3  ARN

5’ Uz+c1s AACTTG TTT CCT GCAGGT GA3" ADN 2’-OMe/PTO 5’uga accauc accugcaggaaacaaguuucacaaa3  ARN

5’ Uz+c1s AACTTG TTT CCT GCAGGT GA3" ADN 2’-OMe/2’-FPTO 5’ ugaaccaucaccugcaggaaacaaguuucacaaa3’  ARN
5’ Uz+c1s AACTTG TTT CCT GCAGGT GA 3’ ADN 2’-0-MOE/PTO 5’uga accaucaccugcaggaaacaaguuucacaaa3  ARN
5" AAC TTG TTT CCT GCA GGT GA Uz:cis 3° ADN PTO 5’ ugaaccaucaccugcaggaaacaaguuucacaaa3 ARN

La dénaturation du duplexe ou de I'hétéroduplexe est visualisée par absorbance a
260 nm par hyperchromicité (ou effet hyperchrome). Lorsque les deux brins d’acide
nucléique se désapparient en fonction de la température, I'absorbance augmente de

facon significative. Ces résultats sont analysés par le logiciel SigmaPlot™.

I Etude in vitro
1. Conditions de culture cellulaire

Les lignées cellulaires utilisées lors de cette étude sont des cellules de cancer de
la prostate androgéne-indépendant provenant de I'ATCC (American Type Culture
Collection, Rockville, MD). Les cellules sont cultivées dans un milieu de culture DMEM
(Gibco®) supplémenté de 10 % de sérum de veau feetal, et incubées a 37°C en

atmosphere humide avec 5 % de COx.

2. Etude de transfection

Les cellules PC-3 sont cultivées en boite de culture p100 (Nunclon™) a 10°
cellules par boite, et transfectées 2 fois (24 et 48 h apres adhérence) avec 100 nM d’ASO
ou de LASO. La transfection s’effectue dans du milieu Opti-MEM™ (Gibco®) en absence
de sérum, avec 3 mg/mL d’oligofectamine™ (Invitrogen™) pour les ASO et Scr et sans
oligofectamine™ pour les nucléolipide-oligonucléotides LASO et LScr. Le milieu de

transfection est remplacé par du milieu complet apres 4 h d’incubation.

L’efficacité de transfection est évaluée en utilisant un oligonucléotide marqué par un
fluorophore (6-FAM a l'extrémité 3’) sur le ASO et le LASO. Les cellules PC-3 sont
transfectées avec ces oligonucléotides fluorescents (avec ou sans oligofectamine™), puis

les cellules sont trypsinées a différents temps afin d’évaluer l'efficacité de transfection
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par mesure en cytométrie en flux dans des tubes contenant 0,5 mL de milieu complet.
Chaque expérience compte 10> cellules par condition et est réalisée en triplicat.
L’intensité de fluorescence est déterminée en cytométrie en flux (Canto Becton

Dickinson®) et les données sont analysées par le logiciel Flow]o™.

En paralléle, les cellules sont cultivées avec les mémes conditions sur des lames Lab-
Tek I[I™ avec chambres de cultures (Nunc™-Thermo Scientific™). Une journée avant la
transfection, 8 x 104 cellules sont incubées dans chaque chambre des plaques Lab-Tek II.
Les cellules sont transfectées par des oligonucléotides, nucléolipidiques ou non,
marquées par un fluorophore (6-FAM) a I'extrémité 3’. Les cellules sont ensuite lavées
au PBS a différents temps d’incubation, puis fixées avec 4 % de paraformaldéhyde
pendant 15 min a 4 °C, et montées dans un milieu Prolong Gold contenant le marqueur
de noyau DAPI™ (Life Technologies™). La visualisation est effectuée sur un microscope
inversé a fluorescence Zeiss® LSM 520 META, avec les filtres d’excitation a 405 et

488 nm.

3. Viabilité Cellulaire

La méthode de réduction du composé bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-
2,5-diphényl tétrazolium ou MTT en un composé de couleur violette (formazan) par la
succinate déshydrogénase mitochondriale des cellules vivantes permet d’évaluer la
viabilité cellulaire de la culture. Les cellules sont mises en culture dans des plaques 12
puits a 3.10 cellules par puits et transfectées le lendemain avec les ASO ou LASO comme
décrit précédemment. Apres 48 h, le MTT est ajouté dans chaque puit (1 mg/mL final),
puis les plaques sont mises a incubées 2 h a 37 °C, 5 % COz. Le surnageant est ensuite
enlevé pour dissoudre les cristaux de formazan contenus dans les mitochondries des
cellules vivantes a I'aide de DMSO. L’absorbance de ce composé est ensuite évaluée par
un lecteur de microplaque en absorbance Sunrise™ (Tecan) a 595 nm. La viabilité
cellulaire est exprimée en pourcentage par comparaison entre les cellules traitées et les

cellules controles (non traitées).

4. Evaluation de la synthése protéique par Western Blot

Les cellules PC-3 sont transfectées avec les oligonucléotides 72 h avant I'analyse
protéique puis lysées dans un tampon (solution aqueuse de 1 % de Triton 100 X, 50 mM
d’HEPES (ou acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique), 150 mM de
NaCl, 25 mM de NaF, 1 mM d’EGTA (ou acide éthylene glycol tetraacétique), 10 pM de
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ZnCl; et 1 mM d’orthovanadate de sodium) contenant 4 % d’un cocktail d’'inhibiteur de
protéase (Roche®) pendant 30 min a 4 °C. Le lysat est ensuite centrifugé a 21000 g
pendant 60 min et les protéines sont quantifiées avec un kit BCA protein assay (Pierce®).
40 pg de protéine de chaque échantillon sont mélangés avec le tampon de Laemmli et
sont déposés dans un gel d’électrophorese de polyacrylamide dénaturant (SDS-PAGE) a
12 % puis transférés sur une membrane PVDF (Millipore™), qui est préalablement
bloquée avec 5% (m/v) de lait écrémé dans du tampon Tris. L'immunodétection
s’effectue a l'aide d’anticorps polyclonaux anti-TCTP de lapin ainsi que d’anticorps
polyclonaux anti-GAPDH de lapin (Abcam®) dilués 2 500 fois dans 0,5 % de lait écrémé
dans du TBS. Les membranes sont incubées une nuit a 4 °C avant d’étre révélées par un
anticorps secondaire anti-lapin couplé a la peroxydase de raifort (Santa-cruz®) par
incubation a la dilution 1/5000 1 h a température ambiante. Les bandes des protéines
spécifiques sont détectées en utilisant un substrat de transfert de Western Blot
augmentant la chimiluminescence (Pierce®) et développées sur un film Amersham™

Hyperfilm™ ECL™ (GE healthcare®).

J. Etudes du mécanisme d’action du LASO

La sélectivité de la RNase H pour le duplexe ADN/ARN est évaluée et visualisée
par électrophorese sur gel de polyacrylamide. L’activité du ASO dans la reconnaissance
du duplexe ADN / ARN vis-a-vis de 'enzyme RNase H a été évaluée in vitro. La séquence
d’ARN synthétisée a été sélectionnée en fonction de la séquence d’ARNm humaine
codant pour la cible TCTP étudiée. La séquence, composée de 34 nucléotides, permet
d’avoir une extension de sept nucléotides aux extrémités 5’ et 3’ de '’ARN par rapport a

I’hybridation du ASO.

Ainsi, 20 uM d’ARN cible (5’ uga acc auc acc ugc agg aaa caa guu uca caa a 3’), 2,2 uL
d’'une dilution au 1/10° de RNase H commerciale (New England BioLabs®) dans le
tampon de réaction 1X (20 U/mL) et 40 uM du ASO (5’ AAC TTG TTT CCT GCA GGT
GA 3’) ont été incubés 24 h dans un volume final de 55 pL avant inactivation de I'’enzyme
a 65°C pendant 20 min. L’activité de la RNaseH a été mise en évidence par

électrophorese sur gel de polyacrylamide a 20 %.

Le gel de polyacrylamide est polymérisé avec 0,1 % de persulfate d’ammonium et
0,01 % de Tetra Méthyle Ethyléne Diamine. La révélation est effectuée par un bain de

stains all (Sigma-Aldrich®) de 5 min avant décoloration dans de I’eau. Le contrdle négatif

153

Confidentiel




Matériels et méthodes
Etude in vivo

ARN seul et le controle positif ASO PO + ARN sont comparés au échantillons ARN +
RNase H, ainsi que les combinaisons ASO PTO + ARN, LASO PTO + ARN, LASO 2’-OMe
ADN + ARN, LASO 2’-OMe/2’-F ADN + ARN, LASO 2’-OMe PTO + ARN, LASO 2’-OMe/2’-F
PTO + ARN.

K. Etude in vivo

Les animaux utilisés pour les études sont des souris males Swiss nude de 4
semaines (Nu/Nu; Charles River Laboratories) entretenues a I'animalerie du Centre de
Recherche en Cancérologie de Marseille (CRCM). Toutes les procédures et
expérimentations animales ont été réalisées en accord avec les protocoles approuvés
par la loi francaise, suivant les directives européennes, et avec la certification

appropriée.

1. Traitement des animaux par les oligonucléotides

100 pL de milieu de culture complet contenant 107 cellules PC-3 sont injectés par
voie sous-cutanée dans le flanc droit des animaux (n=30). Aprés deux semaines, la
tumeur développée est visible. Les souris sont réparties aléatoirement en 4 groupes de
traitement : ’ASO anti-TCTP (n=8), I'oligonucléotide controle Scr (n=7), le LASO anti-
TCTP (n=8), le nucléolipide-oligonucléotide contrdle LScr (n=7). Lors de la premiere
semaine, chaque individu recoit de maniére journaliere une injection intra-péritonéale

de l'oligonucléotide approprié a une dose de 10 mg/kg. Les semaines suivantes, 3

injections par semaine sont réalisées. La durée du traitement est de 11 semaines.

Toutes les souris sont examinées en routine afin de déterminer des signes de toxicité
systémique ainsi que d’enregistrer leur poids. La taille des tumeurs est relevée
hebdomadairement avec un pied a coulisse sur les 3 dimensions. Le volume tumoral est
exprimé en mm3. A la fin du traitement, le sang et les urines sont collectés pour 'analyse

des parametres biochimiques.

2. Analyses biochimiques

Les échantillons de sang sont maintenus 4 h a température ambiante avant
centrifugation a 100 g pendant 30 min pour collecter et analyser le sérum. Cette analyse
est réalisée par un laboratoire indépendant (Charles River®) et comprend le dosage de
I'alanine aminotransférase (ALT), de l'aspartate aminotransférase (AST) et de la

créatinine. L’analyse urinaire consiste a déterminer la présence de protéines, de glucose,
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de leucocytes, de nitrites, de cétones, de corps cétoniques, de sang, et aussi du pH. Ces

analyses sont réalisées a I'aide de bandelettes Multistix™ 8SG (Siemens®).

3. Analyses statistiques

L’'intensité des bandes sur gel d’électrophorese est mesurée par le logiciel
Image]™ (NIH). L’analyse statistique est effectuée par le programme GraphPad Prism™
(GraphPad Software, San Diego, USA). Toutes les données sont moyennées + |’écart type.
Les différences significatives sont évaluées par des tests t de Student bilatéral. Les
conditions sont significativement différentes et notées * si p < 0,05, ** si p < 0,01 et *** si

p <0,001.

L. Formulation de LASO/Dérivé de phénazine

200 pL. d’'une solution mere de 5mg/mL de dérivé de phénazine dans du
chloroforme sont ajoutés dans un tube en verre et évaporés sous agitation a l'aide d’'un
flux d’azote. Le tube est ensuite placé sous vide afin d’évaporer les éventuelles traces de
solvant organique. Le film hydrophobe ainsi créé est réhydraté par 1 mL d’une solution
d’oligonucléotide (lipidique ou non) a 170 uM au goutte-a-goutte sous agitation rapide.
Deux étapes de sonication au bain a ultrasons (Fisherbrand™ FB-11205) de 15 min sont
nécessaires afin d’améliorer '’homogénéisation de la suspension nanoparticulaire. La
solution est ensuite filtrée a 1 pum (Chromafil® Xtra GF-100/13, Macherey Nagel) afin de
s’'affranchir des éventuels agrégats de dérivé de phénazine non encapsulés. La
formulation de rapport de charges N/P est égale a 1, ou N représente les charges
positives et P les charges négatives. Cette formulation est caractérisée par DLS, MET et

zétametre.

Le dosage de la substance active encapsulée est réalisé par déstabilisation du complexe
dans une solution aqueuse de NaCl a une concentration saturante puis par extraction
liquide/liquide par le chloroforme. La phase aqueuse est extraite 5 fois avec du
chloroforme afin de séparer les oligonucléotides dans la phase aqueuse et les molécules
hydrophobes (dérivé de phénazine) dans la phase organique. Ces deux phases sont
évaporées sous pression réduite et le solide résultant est remis en solution (eau distillée
ou chloroforme pour les oligonucléotides et le dérivé de phénazine respectivement)
dans un volume final de 600 pL. Le dérivé de phénazine est dosé par spectrophotométrie

visible a 425 nm selon une gamme d’étalonnage réalisée précédemment d’équation
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y = 0,00725182x + 0,00898361 et de coefficient de détermination R?=0,9987. La
phase aqueuse est dosée par spectrophotométrie UV a 260 nm en utilisant le coefficient

d’absorption molaire de I'oligonucléotide étudié.

M. Formulation de LASO/Doxorubicine

Les formulations de type SNALP (pour Stable Nucleic Acid-Lipid Particles en
anglais) ont été réalisées par précipitation simultanée d’une solution de 200 nmol de
doxorubicine dispersées dans 500 puL. de MeOH ainsi que 500 pL d’une solution de LASO
anti-TCTP a 20 uM. Le solvant organique a été partiellement évaporé sous pression
réduite, a une température de 37 °C, puis ajusté a un volume de 1 mL avec de I'eau
distillée. L'ensemble est passé dans un bain a ultrasons Fisherbrand™ FB-11205 a
37 kHz et a 37 °C, 3 fois pendant 15 min. Les propriétés de tailles et de charges de

surface sont évaluées par DLS, MET et zétametre.

N. Formulation Nucléolipide / Sorafénib

100 pL d’une solution mére a 10 mg/mL de sorafénib sont ajoutés a 100 pL d'une
solution mere de nucléolipides a 10 mg/mL. Le mélange est ajusté a 1 mL avant d’étre
nanoprécipité au goutte-a-goutte par diffusion de solvant dans 10 mL d’eau distillée. Le
meélange est ensuite plongé dans un bain a ultrason (Fisherbrand™ FB-11205) a 25 °C,
37 kHz pendant 3 cycles de 30 min avant d’étre concentré sous vide jusqu’'a obtenir
1 mL de solution. Ce volume est ensuite ajusté dans une fiole jaugée de 2,0 mL avec de
I'eau distillée. Deux étapes de sonication de 10 min avec 100 % d’amplitude sur un
sonicateur Vibra-cell™ 75186 (pulse de 2 s toutes les 5 s) sont effectuées afin d’obtenir
des particules de taille sub-micrométriques monodisperses. Une caractérisation en DLS
est effectuée a chaque étape de la formulation ainsi qu'un dosage en HPLC. Ceci permet
de connaitre I’évolution de la taille et de la polydispersité des particules formées ainsi
que les pertes de substances actives engendrées par le protocole afin de déterminer un

rendement d’encapsulation.

Le dosage est réalisé sur un systeme chromatographique UHPLC UltiMate™ 3000 de
Dionex-Thermo Scientific™. La séparation des composés est réalisée en utilisant une
colonne Syncronis™ Cig (50 x 2,1 mm, 1,7 um). Les phases mobiles sont composées de
70 % de méthanol et de 30 % d’'une phase aqueuse d’acétate d’ammonium a 25 mM,

pH 7,4 (A) et de 26,5 mM d’acétate d’ammonium a pH 7,9 dans du méthanol (B).
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Le débit de la phase mobile est de 0,2 mL/min et le gradient est de 2 min pour passer de
0 a100 % de B puis d'un plateau de 18 min a 100 % de B. La température est régulée a
25 °C. La détection est réalisée a 267 nm pour le sorafénib et la DiC1¢dT et 257 nm pour
le DOTAU. Le volume d’injection est de 1 pL et la limite de détection est de 0,6 ng pour le

sorafénib et de 15 ng pour les nucléolipides DiC16dT et DOTAU.

0. Etude de stabilité colloidale

Cette étude est réalisée apres incubation des nanoparticules étudiées a 4 °C et
37°C par les mesures des diametres hydrodynamiques en DLS ainsi que leurs
polydispersités. Une expérience d’électrophorese laser doppler est réalisée sur les
nanoparticules dont la charge de surface est non nulle afin d’établir une potentielle

déstabilisation du complexe formé par la modification de charges en surface.

P. Protocole de gélification du LASO dans les milieux aqueux

L’hydrogel de LASO a été préparé a des concentrations de 25 % (m/m) dans I'eau
distillée et 10 % (m/m) dans le PBS (Gibco®, Life Technologie, Thermo Scientific,
France). Pour une solubilisation complete de la molécule dans le milieu, les échantillons
ont été chauffés a 55 °C pour l'eau distillée et 70 °C pour le PBS pendant 10 minutes sous
une agitation de 800 rpm (Thermomixer® compact, Eppendorf, Etats-Unis). Ils ont
ensuite été laissés revenir a température ambiante jusqu’'a formation de I'hydrogel.
L’état de gel du LASO a été vérifié par le test du retournement du tube et I'absence

d’écoulement du matériau.

Q. Etude rhéologique du LASO a 10 % (m/m) dans le PBS

Les expériences de rhéologie ont été réalisées sur le rhéometre Kinexus® Pro+
(Malvern Instruments, Angleterre). La géométrie inférieure est équipée d'un systéme de
Peltier pour le controle de la température tout au long des manipulations. La géométrie
supérieure est un cone en acier présentant un angle de 1° (20 mm de diameétre, entrefer
0,029 mm). Pour prévenir toute évaporation de solvant au cours des analyses, une
trappe a solvant a été utilisée. Tous les échantillons ont été déposés sous forme liquide, a
'aide d’'une micropipette apres chauffage a 70 °C, entre les 2 géométries avant analyse.
Les expériences ont été réalisées dans le domaine linéaire de visco-élasticité (LVER). Ce
dernier a été déterminé par un balayage en amplitude (0,01 % a 100 % en déformation a

une fréquence de 1 Hz et une température de 37 °C). Le balayage en fréquence (0,1 a
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10 Hz, pourcentage de déformation de 0,03 % dans le LVER) a permis de mesurer les
modules élastiques (G’) et visqueux (G”). Les expériences de balayage en fréquence ont
éte effectuées a différentes températures : 25, 37 et 70 °C. Le caractére thixotrope de
I'hydrogel a été mis en évidence a 37°C par la succession de 2 cycles de
structuration / déstructuration. Les phases de structuration sont effectuées dans le
LVER a un pourcentage de déformation égal a 0,03 % et une fréquence de 1 Hz. Les
phases de destruction quant a elles correspondent a un pourcentage de déformation en
dehors du LVER (30 %) et une fréquence de 1 Hz. Toutes les expérimentations ont été

réalisées en triplicat pour chaque échantillon.
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pH-Cleavable Nucleoside Lipids: A New Paradigm for
Controlling the Stability of Lipid-Based Delivery Systems

Khalid Oumzil,”’ Sébastien Benizri,” Giovanni Tonelli,” Cathy Staedel,”” Ananda Appavoo,”
Max Chaffanet,” Laurence Navailles,'” and Philippe Barthélémy*®

Lipid-based delivery systems are an established technology
with considerable clinical acceptance and several applications
in human. Herein, we report the design, synthesis and evalua-
tion of novel orthoester nucleoside lipids (ONLs) for the modu-
lation of liposome stability. The ONLs contain head groups
with 3’-orthoester nucleoside derivatives featuring positive or
negative charges. The insertion of the orthoester function in
the NL structures allows the formation of pH-sensitive lipo-
somes. ONL-based liposomes can be hydrolyzed to provide
nontoxic products, including nucleoside derivatives and hexa-
decanol. To allow the release to be tunable at different hydrol-
ysis rates, the charge of the polar head structure is modulated,
and the head group can be released at a biologically relevant
pH. Crucially, when ONLs are mixed with natural phosphocho-
line lipids (PC), the resultant liposome evolves toward the for-
mation of a hexadecanol/PC lamellar system. Biological evalua-
tion shows that stable nucleic acid lipid particles (SNALPs) for-
mulated with ONLs and siRNAs can effectively enter into
tumor cells and release their nucleic acid payload in response
to an intracellular acidic environment. This results in a much
higher antitumor activity than conventional SNALPs. The ability
to use pH-cleavable nucleolipids to control the stability of
lipid-based delivery systems represents a promising approach
for the intracellular delivery of drug cargos.

Programmed site-specific release of therapeutics is emerging
as a promising approach to address issues in drug delivery."
Among the various stimuli-responsive options available, micro-
environmental pH-sensitive delivery systems have been widely
studied for biomedical applications. Indeed, changes in exter-
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nal pH can be exploited by pH-responsive systems, which re-
spond to changes in pH through altered physicochemical
properties, ensuring the triggered release of the drug payload
in an acidic environment. For example, it has been reported
that the tumor environment is one pH unit lower than normal
tissue.”! Larger pH shifts from 7.2-7.4 in the blood to 4.0-6.5
in intracellular compartments such as the endosome can be
used to enhance intracellular drug delivery. Numerous efforts
have been made to construct pH-responsive smart materi-
als,®* including lipids,” pH-responsive supramolecular sys-
tems,®” polymers,”® liposomes,®" vesicles, and nanoparti-
cles™ Such a chemical strategy was successfully used to
induce the cleavage of poly(ethylene glycol) PEG moieties in
the case of stealth vesicles,™ or promote the leakage of lipo-
somes" and membrane fusion.'>'®

We propose a new approach to the problem of pH control
of the fusion properties by exploiting the cleavage of orthoest-
er functions into single-chain fatty alcohols. The insertion of
single-chain  amphiphiles in phospholipid formulations is
known to promote liposome destabilization."” Herein we
report pH-cleavable orthoester nucleoside lipids'®*” (ONLs)
that generate hexadecanol in the bilayers, resulting in destabi-
lization of vesicles under weak acidic conditions. ONLs consist
of dialkyl orthoester chains attached to the 3’-secondary hy-
droxy group of 2'-desoxythymidine and charged or neutral hy-
drophilic moieties linked to the 5'-position of the nucleoside.
Figure 1 depicts the pH-sensitive nucleoside-based lipids inves-
tigated in this study. To the best of our knowledge, there are
no previous examples of pH-cleavable lipids promoting lipo-
some destabilization via the production in situ of fatty alcohol.

We hypothesized that a covalent association between the
nucleoside and fatty alcohols via orthoester functions could
lead to pH-sensitive lipids suitable for biomedical applications,
including pH-responsive prodrugs and drug delivery systems,
for example. To investigate the influence of the chemical struc-
ture on their stability in weak acidic conditions, we synthesized
novel ONLs with 3"-orthoester nucleoside derivatives featuring
either positive or negative charges (Figure 1a). All ONL head
groups contain a nucleoside and an orthoester function with
two fatty alcohols linked to the 3’-hydroxy group of the thymi-
dine. The structures synthesized were chosen to test how the
charge of the hydrophilic polar head affects the biophysical
behavior and stability of ONLs. We reasoned that we could en-
gineer the polar head to modulate the protonation behavior
of the orthoester function, which might affect the rate of or-
thoester hydrolysis. ONLs 6 and 11 were synthesized using
a similar synthetic approach used for the synthesis of 5'-silyl-2"-
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Figure 1. a) Orthoester nucleoside lipids (ONLs) investigated in this study feature positive (6) or negative (11) charges. Cleavage of the orthoester function
(dotted line) under weak acidic conditions induces the release of fatty alcohols and nucleosides (red). b) Single-chain alcohols interact with phospholipids to
provide inverted cone shape amphiphilic complexes, which promote liposome destabilization.

orthoester nucleoside™" (Schemes S1 and S2, Supporting Infor-
mation). This synthetic strategy proved to be an effective way
to attach an orthoester side chain to the 3"-hydroxy group of
the 2'-deoxythymidine (83 and 90% vyields for 6 and 11, re-
spectively). Briefly stated, in the case of cationic ONL 6, the
starting material 2’-deoxythymidine was allowed to react with
methanesulfonyl chloride in pyridine followed by a coupling
reaction with trihexadecyl orthoformate 2 (Scheme S1, Sup-
porting Information). The resulting nucleolipid intermediate 5
was incubated in the presence of trimethylamine for 48 h to
give ONL 6. The synthesis of ONL 11 started with the reaction
of thymidine TBDMS-C| in DMF followed by a coupling reaction
with trihexadecyl orthoformate (Scheme S2, Supporting Infor-
mation). After removal of the TBDMS protecting group, the 5'-
hydroxy function of the resulting intermediate 9 was then
treated with a chlorophosphoramidite to give rise to a phos-
phoramidite intermediate 10. ONL 11 was isolated after oxida-
tion of 10 and deprotection of the cyanoethyl group.

First, dynamic light scattering (DLS) experiments were car-
ried out to confirm the formation of supramolecular objects.
Both cationic and anionic ONLs form supramolecular assem-
blies of similar size (d=100.4 and 135.9 nm, respectively) in

ChemMedChem 2015, 10, 1797 - 1801 www.chemmedchem.org
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aqueous solution with reasonably narrow polydispersity (Figur-
es S1-S6, Supporting Information). As expected, the zeta po-
tentials measured for ONL-based objects depend on the
charge of the respective polar heads (C=514mV and
—43.3 mV for 6 and 11, respectively). Thus, the presence of the
orthoester function has a limited effect on the formation of ag-
gregates, as liposomes were observed in both cases. To mimic
endosomal membranes, which are rich in phosphocholine
lipids,”” liposomes containing 1:1 mixtures of dioleoylphos-
phatidylcholine (DOPC)/ONL (5 mgmL™') were prepared after
vortex agitation. Then the stability of the resulting vesicles was
followed either at pH5 or pH7.4. Under these conditions,
both anionic and cationic DOPC/ONL samples form vesicles
with diameters of ~150 and 100 nm (PDI=0.1), respectively
(Figure 2b and Figure S10, Supporting Information).

Because the charge of the polar heads is an important factor
in defining the overall chemical stability, we performed kinetic
of hydrolysis for both ONLs at pH 5 and 7.4. Thus, 'H NMR ex-
periments involving pure ONLs 6 or 11 were carried out (Fig-
ure 2a). After hydrolysis of the orthoester function the chemi-
cal shifts of the thymidine methyl group protons are shifted
upfield and downfield for ONLs 6 and 11, respectively (Figur-

© 2015 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Figure 2. Chemical and colloidal stabilities of orthoester nucleoside lipids (ONLs) in different conditions at neutral pH 7.4 (blue) and acidic pH 5 (red). a) Hy-
drolysis profile of cationic ONL 6 (A) and anionic ONL 11 (m) as a function of time at different pH at 37 “C. The hydrolysis was monitored by NMR (see Sup-
porting Information). Colloidal stabilities of biomimetic ONL/DOPC liposomes involving b) anionic ONL 11 and c) cationic ONL 6: polydispersity index (PDI):
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es S7 and S8, Supporting Information). The kinetics of hydroly-
sis was followed by integrating the signals corresponding to
methyl group protons (Figures S7 and S8, Supporting Informa-
tion). Interestingly, this study reveals that the hydrolysis rate of
the orthoester function depends on both the pH and charge
of the polar heads. The rate of hydrolysis of orthoester func-
tion is known to increase with the hydrogen ion concentra-
tion.”*? Hence, both ONLs 6 and 11 show higher rates of hy-
drolysis at pH 5 (Figure 2a). The increased hydrolysis rates ob-
served for the anionic ONL 11 relative to cationic ONL 6 at
both pH 5 and 7.4 results from the presence of a formal nega-
tive charge in the ONL head group. During the hydrolysis
mechanism the orthoester oxygen atoms are protonated, lead-
ing to a positively charged transition state. In the case of ONL
11, the presence of negative zeta potential at the surface of
the liposomes contributes to stabilization of this transition
state, which decreases the energy of activation and enhances
the hydrolysis rate.””’

To deliver the drug payload to the intracellular compart-
ment, liposomes must first be taken up by endocytosis before
being destabilized at the lower endosomal pH. Such destabili-
zation allows the liposome to break down and deliver its con-
tents into the cytoplasm. Because it has been reported that
the internal membranes of endosomes are rich in phosphati-
dylcholine lipids, ONLs were mixed with DOPC to mimic the
endosomal environment. Thus, in theory, upon acidification of
the liposomes, the ONLs would be hydrolyzed to expose the

ChemMedChem 2015, 10, 1797 - 1801 www.chemmedchem.org
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fatty alcohol. These alcohols (associated with phosphocholine
lipids)?%?” would disrupt the biomimetic membranes and re-
lease the nucleoside moiety into the cytoplasm. This hypothe-
sis is supported by the possibility to associate fatty alcohol hy-
droxy groups with the phosphocholine moiety of lipids via hy-
drogen bonding. Such an association has been reported to
lead to the formation of complexes with geometry similar to
that of DOPE.” This, in turn, would result in allowing the lipid
to transition from a lamellar to a hexagonal phase, which is re-
quired for membrane destabilization. Thus, the colloidal stabili-
ty of ONL/DOPC mixtures was studied at 37°C by DLS experi-
ments.

The colloidal stability of the liposomes (orthoester/DOPC,
1:1) was studied by monitoring the diameter and polydispers-
ity index (PDI) of particles versus time. The kinetics at 37 °C are
shown in Figure 2b,c for anionic and cationic compounds/
DOPC mixtures, respectively. Under acidic conditions (pH 5),
the results show that hydrolysis of the orthoester function re-
sults in an increase in both the particles’ diameter and PDI for
both ONLs, indicating a disruption of the colloidal suspension.
Notably, at pH 7.4 (37°C), the colloidal stability is maintained
for more than 1 h for both systems. The morphology of colloi-
dal systems before and after hydrolysis under acidic conditions
was studied by transmission electron microscopy (TEM). TEM
images exhibit the presence of liposomes (Figure 3a,c) for
ONL/DOPC mixtures before acidification, whereas lamellar
structures were observed after incubation at pH 5. To further
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Figure 3. Transmission electron microscopy (TEM) images showing the mor-
phology of biomimetic ONL/DOPC liposomes involving anionic orthoester
nucleoside lipid (ONL) 11 (top) and cationic ONL 6 (bottom) colloidal mix-
tures before (a and ¢) and after incubation at pH 5 (b and d).

characterize the colloidal systems small-angle X-ray scattering
(SAXS) experiments were performed on cationic ONL/DOPC
mixtures before and after exposure to acidic pH. The results
shown in Figure 4 show SAXS profiles of a cationic compound
6/DOPC mixture (50:50 molar ratio) before and after incuba-
tion at pH 5 and 37 °C. Before incubation, a broad peak corre-
sponding to a form factor of a vesicular object was ob-
served.” The thicknesses of the hydrophilic (3H) and hydro-
phobic (dT) parts of the bilayer were determined using the
model of Nallet et al.”’ The bilayer thickness (20H +20T) was
roughly equal to 4.7 nm, with dH=1.1 and dT=1.25, respec-
tively. After incubation, a characteristic feature that we inter-
pret as a Bragg peak was observed. This peak corresponds to
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Figure 4. Small-angle X-ray scattering (SAXS) profiles of cationic orthoester/
DOPC (50:50 molar ratio) before (@) and after ([]) incubation at pH 5 and
37°C. The solid lines correspond to the best fit.
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the structure factor of a multilamellar stacking of bilayers.””

Hence, the compound 6/DOPC mixture evolves from unilamel-
lar vesicles before incubation to multilamellar systems with a la-
mellar periodicity equal to 7 nm.

Non-pH-sensitive stable nucleic acid lipid particles (SNALPs)
have been used to deliver siRNA and to promote the knock-
down of proteins in vitro®'*? and in vivo.***¥ To determine
whether a delivery system involving ONL would release its con-
tents in response to a decrease in pH in the endosomal com-
partment, we examined the entrapment and release of an
siRNA in breast cancer cells. RECQL4 is a human RecQ helicase
implicated in three syndromes (Rothmund-Thompson, Rapadi-
lino, and Baller-Gerold) displaying accelerating aging, develop-
mental abnormalities, and a predisposition to cancer. An in-
crease in RECQL4 mRNA levels was observed in clinical breast
tumor samples, and recent studies indicate that overexpression
of RECQL4 plays a critical role in the progression of human
breast tumor luminal B.***¢

The inhibition of RECQL4 expression by specific siRNA (siR-
ECQL4) was investigated using pH-sensitive (ONL 6/DOPE, 1:1)
and non-sensitive (DOTAU""/DOPE, 1:1) SNALPs. These mix-
tures were incubated in the presence of siRNA at different
ratios (N/P=5 and 10). SNALPs loaded with siRNA targeting lu-
ciferase (siLuc) were used as a negative control to evaluate the
possible nonspecific effects of the complexes on the RECQL4
expression monitored by quantitative RT-PCR. In the case of
the pH-sensitive ONL 6/DOPE/siRNA complexes, DLS experi-
ments revealed the presence of nanoparticles of 90 and
100 nm in diameter for siLuc and siRECQL4, respectively. Under
the same conditions the size of DOTAU/DOPE/siRNA particles
were 69 and 63 nm for siLuc and siRNA RECQL4, respectively.
The results showing the expression levels of RECQL4 normal-
ized to that of GAPDH indicate that only the pH-sensitive
SNALP was able to inhibit the expression of RECQL4 (50% for
an N/P ratio of 10). In contrast, the non-pH-sensitive SNALP
DOTAU was inefficient in transfecting the siRNA targeting
RECQL4 (Figure S9, Supporting Information). Also, SNALPs
loaded with siRNA targeting luciferase did not decrease
RECQL4 expression, indicating that the downregulation effect
observed in the case of pH-sensitive SNALP is specific. There-
fore, the cleavable ONL-based particles exhibit better siRNA
delivery over conventional SNALPs.

In summary, we have shown that the orthoester modifica-
tion of nucleolipids results in the formation of pH-sensitive lip-
osomes. The co-formulation of the ONLs with natural lipids
such as DOPC allows for the destabilization of the vesicles
under acidic conditions and the formation of lamellar phases.
Such a new system organized by the association of fatty alco-
hol and DOPC features a different curvature, which leads to de-
stabilization of the liposomes. The utility of such a pH-sensitive
lipid-based delivery system was demonstrated with ONL/siRNA
particles. These SNALPs were able to release siRNAs targeting
the human RecQ helicase (RECQL4), which is overexpressed in
human breast cancer. Although further optimization of the
ONLs is required for biological applications, the results report-
ed herein highlight the utility of pH-sensitive ONLs for the de-
velopment of a wide variety of lipid-based delivery systems.

© 2015 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Annexe 2 : Spectre de masse du LASO
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Annexe 3 : Spectre de masse du ASO
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Annexe 4 : Spectre de masse du LScr
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Annexe 5 : Spectre de masse du Scr
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Titre : Synthéses et études d’oligonucléotides amphiphiles a visée
thérapeutique

Résumeé :

Les oligonucléotides sont de courtes séquences d’acide nucléique qui ont la capacité d’inhiber ou de
moduler I'expression d'un géne cible par différents mécanismes. Cependant, leur potentiel
thérapeutique est limité par leur faible internalisation. Pour pallier ce probléme de vectorisation, il a été
envisagé de conjuguer les oligonucléotides a des molécules biocompatibles. Ce travail de thése porte
sur des bioconjugués composés d’un nucléolipide a I'extrémité 5’ ou 3’ des oligonucléotides.

Tout d’abord, les propriétés physico-chimique et d’hybridation de ces nouveaux composés ont été
évaluées. Des études biologiques ont ensuite été réalisées in vitro et in vivo. Les résultats obtenus ont
permis de mettre en évidence le mécanisme d’internalisation cellulaire mais aussi de prouver
I'efficacité de transfection et d’inhibition de ces conjugués. En outre, le caractére amphiphile de ce
type de composé rend possible leur auto-assemblage pour la formulation de substances actives. Dans
ce cadre, différentes formulations ont été investiguées.

Ainsi, dans ce travail de thése une nouvelle technologie d’oligonucléotides conjugués a été
développée. La séquence de ces molécules peut étre modulée et maitrisée de maniére a I'adapter a
la cible thérapeutique visée. Actuellement, ce systéme est appliqué sur treize projets différents a
I'échelle nationale. L’effet thérapeutique est ainsi évalué dans différentes pathologies telles que des
cancers hormono-dépendants, des leucémies, des maladies neurologiques chroniques ou encore la
résistance aux antibiotiques.

Mots clés : Oligonucléotide, Conjugué, Nanomédecine, Vectorisation

Title: Synthesis and characterization of amphiphilic
oligonucleotides for therapeutic application

Abstract:

Oligonucleotides are short nucleic acid molecules able to modulate or inhibit gene expression.
However the main drawback of oligonucleotides lies in their poor cellular internalization, which limit
their therapeutic applications. Herein, to overcome this limitation, oligonucleotides were conjugated to
biocompatible molecules as a nucleolipid to either the 5'- or the 3'-end.

First, physico-chemical properties and binding behaviour of this newly compound were investigated.
Then in vitro and in vivo biological assays were performed to characterize but also understand the
cellular internalization pathways and their biological activities. Finally, the amphiphilic nature of the
oligonucleotide-nucleolipid confers spontaneously self-assembling properties for drugs loading and
vectorization purposes.

This Ph.D. thesis focuses on new oligonucleotide bioconjugates for various biological applications.
Sequences of nucleotides can also be modulated to specifically bind to the therapeutic target. This
tuneable technology is actually used in 13 different projects, including hormone-dependent cancers,
leukemia, chronic neurological disorders and antibiotic resistance, for example.
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