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PEG2000-C-DMG : 1,2-dimyristoyl-rac-glycero-3-methoxypolyethylene glycol-2000 
piRNA : piwi-interacting RNA 
PMP22 : peripheral myelin protein 22 
RET : rearranged during transfection 
RISC : RNA-induced silencing complex 
RISC : RNA-induced silencing complex 
RMN : résonnance magnétique nucléaire 
RRM2 : Ribonucleoside-diphosphate reductase subunit M2 
RT-qPCR : PCR quantitative en temps réel 
SANS : small angle neutron scattering 
SAXS : small angle X-ray scattering 
SC : sous-cutanée 
SEM : standard Error of the Mean 
siRNA : small interfering RNA 
SNALP : stable nucleic acid lipid particle 
SNP : système nerveux périphérique 
SQ : squalène 
TEAA : acétate de triéthylamine 
TEM : microscope à transmission électronique 
THF : tétrahydrofurane 
TLR - toll-like receptor 
TTR : transthyrétine 
UV : ultraviolet 
VLDL : very low density lipoprotein 
WB : western blot 
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Introduction générale 
 

En 1998, Fire et Mello ont mis en évidence que des petits ARN doubles brins, les 

siRNA, étaient capables d’inhiber spécifiquement et de façon transitoire l’expression d’un gène 

cible en dégradant son ARNm (Fire, Xu et al. 1998). Cette découverte, qui a été décorée du 

prix Nobel de Médecine et Physiologie en 2006, a rapidement intéressé le monde académique 

et pharmaceutique à la recherche de thérapies ciblées pour des pathologies. Néanmoins, 

l’utilisation de ce mécanisme naturel comporte un inconvénient majeur : la délivrance du siRNA 

aux cellules ciblées. En effet, du fait de sa nature oligonucléotidique, le siRNA rencontre de 

nombreux problèmes de stabilité et d’internalisation cellulaire. Pour les pallier, les chercheurs 

ont développé des moyens physiques et chimiques pour modifier ses paramètres physico-

chimiques et permettre aux siRNA d’exercer leur effet inhibiteur dans le cytoplasme des 

cellules cibles (voir article de synthèse, Caillaud, El Madani et al., 2020). Vingt ans après leur 

découverte, le premier siRNA, l’Onpattro®, a été approuvé pour le traitement de l’amylose 

héréditaire à transthyrétine (Adams, Gonzalez-Duarte et al. 2018). 

Au laboratoire, il a été développé en collaboration avec l’équipe du Pr Couvreur, une 

approche de couplage chimique innovante par bioconjugaison du siRNA à un polyterpène 

précurseur du cholestérol, le squalène (SQ). Le SQ a été fonctionnalisé par ajout d’une 

malèimide sur sa fonction carboxylique entraine la formation d’un bioconjugué siRNA-SQ par 

addition de Michael. Après nanoprécipitation, les nanoparticules (NPs) formées sont stables, 

mesurent 170 nm de diamètre et sont injectables par voie intraveineuse (IV). Les NPs siRNA-

SQ ont montré leur efficacité dans les cancers à oncogène de fusion (OF), qui sont la 

conséquence de réarrangements chromosomiques et sont impliqués dans l’initiation et la 

progression de plus de 20% des cancers (Latysheva and Babu 2016). Leurs expressions 

uniques dans les cellules tumorales en font une cible de choix pour une thérapie ciblée par 

siRNA. La conjugaison du siRNA au SQ a permis d’inhiber la croissance tumorale, corrélée à 

une inhibition de l’expression des gènes ciblés, dans différents modèles de cancer à OF : le 

carcinome papillaire de la thyroïde (avec les siRNA anti-RET/PTC1 et anti-RET/PTC3) et le 

cancer de la prostate (siRNA anti-TMPRSS2-ERG) (Raouane, Desmaele et al. 2011, Ali, 

Maksimenko et al. 2014, Urbinati, Ali et al. 2015, Urbinati, de Waziers et al. 2016). Cependant, 

cette méthode de bioconjugaison est fastidieuse et entraine une perte de 65% du principe actif 

la rendant inutilisable pour des futures applications cliniques. 

Pour améliorer le rendement de la réaction et simplifier la méthode de synthèse, j’ai 

contribué à optimiser la méthode de bioconjugaison par « chimie clic sans cuivre » puis 

à caractériser les propriétés physico-chimiques des NPs résultantes de cette nouvelle 
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méthode de vectorisation des siRNA (1 sur la figure 1), ce qui a amené à la publication d’un 

article en 2018 (Massaad-Massade, Boutary et al. 2018).  

Cette approche a été utilisée pour traiter une pathologie neurodégénérative 

périphérique, la maladie de Charcot-Marie-Tooth qui est la neuropathie périphérique 

héréditaire la plus fréquente. Le sous-type 1A (CMT1A) est dû à une duplication sur le 

chromosome 17 entrainant une augmentation de l’expression de la glycoprotéine PMP22 

responsable de la myélinisation au niveau des cellules de Schwann (Boutary, Echaniz-Laguna 

et al. 2020). L’injection intraveineuse des NPs siRNA PMP22-SQ a permis de normaliser 

l’activité motrice et musculaire dans un modèle animal de CMT1A (thèse de sciences du Dr 

Suzan Boutary soutenue en décembre 2019). Cette efficacité thérapeutique est corrélée avec 

une normalisation de l’expression de PMP22, confirmant l’internalisation des NPs siRNA 

PMP22-SQ dans les cellules de Schwann (Boutary, Caillaud et al., 2020 soumis). 

L’ensemble des études effectuées au laboratoire montre l’efficacité antinéoplasique ou 

myélinisante des NPs siRNA-SQ in vivo. Cependant, aucune activité inhibitrice n’a été 

observée in vitro, sans utilisation d’un agent transfectant. Je me suis intéressée à comprendre 

les différences d’efficacité observées entre les études in vitro et in vivo en étudiant les 

mécanismes de transport des NPs dans la circulation sanguine via les interactions avec 

le sérum et ses principaux composants (2 sur la figure 1) et en déterminant les facteurs 

limitant l’internalisation in vitro des NPs siRNA-SQ (3 sur la figure 1).   

 

Figure 1 : Représentation schématique de notre hypothèse de travail de la thèse. 

Dans ce manuscrit, nous présentons les connaissances actuelles sur le sujet, les 

résultats obtenus seront intégrés à la suite suivis par leurs analyses dans la discussion et 

d’une conclusion qui ouvrira les perspectives. 
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Partie 1 : L’ARN interférence et les siRNA 
 

L’interférence par l’ARN (ARNi) est un processus cellulaire permettant l’inhibition de 

l’expression d’un gène cible par reconnaissance de sa séquence d’ARNm. L’article fondateur 

a été publié en 1998 dans Nature (Fire, Xu et al. 1998) mais au début des années 90, 

différentes équipes de recherche avaient commencé à mettre en évidence ce phénomène dont 

la chronologie de la découverte est résumée sur la figure 2. 

 

Figure 2 : Chronologie de la découverte de l’ARN interférence et de ses effecteurs 

  

Une partie de ce manuscrit a été rédigée dans le cadre de de ma thèse de Pharmacie, 

« De la découverte de l’ARN interférence au développement clinique des siRNA », 

soutenue et obtenue le 17 décembre 2019 avec les félicitations du jury.  
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I. Les petits ARN interférents (siRNA) 
 

A. Mécanisme d’action des siRNA 
 

La voie des small interfering RNA ou siRNA est historiquement la première voie de l’ARNi 

découverte. Fire et Mello ont montré que des petits ARN double brins exogènes étaient 

capables d’inhiber l’expression d’un gène cible (Fire, Xu et al. 1998). Dernièrement, il a été 

décrit que les siRNA pouvaient être issus de la transcription de certains loci génomiques aussi 

et donc avoir une origine endogène.  

Figure 3 : Voie de signalisation de l’ARN interférence. Adapté d’après Davidson and McCray,  

(Davidson and McCray 2011) 
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Le mécanisme des siRNA synthétiques et endogènes est le suivant (Figure 3). Si ces ARN 

doubles brins ont une taille supérieure à 21 nucléotides, ils sont pris en charge par la nucléase 

Dicer, qui les clive en petits ARN double brin de 19 à 21 nucléotides avec des extrémités 3’- 

cohésives (2 nucléotides sortants). Le siRNA à proprement parlé, est ensuite pris en charge 

par le complexe RISC (RNA-induced silencing complex), qui sépare les 2 brins. Le brin 

antisens, chargé dans une sous-unité de RISC, Ago2, s’apparie avec un ARNm dont il est 

totalement complémentaire, conduisant à la dégradation de ce dernier et donc à l’inhibition de 

l’expression du gène ciblé (Lam, Chow et al. 2015, Tatiparti, Sau et al. 2017). Le clivage de 

l’ARNm cible se produit au niveau des 10èmes et 11èmes nucléotides en 5’- du siRNA. Une fois 

cette première coupure effectuée, l’ARNm est libéré du complexe et dégradé par d’autres 

exonucléases dans le cytoplasme. Le complexe RISC activé (avec brin antisens inclus) peut 

dégrader d'autres ARNm ciblés, ce qui permet de réduire au silence un gène de façon 

transitoire pendant 3-7 jours dans les cellules à division rapide et pendant plusieurs semaines 

dans les cellules à division lente (Whitehead, Langer et al. 2009, Xue, Liu et al. 2014). 

Les cibles sont différentes en fonction de l’origine du siRNA. Dans le cas de siRNA 

exogènes utilisés en recherche ou en thérapeutique, la cible est le transcrit d’un gène 

spécifique dont les scientifiques souhaitent étudier le rôle (par un knockdown) ou inhiber pour 

traiter une maladie. Les siRNA endogènes ciblent principalement l’ARN de rétrotransposons, 

qui pourraient s’insérer dans le génome et créer une instabilité génétique (Husson, Pilot et al. 

2011). 

En dehors des siRNA, il existe d’autres molécules de l’ARN interférence, les miRNA et 

piRNA dont les caractéristiques sont décrites dans le tableau 1. 



21 

Tableau 1 : Caractéristiques principales des différentes molécules de l’ARNi 

 

B. Construction de la séquence 

 
Comme décrit précédemment, un siRNA est un ARN double brin composé de 19 à 21 

nucléotides à bouts cohésifs en 3’ dont le brin antisens, également dénommé brin guide, est 

complémentaire de la séquence d’ARNm d’un gène cible.  

Pour construire la séquence du siRNA, il existe quelques règles essentielles à prendre en 

compte. La séquence du siRNA doit être évidemment totalement complémentaire du transcrit 

cible dans le but d’avoir une molécule biologique efficace et d’éviter un effet off-target 

(inhibition de l’expression d’un gène non ciblé). Reynolds et al., a décrit 8 critères à suivre pour 

construire un siRNA efficace dont un taux de bases G/C compris entre 30 et 52% pour garantir 

une bonne stabilité thermodynamique (Reynolds, Leake et al. 2004). La sélection du brin guide 

à l’intérieur de RISC ne se fait pas au hasard. En effet, le complexe garde préférentiellement 

le brin qui a l’instabilité thermodynamique la plus importante en 5’- (avec un fort taux A/U). De 

plus, ce brin doit avoir en position 1 du côté 5’- la base U ou A, contrairement au brin sens où 

une base G ou C est préférée pour minimiser le risque d’être chargé dans RISC (Lam, Chow 

et al. 2015). Enfin pour limiter la reconnaissance dans le sang par les nucléases, Tuschl 

préconise de remplacer les 2 nucléotides sortants en 3’- par des désoxynucléotides (Tuschl 

2002). 
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C. Intérêt thérapeutique des siRNA 
 

Les siRNA sont spécifiques de la séquence d’ARNm d’un gène cible. L’inhiber pourrait 

permettre de déterminer sa fonction dans la cellule, que cela soit dans un but de recherche 

fondamentale ou dans le cadre d’une utilisation en thérapeutique. En effet, un certain nombre 

de maladies humaines - cancer, maladie métabolique, infections virales – est dû au 

dérèglement d’un ou plusieurs gènes et dont l’inhibition serait bénéfique pour stopper ou 

normaliser la progression de la pathologie. 

 

a) Cancers 

 

Les cancers sont généralement dus à des mutations sur des gènes responsables de la 

croissance cellulaire, la prolifération ou l’apoptose (Tseng, Mozumdar et al. 2009, Jain, Pathak 

et al. 2018).  

Dans le domaine de la recherche de thérapies anticancéreuses, les oncogènes de fusion 

(OF) sont intéressants par leur présence unique dans les cellules tumorales. Ils sont la 

conséquence de réarrangements chromosomiques, qui entraînent le rapprochement illégitime 

de deux gènes. Les OF sont impliqués dans l’initiation et la progression de plus de 20% des 

cancers (Latysheva and Babu 2016). Les plus connus sont retrouvés dans la leucémie 

myéloïde chronique (fusion des gènes BCR et ABL) (Rowley 1973), le sarcome d’Ewing (fusion 

des gènes EWS et Fli1) (Delattre, Zucman et al. 1992), le cancer thyroïdien papillaire (fusion 

des gènes RET et PTC) (Romei and Elisei 2012) ou encore le cancer de la prostate (fusion 

des gènes TMPRSS2 et ERG) (Tomlins, Rhodes et al. 2005). 

La translocation t(9 ;22) BCR-ABL est retrouvée dans 95% des cas de leucémie 

myéloïde chronique et entraine l’expression de la protéine chimérique BCR-ABL à activité 

tyrosine kinase. Une thérapie inhibant cette protéine de fusion, l’Imatinib (Glivec®), a été mise 

au point et est aujourd’hui le traitement de référence pour ce type de leucémie puisque 90% 

des patients entrent en rémission avec ce traitement (Kujak and Kolesar 2016).  

Le sarcome d’Ewing est une tumeur rare et agressive des os, qui survient chez l’enfant ou 

le jeune adulte. La translocation t(11;22)(q24;q12) est retrouvée dans 85% des biopsies et 

entraine l’expression du facteur de transcription EWS-Fli. Il n’existe pas de traitement curatif 

pour ce sarcome, le traitement standard comprend différentes molécules de chimiothérapie 

qui augmentent la survie pour les patients non métastasés (Yu, Ge et al. 2017). Un siRNA 

ciblant cet OF a été encapsulé dans une nanoparticule polymérique fonctionnalisée. La 
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formulation a montré une forte activité antitumorale in vivo, sans observation de toxicité ou de 

stimulation du système immunitaire (Hu-Lieskovan, Heidel et al. 2005). 

L’OF RET/PTC est retrouvé dans plus de la moitié des carcinomes papillaires de la 

thyroïde. Le rapprochement entre le gène RET (rearranged during transfection) et plusieurs 

autres gènes (H4, PRKAR1A, ELE1) est dû à une inversion sur le chromosome 10 (inv10q). 

Elle induit l’expression d’une protéine chimérique comprenant une partie de RET tronquée, ce 

qui provoque une localisation cytosolique de la protéine et l’activation constitutive de sa 

fonction tyrosine kinase (Romei, Ciampi et al. 2016). L’administration intraveineuse d’un siRNA 

ciblant l’oncogène de fusion RET/PTC1 a permis d’inhiber la croissance tumorale sans induire 

de toxicité chez la souris athymique (Raouane, Desmaele et al. 2011).  

L’OF TMPRSS2-ERG a été découvert dans 50% des biopsies de cancers prostatiques. Le 

réarrangement chromosomique à l’origine est une délétion sur le chromosome 21 del(21q22), 

qui entraine la fusion entre le promoteur en 5’- du gène TMPRSS2 et un gène de la famille 

ETS (E-twenty six) comme ERG (ETS-related gene). La conséquence est l’expression du 

facteur de transcription ERG, qui va induire l’expression de gènes jouant sur la prolifération et 

progression tumorale. Sa présence favorise aussi l’invasion en modulant l’expression des 

métalloprotéinases (MMP-9 notamment) et est également responsable de l’expression du 

proto-oncogène, c-Myc, activant le processus de cancérisation des cellules prostatiques (Sun, 

Dobi et al. 2008, Tomlins, Laxman et al. 2008).   

La découverte de ces oncogènes de fusion a été révolutionnaire du point de vue de 

la recherche fondamentale et thérapeutique. En effet, le fait qu’ils soient uniquement 

exprimés dans les cellules cancéreuses ouvre de nouvelles perspectives 

thérapeutiques pour les patients atteints de cancer à OF pour une thérapie ciblée par 

siRNA.  

 

b) Neuropathie périphérique héréditaire 
 

Certaines maladies héréditaires sont causées par la mutation d’un gène, qui peut avoir des 

importantes conséquences. Les dysfonctionnements du système nerveux périphérique (SNP) 

sont moins connus que ceux du système central mais concerne 2,5% de la population 

mondiale (Boutary, Echaniz-Laguna et al. 2020). Par eux, se distingue la maladie de Charcot-

Marie-Tooth (CMT), qui est la neuropathie héréditaire périphérique la plus fréquente au 

monde. Le sous-type 1A est le plus fréquent et est dû à une duplication interstitielle au niveau 

du bras court 17p12, entraînant la surexpression du gène codant pour la protéine de myéline 
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périphérique de 22 kDa (PMP22). Cette protéine a un rôle essentiel dans la compaction de la 

gaine de myéline du SNP et permet de maintenir l’homéostasie du cholestérol dans les cellules 

de Schwann (Li, Parker et al. 2013, Boutary, Echaniz-Laguna et al. 2020). Toute perturbation 

du gène PMP22 entraine ainsi une désorganisation de la gaine de myéline et touche à 

l'intégrité axonale du nerf, qui se reflète par un ralentissement de la vitesse de conduction 

nerveuse, provoquant une neuropathie et une atrophie musculaire (Li, Parker et al. 2013). 

Réduire l’expression de PMP22 a depuis longtemps été une piste de recherche avec le test 

de nombreuses molécules actives comme l’acide ascorbique (vitamine C) ou l’onapristone. 

Récemment, une combinaison de trois médicaments (naltrexone, baclofène et D-sorbitol), le 

PXT3003, a montré des effets thérapeutiques intéressants mais l’étude clinique est toujours 

en cours (Chumakov, Milet et al. 2014). Ainsi pour le moment, aucun médicament curatif n’a 

été mis sur le marché, les seuls traitements proposés aux patients sont symptomatiques 

(physiothérapie, port de prothèses, chirurgie orthopédique).  

L’approche thérapeutique par ARNi ouvre un nouvel espoir pour les patients atteints de 

CMT. Lee et ses collègues ont développé un siRNA ciblant une mutation spécifique Leu16Pro 

du gène PMP22, responsable de la neuropathie CMT1E. L’encapsulation dans une 

nanoparticule et l’injection intrapéritonéale de cette formulation ont permis d’améliorer les 

fonctions motrices et musculaires dans un modèle animal spécifique (Trembler-J mice) 

corrélée avec une remyélinisation des nerfs périphériques (Lee, Chang et al. 2017).  

Pour ces deux pathologies, le challenge le plus important a été de développer des 

moyens d’amener le siRNA intact aux cellules cibles, car cette molécule oligonucléotidique 

comporte beaucoup d’avantages avec quelques inconvénients. 

 

D. Avantages et inconvénients des siRNA 
 

Contrairement aux petites molécules actives, le monde des siRNA n’a pas de limite de 

cibles. En effet, ce qui était considéré comme « undruggable » (cible pathologique connue 

mais sans option thérapeutique) peut l’être puisque le siRNA va jouer au niveau de la 

transcription et n’interagit pas avec l’ADN. Sa principale limite d’un point de vue efficacité est 

que cette molécule biologique ne peut qu’inhiber ou normaliser l’expression d’un gène et ne 

sera donc d’aucune aide si le but est de l’activer (Bumcrot, Manoharan et al. 2006, Lam, Chow 

et al. 2015).  

Lors de la découverte de l’ARNi, les chercheurs ont observé que les siRNA étaient 

efficaces à faible dose, contrairement à l’injection du brin antisens seul (Fire, Xu et al. 1998). 
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Grâce au développement de logiciels de construction de siRNA, ce dernier est synthétisé avec 

une grande spécificité pour seulement le transcrit cible dont les scientifiques souhaitent inhiber 

l’expression. Cette efficacité et la spécificité à faible dose sont des avantages qui ont permis 

la recherche et le développement rapides de thérapies d’ARNi. De plus, la synthèse de siRNA 

est facile et à faible coût, en comparaison de la production de thérapies à base de protéines 

ou d’anticorps (Bumcrot, Manoharan et al. 2006).  

Malheureusement, certaines caractéristiques physico-chimiques de ces molécules 

biologiques limitent leur utilisation. En effet, les siRNA sont des molécules oligonucléotidiques 

d’une taille inférieure à 7nm et peuvent donc être éliminés par filtration glomérulaire in vivo. 

De plus, ce sont des molécules « fragiles », rapidement dégradées dans le sang par les 

nucléases sériques. Il est estimé que la demi-vie plasmatique d’un siRNA est de moins de 15 

min après dégradation par les RNases du sérum et élimination par filtration glomérulaire 

(Thompson, Kornbrust et al. 2012, Kanasty, Dorkin et al. 2013, Ozpolat, Sood et al. 2014). Ils 

peuvent également stimuler le système immunitaire en activant les TLR en fonction de la 

séquence. Plusieurs motifs de séquences immuno-stimulatrices ont même été décrits. En 

général, une séquence riche en U est en corrélation avec l'activation TLR-7 et 8, qui sont des 

récepteurs transmembranaires présents dans les endosomes des cellules dendritiques et 

monocytaires (Lam, Chow et al. 2015).  

Pour rappel, les siRNA sont des oligonucléotides doubles brins de 19 à 21 paires de 

nucléotides, soit un poids final moyen de 13kDa, ce qui en fait une macromolécule 

hydrophile et poly-anionique empêchant ainsi une bonne internalisation à l’intérieur des 

cellules (Ozpolat, Sood et al. 2014).  

  Le tableau ci-dessous (tableau 2) résume les caractéristiques physico-chimiques des 

siRNA en les différenciant en avantage ou inconvénient pour une utilisation thérapeutique chez 

l’homme. 



26 

Tableau 2 : Avantages et inconvénients des siRNA pour une utilisation thérapeutique 

 

Pour surmonter ces inconvénients, le siRNA doit être protégé afin de permettre son 

transport du site d’injection au tissu cible. Le principal challenge est de parvenir à mettre au 

point des systèmes qui vont améliorer la stabilité, la biodistribution et l’internalisation des 

acides nucléiques. Ce système devra être non toxique, biocompatible, biodégradable et non 

immunostimulant. Cependant, chaque moyen de protection a sa propre toxicité, sa propre 

biodistribution tissulaire et son internalisation en fonction de ses caractéristiques physico-

chimiques (Ozpolat, Sood et al. 2014). 

Les vecteurs des siRNA peuvent être classés en deux catégories : les vecteurs viraux et 

les vecteurs non viraux. Le premier groupe est principalement utilisé pour l'administration de 

plasmides d'ADN, moins pour le siRNA synthétique. Le principal avantage du virus en tant que 

système d'administration est sa grande efficacité d’infection, mais le risque de mutagénèse 

insertionnelle et le risque de stimulation immunitaire ne permettent pas une utilisation clinique 

sûre (Thomas, Ehrhardt et al. 2003). Pour ces raisons, d'autres moyens de protéger et de 

transporter le siRNA ont été étudiés (Deng, Wang et al. 2014).  

Nous avons décidé de différencier en deux sous-catégories les moyens d’administrer les 

siRNA :  

o La vectorisation utilisant pour vecteurs des lipides ou polymères cationiques 

o Les modifications chimiques du siRNA par conjugaison à une molécule 
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Partie 2 : Formulation galénique des siRNA 
 

Au cours de cette partie, différentes méthodes de protection et d’amélioration des 

propriétés physico-chimiques des siRNA sont décrites. Si dans un premier temps, la 

vectorisation dans un vecteur cationique semblait être le moyen le plus sûr et simple pour 

délivrer les siRNA, la tendance actuelle est à la modification chimique du siRNA (Weng, Xiao 

et al. 2019).  

 

I. La vectorisation 
 

La vectorisation consiste en la complexation du siRNA avec un matériel cationique par 

interaction électrostatique afin de contrôler sa distribution. Le matériel cationique utilisé peut 

être un lipide ou polymère cationique (David, Pitard et al. 2010). Elle est à différencier des 

méthodes de transfection physique des siRNA, qui transduise le siRNA par des moyens 

physiques : la perturbation de la membrane plasmique par courant électrique (électroporation), 

le transfert direct dans le compartiment désiré (micro-injection) ou la délivrance par 

bombardement à très grande vitesse de billes enrobées d’acide nucléique (Bruniaux 2014, 

Yarmush, Golberg et al. 2014).  

A. Nanoparticules lipidiques 
 

Les nanoparticules lipidiques sont un système de délivrance non-viral qui a été 

beaucoup étudié. Elles sont composées de différents lipides, capable de passer les 

membranes cellulaires (Kraft, Freeling et al. 2014). Nous avons choisi de décrire deux 

principaux groupes : les lipoplexes ou liposomes cationiques et les nanoparticules lipidiques 

stables d’acides nucléiques (stable nucleic acid particle ou SNALP). 

a) Lipoplexe 

 

Les liposomes sont des vésicules unilamellaires ou multilamellaires composées d’une 

bicouche lipidique et d’un cœur aqueux, enfermant des molécules lipophiles ou hydrophiles 

(Barros and Gollob 2012, Kraft, Freeling et al. 2014). Les lipides qui les constituent sont 

biocompatibles, c’est-à-dire théoriquement non toxiques et non immunogènes. Certaines 

formulations liposomales de différentes molécules actives ont été approuvées par les 

différentes agences de santé (FDA, EMA) et se sont révélées efficaces pour maintenir des 

concentrations plasmatiques élevées de médicaments à faible biodisponibilité et à 
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caractéristique hydrophile ou pour diminuer leur toxicité, comme la doxorubicine (Doxil® ; 

liposome PEGylé) (Tran, DeGiovanni et al. 2017).  

Les lipides cationiques interagissent à l’aide d’interactions électrostatiques avec le 

siRNA polyanionique, entraînant la formation de "lipoplexes". Un lipide est composé de trois 

parties : la tête polaire, les queues hydrophobes et un bras espaceur entre les fonctions 

chimiques précédentes. La charge positive, portée par la tête polaire permet d’encapsuler le 

siRNA et de le protéger des nucléases sériques. Cette charge de surface positive est 

avantageuse pour l'encapsulation du siRNA, l'absorption cellulaire et l'échappement de 

l’endosome en se liant à la membrane cellulaire chargée négativement.  

 

Figure 4 : Formules chimiques de quelques différents lipides composant les lipoplexes. a) 

lipides cationiques monovalent DOTAP (1,2-dioléoyloxy-3-triméthylammoniumpropane) ou 

multivalent DOSPA (2,3-dioleyloxy-N-[2(sperminecarboxamido)ethyl]-N,N-dimethyl-1-

propanaminium trifluoroacetate), b) lipides auxiliaires DOPE (1,2-dioléoyl-sn-glycéro-3-

phosphoéthanolamine) et cholestérol, c) lipide PEGylé DSPE-PEG2000 

Il existe deux catégories de base de lipides cationiques : monovalent et multivalent 

(Figure 4a). La différence réside dans le nombre de fonctions chimiques cationiques. Les 

lipides monovalents, comme 1,2-dioléoyloxy-3-triméthylammoniumpropane (DOTAP), en 

contiennent une. Les lipides multivalents ont été développés à partir des lipides 

monocationiques, leur tête polaire contient plus d’un groupement cationique. On y retrouve 

notamment le lipide 2,3-dioleyloxy-N-[2(sperminecarboxamido)ethyl]-N,N-dimethyl-1-

propanaminium trifluoroacetate (DOSPA), présent dans l’agent de transfection commercial 

Lipofectamine® (DOSPA/DOPE 3/1). Dans les deux catégories, l’efficacité de transfection de 

ces lipides est élevée par leur charge positive permettant l’internalisation cellulaire et 

l’échappement de l’endosome (Xia, Tian et al. 2016). 
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Les lipoplexes sont également constitués des "lipides auxiliaires" tels que la 1,2-

dioléoyl-sn-glycéro-3-phosphoéthanolamine (DOPE) ou le cholestérol, qui ont un rôle non 

négligeable dans la transfection des siRNA (Figure 4b) (Ramezani, Khoshhamdam et al. 

2009). Ils facilitent la complexation du siRNA, augmentent la stabilité des liposomes et limitent 

leur toxicité en diminuant la quantité de lipides cationiques. Le lipide DOPE est le lipide 

auxiliaire le plus utilisé dans la formation des lipoplexes et cela s’explique notamment par son 

caractère fusogène. Ce lipide a une température de transition basse (Tm ~ -11,5°C). Cela 

correspond à la température à laquelle le liposome passe d’une phase stable lamellaire 

(organisation observée dans la circulation sanguine) à une phase hexagonale inverse où il 

fusionne avec une membrane chargée négativement (notamment celle de l’endosome) 

(Kanasty, Dorkin et al. 2013). Le lipide DOPE facilite donc la libération du siRNA dans le 

cytoplasme (Heyes, Palmer et al. 2005, Ramezani, Khoshhamdam et al. 2009, Xia, Tian et al. 

2016, Antimisiaris, Mourtas et al. 2017). 

Le troisième élément pouvant composer les lipoplexes, sont les lipides PEGylés 

(Figure 4c). Le poly-éthylène glycol (PEG) est un polymère biocompatible, qui va couvrir la 

surface du liposome pour la rendre neutre et plus hydrophile (Barros and Gollob 2012). Cela 

permet aux lipoplexes de ne pas être reconnus par les opsonines et donc de retarder leur 

capture par le système mononucléaire phagocytaire (MPS) responsable de l’élimination rapide 

des NPs.  

b) Stable Nucleic Acid Lipid Particle (SNALP) 

 

Les SNALP sont des nanoparticules lipidiques composées d'une bicouche lipidique 

contenant un mélange de : 

- Lipides ionisables, sensibles au pH : ces lipides ont été optimisés pour avoir une tête polaire 

chargée lors de la condensation du siRNA et lors de l’internalisation cellulaire et neutre à pH 

physiologique dans la circulation sanguine (Kanasty, Dorkin et al. 2013). 

- Lipides auxiliaires : comme pour les lipoplexes, ils contribuent à la stabilité et à l'efficacité de 

la nanoparticule lipidique (Cheng and Lee 2016) 

- Lipides protecteurs (shielding lipid) : c'est un lipide PEGylé utilisé pour stabiliser les particules 

et fournir une surface hydrophile neutre. Ce lipide peut également servir d'ancrage pour un 

ciblage actif (Barros and Gollob 2012). 

La structure des lipides chargés peut avoir une incidence significative sur l'efficacité et 

la toxicité des SNALP. Pour la prévenir, des banques de lipides ont été mises au point pour 

sélectionner des lipides efficaces pour améliorer l’inhibition de l’expression des gènes et 
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réduire leur toxicité (Semple, Akinc et al. 2010, Barros and Gollob 2012). Les lipides ionisables 

ont été construits en se basant sur la relation structure-activité du lipide classique 1,2-

dilinoleyloxy-N,N-dimethyl-3-aminopropane (DLin-DMA) (Figure 5) et sur son mécanisme 

d’action in vivo (notamment sa capacité à s’échapper de l’endosome). Dans une étude de 

Semple et al., en 2010, les auteurs ont décrit deux paramètres d’optimisation : le pKa et la 

température de transition. Le premier doit être inférieur à 7 pour circuler dans le sang avec 

une charge neutre et avoir une charge positive lors de l’internalisation pour s’échapper de 

l’endosome.  

 

Figure 5 : Formule chimique du DLin-DMA. Adapté d’après Semple et al. (Semple, Akinc et al. 

2010) 

Le deuxième paramètre correspond à la capacité des lipides protonés d’induire une 

phase hexagonale HII lorsqu’ils sont en présence de lipides anioniques, notamment présents 

dans la membrane de l’endosome (Figure 6). La phase HII est une phase inverse qui permet 

de déstructurer l’endosome et de libérer la molécule active de la SNALP. Les auteurs de cette 

étude ont déduit que la température de transition optimale était inférieure à 7°C (Semple, Akinc 

et al. 2010).  

   

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6 : Les deux phases possibles d’un lipide. En présence de lipides anioniques, les lipides 

cationiques peuvent passer d’une phase lamellaire à une phase hexagonale instable, qui 

entraine la fusion des deux membranes. Adapté de Kanasty et al. (Kanasty, Dorkin et al. 2013) 
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c) Développement et approbation de l’Onpattro® 

Figure 7 : Voie thérapeutique du médicament Onpattro® 

L'amylose héréditaire à transthyrétine (aTTR) est une maladie évolutive rare causée par 

le dépôt anormal de la transthyrétine amyloïde dans divers organes, y compris les nerfs 

périphériques. Les phénotypes cliniques sont hétérogènes : les patients souffrent 

principalement d'une neuropathie et d'une cardiomyopathie évolutive dont la survie médiane 

est inférieure à 15 ans après le diagnostic. La transthyrétine (TTR) est une protéine circulante 

synthétisée par le foie, dont le rôle est de transporter le rétinol (vitamine A) et dans une moindre 

mesure l'hormone thyroïdienne (thyroxine). Dans l’aTTR, le gène codant pour la TTR peut être 

muté, ce qui entraîne un mauvais repliement et une agrégation des protéines, qui vont former 

des fibrilles amyloïdes et se déposeront dans les tissus (Figure 7). Aucun traitement curatif 

n'existait avant l'approbation d'Onpattro® par la FDA aux Etats-Unis (Rizk and Tuzmen 2017).  

Ce médicament commercialisé par Alnylam Pharmaceuticals, est composé d’un siRNA 

ciblant à la fois la forme mutée et sauvage de TTR dans sa région 3'- non traduite de l'ARNm, 

vectorisé dans une SNALP (Patisiran). Les composants lipidiques de cette formulation 

comprennent le lipide aminé ionisable DLin-MC3-DMA, le lipide PEG2000-C-DMG, un lipide 

auxiliaire DSPC et le cholestérol. Dans la circulation sanguine, les lipides PEGylés sont 

éliminés et remplacés par des protéines sériques telles que l'apolipoprotéine E (ApoE), 

permettant une internalisation dans les hépatocytes (Akinc, Querbes et al. 2010). L'endocytose 

par le récepteur aux lipoprotéines entraine la formation de l’endosome et son acidification, 

induisant la ré-ionisation du lipide ionisable et la libération du siRNA dans le cytoplasme 

(Setten, Rossi et al. 2019).  
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Chez le primate non humain, qui a la même séquence TTR, l'injection de cette formulation 

a induit une inhibition significative de TTR après une dose unique de 0,1-0,3 mg/kg. Butler et 

al. a observé une diminution durable et profonde de la TTR empêchant le dépôt des fibrilles. 

Par ailleurs, dans une lignée de souris transgéniques exprimant la variante TTR humaine 

pathogène mais pas la protéine murine, l’inhibition de l’expression de TTR était plus efficace 

que le tafamidis, le traitement utilisé jusqu’alors pour stabiliser la conformation tétramérique 

de TTR et empêcher son mauvais repliement (Coelho, Adams et al. 2013, Butler, Chan et al. 

2016).  

La formulation a passé avec succès l'essai clinique de phase I et II où des injections IV 

une fois toutes les 3 semaines à la dose de 0,3 mg/kg ont permis de réduire de plus de 80 % 

le taux de TTR circulant dans le sérum. Le patisiran a été généralement bien toléré, aucune 

toxicité limitante n'a été signalée et les effets indésirables les plus courants étaient liés à la 

voie d’injection. Les constantes biologiques n’ont montré aucune variation significative des 

paramètres hépatiques, rénaux ou hématologiques de toxicité. Une augmentation transitoire 

des cytokines inflammatoires (IL-6, IL-1RA et IP-10) a été observée dans un sous-groupe mais 

est revenue à un niveau normal en 24 heures. Ces résultats fournissent des preuves de 

l'innocuité et de l'efficacité de Patisiran qui ont été confirmées en phase III. Dans cet essai, le 

médicament seul ou en association avec l'inotersen (oligonucléotide antisens diminuant la 

production de TTR, commercialisé depuis 2018), a amélioré les manifestations cliniques de 

l'aTTR et la qualité de vie des patients. La première étude clinique a débuté en 2012 et 6 

ans plus tard, le candidat-médicament, dénommé Onpattro®, a été approuvé, apportant 

un nouvel espoir pour les patients atteints de aTTR (Coelho, Adams et al. 2013, Suhr, Coelho 

et al. 2015, Adams, Gonzalez-Duarte et al. 2018, Mathew and Wang 2019).  
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B. Nanoparticules polymériques 
 

Pour la vectorisation du siRNA, peu de polymères ont été utilisés et encore moins ont 

atteint les stades cliniques. Contrairement aux lipides cationiques, les polymères n’ont pas de 

partie hydrophobe et sont totalement solubles dans l'eau. Un seul a été testé en clinique, il 

s’agit du CALAA-01, une nanoparticule polymérique composée de cyclodextrine dont les 

résultats sont présentés ci-dessous. 

a) Polymère naturel : cyclodextrine 

 

Les cyclodextrines sont des oligosaccharides cycliques naturels dont ils existent 

différentes familles. Les β-cyclodextrines sont composées de 7 unités oligosacharridiques 

cycliques (Figure 8a). Chimiquement, chaque unité se présente comme une cage avec une 

cavité centrale apolaire pouvant accueillir des composés hydrophobes (Kanasty, Dorkin et al. 

2013).  

 

Figure 8 : Formules chimiques du monomère de β-cyclodextrine (a), du cyclodextrine 

polycationique (CDP) modifié et polymérisé (b) et du cyclodextrine polycationique grâce à un 

groupement chimique imidazole et polymérisé (CDPim) 

Dans un premier temps, l’équipe du Pr. Davis a modifié un monomère de β-

cyclodextrine en y ajoutant des groupements basiques pour former un dicysteamine- β-

cyclodextrine et ensuite le polymériser pour former un cyclodextrine polycationique (CDP) 

(Figure 8b) (Hwang, Bellocq et al. 2001). Dans un second temps, ils ont remplacé les fonctions 

chimiques terminales par un groupement imidazole (Figure 8c), ce qui améliore son pouvoir 

tampon et l’échappement de l’endosome par un effet « éponge à protons » (Davis, Pun et al. 
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2004, Mishra, Heidel et al. 2006). Afin de stabiliser le polyplexe, la surface a été modifiée en 

y ajoutant des chaînes de PEG conjugués à l’adamantane. Ce dernier est un hydrocarbure qui 

va se fixer à la surface du CDP, ce qui permet de minimiser les interactions avec le plasma et 

cibler plus facilement les récepteurs cellulaires (Pun and Davis 2002). Pour améliorer la 

biodistribution de cette formulation, la transferrine a également été conjuguée au PEG-

adamantane pour cibler spécifiquement les cellules cancéreuses, qui surexpriment son 

récepteur (Bellocq, Pun et al. 2003).  

b) Développement de CALAA-01 

 

Le premier succès thérapeutique d’un siRNA chez l’homme a été développé pour 

le traitement de cancers solides par Calando Pharmaceuticals (Figure 9).  

Dans un premier temps, un siRNA ciblant la sous-unité M2 de la ribonucléotide 

réductase (RRM2), responsable de développement de plusieurs cancers (sein, utérus, 

poumon, …)  a été construit et testé in vitro tout d’abord pour voir son efficacité à inhiber 

l’expression de cette enzyme, impliquée dans la réplication de l’ADN durant la phase G1/S 

(Heidel, Liu et al. 2007).   

 
Figure 9 : Représentation schématique de la nanoformulation CALAA-01. Adapté d’après 

Davis (Davis 2009). Abréviations : CDP cyclodextrine polycationique ; PEG-Ad polyéthylèneglycol - 

adamantane ; Tf-PEG-Ad Transferrine – polyéthylèneglycol - adamantane  

 

Dans un second temps, ce siRNA a été encapsulé dans le polyplexe fonctionnnalisé 

décrit précédemment (Figure 9). L’injection par voie iv de ce nanovecteur dans un modèle 

rongeur de neuroblastome a entrainé une forte réduction de la croissance tumorale, corrélée 

à une inhibition de l’expression de RRM2. Les études précliniques de toxicité ont montré une 

légère augmentation des enzymes hépatiques (transaminases), de l’urée sanguine et de la 

créatinine. L’augmentation de ces paramètres biologiques démontre une toxicité hépatique et 

rénale à la plus forte dose chez le primate non humain (27 mg/kg). Une légère stimulation 
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immunitaire a également été détectée à cette dose (augmentation du taux d'IL-6 chez tous les 

animaux). Cependant, aucun signe clinique de toxicité n'a été observé. Malgré l’absence 

d’études de toxicité avec un siRNA contrôle, ces NPs de troisième génération ont été 

considérées comme bien tolérées et avec un large index thérapeutique, les doses les plus 

faibles (3 et 9 mg/kg) correspondant aux doses antitumorales efficaces chez les rongeurs (pour 

les primates non humains 0,6-1,2 mg/kg) (Heidel, Yu et al. 2007, Bartlett and Davis 2008, 

Davis 2009, Stirland, Nichols et al. 2013).  

Cette étude menée par le Dr Heidel chez Calando Pharmaceuticals a été la première 

à montrer que les injections multiples de siRNA pouvaient être effectuées en toute sécurité 

chez une espèce non-rongeur et ensuite chez l'homme (Heidel, Yu et al. 2007). En effet, en 

mai 2008, cette nanoparticule ciblée dénommée CALAA-01, est entrée en essai clinique 

(NCT00689065). Différents paramètres ont été étudiés pour déterminer la tolérance, le profil 

d'innocuité, la réponse pharmacocinétique et immunitaire. Il s'agit de la première étude qui 

détermine la dose efficace préliminaire pour les phases ultérieures et a mis en évidence une 

dégradation de l’ARNm du gène ciblé par un siRNA chez l'homme. Dans l'ensemble, le 

traitement a été bien toléré. Les quelques effets indésirables observés sont de grade 1-2, 

comme faiblesse, fièvre, frissons et les problèmes gastro-intestinaux, ainsi qu'une 

augmentation transitoire des taux d'IL-6 et de TNF-α. L’étude pharmacocinétique a permis de 

montrer une accumulation préférentielle de CALAA-01 dans les tumeurs humaines de 

mélanome métastatique grâce à son ligand, la transferrine. Malheureusement, la phase IB a 

été interrompue prématurément en raison de l’apparition d’une toxicité non spécifique 

(augmentation de la créatinine, thrombocytopénie) (Davis, Chen et al. 2008, Davis, Zuckerman 

et al. 2010, Xue, Liu et al. 2014, Setten, Rossi et al. 2019). Cette toxicité est très probablement 

due à l’instabilité de la transferrine, dont la structure a été altérée avec le temps (Zuckerman, 

Gritli et al. 2014, Zuckerman and Davis 2015). 

Même si cet essai clinique a été finalement un échec à cause d’un problème dans la 

stabilité du polyplexe, il est le tout premier qui a montré la faisabilité d’une thérapie ciblée 

par ARNi chez l’homme et a ouvert la voie aux futurs traitements par siRNA. 
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II. Modifications chimiques des siRNA  
 

A. Conjugaison à un dérivé ose 
 

De nos jours, un tiers des molécules siRNA qui sont en développement clinique sont 

des oligonucléotides modifiés par conjugaison à la N-acétylgalactosamine (GalNAc). Ce 

glucide est un dérivé du galactose, qui présente une affinité de liaison accrue pour le récepteur 

de l’asialoglycoprotéine. Ce dernier est un récepteur de lectine de type C permettant la 

clairance de la glycoprotéine en circulation via une endocytose médiée par clathrine suivie 

d'un recyclage du récepteur. Il est fortement exprimé dans la membrane des hépatocytes 

(environ 105-106 par cellule). Certaines sous-unités ont également été retrouvées dans la 

thyroïde, le gros intestin, l'épithélium rénal, les testicules et les monocytes sanguins (Janas, 

Harbison et al. 2018). 

 

Figure 10 : Formule chimique de bioconjugué siRNA- tri N-acétyl-galactosamine développé 

par Alnylam Pharmaceuticals. Adapté d’après Nair et al. (Nair, Willoughby et al. 2014) 

De petits ARN interférents ont été conjugués de manière covalente à 3 sucres GalNAc 

et délivrés avec succès au foie (Figure 10) (Lee, Kang et al. 2016, Janas, Harbison et al. 2018). 

Ces molécules sont injectées par voie sous-cutanée (SC) et montrent une accumulation 

hépatique accrue. La liaison du siRNA au GalNAc augmente la stabilité systémique et améliore 

les paramètres pharmacocinétiques.  

Des études de toxicologie générale ont été menées chez deux espèces : un rongeur 

(rat Sprague-Dawley) et un primate non humain (macaque cynomolgus). Les rats sont connus 

pour être particulièrement sensibles à toutes toxicités hépatiques. À fortes doses, le récepteur 

de l’asialoglycoprotéine est saturé et le rein élimine l’excès de siRNA-GalNAc circulant. 

Aucune dose maximale tolérée n’a donc été atteinte. Histologiquement, des vacuolisations 

hépatocellulaires ont été observées après une injection par semaine pendant 3 semaines chez 
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le rat à des doses ≥ 30 mg/kg (30 à 300 fois supérieures aux doses pharmacologiques 

efficaces) mais sans effets cliniques significatifs. Cette vacuolisation n’a pas été observée 

chez le primate non humain. Les effets observés les plus fréquents sont les conséquences 

histologiques de l’accumulation du bioconjugué dans le foie, rein et les ganglions lymphatiques 

chez les deux espèces (dans des proportions différentes en fonction de leur sensibilité), mais 

ils n’ont pas été considérés comme des effets indésirables même à la plus forte dose répétée 

testée (Janas, Harbison et al. 2018).  

a) Essais cliniques du Revusiran 

 

En plus de l’Onpattro®, Alnylam Pharmaceuticals a développé un siRNA similaire à celui 

de Patisiran, mais au lieu d'être complexé dans une SNALP, le siRNA ciblant TTR est conjugué 

à trois GalNAc. La seconde différence est que le siRNA conjugué a plus de modifications 

chimiques au niveau de sa séquence, ce qui permet d’améliorer sa stabilité et d’espacer les 

injections de plusieurs semaines (Zimmermann, Karsten et al. 2017). Cette formulation a été 

nommée Revusiran.  

Des études précliniques ont démontré l'efficacité et la non-toxicité chez les rongeurs et 

les primates non humains (Nair, Willoughby et al. 2014, Butler, Chan et al. 2016). Les injections 

SC chroniques d'une dose efficace de 1 mg/kg sur 280 jours entraînent un effet 

pharmacologique prolongé sans effets secondaires, indiquant la possibilité de traiter 

une maladie chronique (Nair, Willoughby et al. 2014, Nair, Attarwala et al. 2017).  L'essai 

clinique de phase I (NCT01814839) n'a pas montré d'effets indésirables graves, sauf ceux 

causés par l'injection (principalement des réactions légères à modérées au point d'injection et 

seulement une réaction grave avec érythème d’une taille supérieure à 10 cm). Toutes les 

doses testées ont été bien tolérées, sans stimulation immunitaire et sans atteinte d’une dose 

toxique limitante. D’un point de vue pharmacocinétique, l’injection multiple SC du Revusiran 

n’entraine pas son accumulation dans l’organisme et une bonne inhibition du transcrit cible 

TTR a été observée après une dose unique de 1 à 5 mg/kg. Il s’agit du premier exemple de 

siRNA bioconjugué induisant une efficacité chez l’homme (Zimmermann, Karsten et al. 

2017).  

Le revusiran est passé en phase II et III : la phase II a notamment confirmé les résultats 

précédents mais la phase III (ENDEAVOUR ; NCT02319005) s’est terminée avant la fin en 

raison du développement d’une neuropathie périphérique dans le groupe traité. De plus, une 

augmentation de la concentration de lactate et un déséquilibre de mortalité ont été observés 

entre les deux groupes (Gillmore, Falk et al. 2015, Garber 2016). Les enquêtes post-essais 

n'ont pas permis d’établir de lien entre la mortalité plus élevée et l’injection du Revusiran, mais 
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n'ont pas exclu totalement que cette molécule ait une toxicité1 (Setten, Rossi et al. 2019). Les 

recherches se sont donc poursuivies et se sont concentrées sur le lien entre le siRNA et les 

trois GalNAc. L’évolution d’une chimie standard à une chimie de stabilisation améliorée a 

permis d’obtenir d’un siRNA bioconjugué plus stable et plus sûr. Cette amélioration correspond 

à l’ajout de liaisons phosphorothioates au niveau des deux nucléotides 5’- de chaque brin. 

Cela a permis de stabiliser le siRNA et par conséquent de diminuer la dose optimale de 

traitement par 10 ainsi que le risque de toxicité (Nair, Attarwala et al. 2017). 

Les molécules siRNA-triGalNAc actuellement en essai clinique ont toutes été modifiées 

par cette chimie de stabilisation améliorée (Springer and Dowdy 2018). Il y a actuellement cinq 

candidats-médicaments recensés sur clinicaltrial.gov :  

- Vutrisiran pour le traitement de l’amylose transthyrétine héréditaire en phase III 

- Lumasiran pour le traitement de l’hyperoxalurie primitive type 1 en phase III 

- Fitusiran pour le traitement de l’hémophilie en phase III 

- Inclisiran pour le traitement de l’hypercholestérolémie en phase II/III 

- Cemdisiran pour le traitement du syndrome hémolytique et urémique atypique en 

phase II 

 

Fin 2019, le premier siRNA bioconjugué à 3 GalNAc a été approuvé par les autorités 

de santé. Il s’agit du Givosiran, commercialisé sous le nom de Givlaari®, pour le traitement 

de la porphyrie hépatique aiguë (Scott 2020). 

 

B. Conjugaison à des dérivés lipidiques : le squalène 
 

Le squalène (SQ) est un triterpène polyinsaturé C30H50. Il tient son nom du fait qu’il a 

été retrouvé par le Dr. Tsujimoto en 1903 en forte quantité dans l’huile de foie de requins 

(squale en anglais) (Kim and Karadeniz 2012). Ce lipide est également présent dans l’huile 

d’olive et les glandes sébacées, où il est sécrété en large quantité et transporté via les 

lipoprotéines dans le sang (Reddy and Couvreur 2009). C’est un précurseur du cholestérol, 

synthétisé dans les cellules par la squalène synthétase et qui est cyclisé ensuite en lanostérol 

par deux enzymes, la squalène monooxygénase et la squalène epoxydase (Figure 11). Ce 

 
1 https://www.genengnews.com/news/after-18-deaths-in-phase-iii-alnylam-halts-revusiran-

development/, visualisé le 28/11/19 

https://www.genengnews.com/news/after-18-deaths-in-phase-iii-alnylam-halts-revusiran-development/
https://www.genengnews.com/news/after-18-deaths-in-phase-iii-alnylam-halts-revusiran-development/
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lipide a été étudié seul pour ces effets biologiques anti-oxydants, antinéoplasiques et 

cytoprotecteurs (Kim and Karadeniz 2012). 

 

Figure 11 : Synthèse chimique du cholestérol 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le SQ est aussi utilisé depuis 1997 comme adjuvant avec une dose de 10 mg dans le 

vaccin antigrippal FLUAD®, afin de le rendre plus immunogène et de diminuer la dose 

vaccinale injectée (Mesa and Fernández 2004). Il est également présent dans l’adjuvant MF59 

d’un autre vaccin antigrippal développé par Novartis. Il a été observé que l’administration de 

cet adjuvant n’entrainait pas la production d’anticorps anti-SQ, démontrant l’innocuité de ce 

lipide (Del Giudice, Fragapane et al. 2006, Del Giudice, Rappuoli et al. 2018).  

Au cours de sa transformation en lanostérol, le SQ adopte une forme compacte dans 

la poche hydrophobe de l’enzyme squalène époxydase. Cette conformation unique en milieu 

aqueux a suscité l’intérêt de l’équipe du Pr Patrick Couvreur, qui a eu l’idée en 2006 de le lier 

à une molécule chimiothérapeutique d’origine nucléosidique, la gemcitabine, afin de la 

protéger de la dégradation et d’améliorer ses paramètres pharmacocinétiques (Couvreur, 

Stella et al. 2006, Couvreur, Reddy et al. 2008, Desmaele, Gref et al. 2012). Le concept de 

« squalénisation » est ainsi né : il consiste en le couplage du squalène avec une molécule 

thérapeutique. Les bioconjugués résultants s’auto-assemblent spontanément dans l’eau pour 

former des nanoparticules d’une taille < 300 nm. Depuis ces premiers résultats, cette méthode 

de couplage a été testée avec d’autres petites molécules thérapeutiques dans différents 

modèles pathologiques, où elle a prouvé à nouveau son efficacité (Valetti, Maione et al. 2014, 

Gaudin, Song et al. 2016).  
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En 2010, cette technologie innovante a donc été transposée avec succès au siRNA 

dans l’équipe du Dr Liliane Massade pour le traitement des cancers à OF. Un siRNA ciblant 

l’OF RET/PTC1 retrouvé dans 50% des carcinomes papillaires de la thyroïde a été conjugué 

via une addition de Michaël au SQ (figure 12). Pour ce couplage chimique, le siRNA est modifié 

en 3’- par un groupement thiol et le SQ par une fonction maleimmide, entrainant la formation 

d’un bioconjugué siRNA-SQ lié par une fonction thioéther (Raouane, Desmaele et al. 2011). 

L’injection intraveineuse de cette nanoformulation a montré une importante activité 

antinéoplasique avec une diminution de près de 70% de la croissance tumorale corrélée à une 

inhibition des produits de l’OF (ARN et protéine) (Raouane, Desmaele et al. 2011, Raouane, 

Desmaele et al. 2012).  

Figure 12 : Conjugaison du siRNA RET/PTC1 au SQ via une addition de Michaël. Adapté de 

Raouane et al. (Raouane, Desmaele et al. 2011) 

Par la suite, ce résultat a été confirmé avec un autre siRNA ciblant l’OF RET/PTC3 

qu’on retrouve également dans le carcinome papillaire de la thyroïde et anti-TMPRSS2-ERG 

présent dans plus de 50% des cancers de la prostate (Ali, Urbinati et al. 2014, Urbinati, Ali et 

al. 2015, Urbinati, de Waziers et al. 2016). La conjugaison au SQ par cette même méthode de 

couplage a permis d’inhiber de façon significative la croissance tumorale par induction de 

l’apoptose et inhibition de la prolifération. Cet effet antinéoplasique est corrélé à une inhibition 

de l’expression des OF RET/PTC3 et TMPRSS2-ERG confirmant l’internalisation du siRNA au 

sein des tumeurs.  

La bioconjugaison du siRNA au SQ via une addition de Michaël a montré son efficacité 

avec trois siRNA différents dans trois modèles animaux pathologiques. Néanmoins, le 

protocole de synthèse était long et laborieux avec un rendement faible après purification par 

HPLC. Dans le but de simplifier le protocole et d’augmenter le rendement de la synthèse, une 

nouvelle méthode de bioconjugaison a été développée au laboratoire. La réaction de chimie 
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clic est une cycloaddition de Huisgen, où un alcyne acyclique et un azide réagissent 

pour former une liaison triazole. Jewett et al. ont pu s’affranchir de l’utilisation de cuivre,  

en remplaçant les alcynes acycliques par des cyclooctynes (Jewett and Bertozzi 2010). 

Cette méthode, appelée chimie clic sans cuivre (copper-free click chemistry), a été utilisée 

par différentes équipes pour conjuguer des oligonucléotides avec un bon rendement (autour 

de 80%) (Heuer-Jungemann, Kirkwood et al. 2013, Jawalekar, Malik et al. 2013). Ainsi au 

laboratoire, le brin sens du siRNA a été modifié en 5’- par une fonction dibenzocyclooctyne 

(DBCO) et le SQ par une fonction azide N3. Le couplage s’effectue en une étape pour former 

le bioconjugué brin sens du siRNA-SQ lié par une fonction triazole (Figure 13).  

 

Figure 13 : La cycloaddition de Huisgen, aussi appelé la chimie click sans cuivre, pour 

conjuguer le brin sens du siRNA au SQ.  

Après purification par HPLC et une étape de lyophilisation, le rendement final de 

bioconjugaison est autour de 70% vs 12% par réaction de Michael. Le siRNA anti-TMPRSS2-

ERG a été conjugué au SQ par cette méthode et a gardé son activité antinéoplasique in vitro 

et in vivo (Massaad-Massade, Boutary et al. 2018).  En effet, les NPs siRNA TMPRSS2-ERG-

SQ ont inhibé l'expression de l'ARNm et des protéines de l’OF dans les cellules VCaP 

exprimant TMPRSS2-ERG. De plus, l’injection intraveineuse de ces NPs a permis d'inhiber la 

croissance tumorale d'environ 50 à 60 %. La bioconjugaison par chimie clic sans cuivre du 

siRNA RET/PTC1 au SQ n’a également pas modifié son activité inhibitrice in vitro.  

Dernièrement, un siRNA ciblant l’expression de la PMP22 responsable de la pathologie 

démyélinisante CMT1A, a été couplé au SQ par la chimie clic sans cuivre. L’administration 

intraveineuse de cette nanoformulation a montré des résultats impressionnants dans un 

modèle de CMT1A : rétablissement des fonctions motrices et musculaires corrélé à une 
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normalisation de l’expression de la protéine PMP22, confirmant l’efficacité in vivo du siRNA 

(Boutary, Caillaud et al., 2020 soumis).  

 

Les avantages et inconvénients des différents moyens de la vectorisation physique et 

chimique du siRNA sont résumés dans le tableau 3.  

 

Tableau 3 : Résumé des différences entre vectorisation et modification chimique avec leurs 

avantages/inconvénients 
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III. Article de synthèse décrivant les différentes 

approches d’encapsulation des siRNA et leurs 

développements précliniques et cliniques 

 

L’article de synthèse ci-après présente les différents obstacles se dressant pour une 

utilisation thérapeutique des siRNA. En effet, les barrières extracellulaires et intracellulaires 

de l’organisme couplées aux caractéristiques physico-chimiques du siRNA ne permettent pas 

une administration efficace et sûre de cette molécule. Le développement des 

nanotechnologies a permis d’y remédier en vectorisant le siRNA dans une nanoparticule 

cationique ou en le couplant à une molécule. Les avantages et inconvénients de ces méthodes 

d’encapsulation sont décrits ainsi que le développement clinique de quelques 

nanoformulations intéressantes. De nombreuses molécules sont actuellement à un stade 

avancé de leur développement et devraient être mise sur le marché prochainement.  

 



44 



45 



46 



47 



48 



49 



50 



51 



52 



53 



54 



55 



56 

  



57 

Partie 3 : Interactions nanoparticules – protéines 
 

Les nanoparticules (NPs) encapsulant les siRNA que cela soit par liaisons électrostatiques 

ou par couplage chimique, ont un ratio surface/volume très important induisant une énergie 

libre de surface élevée, ce qui va faciliter les interactions avec les molécules contenues dans 

les milieux biologiques (Monopoli, Åberg et al. 2012). Dans cette nouvelle partie, nous 

présentons quelles protéines sériques interagissent avec ces nano-éléments et avec quelles 

techniques nous pouvons les mettre en évidence. 

 

I. Les interactions avec le sérum  
 

Lors de l’injection de nanomatériaux dans le sang circulant, un assemblage va se produire 

avec des protéines sériques, comme cela a été suggéré dès 2007 par Cedervall et ses 

collègues. En effet, de façon instantanée, les composants du sérum vont former une couronne 

autour des NPs, qui est appelé « protein corona » en anglais (PC) (Cedervall, Lynch et al. 

2007). La formation de la PC est instantanée et dynamique, il s’agit d’une compétition 

perpétuelle dans l’organisme entre les différentes protéines avec généralement dans un 

premier temps les protéines les plus abondantes du sérum puis dans un second temps, des 

protéines avec une affinité plus importante pour les NPs. Cette évolution dynamique en 

fonction du temps de circulation dans le sang est appelée « l’effet Vroman » (Vroman 1962, 

Docter, Strieth et al. 2015, Prozeller, Morsbach et al. 2019).  

Ainsi, les protéines présentes dans les milieux biologiques vont de façon compétitive 

interagir à la surface des NPs pour former une interface « bio-nano » (Nel, Madler et al. 2009, 

Mahmoudi, Lynch et al. 2011).  Cette interface est décrite en 3 composantes dynamiques 

évoluant dans la circulation. Tout d’abord, la surface de la nanoparticule (annotée 1 sur la 

figure 14) représentée par ses caractéristiques physico-chimiques comme sa taille, sa charge, 

son hydrophobicité ou hydrophilie ainsi que par sa composition chimique (surface 

fonctionnalisée ou non). Cette première composante est partiellement dépendante (pour la 

charge notamment) des caractéristiques du milieu biologique (présentes au niveau de 

l’annotation 2 et 3), à savoir son pH, sa température, force ionique, composition biologique 

(Nel, Xia et al. 2006).  

L’interface bio-nano est donc un élément central puisque c’est à ce niveau que vont 

interagir les protéines sériques avec les nano-éléments injectés. Ces interactions sont faibles 
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et peuvent être de différentes natures : hydrodynamiques, électrodynamiques, stériques, 

électrostatiques et interactions avec le solvant (Figure 14) (Nel, Madler et al. 2009).  

 

Figure 14 : Représentation de l’interface bio-nano et de ses composantes 

Au sein de la PC, deux parties peuvent être différenciées (Figure 15). Tout d’abord, la 

« hard corona » : correspondant à la couche interne, elle regroupe quelques protéines qui ont 

une forte affinité pour la NP et dont la composition va peu évoluer au cours du temps 

(Mahmoudi, Lynch et al. 2011) Certains parlent également d’une « tighly corona », puisque 

ces protéines sont encore liées aux NPs après plusieurs lavages utilisant des solutions avec 

différentes forces ioniques (PBS puis 2M KCl) (Sakulkhu, Mahmoudi et al. 2014). La « soft 

corona » est une couche plus externe avec un taux d’échange protéique important puisque les 

protéines présentes ont une faible affinité pour la NP (Nguyen and Lee 2017).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15 : Représentation schématique de la « protein corona »  
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A. Les protéines majoritaires du sérum 
 

Il existe dans le sang environ 3700 protéines mais seulement une dizaine va interagir avec 

les NPs, généralement les plus abondantes du plasma (tableau 4) (Monopoli, Åberg et al. 

2012). La partie suivante va s’intéresser à présenter les quatre principales. 

Tableau 4 : Présentation des quatre protéines plasmatiques les plus abondantes 

 

a) Albumine 

 

L’albumine est la protéine la plus abondante du sérum avec une concentration 

moyenne de 42 g/L (632 µM) pour un poids moléculaire de 66,44 kDa et une taille de 7,2 nm 

(Kratz 2008, Sleep 2015). Elle est synthétisée par le foie et a deux fonctions principales : 

maintien de la pression oncotique et du pH plasmatique mais aussi de transport de ligands 

endogènes et exogènes.  

Dans la circulation sanguine, l’albumine passe facilement l’endothélium vasculaire pour 

aller dans les tissus avec une accumulation préférentielle pour les tissus inflammés ou les 

tumeurs (Hoogenboezem and Duvall 2018). Il existe différents récepteurs à l’albumine. Le 

principal est le récepteur GP-60, qui permet l’internalisation de la protéine par endocytose 

médiée par cavéolines. Les récepteurs GP-30 et GP-18 lient l’albumine modifiée afin d’amener 

à sa dégradation intracellulaire. L’albumine a une longue demi-vie de 19 jours, qui est en 

partie due au récepteur néonatal FcRn, largement distribué dans l’organisme et qui permet le 

recyclage de la protéine dans la circulation lymphatique. De plus, l’albumine évite la clairance 

rénale en se liant au complexe cubuline/mégaline, ce qui permet sa réabsorption rénale et son 

retour dans la circulation sanguine (Sleep 2015, Hoogenboezem and Duvall 2018).  
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Ces caractéristiques ont amené l’intérêt des chercheurs pour améliorer les paramètres 

pharmacocinétiques de molécules actives. L’un des exemples marquants est le Levemir®, qui 

est l’insuline modifié par conjugaison à un acide gras ce qui permet la liaison in vivo avec 

l’albumine à 98% et ce qui augmente sa fenêtre d’efficacité jusqu’à 24h après l’administration 

SC (Kratz 2008, Sleep 2015).   

Du fait d’une angiogenèse incontrôlée entrainant la formation de pores > 100 nm dans 

l’endothélium vasculaire et d’un drainage lymphatique non fonctionnel, l’albumine s’accumule 

préférentiellement dans les tissus tumoraux, expliquant le succès clinique de l’Abraxane® 

(Ibrahim, Desai et al. 2002, Yardley 2013). La formulation galénique est la suivante : la 

molécule chimiothérapeutique, paclitaxel, est mixée avec l’albumine et l’ensemble est 

homogénéisé à haute pression pour former des NPs d’une taille de 130 nm. Ces NPs ont 

montré une meilleure efficacité in vitro et in vivo, couplée à une diminution de la toxicité 

observée avec le paclitaxel seul et une amélioration des paramètres pharmacocinétiques.  

b) Lipoprotéines 

 

Les lipoprotéines sont les troisièmes protéines les plus abondantes du sérum 

(Schumaker and Adams 1969). Elles sont composées d’une partie lipidique et de protéines 

spécifiques, les apolipoprotéines (Apo), qui ont pour rôle de stabiliser l’émulsion et sont les 

ligands des récepteurs aux lipoprotéines (Wasan, Brocks et al. 2008). Le cœur des 

lipoprotéines (LPs) est constitué de triacylglycérols et de cholestérols estérifiés tandis que des 

phospholipides sont présents à l’extérieur avec les Apo et le cholestérol non modifié. Les LPs 

sont ainsi impliquées dans le transport sanguin des lipides et notamment du cholestérol 

(Rensen, de Vrueh et al. 2001).   

Il existe quatre LPs distinctes en fonction de leur densité, taille et de l’Apo présente en 

surface (Figure 16). Après digestion, le cholestérol et les lipides sont véhiculés tout d’abord 

par les chylomicrons de l’intestin à différentes cellules de l’organisme jusqu’au foie. Les very 

low density lipoproteins (VLDL) transportent ensuite ces deux constituants, du foie pour les 

distribuer dans l’organisme. Dans le plasma, les triglycérides sont hydrolysés par les lipases, 

diminuant la quantité de lipides dans les VLDL ainsi que leur taille et amenant à la formation 

des low-density lipoproteins (LDL). Les LDL sont responsables du transport de 75% du 

cholestérol sanguin. A la fin de ce métabolisme, les high density lipoproteins (HDL) 

apparaissent et sont responsables du transport reverse du cholestérol des tissues 

périphériques au foie (Mahley, Innerarity et al. 1984). Tout au long de ce métabolisme, les LPs 
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vont interagir avec différents types cellulaires grâce au récepteur des lipoprotéines, qui va 

internaliser ces vésicules lipidiques par endocytose médiée par clathrine (Charbonnier 2010).  

Figure 16 : Les différentes lipoprotéines présentes dans le sang et leurs caractéristiques. 

Abréviations: CM chylomicrons, VLDL very low density lipoprotein, LDL low density lipoprotein, 

HDL high density lipoprotein, TG triglycérides 

Le cholestérol étant un constituant essentiel des membranes cellulaires, les 

lipoprotéines ont des récepteurs dans de nombreux types cellulaires, notamment les 

hépatocytes, les cellules tumorales et au niveau de la barrière hémato-encéphalique (BHE) 

séparant le système nerveux central de la circulation sanguine (Rensen, de Vrueh et al. 2001, 

Kreuter 2004). C’est pourquoi les LPs ont été, pendant un temps, utilisées pour transporter 

des molécules actives, néanmoins leur nature endogène empêche une synthèse à haute 

échelle reproductible, entrainant un abandon de cette idée (Rensen, de Vrueh et al. 2001, 

Thaxton, Rink et al. 2016). Ces dernières années, l’intérêt s’est porté sur les interactions 

biologiques des LPs avec les molécules actives.  

 

c) Opsonines 

 

Les deux précédentes protéines décrites peuvent être regroupées dans la même catégorie 

qui est celle des dysopsonines par opposition avec les opsonines (Nguyen and Lee 2017). 

Ces protéines sériques vont reconnaitre un élément étranger de la circulation, le couvrir afin 

d’amener à sa clairance via la phagocytose par les cellules du système mononucléaire 
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phagocytaire (MPS). Elles comprennent un ensemble de protéines dont les immunoglobulines, 

le fibrinogène, certains composants du complément (C3, C4 et C5) ainsi que la protéine C 

réactive, … (Yan, Scherphof et al. 2005, Owens and Peppas 2006, Ho, Azman et al. 2018).  

Ce phénomène d’opsonisation est connu bien avant l’apparition du concept de « protein 

corona » et a donc comme conséquence l’élimination rapide des NPs cationiques reconnues 

par les opsonines (Peltier 1974, Neagu, Piperigkou et al. 2017). Ceci explique que les 

premières améliorations des nanotechnologies étaient d’éviter tout contact avec les protéines 

sériques, amenant à la deuxième génération de NPs. La principale stratégie a été de décorer 

la surface des NPs avec des chaînes hydrophiles de PEG (Suk, Xu et al. 2016). La toute 

première nanoparticule lipidique approuvée par le FDA est Doxil®, une nanoparticule lipidique 

PEGylée contenant la doxorubicine. La PEGylation a permis de prolonger la demi-vie de la 

chimiothérapie en s’opposant à la fixation des opsonines et donc à la clairance rapide des NPs 

(Owens and Peppas 2006, Barenholz 2012). L’ajout de PEG peut aussi aboutir à un effet 

appelé « clairance sanguine accélérée » (Ishida, Ichihara et al. 2006, Abu Lila and Ishida 

2019). En effet, après des injections répétées de liposomes PEGylés, des anticorps anti-PEG 

sont apparus, ce qui a entraîné une élimination accrue des NPs PEGylées. De plus, certaines 

réactions d’hypersensibilité liées à l’activation du complément ont également été observées 

après l’injection répétée d’une formulation liposomale PEGylée (Semple, Harasym et al. 2005, 

Ishida, Ichihara et al. 2006, Judge, McClintock et al. 2006, Szebeni, Muggia et al. 2011, Abu 

Lila and Ishida 2019).  

D’autres moyens d’échapper à la fixation des opsonines ont été recherchés. Dernièrement, 

un polymère Poly(2-methyl-2-oxazoline) (PMOXA) est apparu comme prometteur avec une 

absence d’activation du complément chez la souris mais malheureusement pas chez l’homme 

(Tavano, Gabrielli et al. 2018). Le silicone peut également être utilisé en tant qu’agent couvrant 

la surface des NPs et a montré le même bénéfice que les chaînes de PEG (Neagu, Piperigkou 

et al. 2017). 

o Immunoglobulines 

Il existe différentes classes d’immunoglobulines mais la principale sont les 

immunoglobulines G (IgG) qui représentent 75 à 80% des anticorps circulants et sont la 

deuxième protéine la plus abondante du plasma (Cukalevski, Ferreira et al. 2015). Leur rôle 

physiologique est de protéger l’organisme contre des pathogènes extérieurs, comme les 

bactéries, virus et toxines, en se fixant dessus permettant l’activation ultérieure du complément 

et l’activation du système immunitaire (Yan, Scherphof et al. 2005).  
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o Fibrinogène 

Le fibrinogène est un premier facteur de la coagulation, qui représente environ 5% des 

protéines plasmatiques. Lors de la coagulation il se transforme en fibrine par la thrombine, 

permettant ainsi la formation du caillot sanguin2. C’est également un facteur pro-inflammatoire 

dans de nombreux cancers, maladies auto-immunes et inflammatoires (Davalos and 

Akassoglou 2012).  

 

B. Effets des interactions nanoparticules – protéines 
 

Dès 2007, Cedervall et al., ont décrit l’assemblage de protéines sériques autour des 

NPs comme leur « identité biologique » (Cedervall, Lynch et al. 2007). Ce terme est important 

car il signifie que les NPs sont différentes avant et après injection. Ainsi, nous pouvons définir 

deux types d’identité (figure 17) : celle qui est dite « synthétique », correspondant aux NPs 

après leur formation dans leurs solvants de solubilisation. Ces NPs se distinguent par leurs 

caractéristiques physico-chimiques décrites précédemment (taille, charge, forme, …), qui vont 

influer sur la future « identité biologique » quand elles seront injectées in vivo (Monopoli, 

Åberg et al. 2012, Docter, Strieth et al. 2015, Cai and Chen 2019).  

 

Figure 17 : Les deux identités des nanoparticules avant et après injection in vivo 

 
2 https ://www.eurofins-biomnis.com/referentiel/liendoc/precis/FIBRINOGENE.pdf, visualisé le 28/09/20 

https://www.eurofins-biomnis.com/referentiel/liendoc/precis/FIBRINOGENE.pdf
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Cette « identité biologique » va correspondre à ce que l’organisme va « réellement 

voir ». En effet, lorsque les NPs vont circuler dans l’organisme, les premiers éléments en 

contact avec les cellules circulantes ou endocytaires vont être les protéines de la PC. Les 

effets biologiques du complexe NPs-protéines sont reliés à la nature et conformation des 

protéines présentes (Azhdarzadeh, Saei et al. 2015). Par exemple, si les protéines majoritaires 

sont les opsonines, ces NPs vont être rapidement reconnues par les cellules du MPS et 

éliminées. A contrario, si on y retrouve l’albumine ou les lipoprotéines, la phagocytose par le 

MPS est diminuée et le temps de circulation augmenté (Peng and Mu 2016). La conformation 

de ces protéines au sein de la PC joue également un rôle non négligeable. Par exemple, 

l’albumine de sérum bovin (BSA) ne va pas se fixer sur le même récepteur en fonction de la 

charge de NPs polystyrènes. En effet, si la charge est négative, la fixation se fera sur le 

récepteur natif de la BSA et permettra son internalisation. Alors que pour la charge positive, le 

complexe NPs-BSA se fixera sur un récepteur scavenger entrainant un autre devenir cellulaire 

(Fleischer and Payne 2014, Fleischer and Payne 2014). Cette différence est due à un 

changement de conformation de la structure secondaire de la BSA en fonction de la charge 

des NPs, cette dernière est altérée quand elle se fixe sur les NPs polystyrènes cationiques. Il 

en est de même pour l’adsorption de la transferrine sur ces NPs, peu vont présenter leurs 

motifs fonctionnels de liaison ce qui empêche une internalisation ciblée par les cellules 

exprimant le récepteur à la transferrine (Kelly, Åberg et al. 2015). Néanmoins, l’adsorption des 

protéines à la surface entraine également à une fonctionnalisation naturelle pouvant amener 

à un ciblage actif d’un type tissulaire ou cellulaire. L’exemple le plus parlant est celui de 

l’Onpattro® où l’apolipoprotéine E se fixe dans la circulation sur cette SNALP permettant une 

internalisation spécifique par le foie (Akinc, Querbes et al. 2010, Setten, Rossi et al. 2019). 

Seulement 0,7% d’une dose administrée de chimiothérapie atteint son tissu cible, ce 

très faible taux a amené à l’apparition des NPs de troisième génération où un ligand ciblant un 

récepteur spécifique est ajouté à la surface (Cai and Chen 2019). Malheureusement aucune 

de ces nanoformulations n’a connu de succès clinique. Dawson et ses collègues ont étudié 

l’effet de la PC sur le ciblage actif des NPs (Salvati, Pitek et al. 2013). Ils ont montré que les 

NPs fonctionnalisées avec la transferrine perdaient leur capacité de ciblage des cellules 

cancéreuses lorsque les protéines sériques s’adsorbaient autour de ces NPs. D’autres 

équipes de recherche ont voulu utiliser cette PC comme agents de ciblage en modifiant la 

surface des NPs pour qu’elle interagisse de façon spécifique avec certaines protéines sériques 

(Zanganeh, Spitler et al. 2016). La BHE est une barrière imperméable qui protège le SNC. 

Heureusement, il existe des récepteurs présents à la surface luminale de l’endothélium de la 

BHE pour laisser passer des molécules physiologiques utiles pour le métabolisme cérébral 

comme le cholestérol (Cecchelli, Berezowski et al. 2007, Patel and Patel 2017). L’ApoE est 
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notamment connue pour se lier aux récepteurs des lipoprotéines de la BHE et permettre le 

transport à travers la barrière cérébrale (Neagu, Piperigkou et al. 2017). La stratégie 

développée par l’équipe du Dr. Zhan est de mettre au point des liposomes « bio-inspirés » qui 

vont interagir spécifiquement dans le plasma avec les Apo A1, E et J afin de permettre le 

passage cérébral de la molécule chimiothérapeutique doxorubicine (Zhang, Guan et al. 2019). 

La surface du liposome a donc été modifié avec un peptide Aβ25-35, préalablement étudié 

dans la maladie d’Alzheimer et dont on sait qu’il est capable de traverser la BHE par interaction 

avec les Apo préalablement citées. 

La présence de la PC va également avoir un effet sur le profil de libération des 

molécules actives contenues dans les NPs, en réduisant notamment le risque de libération 

rapide que l’on peut retrouver avec les NPs cationiques polymériques ou lipidiques (Behzadi, 

Serpooshan et al. 2014, Docter, Bantz et al. 2014, Docter, Strieth et al. 2015). En dehors de 

ces effets sur la pharmacocinétique et biodistribution des nanoéléments, il semblerait que ces 

interactions avec le sérum rendent plus biocompatibles les nanomatériaux en réduisant leur 

activité hémolytique et les rendant moins toxiques pour les cellules (Docter, Bantz et al. 2014, 

Docter, Strieth et al. 2015, Cai and Chen 2019).  

Les effets toxiques des NPs peuvent se produire après activation d’une réponse 

immunitaire par reconnaissance d’un élément étranger. En effet en plus de lui donner une 

identité biologique, l’adsorption de protéines sériques autour des NPs leur confère également 

une nouvelle identité immunologique (Fadeel 2012). Les complexes NPs-protéines présentant 

des portions hydrophobiques, peuvent être perçue comme des signaux de danger et entraîner 

l’activation du système immunitaire. De même, l’interaction avec les protéines sériques 

amènent à leur changement de conformation et la présentation dans le sang d’épitopes non 

reconnus par le système immunitaire et activant la réponse adaptative (Neagu, Piperigkou et 

al. 2017). L’interaction du fibrinogène à la surface de NPs d’acide poly(acrylique) chargées 

négativement, induit une mauvaise conformation de cette protéine, qui se lie alors au récepteur 

des intégrines Mac-1 et induit l’activation de la voie de signalisation de l’inflammation NF-kB 

(Deng, Liang et al. 2011). Cet effet n’est pas observé avec toutes les NPs qui interagissent 

avec le fibrinogène, cela dépend de leurs tailles, charge, hydrophobicité, …  

La transformation imprévisible de la surface des NPs par l’interaction avec les protéines 

sériques modifie leurs profils pharmacologiques et toxicologiques et est la cause de l’échec 

de nombreuses nanomédicines en phases cliniques (Cai and Chen 2019). C’est pourquoi une 

compréhension approfondie des interactions et de leurs conséquences biologiques est 

importante et dans ce but, il existe différentes techniques.  
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II. Techniques analytiques pour mettre en évidence les 

interactions sérum-nanomatériaux 
 

A. Méthodes spectroscopiques 
 

La spectroscopie est l’étude expérimentale du spectre résultant de l’interaction de la 

matière avec un rayonnement électromagnétique. Elle permet de fournir des informations sur 

l’identité et la structure. On différencie trois types de spectroscopie en fonction de la valeur de 

la longueur d’onde du rayonnement électromagnétique (tableau 5). 

Tableau 5 : Les différents méthodes spectroscopiques 

 

a) UV-visible  

- Spectroscopie par fluorescence 

Le marquage d’une protéine ou des NPs par un fluorochrome peut permettre d’étudier 

l’interaction de l’un avec l’autre par spectroscopie par fluorescence. L’échantillon est excité à 

une longueur d’onde appartenant aux domaines UV et visible et son spectre d’émission est 

enregistré. Cette technique est sensible, le changement du spectre de fluorescence émise 

après interaction intervient instantanément (Mahmoudi, Lynch et al. 2011). Néanmoins, l’ajout 

d’un fluorochrome à la surface de la protéine ou de la NP peut modifier sa conformation native 

ou même intervenir dans la liaison entre ces deux entités et donc biaiser les résultats obtenus.  

Heureusement les protéines contiennent des acides aminés aromatiques qui sont des 

chromophores intrinsèques fluorescents : tryptophane > tyrosine > phénylalanine, rangés 

selon leur rendement quantique. Ainsi, le tryptophane qui a le rendement le plus élevé, a une 

absorbance maximale à 280 nm et une émission maximale à 340 ou 320 nm en fonction de 

sa position dans la protéine (exposé ou non au solvant respectivement). Il est donc possible 
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d’étudier les interactions de l’albumine par spectroscopie par fluorescence (Legrand 2009). En 

effet, le spectre d’émission de fluorescence sera modifié par la liaison de deux molécules.  

- Spectroscopie de corrélation de fluorescence 

La spectroscopie de corrélation de fluorescence mesure l’intensité de fluorescence de 

molécules contenues dans un très petit volume de l’ordre du femtolitre. Les particules 

marquées par un fluorophore sont excitées par un laser. Les fluctuations d’intensité de la 

fluorescence émise vont être enregistrées et le coefficient de diffusion ainsi que le diamètre 

hydrodynamique pourront être déterminés selon la loi de Stokes-Einstein (Ries and Schwille 

2012, Troiber, Kasper et al. 2013). L’interaction avec des composants du sérum va modifier la 

diffusion des NPs, qui sera plus lente et par conséquent leur taille va augmenter. Cette 

technique permet également d’étudier les interactions avec les membranes cellulaires 

(Martinez-Moro, Di Silvio et al. 2019).  

- Dichroïsme circulaire 

Le dichroïsme circulaire (DC) repose sur la capacité d’un échantillon chiral (molécule 

optiquement active) d’absorber différemment la lumière polarisée circulairement droite et 

gauche.  Le spectre obtenu correspond à la différence d’absorbance pour chacune des 

longueurs d’onde entre ces deux polarisations, ce qu’on peut également exprimer sous le nom 

d’ellipticité en degrés (Kelly, Jess et al. 2005). Si l’on se place dans l’UV lointain (180-240 nm, 

correspondant à la zone d’absorption de la liaison peptidique), ce spectre permet d’obtenir des 

informations sur la structure secondaire des protéines. Par exemple, les domaines hélices α 

vont avoir deux bandes négatives à 222 et 208 nm (courbe noir, numérotées 1 sur la figure 18) 

ainsi qu’une bande positive à 192 nm (numérotée 1’). Les feuillets β ont une bande négative 

à 218 nm (courbe rouge, numérotée 2) et une positive à 192 nm (numérotée 2’), tandis que 

les protéines désordonnées ont une ellipticité très faible au-dessus de 210 nm (courbe verte, 

pic n°3) et des bandes négatives près de 195 nm (pic n°3’) (Greenfield 2006, Yao, Wynendaele 

et al. 2018). L’interaction des protéines entre elles peut entrainer un changement structural, 

qui sera détecté par DC (Kihara, van der Heijden et al. 2019). Il est également possible de 

déterminer la conformation en hélice des acides nucléiques par cette technique avec une 

bande positive à 265 nm et une négative à 210 nm (Cho, Kim et al. 2008).  
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Figure 18 : Spectres de dichroïsme circulaire de 

polypeptides et de protéines avec des structures 

secondaires représentatives. La poly-L-lysine à 

pH 11,1 a une conformation en hélice α (courbe 

noir) et feuillets β antiparallèle (courbe rouge) et 

à pH 5,7 a une conformation désordonnée 

(courbe verte).  Le collagène placentaire a une 

conformation native (courbe bleue) et une autre 

lorsqu’il est dénaturé (courbe bleu cyan). Adapté 

d’après Greenfield (Greenfield 2006) 

 

 

 

b) Infrarouge : Spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier 

(IRTF) et de Raman  

 

La spectroscopie infrarouge (IR) ou spectroscopie vibrationnelle étudie les vibrations des 

atomes après excitation des molécules par un rayonnement électromagnétique compris dans 

le domaine de l’IR allant de 1 à 50 µm. Les vibrations moléculaires dépendent de la formule 

chimique de la molécule, c’est-à-dire de sa géométrie, ses liaisons et atomes (Taleb 2013). 

Tout d’abord, l’IRTF repose sur l’absorption d’un échantillon à différentes fréquences de la 

lumière infrarouge grâce à un élément essentiel, l’interféromètre (le plus connu est celui de 

Michelson). Brièvement, son rôle est de produire des interférences de la lumière IR en la 

divisant en deux et l’amenant vers deux miroirs différents : l’un est fixe et l’autre mobile 

oscillant. Ils se rejoignent ensuite mais comprennent des différences de chemin optique créant 

des interférences constructives et destructives. Ainsi, le faisceau final recombiné traverse 

l’échantillon qui absorbe à différentes longueurs d’onde3 . Une mesure est convertie en spectre 

IR par une transformation mathématique et informatisée, la transformée de Fourier (Taleb 

2013). Le spectre final donne des informations qualitatives sur les structures chimiques de la 

molécule et quantitatives sur sa concentration qui est proportionnelle à l’aire sous la courbe 

des pics caractéristiques.  Cette technique permet de caractériser les groupements chimiques 

 
3 https ://www.synchrotron-soleil.fr/fr/videos/smis-la-spectroscopie-infrarouge-transformee-de-fourier, 

visualisé le 28/09/20 

https://www.synchrotron-soleil.fr/fr/videos/smis-la-spectroscopie-infrarouge-transformee-de-fourier
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et leurs liaisons afin d’obtenir des informations sur leurs conformations et potentielles 

interactions (Jung 2000, Taleb 2013).  

La spectroscopie Raman est complémentaire de l’IRTF mais repose sur la diffusion des 

photons et non sur leur absorption comme précédemment. Brièvement, un faisceau de lumière 

monochromatique IR est focalisé sur l’échantillon à analyser et la diffusion de la lumière est 

recueillie à l’aide d’une autre lentille pour être ensuite analysée par un spectromètre 

(Hammoum 2008). Les photons diffusés vont avoir une différence d’énergie par rapport aux 

photons incidents (écart énergétique entre les niveaux vibrationnels de la molécule analysée), 

ce qui correspond aux bandes Raman4. 

Ces deux techniques vont fournir des indications sur les changements de conformations 

des protéines observées mais peuvent également confirmer l’interaction des protéines à la 

surface des NPs grâce à l’apparition de bandes additionnelles caractéristiques (Mahmoudi, 

Lynch et al. 2011).  

c) Radio : spectroscopie de résonnance magnétique nucléaire 

 

La spectrométrie de résonnance magnétique nucléaire (RMN) est une technique reposant 

sur le magnétisme du noyau. Elle est basée sur l’aptitude de certains noyaux atomiques avec 

un spin nucléaire à émettre une fréquence dite de résonnance lorsqu’ils sont soumis à un 

rayonnement électromagnétique du domaine de fréquence radio (longueurs d’onde 

supérieures à 100 µm). Elle permet d’obtenir des informations multiples précises, de la formule 

brute des protéines à leur structure (Legrand 2009). Ces fréquences de résonnance vont avoir 

pour valeur numérique, le déplacement chimique en ppm. Leurs valeurs vont dépendre de 

l’environnement autour de chaque atome. Ainsi un atome d’hydrogène contenu dans un cycle 

aromatique n’aura pas le même déplacement chimique qu’un autre impliqué dans une chaîne 

carbone aliphatique. Pour définir les domaines possibles d’interaction, la « chemical shift 

mapping » a été mise au point. En effet, la présence d’une interaction entre deux entités 

chimiques va entrainer des variations dans les déplacements chimiques (Schumann, Riepl et 

al. 2007, Legrand 2009).  

 

 

 

 
4 https ://www.lise.upmc.fr/Raman, visualisé le 28/09/20 

https://www.lise.upmc.fr/Raman
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B. Méthodes chromatographiques 
 

Les procédés chromatographiques permettent de séparer les protéines en fonction de leur 

comportement entre deux phases, une mobile et une fixe. La « fixe », également appelée 

phase stationnaire, est présente dans une colonne, dans laquelle la phase mobile va passer 

pour éluer les substances chimiques en fonction de propriétés physiques spécifiques. 

a) Chromatographie par filtration sur gel 

 

L’une des techniques les plus utilisées est la chromatographie d’exclusion stérique, aussi 

communément appelé chromatographie par filtration sur gel.  La séparation se fait à partir de 

la taille des molécules à l’aide d’un tamisage moléculaire formé par la phase fixe constituée 

d’agarose, dextrane ou polyacrylamide (Wakkel 2015, Ó'Fágáin, Cummins et al. 2017). En 

effet, l’élution des grosses molécules se fera en premier puisqu’elles ne vont pas pénétrer 

dans le gel, contrairement aux petites molécules qui vont être retenues plus longtemps 

(Cedervall, Lynch et al. 2007). Cette méthode d’isolation permet de séparer les protéines libres 

et les protéines présentes autour des NPs afin de les identifier dans un second temps par 

spectrométrie de masse (Pederzoli, Tosi et al. 2017).  

D’autres types de chromatographies peuvent être réalisés pour mettre en évidence 

l’interaction de protéines sériques avec des nanomatériaux comme la chromatographie en 

phase inverse ou la chromatographie échangeuse d’ions. 

b) Electrophorèse 

 

Il s’agit d’une méthode communément utilisée pour séparer et identifier un complexe de 

protéines. Il en existe différents types mais le principe est le même : des molécules chargées 

contenues dans un liquide vont migrer sous un courant électrique (Mahmoudi, Lynch et al. 

2011). L’identification se fait ultérieurement par spectrométrie de masse. On peut distinguer 

les électrophorèses par capillaire et par gel. 

Tout d’abord, l’électrophorèse par capillaire est une technique analytique robuste pour 

séparer et caractériser les NPs interagissant avec les protéines du sérum (Zarei and Aalaie 

2019). Un capillaire de silice est situé entre deux électrodes contenues dans deux récipients 

contenant l’électrolyte de séparation. La détection est réalisée à la fin à l’aide d’un détecteur 

spectroscopique (en général UV-visible, parfois fluorescence en fonction de l’échantillon), les 

échantillons vont être différenciés en fonction de leur mobilité électrophorétique. Cette dernière 
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est proportionnelle à sa charge ionique, seules les macromolécules et NPs chargées peuvent 

être séparées par cette technique (Chetwynd, Guggenheim et al. 2018, Zarei and Aalaie 2019) 

Les électrophorèses gel sont une méthode communément utilisée en laboratoire et permet 

la séparation d’un complexe protéique en fonction de leur poids moléculaire. L’incubation des 

NPs en présence de sérum ou d’une protéine sérique spécifique va modifier leurs mobilités 

électrophorétiques s’il y a une interaction et les rendre « plus lourdes » entrainant un retard de 

migration, qui sera visualisable par détection UV ou fluorescence (Zarei and Aalaie 2019). 

Elles peuvent être effectuées en une ou deux dimensions en fonction de ce que 

l’expérimentateur veut mettre en évidence. Les gels SDS-PAGE sont probablement les plus 

utilisés. Les protéines vont migrer à travers un gel vertical d’acrylamide. Elles sont 

préalablement dénaturées et chargées négativement en les chauffant en présence d’un agent 

réducteur (dithiothréitol ou béta-mercaptoéthanol). Un détergent anionique (dodécylsulfate de 

sodium SDS) peut être utilisé pour détacher les protéines adsorbées à la surface des NPs 

(Mahmoudi, Lynch et al. 2011).  Les protéines sont mises en évidence par coloration au bleu 

de Coomassie ou nitrate d’argent et la quantification se fait par analyse densitométrique. 

L’agarose peut aussi être utilisé en gel d’électrophorèse horizontal pour mettre en évidence 

des complexes NPs-protéines (Welsher, McManus et al. 2015, Zarei and Aalaie 2019). Ces 

gels peuvent également être en deux dimensions : la première correspond à une séparation 

par la charge selon le focus isoélectrique puis la deuxième sépare selon le poids moléculaire 

(SDS-PAGE) (Mahmoudi, Lynch et al. 2011). 

c) Spectrométrie de masse 

 

La spectrométrie de masse (MS) est une technique physique d’analyse permettant 

d’identifier des molécules d’intérêt, de caractériser leur structure chimique en les fragmentant 

et de les quantifier. L’appareil, le spectromètre de masse, est constitué de plusieurs éléments : 

tout d’abord une source d’ions qui va ioniser les protéines, puis un analyseur qui les sépare 

sous l’effet d’un champ électromagnétique selon leur rapport masse/charge, le détecteur arrive 

ensuite et collecte les ions sortants en les exprimant selon leur abondance, enfin les données 

sont informatisées pour être analysées par l’expérimentateur. Pour caractériser les 

interactions, les protéines assemblées en couronne autour des NPs doivent passer par une 

étape préalable de digestion enzymatique par trypsine afin de réduire la taille d’analyse de 

l’échantillon (Mahmoudi, Lynch et al. 2011, Menet 2011). Il est possible, avec cette méthode, 

d’obtenir des informations structurales. (Mahmoudi, Lynch et al. 2011, Gossmann, Fahrländer 

et al. 2015). Les données recueillies par MS permettent de qualifier les protéines. En effet en 

comparant le spectre de masse obtenu avec celui de protéines connues provenant de bases 
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de données, la composition de la PC peut être déterminée (Fernández-Iglesias and Bettmer 

2015).  

d) Surface plasmon resonance  

 

La résonance des plasmons de surface est une méthode d’analyse physique d’interaction 

lumière-matière basée sur le changement de l’index de réfraction lorsqu’un ligand se fixe sur 

un récepteur adsorbé à la surface d’une couche métallique (Mahmoudi, Lynch et al. 2011). Le 

ligand est injecté successivement. L’utilisation d’algorithmes spécifiques qui vont comparer les 

données brutes avec des courbes typiques de modèles de liaison moléculaires bien connues, 

permet de déterminer la valeur des constantes thermodynamiques, dont les constantes 

d’association et de dissociation, ainsi que de la constante d’équilibre5. 

C. Méthodes physiques 
 

Une nouvelle méthode qui a fait ses preuves dans l’étude des interfaces, a récemment été 

utilisée. Il s’agit de la diffusions aux petits angles de neutrons (small angle neutron scattering 

ou SANS) (Ang, Lin et al. 2010, Monopoli, Åberg et al. 2012). C’est une méthode puissante 

pour accéder aux dimensions des protéines, obtenir leur taille réelle et leurs propriétés 

conformationnelles. Les NPs sont sondées par un rayonnement de neutrons. L’intensité 

diffusée est détectée sur la surface d’un détecteur et analysée à différents angles. Ce qui 

intéresse l’expérimentateur, ce sont les hétérogénéités électroniques de répartition de la 

matière sur des échelles allant de 1 à 1000 nm environ (Peuvrel-Disdier, Manneville et al. 

2012). Les neutrons vont interagir avec les atomes nucléaires (Sapsford, Tyner et al. 2011).  

 

D. Autres méthodes 
 

a) Diffusion dynamique de la lumière (dynamic light scattering DLS) 

 

Les particules en solution ont un mouvement aléatoire dû à l’agitation thermique, appelé 

mouvement Brownien. Lorsqu’une onde électromagnétique atteint une NP, la lumière sera 

diffusée dans toutes les directions (diffusion Rayleigh). L’intensité diffusée est enregistrée par 

un détecteur, qui va la relier à une fonction d’autocorrélation en fonction du temps 

(Figure 19A). Des particules de petites tailles vont avoir un mouvement Brownien plus rapide 

 
5 http ://www.afmb.univ-mrs.fr/resonance-plasmonique-de-surface, visualisé le 28/09/20 

http://www.afmb.univ-mrs.fr/resonance-plasmonique-de-surface
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et une fonction d’autocorrélation qui décroit rapidement (Figure 19B haut). A l’inverse, cette 

fonction décroit plus lentement si les particules sont plus grosses (Figure 19B bas) (Carvalho, 

Felício et al. 2018). En fonction de la rapidité des fluctuations d’intensité des NPs dans l’eau, 

l’auto-corrélateur va déterminer le coefficient de diffusion. Ce coefficient permet de calculer le 

diamètre hydrodynamique (Figure 19C) des particules en solution selon la loi de Stokes–

Einstein (Szatanek, Baj-Krzyworzeka et al. 2017, Carvalho, Felício et al. 2018). L’interaction 

des protéines sériques va augmenter la taille des NPs, changeant leur vitesse de fluctuation 

du mouvement Brownien et par conséquent être détectée par DLS (Mahmoudi, Lynch et al. 

2011, Carvalho, Felício et al. 2018).  

Figure 19 : La diffusion dynamique de la lumière. A) Schéma de la technique, B) La fonction 

d’autocorrélation, C) Le diamètre hydrodynamique. Adapté d’après Mainard and Jacob et 

Carvalho et al., (Mainard and Jacob 2016, Carvalho, Felício et al. 2018) 

 

b) Potentiel ζ 

 

Le potentiel ζ (ou potentiel zêta) représente la charge électrique des NPs en solution. 

Il existe, autour des particules en solution, différentes couches d’ions du solvant (figure 20) : 

la plus interne est la couche de Stern constituée d’ions opposés par rapport à la charge de la 

NP, ensuite une deuxième couche séparée des ions en solution, par le plan en glissement 

(slip plane). C’est au niveau de ce plan (ligne imaginaire séparant les ions immobiles autour 

de la NP des ions mobiles en solution) qu’est déterminé le potentiel zêta. Ainsi, il s’agit de la 

différence entre le potentiel électrique sur la surface de cisaillement de la particule et le 
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potentiel électrique de la solution (Manaia, Abucafy et al. 2017, Carvalho, Felício et al. 2018). 

Les valeurs obtenues peuvent être utilisées pour prédire la stabilité des formulations 

nanoparticulaires. En effet, leur instabilité peut résulter de l’interaction et de l’agrégation entre 

des NPs peu chargées ou neutres. La valeur théorique de ±30 mV a été fixée pour déduire la 

stabilité des nanoparticules. Au-delà (positif ou négatif), elles sont considérées comme stable. 

Les techniques de diffusion de la lumière sont actuellement utilisées pour la détermination du 

potentiel zêta (Manaia, Abucafy et al. 2017). C’est pourquoi il peut être mesuré rapidement à 

l’aide du même appareil que pour la DLS (Zetasizer® de Malvern par exemple). L’interaction 

de protéines autour des NPs va modifier la charge autour des NPs et leur présence pourra 

être déterminée par la mesure du potentiel ζ (Mahmoudi, Lynch et al. 2011). 

Figure 20 : Représentation schématique 

des couches ioniques autour d’une 

nanoparticule anionique. Adapté d’après 

Carvalho et al. (Carvalho, Felício et al. 

2018) 

 

 

 

 

 

 

c) Calorimétrie 

 

La réaction de deux molécules interagissant ensemble va forcément induire une production 

ou une absorption de chaleur (Mahmoudi, Lynch et al. 2011). La titration calorimétrique 

isotherme est une méthode non-destructive, utilisée pour caractériser les propriétés physico-

chimiques des interactions NPs-protéines (Prozeller, Morsbach et al. 2019). Brièvement, le 

calorimètre comporte deux cellules à même température : l’une sert de référence, l’autre va 

contenir l’échantillon (Figure 21A). Dans cette deuxième cellule, est titrée la deuxième 

molécule d’intérêt. L’interaction de ces deux molécules va entraîner une augmentation ou 

diminution de la température en comparaison avec la cellule de référence. Le suivi de la 

différence de chaleur mesurée en fonction du ratio de la molécule titrée permet le calcul direct 
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de l’ensemble des paramètres de liaisons après ajustement avec des modèles connus 

(Figure 21B) (Ward and Holdgate 2001, Prozeller, Morsbach et al. 2019). 

Figure 21 : La calorimétrie isotherme A) Représentation schématique d’un calorimètre 

isotherme (T° pour température et P pour pression), B) Représentation typique des données 

obtenues par ITC (haut : rendement thermique corrigé obtenu lors de la titration et bas : visuel 

des paramètres obtenus par l’ITC sur la courbe de l’intégration des pics en fonction du ratio 

molaire de la titration. Adapté d’après Prozeller et al. (Prozeller, Morsbach et al. 2019) 

 

d) Microscopie électronique à transmission 

 

La microscopie électronique à transmission (ou TEM pour transmission electronic 

microscopy) est une technique de microscopie où un faisceau d’électrons est focalisé sur 

l’échantillon. L’interaction de ces deux éléments va donner une image contrastée après 

analyse des électrons transmis par un détecteur. En comparaison avec un microscope 

optique, la résolution est augmentée et permet d’obtenir des images précises de structures 

nanométriques.  Par le biais de cette technique, il est possible de visualiser le diamètre réel 

des NPs et les interactions après incubation avec le sérum ou des protéines spécifiques (Yang, 

Wang et al. 2019). 
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E. Avantages et inconvénients des techniques analytiques 
 

Toutes ces techniques décrites ont pour but de déterminer et caractériser l’assemblage 

protéique autour des NPs, elles ont toutes des avantages et inconvénients (Tableau 6). C’est 

pourquoi une combinaison de différentes approches de caractérisation doit être utilisée pour 

couvrir leurs limites respectives. 

Tableau 6 : Avantages et inconvénients de différentes techniques analytiques utilisées pour 

caractériser les interactions nanoparticules – protéines sériques. Les techniques encadrées 

en rouge ont été utilisées au cours de cette étude. 
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Partie 4 : Internalisation des nanoparticules 
 

Une fois dans la circulation sanguine, les NPs encapsulant le siRNA vont donc interagir 

avec les composants du sérum. Leur but est d’atteindre le tissu cible et plus précisément le 

cytoplasme des cellules ciblées. Plusieurs étapes doivent ainsi être encore franchies : 

l’extravasation des NPs, l’internalisation dans les cellules cibles et le relargage du contenant 

dans le cytoplasme. Dans cette dernière partie de l’introduction, nous présentons brièvement 

ces différents obstacles. 

 

I. L’extravasation : la sortie de la circulation sanguine 
 

La première étape pour atteindre le tissu cible correspond à la sortie de la circulation 

sanguine, qu’on appelle l’extravasation. La connaissance et l’exploitation des caractéristiques 

vasculaires du tissu ciblé sont fondamentales dans la conception et le développement du 

vecteur qui va véhiculer le siRNA. En effet, le diamètre final et la charge de surface des NPs 

jouent un rôle important dans l’accumulation dans les tissus (Ozpolat, Sood et al. 2014). 

Tous les organes n’ont pas la même accessibilité en fonction notamment de l’endothélium 

les entourant. Le foie est, par exemple, considéré comme un organe « ouvert », car il est 

entouré de capillaires sinusoïdes à cellules endothéliales disjointes et lame basale 

discontinue, laissant diffuser passivement les molécules d’une taille comprise entre 100 et 200 

nm. C’est l’un des principaux organes ciblés pour les thérapies d’ARNi, du fait de son rôle 

physiologique central dans l’organisme (synthèse protéique et métabolisme des 

médicaments). Les autres organes « ouverts » sont la rate, les nœuds lymphatiques, la moelle 

osseuse et les glandes surrénales (Kanasty, Whitehead et al. 2012, Haussecker 2014).  

Les tumeurs solides sont un autre type de tissus « ouverts ». En effet, grâce à une 

angiogenèse incontrôlée et une forte réaction inflammatoire, des capillaires similaires à ceux 

du foie se trouvent autour de la tumeur. De plus, le drainage lymphatique est non fonctionnel, 

permettant l'accumulation des vecteurs transportant les siRNA. Ce phénomène est appelé 

effet EPR pour " perméabilité et rétention augmentées " (enhanced permeability and retention 

effect). Cette vascularisation anormale entraîne une accumulation passive de nanoparticules 

de taille > 100nm (Ozpolat, Sood et al. 2014, Tatiparti, Sau et al. 2017).  

Pour les autres tissus/organes, la sortie passive de la circulation sanguine est très limitée 

du fait de capillaires continus à cellules endothéliales et lame basale continues ou de 

capillaires fenêtrés avec des cellules endothéliales disjointes avec des pores de 60 à 80nm et 
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une lame basale continue. L’eau et les petites molécules peuvent facilement diffuser et dans 

le second cas (endothélium disjoint), de plus grosses molécules également (Kanasty, 

Whitehead et al. 2012, Haussecker 2014).  Le cerveau est un organe à part dans le corps 

humain. Il est protégé par la BHE, composée d’un endothélium continu imperméable grâce à 

la présence de jonctions serrées, d’une lame basale continue et de cellules (péricytes et 

astrocytes) ayant un rôle protecteur. L’endothélium cérébral a de nombreux transporteurs qui 

régulent le trafic de part et d’autre de la BHE (Cecchelli, Berezowski et al. 2007). 

 

II. Entrée cellulaire des nanoparticules 
 

Une fois dans le tissu cible, les NPs doivent pénétrer à l’intérieur des cellules cibles. Tout 

d’abord, elles doivent diffuser au sein de la matrice extracellulaire, composée notamment de 

collagène, qui peut créer une résistance et un nouvel obstacle à franchir (Whitehead, Langer 

et al. 2009). 

Ensuite, se dresse la membrane cellulaire, qui est une bicouche lipidique constitué de 

phospholipides avec des domaines protéiques spécifiques. Les caractéristiques structurelles 

et biomoléculaires de cette barrière se traduisent par une charge globale négative et une 

perméabilité sélective aux ions et à quelques molécules (Donahue, Acar et al. 2019). L’entrée 

cellulaire des NPs est un challenge de plus à surmonter. Deux voies d’entrées peuvent être 

distinguées : l’endocytose ou l’entrée cellulaire par contact direct (Donahue, Acar et al. 2019).  

A. Les différentes voies d’endocytose 
 

Il existe deux principaux types d’endocytose : phagocytose ou pinocytose (Figure 22) 

(Conner and Schmid 2003). Lors de l'entrée par endocytose, les nano-éléments n'ont pas 

d'accès direct et immédiat au cytoplasme ou aux organites cellulaires, ils doivent passer par 

une étape préalable dans une vésicule intracellulaire : le phagosome ou l’endosome 

(Donahue, Acar et al. 2019). 
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Figure 22 : Les principaux mécanismes d’endocytose. Adapté d’après Conner and 

Schmid, (Conner and Schmid 2003) 

 

a) La phagocytose 

 

La phagocytose est réservée pour les cellules immunitaires comme les macrophages, les 

polynucléaires neutrophiles et les cellules dendritiques, qui sont responsables de la défense 

de l’organisme et l’élimination des cellules mortes par apoptose. Lorsqu’un élément étranger 

est recouvert d’opsonines, il est identifié comme « néfaste » par des récepteurs à la surface 

des cellules phagocytaires et absorbé par elles pour être éliminé (Charbonnier 2010).  

b) La pinocytose 
  

La pinocytose est l’absorption spécifique ou non de molécules et fluides contenues dans 

le milieu extracellulaire. Il en existe différents sous-types, le choix de la voie dépendant des 

cellules visées et des caractéristiques physico-chimiques de la molécule (nature chimique, 

présence d’un ligand, taille et charge) (Alhaddad, Durieu et al. 2012). Les principaux 

mécanismes d’endocytose sont présentés brièvement ci-après. 

La macropinocytose est un mécanisme d'internalisation non spécifique (c’est-à-dire non 

médié par un récepteur). Les vésicules d’internalisation d’une taille allant 100 nm à 5 µm se 

caractérisent par des extensions de la membrane plasmique stabilisées par l’actine permettant 

l’absorption de volumes importants de milieu extracellulaire (Donahue, Acar et al. 2019). Ce 

mécanisme est similaire à la phagocytose, à l’exception qu’il peut avoir lieu dans toutes les 

cellules. Les vésicules d’internalisation fusionnent ensuite avec le lysosome pour dégrader le 

matériel absorbé (Conner and Schmid 2003, Kanasty, Whitehead et al. 2012). Cette voie 
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d’internalisation constitue un important mécanisme de protection cellulaire contre les virus, qui 

réussissent parfois à s’en échapper (Kafshgari, Harding et al. 2015).  

L'endocytose par clathrine et l'endocytose par cavéole sont toutes deux médiées par 

récepteurs et sont définies par des vésicules d’internalisation de tailles respectives de 100-

120 et 50-100 nm.  

La voie endocytaire par cavéole est notamment utilisée par l’albumine. Cette voie est l’une 

des principales des cellules endothéliales, des fibroblastes et des cellules musculaires 

(Kafshgari, Harding et al. 2015).  Les cavéoles sont des zones enrichies en cholestérol et 

sphingomyéline, qui représentent environ 10% de la membrane plasmique. Les protéines de 

la famille des cavéolines sont aussi retrouvées, principalement la cavéoline 1, dont l’extrémité 

N-ter cytosolique permet la liaison au cholestérol (Kiss and Botos 2009).  Après liaison du 

ligand sur son récepteur et détachement des cavéoles de la membrane grâce à l’intervention 

de la GTPase dynamine, deux voies sont possibles. Les vésicules d’internalisation, les 

cavéosomes, peuvent garder leur pH neutre et se diriger vers l’appareil de Golgi ou le réticulum 

endoplasmique. Cette route a notamment été mise en évidence pour la première fois pour le 

simian virus 40 (Pelkmans, Kartenbeck et al. 2001). La seconde résulte de la fusion avec un 

endosome et suit la voie endocytaire « classique » qui est détaillée ci-après (Kiss and Botos 

2009). Il a été constaté que la charge négative des NPs pouvait déclencher une internalisation 

cellulaire via les cavéoles (Yameen, Choi et al. 2014). 

La voie endocytaire par clathrine est l’une des plus étudiées et est utilisée par de 

nombreuses molécules physiologiques telles que les lipoprotéines ou la transferrine, qui 

peuvent être des marqueurs de cette voie. C’est une voie d’internalisation complexe impliquant 

des signaux intracellulaires, un recyclage de la membrane et une capture de nutriments 

(Yameen, Choi et al. 2014). Le ligand se fixe sur son récepteur au niveau de zones 

membranaires recouvertes de clathrine et comprenant plusieurs types de protéines. Cette 

liaison déstabilise la membrane qui s’enfonce à l’intérieur du cytoplasme formant une goutte, 

qui va être détachée après intervention de la dynamine. Lorsque les vésicules sont libérées 

de la membrane, le manteau de clathrine présent à l’extérieur est désassemblé afin de 

favoriser le trafic intracellulaire (Alhaddad, Durieu et al. 2012, Juliano, Ming et al. 2012, Juliano, 

Ming et al. 2014).  
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c) Passage par l’endosome 

 

Cette voie endocytaire mène à la formation d'endosome, à leur maturation et à la fusion 

avec les lysosomes. Dans un premier temps, ces vésicules d’internalisation perdent leur 

structure tubulaire membranaire ainsi que les protéines qui ont permis leur formation comme 

les clathrines (Yameen, Choi et al. 2014). Puis, la maturation de l’endosome le transforme en 

corps multi-vésiculaire, caractérisé par un pH acide libérant les molécules liées. Les 

récepteurs sont alors recyclés vers la membrane. L’endosome tardif fusionne ensuite avec un 

lysosome, ce qui a pour conséquence une diminution encore plus importante du pH et une 

activation des enzymes hydrolases, qui peuvent dégrader entièrement les siRNA (Kettler, 

Veltman et al. 2014, Dowdy 2017, Durymanov and Reineke 2018).  

Pour que les molécules actives puissent avoir une efficacité, elles doivent s’échapper de 

l’endosome avant la fusion avec le lysosome (cela s’appelle l’échappement endosomal) afin 

d’atteindre le cytoplasme (Durymanov and Reineke 2018). 

 

B. Entrée cellulaire par contact direct 
 

Pour accéder directement au cytoplasme, les NPs peuvent emprunter d’autres voies de 

libération comme le montre la figure 23.  

Figure 23 : Représentation 

schématique des voies 

d’entrée cellulaire direct des 

NPs.  

Les principales voies et 

stratégies permettant aux NPs 

de traverser la membrane 

plasmique cellulaire pour 

pénétrer directement dans le 

cytoplasme sont les suivantes 

(a) la translocation directe ; (b) 

la fusion des lipides Adapté 

d’après Donahue et al., 

(Donahue, Acar et al. 2019) 
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a) Translocation directe dans le cytoplasme 

 

Les NPs peuvent perturber la membrane cellulaire en interagissant avec la bicouche 

lipidique pour entrer directement dans le cytoplasme. L’utilisation de cette voie permet d’éviter 

les mécanismes de transport actif demandant de l’énergie et le passage par l’endosome 

pouvant amener à la dégradation des molécules contenues dans les NPs (Donahue, Acar et 

al. 2019). Cette voie est notamment empruntée par des petites NPs d’or zwiterrionique d’une 

taille de 2 à 4 nm, cela n’est plus le cas lorsque les NPs font 6 nm démontrant un possible 

effet taille pour ce type d’internalisation (Jiang, Huo et al. 2015). Les « cell penetrating 

peptides » sont des petits ligands de moins de 40 acides aminés qui sont capables de traverser 

la membrane plasmique par translocation directe (Copolovici, Langel et al. 2014).  

b) Fusion lipidique 
 

La fusion des lipides est le processus par lequel certaines bicouches lipidiques fusionnent 

avec la membrane plasmique d'une cellule. Après la fusion de la membrane, les molécules 

encapsulées sont directement libérées dans le cytoplasme (Donahue, Acar et al. 2019). 

Le caractère fusogène est défini par la capacité d’un lipide de passer d’une phase 

lamellaire stable à une phase hexagonale inverse instable en présence de lipides de charge 

inverse (Kanasty, Dorkin et al. 2013). Ce changement de phase induit la fusion des 

membranes. Dans les lipoplexes, le lipide fusogénique DOPE est souvent présent et dans les 

SNALP les lipides ionisables ont été construits pour avoir une température de transition < 7°C 

dans ce but (Semple, Akinc et al. 2010). 

Il a fréquemment été observé que les NPs cationiques avaient un taux d’internalisation 

supérieur aux NPs neutres et négatives. Cette différence s’explique tout d’abord par la loi de 

Coulomb, qui explique que des charges inverses sont attirées l’une vers l’autre. Ainsi, les NPs 

cationiques vont avoir une attraction électrostatique avec les membranes cellulaires chargées 

négativement. L’internalisation ultérieure des NPs d’une taille < 100 nm pourrait se faire 

ensuite par une endocytose médiée par clathrine, ou bien grâce à la présence des lipides 

fusogènes à l’intérieur de ces NPs qui pourrait permettre la fusion avec la bicouche lipidique 

de la membrane cellulaire et le relargage des molécules contenues dans la nanoparticule 

lipidique  (Yameen, Choi et al. 2014, Forest, Cottier et al. 2015, Forest and Pourchez 2017, 

Donahue, Acar et al. 2019).   
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Objectifs de la thèse 
 

  

 Les nanoformulations siRNA-SQ développées par l’équipe d’accueil ont montré leur 

efficacité biologique et thérapeutique dans différents modèles pathologiques : cancer à 

oncogène de fusion et maladie de Charcot-Marie-Tooth 1A. Récemment, la méthode de 

couplage chimique du siRNA au SQ a été améliorée et testée avec différents siRNA et 

polyterpènes (Massaad-Massade, Boutary et al. 2018).  

 La première partie de ce travail a consisté à optimiser la dernière étape de la 

synthèse, à savoir la nanoprécipitation et à caractériser les propriétés physico-

chimiques des NPs siRNA-SQ résultantes. En collaboration avec l’équipe Laboratoire 

Interdisciplinaire sur l'Organisation Nanométrique et Supramoléculaire (LIONS) du 

Commissariat à l'énergie atomique et aux énergies alternatives (CEA), nous avons également 

étudié la structure interne de ces NPs. 

L’inhibition de l’expression du gène ciblé in vivo est la preuve de l’efficacité du siRNA 

et signifie que les NPs siRNA-SQ ont réussi à s’accumuler dans le tissu cible et à être 

internalisée dans les cellules. Néanmoins, le mécanisme de transport à l’intérieur des tissus 

et de capture cellulaire demeure inconnu. In vivo, les nanomatériaux vont interagir 

instantanément avec des protéines sériques. La deuxième partie de ce travail a été de mettre 

en évidence les interactions des NPs siRNA-SQ avec le sérum. Nous nous sommes 

principalement intéressés aux deux protéines majeures, l’albumine et les lipoprotéines, et 

avons cherché à caractériser l’interaction avec les NPs.  

 La troisième et dernière partie de cette étude s’est intéressée à comprendre 

pourquoi les NPs siRNA-SQ ne sont pas internalisées sans agent transfectant in vitro ? 

En effet, les NPs siRNA-SQ obtenues via les deux méthodes de couplage ne sont pas 

capturées par les cellules cibles dans les modèles d’étude in vitro. Nous avons développé trois 

hypothèses pour essayer de répondre à cette question. 

 

 

 

 

 

 



85 

Matériels et méthodes 
 

I. Les siRNA utilisés et leurs modifications chimiques 
 

Tous les siRNA utilisés durant cette étude respectent les règles éditées par Reynolds et 

al. (Reynolds, Leake et al. 2004). Leur spécificité pour inhiber le gène ciblé a été vérifiée 

préalablement dans d’autres études (Raouane, Desmaele et al. 2011, Ali, Maksimenko et al. 

2014, Massaad-Massade, Boutary et al. 2018) (Brevet n°WO2020064749A1 ; Boutary, 

Caillaud et al., 2020 soumis). Leurs séquences sont présentées dans le tableau 7.  

Tableau 7 : Séquence des siRNA utilisés. Le « dA/C/T » correspond à des désoxynucléotides 

insérés en 3’- des séquences pour limiter la reconnaissance par les RNases sériques.  

 

Les siRNA sont synthétisés en simple brin par Eurogentec (France). Ils sont 

caractérisés par spectrométrie de masse (MALDI-TOF MS) et purifiés par chromatographie 

liquide haute performance en phase inverse (RP-HPLC). Les siRNA simple brin ont une taille 

de 19 nucléotides avec en 3’- deux résidus de désoxynucléotides pour assurer la stabilisation 

contre les nucléases comme décrit par Tuschl et al. (Tuschl 2002). Pour permettre la 

conjugaison avec le squalène, le brin sens des siRNA est modifié en 5’- par l’ajout d’un 

groupement réactif dibenzocyclooctyne (DBCO) suivie un espaceur N-(hexaméthylényl)-6-

oxohexanamide (C6). 

Pour hybrider le siRNA « nu » (siRNA non couplé au SQ), des quantités équimolaires 

de brins sens et antisens sont ajoutées dans le tampon d’hybridation [30 mM HEPES-KOH 

(pH 7,4), 2 mM Mg acétate, 100 mM K acétate]. Le mélange est incubé pendant 3 min à 95°C, 

puis pendant 45 min à température ambiante avant d'être stocké à -80°C. 
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II. Synthèse des nanoparticules siRNA-SQ 
 

Avant chaque synthèse, le plan de travail est nettoyé au RNase zap (Sigma, réf R2020) 

pour éviter toute dégradation des brins du siRNA par les RNases. 

A. Bioconjugaison du brin sens du siRNA au SQ par chimie clic sans 

cuivre 
 

Le couplage par chimie clic sans cuivre s’effectue entre un alcyne inclus dans un 

cyclooctyne et un azide. Ainsi le brin sens du siRNA est modifié en 5’- par l’ajout d’une fonction 

DBCO et le SQ par un groupement azide N3. L'azido-squalène (SQ-N3) a été obtenu par 

mésylation séquentielle et déplacement SN2 avec l'azide de sodium de l'alcool connu 

disponible à partir du SQ (Othman, Desmaële et al. 2011). Les deux fonctions chimiques étant 

très réactives, une liaison triazole va se former entre ces deux entités pour lier un brin sens 

de siRNA à un SQ. Cette réaction chimique de liaison équimolaire a été décrite 

précédemment par Massaad-Massade et al., (Massaad-Massade, Boutary et al. 2018).  

Brièvement, dix nanomoles du brin sens modifié DBCO-C6 du siRNA (solubilisés dans 

l’eau exempte de RNases à la concentration de 1 mg/mL) sont mélangées à 500 nanomoles 

de SQ-N3 (1 mg/mL dans du DMSO) selon un ratio molaire 1 [siRNA] : 50 [SQ]. Les solvants 

organiques, DMSO (901 µL) et acétone (256 µL), sont ensuite ajoutés et la solution est mise 

sous agitation pendant 12h à température ambiante pour obtenir les bioconjugués brin sens 

du siRNA lié par une liaison triazole au SQ (Figure 24). Le lendemain, l’acétone est éliminée 

par évaporation sous le flux d’azote pendant 30 min et le DMSO par lyophilisation pendant 

24h.  

Figure 24 : Couplage chimique du siRNA au SQ par chimie clic sans cuivre 
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B. Purification du bioconjugué brin sens siRNA-SQ par RP-HPLC  
 

La deuxième étape importante du protocole de synthèse est la purification par HPLC du 

bioconjugué brin sens siRNA-SQ de l’excès de SQ utilisé pour la chimie clic sans cuivre. Il y a 

en effet 490 nmol en excès de SQ non conjugué au siRNA.  

Cette étape se réalise par chromatographie liquide haute performance (Thermo Scientific, 

UHPLC-3000), équipé d'un détecteur à réseau de photodiodes (DAD-3000) dont la longueur 

d'onde est comprise entre 190 et 800 nm, et d'une pompe (HPG-3400RS). La phase 

stationnaire est composée d’une colonne de divinylbenzène polystyrène alkylé non poreux 

(Hamilton 10 μm, 4,6 mm,250 mm, PEEK) protégée par une pré-colonne (Hamilton). Un 

gradient des phases mobiles A et B a été appliqué avec un débit de 1,2 mL/min. La phase 

mobile A est composée de : 90% eau Milli-Q filtrée, 5% acétonitrile et 5% 0,2 M acétate de 

triéthylamine (TEAA) (5%) à pH 7. La phase B a une composition inverse : 90% d'acétonitrile 

avec 5% de TEAA, 5% eau Milli-Q filtrée. Le gradient appliqué pour la purification est le suivant 

: 0 - 8 min de gradient linéaire de 0% à 24% de la phase B ; 8 - 16 min de gradient linéaire de 

24% à 90% de la phase B ; 16 - 18 min de gradient linéaire de 90% à 100% de la phase B ; 

18 - 30 min de 100% de la phase B ; 30 - 32 min de gradient linéaire de 100% de la phase B 

à 100% de la phase A et 32 - 42 min de rééquilibrage avec 100% de la phase A. Le logiciel 

Chromoleon 7 a été utilisé pour l'acquisition et l’analyse des données.  

Le bioconjugué brin sens-SQ lyophilisé est repris dans 600 µL de DMSO et 200 µL sont 

injectés manuellement. La purification se fait par collecte manuelle de la fraction contenant le 

bioconjugué brin sens du siRNA-SQ. Son temps d’élution est fixe à 16 min. La fraction est 

collectée à partir de la montée du pic (à partir de 15 min) puis deux min après son maximum, 

ce qui correspond à un volume de fraction de 3,6 ml environ. La collecte se fait dans un Falcon 

50 mL, qui peut contenir en tout 3 fractions qui sont ensuite lyophilisées pendant 24h. La 

reconstitution post-lyophilisation se fait dans l’eau exempte de RNAse (ThermoFisher 

Scientific).  

 

C. Hybridation des bioconjugués siRNA-SQ  
 

Après purification par HPLC et lyophilisation, le bioconjugué brin sens du siRNA-SQ est 

solubilisé dans de l'eau exempte de RNase à la concentration molaire souhaitée pour 

l'hybridation (Figure 25). Des quantités équimolaires de brins sens conjugués au SQ et 

antisens sont hybridées dans un tampon spécifique d’hybridation [30 mM HEPES-KOH (pH 
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7,4), 2 mM Mg acétate, 100 mM K acétate] pendant 3 min à 95°C, puis laissées au repos 

pendant 45 min à température ambiante.  

Figure 25 : Hybridation du bioconjugué brin sen siRNA avec le brin antisens complémentaire 

D. Nanoprécipitation des bioconjugués siRNA-SQ 
 

Au début de cette étude, la nanoprécipitation des bioconjugués siRNA hybridés-SQ a été 

optimisée. Pour cela, différents solvants organiques avec différents ratios volume/volume ont 

été testés (tableau 8). Après hybridation et une dernière étape de lyophilisation, les 

bioconjugués siRNA-SQ sont solubilisés dans différents solvants organiques. Une fois 

l’obtention d’une solution la plus homogène possible, celle-ci est ajoutée goutte-à-goutte sous 

agitation dans une solution aqueuse contenant ou non du dextrose 5%. Les solvants 

organiques sont ensuite évaporés à l’aide du flux d’azote ou d’un Rotavapor. 

Tableau 8 : Optimisation de la nanoprécipitation. Différents solvants et ratios volume/volume 

ont été testés. THF est l’abréviation de tétrahydrofurane, EtOH de l’éthanol 
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Le protocole pour le dernier solvant, l’acétone, a été modifié par rapport au précédent 

décrit. Le siRNA étant une molécule très hydrophile, il est difficilement soluble dans les 

solvants organiques. Le bioconjugué hybridé siRNA-SQ a donc été repris dans l’eau exempte 

de RNAse et ajouté goutte-à-goutte au solvant organique selon un ratio volume/volume de 1 

[phase organique] : 2 [phase aqueuse contenant le siRNA hybridé-SQ]. L’acétone est ensuite 

évaporée en utilisant le flux d'azote sous agitation pendant trente minutes pour obtenir une 

suspension aqueuse de NPs siRNA-SQ pure à une concentration souhaitée pour les 

expériences ultérieures (Figure 26).  

Figure 26 : Représentation schématique de la nanoprécipitation inverse utilisée pour former 

les nanoparticules siRNA-SQ 

Le protocole décrit précédemment et schématisé sur la figure 27 a permis d’obtenir de 

façon reproductible des NPs siRNA-SQ de taille homogène. 

Figure 27 : De la bioconjugaison à la nanoprécipitation des NPs siRNA-SQ. Représentation 

du protocole de synthèse. 
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III.  Caractérisation des NPs siRNA-SQ 
 

A. Détermination de la taille et de la charge 
 

Après nanoprécipitation, les échantillons NPs siRNA-SQ sont dilués à la concentration 

finale de 10 µM et leur taille est mesurée par DLS à l’aide du Zétasizer NanoZSP® (Malvern 

Instrument). Trois mesures sont prises à la suite et les résultats sont présentés sous la forme 

moyenne d’au moins 3 formulations ± SEM. Les données présentées sont le diamètre 

hydrodynamique, correspondant au diamètre réel + couches ioniques, et l’index de 

polydispersité (PDI) indiquant l’homogénéité de la distribution de la taille des NPs. 

 

La charge de surface, représentée par le potentiel ζ, a également été mesurée par 

Zétasizer NanoZSP® (Malvern Instrument). Les mesures sont effectuées à l’aide de la cuve 

DippCell de Malvern (réf ZEN1002), permettant une réutilisation de l’échantillon. Comme 

précédemment, trois mesures sont effectuées à la suite et les résultats sont présentés sous la 

forme moyenne ± SEM. Des mesures ont également été effectuées en présence de sérum et 

LDL. Pour cela, les NPs siRNA-SQ ont été incubées préalablement avec des quantités 

précises de sérum ou LDL et le potentiel ζ a été mesuré.  

 

B. Observation des NPs siRNA-SQ au cryo-TEM 
 

Les analyses de cryo-microscopie ont été effectuées au “Service de Microscopie 

Electronique” (IBPS / Institut de Biologie Paris-Seine, Université Pierre et Marie Curie, Paris, 

France) grâce à l’aide précieuse de Madame G. Frebourg. Une goutte (5 μL) d’une suspension 

concentrée de NPs siRNA-SQ (2,2 mg/mL) est déposée sur une grille à trous en cuivre 

recouverte de carbone. L’excès de liquide est adsorbé à l’aide d’un papier filtre, puis la grille 

est plongée rapidement dans l’éthane liquide (congélation flash). L’échantillon est transféré 

dans le porte-objet puis introduit dans le cryo-microscope à transmission électronique 

(cryoTEM), un JEOL 2100 haut contraste fonctionnant à 200 kV avec un grandissement 

caméra X 20000. Les images obtenues sont ensuite analysées à l’aide du logiciel « Image J » 

pour mesurer la taille des NPs observées.  
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IV. Caractérisation des NPs siRNA-SQ par diffusion 

aux petits angles 
 

A. Diffusion de neutrons aux petits angles (Small Angle Neutron 

Scattering ; SANS) 
 

Pour les expériences de diffusion de neutrons aux petits angles (SANS), les solutions ont 

été préparées dans du D2O (99,85% D, Euriso-top). Les NPs siRNA-SQ ont été 

nanoprécipitées dans du D2O pour atteindre une concentration finale de 0,7 mg/mL. Pour 

l’étude des interactions entre les NPs siRNA-SQ et l’albumine de sérum bovin (bovine serum 

albumin ou BSA) ou le sérum de veau bovin (fetal bovine serum ou FBS), les solutions ont été 

préparées dans du D2O en utilisant une étape de dialyse. Le FBS a été dialysé pendant une 

nuit contre du PBS/D2O à 0,2M juste après l'ouverture du flacon. La poudre lyophilisée de BSA 

a été solubilisée à une concentration de 13 g/L-1 dans des solutions salines tampons de 

phosphate (PBS) 0,2 M. Puis la solution a été dialysée pendant une nuit contre une solution 

de PBS/D2O à 0,2M d'un volume au moins 10 fois supérieur. La solution finale est ensuite 

stockée à 4°C pendant une semaine maximum. 

Les expériences SANS ont été réalisées sur le spectromètre D33 à l'ILL (doi : 10.5291/ILL-

DATA.9-13-781) par les Dr Fabienne Testard et Frédéric Gobeaux de l’UMR CEA-CNRS 

NIMBE. Trois configurations ont été utilisées pour couvrir une gamme de q allant de 0,0013 à 

0,27 Å-1 (longueur d'onde : λ = 13 Å, distance D du détecteur d'échantillon = 12 m, collimation 

: Φ = 12,8), (λ = 4,6 Å, D = 12 m, collimation : Φ = 7,8) et (λ = 4,6 Å, D = 2 m, collimation Φ = 

7,8) pour respectivement les petits, moyens et grands angles.  

Les échantillons préparés dans le D2O sont analysés dans des cellules de quartz Hellma 

de 1 mm dans un porte-échantillon thermostaté à 20°C. Les données brutes sont regroupées 

radialement et corrigées pour tenir compte du bruit de fond électronique, de la cellule vide, et 

normalisées par la diffusion de l'eau à l'aide du logiciel LAMP (Richard, Ferrand et al. 1996). 

 

B. Diffusion des rayons X aux petits angles (Small Angle X-ray 

Scattering ; SAXS) 
 

Les diagrammes de diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS) ont été obtenus sur 

la ligne de faisceaux SWING du synchrotron SOLEIL (Saint-Aubin, France).  

 

La gamme de vecteurs de diffusion q de 2×10-3 Å-1 à 2,5 Å-1 a été obtenue avec une 

énergie de 16 keV et deux distances échantillon-détecteur (6 et 0,50 m pour la gamme SAXS 
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et WAXS, respectivement). Les données ont été enregistrées par un détecteur bi-dimensionnel 

Eiger 4M (Dectris). La réduction des données a été effectuée avec le logiciel Foxtrotet 

L’échantillon (NPs siRNA-SQ à la concentration de 3,5 mg/mL) a été inséré dans un capillaire 

de quartz de 1,5 mm de diamètre scellés avec de la cire de paraffine. 

 

C. Modélisation de la structure interne des NPs siRNA-SQ 
 

Les courbes de diffusion ont été ajustées avec le logiciel SASview (www.sasview.org/) 

selon un modèle de distribution lognormale de sphères pour les particules de siRNA-SQ et un 

modèle de cylindre pour le groupe siRNA. L’analyse des spectres SANS et SAXS des NPs 

siRNA-SQ en solution aqueuse permet de dessiner une première esquisse de la forme des 

NPs.  

L’ajustement des courbes expérimentales de siRNA conduit à une forme cylindrique dont 

le volume est donné par la formule suivante : V(siRNA) = π x rayon² x hauteur. L’ajustement 

des courbes de NPs siRNA-SQ donne une distribution de sphère dont le volume correspond 

à : V(sphère/nanoparticule) = (4/3) x π x rayon3.   

Ainsi, le rapport entre le volume de la sphère de la NPs siRNA-SQ et du volume du siRNA 

permet de déterminer le nombre de siRNA dans une petite sphère (équation 1) et dans une 

nanoparticule (équation 2).  

 

Equation 1 

 

 

Equation 2 

 

V. Électrophorèse des NPs siRNA-SQ  
 

L'étude des interactions entre les NPs siRNA-SQ et le FBS ou avec son composant (BSA 

ou LDL) a été réalisée par électrophorèse. Ainsi, des quantités croissantes de FBS, BSA (selon 

le ratio molaire) et LDL (selon le ratio massique) ont été incubées avec 5µM de NPs siRNA-

SQ et siRNA « nu » pendant 30 min à 37°C. Après ce temps d’incubation, les échantillons sont 

stockés au -80°C avant dépôt sur le gel d'agarose à 4 % coloré au Midori Green Advance 

(Nippon Genetic Europes, Allemagne). La migration s’effectue en deux temps, d’abord 15 min 

à 50 volts puis 30 min à 90 volts. La révélation est réalisée à l’aide d’une caméra UV Vision 

Capt.  
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Pour l'étude de la stabilité biologique, une solution stock de NPs siRNA-SQ à 5 µM est 

incubée à 37°C avec 50% de FBS. A chaque temps (30 min, 1h-6h) prédéterminé, des 

aliquotes sont collectées et stockées à -80°C avant d'être déposées sur gel d’agarose à 4%.  

 

 

VI. Spectroscopie de fluorescence 
 

Pour caractériser l’interaction des NPs siRNA-SQ avec l’albumine, deux approches de 

spectroscopie de fluorescence ont été réalisées. 

 

A. Capture de la fluorescence : BSA fluorescence quenching 
 

La première approche a été réalisée au sein de l’équipe LIONS du CEA avec la 

collaboration des Dr Fabienne Testard et Frédéric Gobeaux.  

Une concentration fixe de BSA (5µM) a été incubée avec une concentration croissante de 

NPs siRNA-SQ (de 0 à 10 µM). Les différentes solutions ont été remplies dans des cellules de 

quartz Hellma Ultra-Micro et insérées dans le fluorimètre Cary Eclipse (Varian, Oxford, UK) 

pour les mesures. Les échantillons sont excités à 280 nm et la fluorescence émise a été 

recueillie entre 300 et 550 nm. L'excitation et les fentes d'émission sont réglées à 5 nm. Les 

taux de balayage ont été réglés à 120 nm/min avec un intervalle de données de 1 nm et un 

temps de calcul de la moyenne de 0,5 secondes. La moyenne des spectres a été calculée sur 

5 mesures. Les expériences d'extinction peuvent être affectées par l'effet de filtre interne, où 

l'échantillon peut atténuer à la fois le faisceau d'excitation et le spectre d'émission. Ayant 

travaillé avec des concentrations faibles de BSA et de NPs siRNA-SQ, et la densité optique 

des solutions était inférieure à 0,1, cet effet a pu être exclu. 

 L’analyse des données brutes du pic maximum d’émission de la fluorescence permet 

de déterminer certaines constantes de liaison. L’équation de Stern-Volmer (équation 3) permet 

de classer la capture de la fluorescence en deux catégories en fonction de la valeur de la 

constante de quenching Kq (Lakowicz 2013). Le « quenching » statique (Kq > 1010 mol/L) se 

produit lors de la formation d’un complexe, il est associé à un changement du spectre 

d’absorption (changement de l’intensité). A contrario, le « quenching » dynamique (Kq < 1010 

mol/L) résulte d’un transfert d’énergie entre les NPs et l’albumine. Le spectre de fluorescence 

n’est alors pas modifié, seul l’état d’excitation l’est (Sangrà, Estelrich et al. 2017). L’équation 

3 permet également de calculer la constante d’affinité qui est équivalente à la constante de 

Stern-Volmer Ksv, ainsi que la constante de dissociation correspondant à la réciproque. 



94 

Equation 3 : Equation de Stern-Volmer. F0 et F sont l’intensité de fluorescence de la BSA 

en l’absence et en présence des NPs siRNA-SQ, Ksv est la constante de Stern-Volmer calculé 

à partir de Kq et τ0 (10-8 s) la durée de vie moyenne de la fluorescence du tryptophane en 

l’absence de quencher 

 

Cette équation peut être modifiée pour déterminer le nombre de sites de liaisons, n, 

présents sur l’albumine selon l’équation 4.  

Equation 4 : Equation de Stern-Volmer modifiée. Kb est la constante de liaison et n le 

nombre de site de liaisons présents. 

 

 

B. Fluorescence d’état stable 
 

La deuxième approche a été réalisée au sein de l’équipe Interface Traitements 

Organisation et Dynamique des Systèmes (ITODYS) de l’université de Paris en collaboration 

avec le Dr Miryana Hémadi.  

 

a) Etude avec la BSA 
 

A une concentration fixe de NPs siRNA-SQ (5µM), a été ajoutée progressivement la BSA 

(solution mère 100 µM) pour arriver à un ratio molaire finale de 1 [NPs siRNA-SQ 5µM] : 1 

[BSA 5µM]. Brièvement, un millilitre d’une solution à 5 µM de NPs siRNA-SQ est remplie dans 

une cellule de quartz Hellma Ultra-Micro et 2µL d’une solution mère à 100 µM de BSA sont 

ajoutés progressivement. A chaque ajout, l’échantillon est excité à 280 nm et le spectre 

d’émission de la fluorescence est enregistré de 300 à 400 nm à l’aide d’un spectromètre Horiba 

Jobin Yvon Fluorolog 3. 

 

 

 

  

log  
𝐹0 − 𝐹

𝐹
 = log 𝐾𝑏 + 𝑛 ∗ log  𝑠𝑖𝑅𝑁𝐴 − 𝑆𝑄 𝑁𝑃𝑠   
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Par cette approche, le complexe NPs siRNA-SQ – BSA va se former progressivement. 

L’équation de ce complexe s’écrit de la façon suivante :  

Equation 5  

 

Les concentrations analytiques en NPs et BSA, dénommées c0 et c1 respectivement, 

sont définies par les formules suivantes : 

Equations 6  

 

 

L’intensité de fluorescence intrinsèque, F, du mélange NPs siRNA-SQ et BSA 

s’exprime en fonction des concentrations de toutes les espèces en solutions, pondérées par 

des facteurs expérimentaux f1, f2 et f3 selon l’équation 7.  

Equation 7 

 

En l’absence d’albumine, l’intensité de fluorescence F0 s’exprime en fonction de c0, ce 

qui permet de déterminer la valeur de f1 (équation 8). 

  

Equation 8 

                 

Nous nous sommes placés dans des conditions expérimentales, où à la fin de 

l’expérience le ratio BSA/NPs siRNA-SQ < 1. Ainsi, l’intensité de fluorescence émise F∞ par le 

mélange provient seulement de la BSA fixée aux NPs siRNA-SQ et donc l’intensité de la BSA 

seule est négligeable. L’équation 7 se transforme donc en équation 9 : 

Equation 9 

 

Le facteur f3 pondérant la fluorescence du mélange est déterminé selon la formule suivante :  

 Equation 10 

 

 

 
𝑁𝑃 + 𝑛 𝐵𝑆𝐴 ↔ 𝑁𝑃 − (𝐵𝑆𝐴)𝑛 
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Au fur et à mesure que la BSA va être ajoutée, l’intensité de fluorescence varie :  

Equation 11 

 

De cette formule, nous déterminons la concentration du complexe [NPs siRNA-SQ -

BSA] :  

Equation 12 

 

 

La constante apparente de dissociation à 25°C et pH 7, Kobs, est déterminée à partir 

de la concentration des réactifs et produits de l’équation 5  

 

Equation 13  

  

Cette constante est déterminée à partir de la valeur de l’ordonnée à l’origine et de la 

pente de régression linéaire selon la courbe tracée suivant l’équation suivante :  

Equation 14   

 

  

 

b) Etude avec les LDL 

 

Les lipoprotéines de basse densité du plasma humain (LDL) ont été achetées chez 

Invitrogen (Thermo Fisher Scientific, réf L3486). Ils sont contenus dans un tampon contenant 

10 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,3 mM EDTA pH 8,3 et 2 mM d'azide de sodium.  

A une concentration fixe de NPs siRNA-SQ (5µM – 0,065 µg/µL), a été ajoutée 

progressivement les LDL (solution mère 2,5 mg/mL) pour arriver à un ratio massique finale de 

1 [NPs siRNA-SQ] : 2 [LDL]. Comme précédemment, la solution de NPs siRNA-SQ est remplie 

dans une cellule de quartz Hellma Ultra-Micro et 2µL de la solution mère des LDL est ajoutée 

progressivement. A chaque ajout, le spectre d’émission de la fluorescence est enregistré. Ne 

connaissant pas la masse molaire exacte des LDL, nous ne pouvons pas déterminer leurs 
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concentrations molaires et ainsi résoudre les équations précédentes. Ainsi, seul l’étude 

qualitative du changement de la fluorescence a pu être réalisée. 

 

VII. Dichroïsme circulaire du rayonnement 

synchrotron (Synchrotron radiation circular 

dichroism ; SRCD) 
 

Des expériences de SRCD ont été réalisées sur la ligne de faisceaux DISCO au 

synchrotron SOLEIL (Saint Aubin, France). Les échantillons ont été préparés la veille et 

stockés à 4°C pour les NPs siRNA-SQ ou -20°C pour le siRNA « nu ». Les concentrations du 

siRNA sous forme « nu » ou lié au SQ avant et après nanoprécipitation sont présentées dans 

le tableau 9. La solution mère de BSA a été préparée par solubilisation de la poudre lyophilisée 

à 8 mg/ml dans de l’eau distillée.  

 

Tableau 9 : Concentration des échantillons siRNA utilisés pour l’étude par dichroïsme 

circulaire 

 

 

 

 

 

 

 

L’étude de la conformation du siRNA à deux étapes de la synthèse a été réalisée ainsi que 

l’étude de l’interaction avec la BSA par mélange entre les NPs siRNA-SQ et la BSA selon un 

ratio volume/volume 1 [NPs siRNA-SQ] / 1 [BSA]. Des gouttelettes de 4 µL des échantillons 

ont été insérées dans des cellules de CaF2 (Hellma) avec une longueur de parcours de 3,7 

µm. Les spectres bruts ont été acquis avec une résolution spectrale de 1 nm. Les spectres 

présentés dans cette étude ont été traités avec le logiciel CDTool.12. Ils sont chacun la 

moyenne de trois spectres. Un bruit de fond (spectre d'eau ou spectre tampon correspondant 

acquis dans les mêmes conditions) leur a été soustrait. L'étalonnage de l'intensité a été obtenu 

avec un échantillon standard de l'échelle CSA à l'acide sulfonique de camphre. Les intensités 

ont été converties de milligrammes (θ unités machine) en ∆ε en utilisant la formule 

∆ε=θ*(0.1*MRW)/(3298*l*C*3298), où MRW est le poids moyen des résidus de la BSA (poids 

de la protéine / nombre de résidus = 114 Da ), l est la longueur du trajet de la cellule CaF2 en 



98 

cm et C est la concentration de la protéine en mg/ml. Nous avons occasionnellement ajouté 

une fonction de lissage. 

 

VIII. Calorimétrie par titrage isotherme (ITC) 
 

L’étude de la différence de chaleur produite par l’interaction entre les NPs et l’albumine par 

calorimétrie isotherme a été réalisée au sein du laboratoire ITODYS avec le Dr Miryana 

Hémadi (Université de Paris, ITODYS, CNRS-UMR 7086, 15 rue J.-A. de Baïf, F-75013 Paris). 

Les calorimétries de titrage isotherme ont été effectuées à 25°C dans de l'eau exempte de 

RNase avec un calorimètre Nano-ITC à faible volume (Instruments TA). La concentration de 

NPs siRNA-SQ a été fixée à 5 µM et l’albumine dans la seringue d'injection est plus concentrée 

à 100µM. Une première injection de 1µL a été suivie de 25 injections de 2µL toutes les 1200s. 

Deux expériences indépendantes ont été réalisées. Les constantes thermodynamiques et de 

dissociation de l'interaction entre les NPs siRNA-SQ et l’albumine ont été calculées à l'aide du 

logiciel des instruments TA, NanoAnalyze.  

 

IX. Lignées cellulaires et culture 
 

Deux lignées cellulaires ont été utilisées au cours de cette étude. La lignée BHP 10-3 est 

issue de carcinome papillaire de la thyroïde et exprime l'oncogène de fusion RET/PTC1. Les 

cellules MSC80 sont une lignée cellulaire de cellules de Schwann murines exprimant la 

glycoprotéine PMP22. Ces deux types cellulaires ont été cultivées à 37°C dans une 

atmosphère de 5% de CO2 et de 95% d'humidité dans un milieu complet Dulbecco Modified 

Eagle Medium high glucose GlutaMAXTM 1X (réf 31966021) complété par 10% de FBS heat 

inactivated (Gibco Life technologies, réf 11550356) 100 unités/mL de pénicilline et 100 μg/mL 

de streptomycine (Gibco Life Technologies, réf 15070-063). 

 

X. Transfection cellulaire in vitro 
 

Une des caractéristiques des NPs siRNA-SQ est qu'elles ne peuvent pas entrer 

spontanément à l'intérieur des cellules in vitro sans l'aide d'un agent transfectant cationique 

(Raouane, Desmaele et al. 2011, Ali, Maksimenko et al. 2014, Urbinati, de Waziers et al. 2016, 

Massaad-Massade, Boutary et al. 2018). L’un des buts de cette étude a été de comprendre 
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cette différence d’efficacité thérapeutique observée in vivo et in vitro en vérifiant différentes 

hypothèses. La Lipofectamine® (Invitrogen, réf 11668) utilisée a servi de contrôle positif pour 

les prochaines expériences. 

A. Etude de l’effet de la charge sur l’internalisation in vitro des NPs 

siRNA-SQ 
 

a) Inversion de la charge négative des NPs siRNA-SQ 

 

Pour vérifier le rôle de la charge dans l’internalisation des NPs, un guanidyl-hydrazone SQ 

a été synthétisé par le Dr Didier Desmaële à l’Institut Galien (UMR CNRS 8612) selon Bertrand 

et al., (Bertrand, Lucas et al. 2015). Ce dérivé cationique est solubilisé dans l’acétone à la 

concentration de 1 mg/mL et ajouté goutte-à-goutte aux NPs siRNA-SQ déjà formées selon 

un ratio molaire 1 [NPs] : 100 [SQ+] (figure 28). Le solvant organique est ensuite évaporé 

pendant 30 min sous agitation sous le flux d’azote afin d’obtenir des NPs siRNA-SQ : SQ+ en 

solution aqueuse. La taille et le potentiel ζ sont mesurés à l’aide du Zétasizer NanoZSP 

(Malvern).  

Figure 28 : Représentation schématique de l’ajout de SQ+ sur les NPs siRNA-SQ 

 

 

b) Effet de la charge positive sur l’internalisation in vitro 
 

L’activité inhibitrice de ces NPs néo-cationiques a été évaluée par transfection. Dans ce 

but 24h avant la transfection, 3 x 105 cellules de BHP 10-3 et MSC80 ont été ensemencées, 

dans des plaques six puits dans un milieu DMEM complet avec 10% de FBS, de la pénicilline 

(100 U/mL) et de la streptomycine (10 μg/mL). Le lendemain, le milieu des cellules a été 

remplacé par 2mL de milieu Opti-MEM (Gibco life technologies, réf11058021). Les NPs 
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siRNA-SQ et le siRNA « nu » ont été transfectés avec la Lipofectamine 2000 selon les 

recommandations du fournisseur dans ce milieu réduit Opti-MEM pour une concentration finale 

50 nM/puits. De même, les NPs siRNA-SQ : SQ+ et les NPs siRNA-SQ seules (en tant que 

contrôle négatif) ont été ajoutées dans l’Opti-MEM et mis en présence des cellules. Après 

quatre heures, le milieu est aspiré et remplacé par du milieu DMEM complet. Après 48 heures 

d’incubation à 37°C dans une atmosphère à 5% de CO2, la transfection est arrêtée par 

trypsinisation et centrifugation des cellules. L'ARN est extrait pour analyser l’expression des 

gènes ciblés (RET/PTC1 et PMP22). 

B. Rôle de la disponibilité de la surface cellulaire 
 

La deuxième hypothèse concerne la disponibilité de la surface cellulaire. Dans ce but, des 

transfections inverses ont été réalisées. Ce mode de transfection permet une plus grande 

disponibilité de la surface cellulaire par l'élimination partielle des protéines de surface après 

trypsination (Amarzguioui 2004). Ceci faciliterait l'internalisation cellulaire des NPs siRNA-SQ 

sans l'aide d'un agent transfectant cationique. Dans la transfection inverse, l'ensemencement 

des cellules et la transfection se passent au même moment, ce qui signifie qu'aucun 

changement de milieu n’est réalisé et que les NPs siRNA-SQ et le siRNA « nu » restent en 

contact avec les cellules tout le temps d’incubation.  

Ainsi, 3 x 105 cellules BHP 10-3 et 4 x 105 cellules MSC80 par puit ont été centrifugées 

(2500 rpm pendant 5min) dans un Falcon 15 mL. Le surnageant est aspiré et le culot est 

directement repris par pipetage avec la solution de transfection Opti-MEM contenant les NPs 

siRNA-SQ (50 nM/puits) avec ou sans Lipofectamine® ainsi que le siRNA « nu » transfecté 

avec la Lipofectamine®. Puis le milieu DMEM supplémenté avec du 10% FBS, de la pénicilline 

(100U/mL) et streptomycine (10µg/mL), est ajouté au Falcon qsp 2 mL/puit. L’ensemble 

cellules+NPs+milieu est ensemencé dans une plaque 6 puits. Après 48 et 72 heures 

d’incubation à 37°C et 5% de CO2, les cellules sont récoltées et l'expression des gènes a été 

analysée par RT-qPCR après extraction de l'ARNm.  

C. Effet du LDLR et de la pré-incubation 
 

a) Augmentation de l’expression du récepteur des LDL (LDLR) 
 

Pour voir s’il est possible d’augmenter l’expression du LDLR, 3 x 105 cellules de chaque 

lignée cellulaire, BHP 10-3 et MSC80, ont été ensemencées dans des plaques 6 puits 

contenant du DMEM complété par 1% de FBS, de la pénicilline (100 U/mL) et de la 
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streptomycine (10 μg/mL) pendant 48h. Les cellules sont ensuite récoltées et les protéines 

extraites pour étudier l'expression du récepteur des LDL. 

b) Etude de l’effet de l’augmentation du LDLR et de l’incubation des NPs avec le 

sérum 
 

Après avoir montré que l’expression du LDLR était augmentée, 3 x 105 cellules de chaque 

lignée cellulaire ont été ensemencées dans des plaques six puits contenant du DMEM 

complété par 1% de FBS, de la pénicilline (100 U/mL) et de la streptomycine (10 μg/mL) 

pendant 48h. Après ce temps d’incubation à 37°C dans une atmosphère à 5% de CO2, le 

milieu des cellules a été remplacé par 2mL de milieu Opti-MEM (Life Technologies). Les NPs 

siRNA-SQ et le siRNA « nu » sont pré-incubés à 37°C pendant 30 min avec 50% de FBS ou 

des LDL selon un ratio massique 1 [NPs siRNA-SQ ou siRNA « nu »] : 1 ou 8 [LDL]. Ils sont 

ensuite ajoutés aux cellules pour une concentration finale de 50 nM dans le puit. Dans le même 

temps, les contrôles positifs, NPs siRNA-SQ et siRNA « nu », sont transfectés avec la 

Lipofectamine®. Pendant 4h, les cellules MSC80 et BHP 10-3 sont ainsi en présence des 

différentes conditions suivantes : 

- Non traité 

- siRNA « nu » anti-RET/PTC1 pour la lignée BHP 10-3 et anti-PMP22 pour la lignée 

MSC80, transfectés avec la Lipofectamine 

- NPs siRNA anti-RET/PTC1-SQ ou PMP22-SQ pour les lignées BHP 10-3 et MSC80 

respectivement, transfectées avec la Lipofectamine 

- NPs siRNA anti-RET/PTC1-SQ ou PMP22-SQ pour les lignées BHP 10-3 et MSC80 

respectivement, pré-incubées avec 50% FBS ou LDL selon deux ratios massiques 

- siRNA « nu » anti-RET/PTC1 pour la lignée BHP 10-3 et anti-PMP22 pour la lignée 

MSC80, pré-incubés avec 50% FBS ou LDL selon deux ratios massiques 

A la fin de ces quatre heures d’incubation à 37°C dans une atmosphère à 5% de CO2, le 

milieu est aspiré et remplacé par du milieu DMEM complet. Quarante-huit heures plus tard, 

les cellules sont collectées et recueillies. L'ARNm va être extrait pour analyser l’expression du 

gène ciblé (RET/PTC1 et PMP22). 
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XI. Extraction de l’ARNm et PCR quantitative en temps 

réel (Real Time PCR ; RT-qPCR)  
 

Après chacune des transfections, l’expérience est arrêtée par trypsinisation des cellules, 

suivie par centrifugation. Le culot cellulaire est conservé à -80°C et repris le jour de l’extraction 

avec 200 µL du tampon spécifique RLT (Qiagen, réf 79216). L'ARN total a été extrait à partir 

de ce culot cellulaire de cellules BHP 10-3 et MSC80 à l'aide du mini-kit RNeasy (Qiagen, réf 

74106). Ensuite, la transcription inverse a été effectuée en plusieurs étapes selon le protocole 

du fabricant FisherScientific à l'aide du tampon RT M-MLV (FisherScientific, France, réf 

10512703).  

Enfin, une PCR en temps réel (qPCR) a été réalisée avec CFX96TM Real-time system 

(Biorad) en utilisant le mélange Maxima Syber Green Rox qPCR (FisherScientific, réf 

11893913) selon les instructions du fabricant. La séquence des primers utilisés (Eurofins 

Genomics) est présentée dans le tableau 10. L’expression relative d'ARNm des gènes ciblés 

(RET/PTC1 et PMP22) a été comparée à celle des cellules non traitées après normalisation 

sur l’expression du gène contrôle GAPDH selon la méthode 2-ΔΔCt.  

Tableau 10 : Séquence des primers reverse (R) et forward (F) des gènes RET/PTC1, 

PMP22 et GAPDH  

 

XII. Western Blot 
 

A. Etude de l’expression de LDLR dans différentes lignées cellulaires 
 

L’expression du récepteur des LDL a été analysée dans les différentes lignées cellulaires 

de l’équipe. Ainsi 20µg de protéines extraites des lignées issues de carcinomes papillaires de 

la thyroïde (TCP1, BHP 10-3 et RP3), de cancer de la prostate (VCaP), de sarcome d’Ewing, 
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(A673) et de cellules de Schwann murines (MSC80) ont été déposées sur un gel à gradient 4-

12% (NuPAGE Bis-Tris Mini Gels 4-12%, Life technologies, Saint-Aubin, France). 

Après la migration, les protéines ont été transférées sur une membrane de nitrocellulose 

à l'aide du iBlotDry 2 (Invitrogen, France). Après une heure de blocage dans du lait à 5 %, les 

membranes ont été incubées pendant une nuit à 4 °C avec l'anticorps primaire suivant : le 

LDLR monoclonal de lapin (anticorps recombinant anti-LDL Receptor [EP1553Y] (ab52818) 1: 

1000 ; Abcam Biochemicals, Paris, France) et la tubuline monoclonale de souris (mAb#3873 

- 1 : 10 000 ; Cell signalling Technology, Schuttersveld, Pays-Bas) comme contrôle interne. 

Les membranes ont ensuite été lavées et incubées avec l'anticorps anti-lapin secondaire 

correspondant, conjugué à l'HRP pour le LDLR (peroxydase de raifort, 1:3000. Cell Signaling 

Technology) et l'anticorps anti-souris conjugué à l'HRP pour la tubuline (peroxydase de raifort, 

1:3000. Cell Signaling Technology). Les bandes ont été visualisées par un réactif de 

chimiluminescence amélioré SuperSignalTM West Femto (ThermoScientific, France).  

B. Augmentation de l’expression du LDLR  
 

A partir des extraits protéiques obtenus après culture des cellules BHP 10-3 et MSC80 

pendant 48h dans un milieu avec 1% de FBS, les protéines cytosoliques et membranaires ont 

été extraites à l'aide d'un kit spécifique acheté chez ThermoScientific, Mem-PERTM Plus Kit 

(réf 89842). Les protéines sont titrées par la méthode Bradford (BioRad) selon les instructions 

du fabricant. 

Les extraits de protéines membranaires ont ensuite été chargés sur un gel à gradient 4-

12% (NuPAGE Bis-Tris Mini Gels 4-12%, Life technologies, Saint-Aubin, France) et les 

protéines ont été transférées à l'aide du iBlotDry 2 (Invitrogen, France). Après une heure de 

blocage dans du lait à 5 %, les membranes ont été incubées pendant une nuit à 4 °C avec 

l'anticorps primaire suivant : le LDLR monoclonal de lapin (anticorps recombinant anti-LDL 

Receptor [EP1553Y] (ab52818) - 1: 1000 ; Abcam Biochemicals, Paris, France) et la β-Actine 

monoclonale de souris (13E5 - 1 :10000, Cell Signaling Technology, Schuttersveld, Pays-Bas) 

comme contrôle interne. Les membranes ont ensuite été lavées et incubées avec l'anticorps 

anti-lapin secondaire correspondant, conjugué à l'HRP pour le LDLR (peroxydase de raifort, 

1:3000. Cell Signaling Technology) et l'anticorps anti-souris conjugué à l'HRP pour la β -Actine 

(peroxydase de raifort, 1:3000. Cell Signaling Technology). Les bandes ont été visualisées par 

un réactif de chimiluminescence amélioré SuperSignalTM West Femto (ThermoScientific, 

France).  
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XIII. Analyses statistiques 
 

Les données sont présentées sous forme de moyenne ± SEM. 

Pour comparer les mesures de tailles et potentiel ζ, un test de Mann-Whitney a été réalisé. 

Sauf indication contraire, toutes les études in vitro ont été répétées deux fois et chaque 

expérience a été réalisée en duplicata. En utilisant le logiciel GraphPad Prism 5, un test Anova 

a été utilisé suivi d'un test Bonferroni pour comparer les différents groupes entre eux. p < 0,05 

a été considéré comme statistiquement significatif :  *p < 0,05 ; **p < 0,01 ; ***p < 0,001. 
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Résultats 
 

I. Synthèse, bioconjugaison et nanoprécipitation des 

siRNA-SQ 
 

A. Synthèse et bioconjugaison 
 

Pour pallier la faible demi-vie du siRNA « nu » et d’améliorer ses paramètres 

pharmacocinétiques, nous l’avons conjugué à une molécule lipophile, le SQ par chimie clic 

sans cuivre. Le brin sens du siRNA est modifié en 5’- par une fonction DBCO et un brin 

espaceur dénommé C6 (Figure 29A) et le SQ par une fonction azide (Figure 29B). La forte 

réactivité entre ces deux molécules permet de former en une étape un bioconjugué (BC) brin 

sens siRNA-SQ lié par une fonction triazole (Figure 29C).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 29 : Modifications chimiques et bioconjugaison du siRNA au SQ par chimie clic sans 

cuivre. A) Le brin sens du siRNA modifié par la fonction chimique DBCO et ajout d’un brin 

espaceur C6. B) Le SQ est modifié par une fonction azide N3. C) Le BC résultant lie le brin 

sens du siRNA au SQ par une fonction triazole 
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Le bioconjugué synthétisé est purifié par HPLC, de l’excès de SQ utilisé pour la chimie clic 

sans cuivre. Deux séquences ont été utilisées au cours de cette étude. La première cible 

l’oncogène de fusion RET/PTC1 retrouvé dans plus de 50% des carcinomes papillaires de la 

thyroïde et la deuxième, celle du gène PMP22 codant pour une glycoprotéine dont la 

surexpression est responsable de la maladie CMT1A. 

La figure 30 est une superposition des chromatogrammes représentant le brin sens des 

siRNA PMP22 et RET/PTC1 (en bleu sur la figure) et les BC brin sens des siRNA PMP22 et 

RET/PTC1 lié au SQ (en noir). Les BC formés brin sens-SQ sont plus lipophiles et ont 

donc plus d’interactions avec le greffage apolaire de la colonne HPLC ce qui retarde 

son temps d’élution (16 min contre 9 min pour les brins sens seuls). Ce temps d’élution est 

identique quel que soit la séquence du brin sens (PMP22 ou RET/PTC1). De plus, lorsque 

le bioconjugué est analysé par HPLC (chromatogramme noir), il n’y a aucun signal à 9 min 

confirmant que la réaction de bioconjugaison par chimie clic sans cuivre est quasi-

complète. 

Figure 30 : La conjugaison au SQ augmente la lipophilie du brin sens des siRNA.  

Superposition des chromatogrammes HPLC du brin sens des siRNA PMP22 (en A spectre 

bleu) et RET/PTC1 (en B spectre bleu) et des BC brin sens PMP22-SQ (en A spectre noir) et 

RET/PTC-SQ (en B spectre noir). Le temps d’élution des BC est de 16 min, supérieur à celui 

du brin sens.  
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B. Mise au point de la nanoprécipitation 
 

Le changement de la méthode de bioconjugaison a entrainé des modifications dans la taille 

finale des NPs et un besoin d’optimiser la méthode de nanoprécipitation. Pour cela, différents 

solvants organiques et ratios volume/volume ont été testés (Tableau 11).  

Tableau 11 : Optimisation de la méthode de nanoprécipitation. Est encadré en rouge les 

conditions actuelles de nanoprécipitation. 

 

Nos résultats montrent que l’acétone est le solvant organique permettant d’obtenir une 

taille de NPs siRNA-SQ < 300nm donc injectable sans risque dans la circulation 

sanguine.  
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II. Etude de l’identité synthétique des nanoparticules 

siRNA-SQ  
 

Après nanoprécipitation, les NPs vont avoir des paramètres physico-chimiques (taille, 

charge et forme) spécifiques dans leur liquide de solubilisation (eau pour les NPs siRNA-SQ). 

Ces paramètres définissent l’identité synthétique de la nanoparticule. Sa connaissance nous 

permet de savoir si notre nanoformulation est injectable sans risque in vivo.    

A. Les NPs siRNA-SQ ont une taille ~200 nm et un potentiel ζ ~-35 mv 

 

Après bioconjugaison et nanoprécipitation, les NPs résultantes n’ont pas une taille et un 

index de polydispersité (PDI) significativement différents : 180 nm ± 7 nm (PDI 0,143 ± 0,019) 

et 218 ± 15 nm (PDI 0,163 ± 0,018) pour les NPs siRNA RET/PTC1-SQ et PMP22-SQ 

respectivement (Figure 31A et B). Le potentiel ζ correspondant à la charge à la surface des 

NPs a également été déterminé (Figure 31C). Il est négatif, -35mV, favorisant les répulsions 

électrostatiques entre les NPs, limitant ainsi les risques d’agrégations entre elles. Aucune 

différence significative n’a également été mise en évidence entre les deux nanoformulations, 

NPs siRNA RET/PTC1-SQ et NPs siRNA PMP22-SQ, pour la charge. 

 

Figure 31 : Caractéristiques physico-chimiques des NPs RE/PTC1-SQ (n = 9) et PMP22-SQ 

(n = 6). A) Diamètre hydrodynamique de deux formulations de NPs siRNA-SQ. B) Index de 

polydispersité PDI. C) Potentiel ζ. (Mann-Whitney test) 
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B. Les NPs ont une forme sphérique en solution aqueuse 
 

Pour déterminer la forme et le diamètre réel des NPs siRNA-SQ, une observation au 

cryo-TEM a été effectuée au “Service de Microscopie Electronique” (IBPS / Institut de Biologie 

Paris-Seine, Université P. et M. Curie, Paris, FRANCE) grâce à l’aide précieuse de Madame 

G. Frebourg. Les images obtenues montrent des nano-objets d’une taille inférieure à 200 

nm et de forme sphérique (Figure 32). En revanche, nous n’avons pas pu mettre en évidence 

d’organisation supramoléculaire à l’intérieur d’une nanoparticule. 

Figure 32 : Les NPs siRNA-SQ ont une forme sphérique. Observation des NPs siRNA 

TPMRSS2-ERG-SQ (A) et PMP22-SQ (B) au cryoTEM 

 

L’ensemble des résultats montre que les paramètres physicochimiques des NPs 

siRNA-SQ sont quasi semblables (taille < 300 nm, PDI < 0.2, potentiel ζ légèrement 

négatif ~-35 mV) et ceci quel que soit la séquence du siRNA utilisé (TMPRSS2-ERG 

(Massaad-massade et al., 2018), RET/PTC1 ou PMP22). Par conséquent, les études 

structurales peuvent se faire sur les NPs siRNA-SQ quelles que soit la séquence 

encapsulée dans la nanoparticule.  
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C. Article de recherche 
 

Le développement de la méthode chimie clic sans cuivre ainsi que l’optimisation des 

paramètres sont décrits dans l’article de recherche ci-après (Massaad-Massade, Boutary et 

al. 2018). Cette nouvelle méthode de couplage a été réalisée avec deux polyterpènes 

différents, le SQ et le solanésol, et deux protocoles différents (hybridation avant ou après le 

couplage chimique). Seule la formulation du siRNA lié au SQ et hybridé après le couplage a 

montré une activité antinéoplasique significative et ce travail de thèse a porté sur cette 

nanoformulation.  
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III. Structure des NPs siRNA-SQ 
 

A. La structure de la double hélice n’est pas altérée par la chimie 

clic sans cuivre. 
 

Une expérience de dichroïsme circulaire a été réalisée pour vérifier que la structure double-

hélice du siRNA n’est pas altérée par les différentes étapes de la synthèse chimique et 

physique menant à la formation des NPs. Les spectres avant et après nanoprécipitation ont 

été comparés au spectre du siRNA « nu » non lié au SQ (Naked siRNA sur la figure 33). Nous 

montrons que ces trois spectres se superposent, confirmant que la conformation du siRNA 

n’est pas modifiée par la synthèse chimique. 

Figure 33 : La conformation du siRNA n’est pas modifiée par la synthèse chimique. Spectres 

de dichroïsme circulaire du siRNA sous différentes formes : siRNA « nu » (courbe rose) ; BC 

siRNA-SQ avant nanoprécipitation (violet foncé) ; NPs siRNA-SQ (violet) 

 

B. Une nanoparticule siRNA-SQ encapsule des milliers de siRNA-

SQ 
 

L’étude par diffusion de neutrons aux petits angles (SANS), réalisée par l’équipe LIONS 

du CEA sur le spectromètre D33 à l’Institut Laue Langevin (Grenoble), permet de modéliser la 

structure globale des NPs siRNA-SQ dans une solution aqueuse. Pour cette expérience, deux 

dilutions de NPs siRNA-SQ (0,6 et 0,3 mg/mL) à partir d’une solution mère à 0,7 mg/mL ont 

été utilisées. L’analyse du diagramme (Figure 34A) permet de fournir deux informations 

importantes : d’une part que les NPs siRNA-SQ ont une bonne stabilité colloïdale dans l’eau 

et d’autre part, de déterminer le rayon d’une nanoparticule. En effet par une analyse de Guinier 
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au niveau du plateau débutant aux petits angles (q < 0,002 Å-1), un rayon de giration de 80 

nm a été calculé pour les NPS siRNA-SQ, ce qui correspond aux observations de cryoTEM.   

Pour déterminer la structure interne des nanoparticules, une étude par diffusion des rayons 

X (SAXS) a également été réalisée sur une solution de 3,5 mg/mL de NPs siRNA-SQ (figure 

34B). Le spectre vert montre deux oscillations spécifiques des NPs siRNA-SQ (flèches 

vertes) dans la région des q moyennes (0,007 < q < 0,3 Å-1) qui ne sont pas retrouvées sur le 

spectre des NPs adénosine-SQ (spectre gris - figure 34B), particules bien caractérisées pour 

ses propriétés structurales (Rouquette, Ser-Le Roux et al. 2019). L’ajustement du diagramme 

SAXS par des sphères contenant des cylindres montre que l’oscillation numérotée 1 sur la 

figure 34B correspond à des petites sphères de 10 nm de diamètre riches en siRNA et 

l’oscillation numéro 2 sur la figure 34B est le siRNA, qui est un cylindre de 4 nm de longueur 

et 1,1 nm de rayon. La remontée aux petits angles est à attribuer au signal des particules de 

plus de 100 nm de diamètre.  

Grâce à l’ajustement du diagramme de SANS par une sphère d’un diamètre totale de 120 

nm et la comparaison des diagrammes SANS et SAXS (Figure 34C), nous pouvons dessiner 

une première modélisation de la structure interne d’une nanoparticule siRNA-SQ en solution 

aqueuse (Figure 34D). Chaque molécule de siRNA étant liée à un SQ, nous considérons que 

le nombre de molécule de siRNA présent dans une nanoparticule correspond aux nombres de 

BC siRNA-SQ. Ainsi, environ 34 BC siRNA-SQ sont retrouvés dans une petite sphère de 10 

nm de diamètre. La nanoparticule siRNA-SQ est quant à elle, composée d’une dizaine de 

milliers de siRNA-SQ (~ 59 000 bioconjugués siRNA-SQ/ nanoparticule) (Figure 34D). 
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Figure 34 : Caractérisation structurelle des NPs siRNA-SQ. A) Structure globale des NPs par 

SANS pour deux dilutions des NPs siRNA PMP22-SQ : 0,6 mg/mL (cercles orange) et 0,3 

mg/mL (cercles bleus). La région des petits angles correspond à des valeurs de q < 0,002 Å-

1, angles moyens de 0,002 à 0,04 Å-1 et la région des grands angles q > 0,04 Å-1 B) Structure 

interne des NPs par SAXS. Le diagramme des NPs siRNA-SQ en vert est comparé au 

diagramme de NPs adénosine-SQ (gris). La flèche numérotée 1 correspond à l’oscillation 

représentant des petites sphères de 10 nm de diamètre riche en siRNA et la flèche n°2 au 

siRNA de forme cylindrique de 4nm de longueur et 1,1 nm de rayon. C) Superposition des 

spectres SANS et SAXS des NPs siRNA-SQ et ajustement des courbes par des sphères 

polydisperses contenant ou non des cylindres de siRNA D) Schéma de la structure d’une 

nanoparticule siRNA-SQ issus des ajustements de courbes SANS et SAXS.  
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IV. Etude de l’identité biologique des nanoparticules 

siRNA-SQ 
 

En se basant sur la littérature, il semblerait que l’identité synthétique des NPs ne 

correspondrait pas exactement à leurs identité biologique (Cai and Chen 2019). En effet, in 

vivo une couronne de protéines sériques va se former instantanément autour des NPs 

favorisant leur transport dans les tissus. Dans cette partie de l’étude, nous nous sommes 

intéressés à caractériser l’interaction avec les protéines sériques les plus abondantes. 

 

A. Interactions avec le sérum 
 

a) Les NPs siRNA-SQ interagissent avec le sérum 

 

Pour montrer l’interaction entre les NPs siRNA-SQ avec des protéines sériques, ces 

dernières ont été incubées avec une quantité croissante de FBS à 37°C pendant 30 min puis 

une électrophorèse d’agarose 4% a été réalisée (Figure 35A). Nous observons qu’un retard à 

la migration apparait dès que ces NPs sont mises en présence de sérum total. Ceci est dû à 

un changement de leur mobilité électrophorétique qui est fonction du poids moléculaire. Ainsi, 

les NPs siRNA-SQ sont « plus lourdes » par interaction avec des éléments du sérum et 

cela se traduit sur le gel d’électrophorèse par ce retard dans la migration en comparaison avec 

les NPs dans l’eau. Le potentiel ζ des NPs siRNA-SQ a été mesuré avant et après incubation 

avec différentes proportions de FBS (pH = 7 ; Figure 35B). Ce dernier augmente et devient 

presque neutre à partir de 25% de FBS, confirmant la présence importante d’éléments 

sériques autour des NPs siRNA-SQ. 
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Figure 35 : Les NPs siRNA-SQ interagissent avec des composants du sérum. A) 

Electrophorèse d’agarose 4%. La flèche rouge symbolise le retard à la migration dû à un 

changement dans la mobilité électrophorétique. B) Mesures du potentiel ζ en présence des 

concentrations croissantes de FBS, montrant la neutralisation de la charge des NPs en 

présence du sérum. 

 

b) Les NPs siRNA-SQ sont stables dans 50% de sérum 

 
La proportion de sérum dans le sang humain est de 50% environ. Nous avons voulu étudier 

la stabilité biologique des NPs siRNA-SQ dans ces conditions. Ainsi, les NPs siRNA-SQ ont 

été incubées avec 50% de sérum, des aliquotes ont été recueillies à différents temps 

d’incubation et une électrophorèse d’agarose 4% a été réalisée (Figure 36A). Dès la mise en 

présence des NPs avec le FBS (flèche rouge ; t = 0min), un retard à la migration est observé 

en comparaison avec le siRNA « nu » (flèche bleu), confirmant l’assemblage instantané 

d’éléments sériques autour des NPs. Cette observation permet aussi d’affirmer que le 

siRNA n’intervient pas dans ces interactions puisque le siRNA « nu » ne migre pas à la même 

distance que les NPs en présence de sérum. Après 30 min d’incubation à 37°C, un retard à la 

migration apparait pour le siRNA « nu » (flèche orange) : il migre plus loin car il est dégradé à 

ses extrémités par les nucléases contenues dans le sérum. La dégradation des NPs se fait 

plus progressivement. La quantification des bandes permet d’estimer la demi-vie plasmatique 

des NPs siRNA-SQ à l’aide d’une régression polynomiale (Figure 36B) : t1/2 = 1,62 h.  
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Figure 36 : Les NPs siRNA-SQ sont stables dans le sérum. A) Electrophorèse d’agarose 4% 

montrant la stabilité biologique du siRNA « nu » et des NPs siRNA-SQ dans 50% de sérum à 

37°C. B) Régression polynomiale de la quantité de NPs (%) en fonction du temps. 

 

c) La structure et la forme des NPs siRNA-SQ n’est pas modifiée dans le sérum 

 

Il est possible d’étudier le comportement des molécules dans un mélange complexe 

comme le FBS grâce à la diffusion des neutrons. Aux petits angles (zone cerclée en rouge sur 

la figure 37 ; q < 0,002 Å-1), le signal observé provient essentiellement des NPs siRNA-SQ. 

Nous n’observons aucune augmentation de ce signal en présence du FBS, les NPs sont donc 

stables et ne s’agrègent pas dans ce milieu pourtant chargé en ions (comparable au PBS 

0,2 M). Seulement 13% du signal provenant de ces NPs (ligne d’ajustement en noir) a 

« disparu » en présence du FBS, confirmant la forte stabilité colloïdale des NPs siRNA-SQ. 
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Figure 37 : Les NPs siRNA-SQ conservent leur structure dans le sérum. Spectre SANS des 

NPs siRNA-SQ dans D2O (cercles bleus), du FBS dialysé contre D20 (cercles rouges) et du 

mélange des 2 (cercles jaunes). La région des petits angles correspond à des valeurs de q < 

0,002 Å-1, angles moyens de 0,002 à 0,04 Å-1 et la région des grands angles q > 0,04 Å-1. La 

courbe lisse noire correspond à une combinaison linéaire des diagrammes SANS du FBS et 

des NPs siRNA-SQ.    

B. Interactions avec l’albumine 
 

a) Les NPs siRNA-SQ interagissent avec l’albumine 

 

Dans un second temps, nous nous sommes intéressés à la protéine la plus abondante du 

sérum, l’albumine. Tout d’abord, les NPs siRNA-SQ ont été incubées avec des quantités 

croissantes d’albumine de sérum bovin (bovine serum albumin ou BSA) selon le ratio molaire 

BSA/NPs et une migration sur gel d’agarose à 4% a été effectuée. Comme précédemment 

avec le FBS, un retard à la migration est observé. En effet, plus le ratio BSA/NP augmente, 

moins les NPs migrent loin (flèche rouge sur la figure 38A), confirmant l’existence d’une 

interaction entre ces deux molécules.  

Pour la confirmer, une expérience de dichroïsme circulaire a été réalisée. Deux 

spectres ont été enregistrés (Figure 38B). La courbe orange est celle de la BSA seule à la 

concentration de 4 mg/mL et la deuxième courbe rouge représente la BSA en présence des 

NPs siRNA-SQ. Sur le premier spectre (courbe orange), les bandes caractéristiques de 

l’albumine sont retrouvées : deux négatives à 210 et 224 nm et une positive à 192 nm. 
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L’incubation avec les NPs entraine une diminution du signal de ces bandes de l’ordre de 8 à 

10 %, indiquant une interaction entre les NPs siRNA-SQ et la BSA induisant un 

changement de conformation de cette dernière.  

Figure 38 : Etude de l’interaction des NPs siRNA-SQ avec la BSA. A) Electrophorèse 

d’agarose 4% après incubation des NPs avec une concentration croissante de BSA. B) 

Spectre de dichroïsme circulaire de la BSA seule (courbe orange) et en présence des NPs 

siRNA-SQ (courbe rouge). 
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b) Les NPs siRNA-SQ interagissent avec l’albumine : étude spectroscopique 

 

L’interaction entre les NPs siRNA-SQ et l’albumine a également été étudiée par deux 

approches en spectroscopie de fluorescence.  

La première approche consiste à fixer la concentration de BSA (5 µM) et l’incuber en 

présence de concentrations croissantes de NPs. A chaque nouvelle incubation, le spectre de 

fluorescence émise de la BSA est enregistré (Figure 39). Plus la concentration en NPs 

augmente, plus l’intensité maximale de fluorescence émise diminue en comparaison avec le 

spectre de la BSA seule (courbe rouge sur la figure 39). L’analyse des données permet de 

confirmer la formation d’un complexe NPs-BSA (kq > 1010 L.mol-1.s-1) et d’en déterminer la 

constante de dissociation, qui est équivalente à la réciproque de la constante de Stern-

Volmer et égale à 3,61 x 10-6 mol.L-1 (Tableau 12).  

Figure 39 : La fluorescence émise par la BSA diminue en présence des NPs siRNA-SQ. 

Spectre d’émission de la fluorescence de la BSA seule (rouge) et en présence d’une 

concentration croissante de NPs siRNA-SQ selon le ratio molaire.  
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Tableau 12 : Constantes de la capture de la fluorescence de la BSA par les NPs siRNA-SQ à 

une température (25°C) (n=3)  

 

La seconde approche consiste à ajouter progressivement la BSA à une concentration 

fixe de NPs siRNA-SQ. Le suivi du spectre de fluorescence permet de confirmer la formation 

du complexe NPs-BSA. Les spectres finaux sont présentés sur la figure 40A. Nous pouvons 

remarquer que les NPs siRNA-SQ seules (courbe bleue) n’émettent pas de fluorescence, 

confirmant que celle enregistrée correspond à la BSA. Dans les mêmes conditions 

expérimentales, la fluorescence émise par la BSA en présence des NPs (courbe noire) est 

plus faible que celle de la BSA seule (courbe rouge), indiquant que ces deux molécules 

interagissent. De plus, nous observons un « shift » de 2 nm de la longueur d’onde d’émission 

maximale confirmant la formation d’un complexe NPs-BSA. La constante apparente de 

dissociation à 25°c et pH 7, Kobs, est déterminée à partir de l’analyse des données de 

fluorescence et de la régression linéaire selon l’équation 14 représentée sur la figure 40B. Sa 

valeur est égale à 7,79 ± 1,27 x 10-8 mol.L-1 (n=4). 
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Figure 40 : Spectroscopie de fluorescence de la BSA en présence des NPs siRNA-SQ. A) 

Spectres finaux d’émission de la fluorescence de la BSA à la concentration de 5µM en rouge, 

BSA (5 µM) + NPs siRNA-SQ (5 µM) en noir et NPs siRNA-SQ (5 µM) seules en bleu B) 

Présentation d’une régression linéaire permettant de calculer la constante apparente de 

dissociation Kobs  
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c) Calculs des constantes thermodynamiques par calorimétrie isotherme 

 

L’étude de la différence de chaleur produite par l’interaction entre les NPs siRNA-SQ et 

l’albumine par calorimétrie isotherme permet de calculer l’ensemble des données 

thermodynamiques du complexe. Les résultats sont présentés dans la figure 41 : en A et C, 

sont représentés les pics ascendants de la titration par l’albumine des NPs siRNA RET/PTC1-

SQ et PMP22-SQ respectivement, ainsi que l’intégration des pics en fonction du ratio molaire 

[Albumine]/[NPs siRNA-SQ]. Pour les deux formulations nanoparticulaires, nous observons 

des pics exothermiques indiquant que la formation du complexe produit de la chaleur (ΔH < 0) 

et se fait spontanément (ΔG < 0). Les valeurs obtenues après ajustement avec un modèle 

connu de liaison mono-site sont présentées en B et D.  

Figure 41 : Calorimétrie isotherme. A) Courbes obtenues lors de la titration des NPs siRNA 

RET/PTC1-SQ par la HSA ([HSA]seringue = 100 µM), B) Valeurs thermodynamiques obtenues 

de A après ajustement, C) Courbes obtenues lors de la titration des NPs siRNA PMP22-SQ 

par la BSA ([BSA]seringue = 100 µM) et D) Valeurs thermodynamiques de C après ajustement. 
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d) La structure des NPs siRNA-SQ n’est pas modifiée par la présence de 

l’albumine 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 42 : Les NPs siRNA-SQ sont stables en présence de BSA. Modèle SANS du mélange 

NPs siRNA-SQ/BSA (cercles verts). Cercles bleus : 0,3 mg/ml de NPs siRNA-SQ dans D20, 

cercles rouges : 13 mg/ml de BSA dans le D2O. La région des petits angles correspond à des 

valeurs de q < 0,002 Å-1, angles moyens de 0,002 à 0,04 Å-1 et la région des grands angles q 

> 0,04 Å-1   

  

L’interaction des NPs siRNA-SQ avec la BSA a également été étudiée par SANS sur 

D33 spectromètre de l’Institut Laue Langevin (Grenoble). Nos résultats présentés sur la 

figure 42 montrent une superposition entre les courbes des NPs siRNA-SQ seules (cercles 

bleus) et les NPs siRNA-SQ en présence de BSA (cercles verts). Ceci indique que les NPs 

siRNA-SQ sont stables et ne sont pas modifiées en présence d’une forte concentration 

de BSA.   
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C. Interactions avec les lipoprotéines de basse densité 
 

Dans un dernier temps, nous nous sommes intéressés à la troisième protéine la plus 

abondante du sérum, les lipoprotéines et plus particulièrement aux LDL qui transportent 75% 

du cholestérol sanguin. Les NPs siRNA-SQ ont été incubées avec une quantité croissante de 

LDL selon leur ratio massique et une électrophorèse d’agarose 4% a été réalisée (Figure 43A). 

Comme pour les électrophorèses précédentes, un retard à la migration est observé lorsque la 

quantité de LDL incubée avec les NPs augmentent, indiquant qu’une interaction se produit 

entre ces deux molécules. De plus, les NPs siRNA-SQ ont été incubées avec une 

concentration croissante de LDL selon le rapport massique [NPs siRNA-SQ] 1 : 1-8 [LDL] et 

le potentiel ζ a été mesuré (Figure 43B). Une augmentation de la charge de surface est 

observée en présence des lipoprotéines, la rendant plus neutre. Enfin comme pour 

l’albumine, les LDL ont été ajoutés progressivement à une concentration fixe de NPs siRNA-

SQ et les spectres de la fluorescence émise des LDL ont été enregistrés (Figure 43C). Dans 

les mêmes conditions expérimentales, la fluorescence émise par les LDL en présence des 

NPs est plus faible que celle des LDL seuls. Ces deux molécules interagissent ce qui 

amène à une capture de la fluorescence émise par les LDL. De plus, nous observons un 

« shift » de 5 nm dans la longueur d’onde maximale d’émission du pic confirmant la formation 

d’un complexe NPs siRNA-SQ - LDL.  
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Figure 43 : Les NPs siRNA-SQ interagissent avec les LDL. A) Electrophorèse d’agarose 4% 

après incubation des NPs siRNA-SQ avec une quantité croissante de LDL. B) Mesure du 

potentiel ζ après incubation avec les LDL. C) Spectre de fluorescence émise des LDL en 

absence (courbe noire) ou présence des NPs siRNA-SQ (courbe rouge).  
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D. Interaction du siRNA « nu » avec le sérum et ses composants 
 

Nous avons testé si l’interaction des NPs siRNA-SQ avec le sérum et ses composants se 

faisaient via le SQ et non du siRNA. Ainsi, le siRNA « nu » (c’est-à-dire non couplé au SQ) a 

été incubé pendant 30 min à 37°C avec des quantités croissantes avec le sérum entier, la BSA 

et les LDL puis des électrophorèses d’agarose 4% ont été réalisées. Contrairement aux NPs 

siRNA-SQ, aucun retard à la migration n’est observé lorsque le siRNA « nu » est en présence 

de sérum, albumine et LDL (Figure 44). Ceci confirme que dans les NPs siRNA-SQ, c’est 

bien la partie squalénique qui interagit avec l’albumine et les LDL. 

 

Figure 44 : Le siRNA « nu » n’interagit pas avec le sérum total, l’albumine et les LDL. 

Electrophorèse d’agarose 4% après incubation du siRNA « nu » avec une quantité croissante 

de FBS (A), BSA (B) et LDL (C).  
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V. Etude de l’internalisation des NPs siRNA-SQ 
 

Depuis 2010, nous avons démontré l’efficacité thérapeutique des NPs siRNA-SQ dans 

plusieurs modèles pathologiques de cancers (carcinome papillaire de la thyroïde et cancer de 

la prostate) et récemment dans un modèle de neuropathie périphérique (maladie de Charcot-

Marie-Tooth 1A) mais nous n’avons jamais réussi à internaliser in vitro les NPs sans l’aide 

d’un agent transfectant cationique (lipofectamine®). Pour comprendre cette différence 

d’efficacité observée in vitro et in vivo, différentes hypothèses ont été posées : 

- Répulsion électrostatique entre les NPs siRNA-SQ anioniques et la membrane 

cellulaire également chargée négativement 

- Rôle de la disponibilité de la surface cellulaire 

- Les interactions avec le sérum aident à l’internalisation des NPs siRNA-SQ 

 

A. La charge négative des NPs siRNA-SQ empêche leur 

internalisation in vitro 
 

Les NPs siRNA-SQ ont une charge négative qui empêche probablement leur 

internalisation dans les cellules par répulsions électrostatiques avec la membrane cellulaire 

chargée négativement. Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons décidé d'utiliser le même 

type de lipide que nos NPs mais modifié par la fonction guanidyl-hydrazone. Ce dérivé SQ 

cationique (SQ+) a ensuite été ajouté à la solution de NPs siRNA-SQ avec un ratio molaire 1 

[NPs siRNA-SQ] : 100 [SQ+] (Bertrand, Lucas et al. 2015). Lorsque SQ+ a été ajouté aux NPs, 

leur taille a légèrement augmenté mais surtout une inversion de charge a été mesurée 

(Tableau 13). En effet, la charge négative initiale des NPs siRNA-SQ est devenue 

significativement positive.  

Tableau 13 : Inversion de la charge des NPs siRNA-SQ après ajout du SQ cationique. Tableau 

montrant l’inversion de charges des NPs siRNA-SQ en présence de SQ+ (n=5). ** p<0,001 par 

rapport au potentiel ζ des NPs siRNA-SQ (Mann-Whitney test) 

 

L'efficacité thérapeutique de ces NPs rendues cationiques a été évaluée par une 

transfection dans deux lignées cellulaires BHP 10-3 (issue d’un carcinome papillaire de la 
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thyroïde) et MSC80 (cellules de Schwann murines) pendant 48 heures (n=2 pour BHP 10-3 et 

1 pour MSC80 ; Figure 45). Comme attendu sans transfectant cationique, aucun effet sur 

l'expression des gènes RET/PTC1 et PMP22 n'a été observé, contrairement à ce qui se 

passe lorsque le siRNA « nu » (non couplé au SQ, noté Naked siRNA sur les figures) ou 

formulé en NPs est entouré de lipides cationiques (Lipofectamine et SQ+). L'effet de l'extinction 

du gène est maximal avec la lipofectamine®, mais les SQ cationiques internalisent 

suffisamment de NPs siRNA RET/PTC1-SQ pour inhiber environ 20% de l'expression de 

l'ARNm RET/PTC1 (flèche noire sur la figure 45A) et 80% de l’ARNm PMP22 (flèche noire 

sur la Figure 45B).  

 
Figure 45 : L’inversion de la charge favorise l’internalisation des NPs siRNA-SQ. Les cellules 

BHP 10-3 A) et MSC80 B) ont été transfectées avec 50nM de NPs siRNA RET/PTC1 ou 

PMP22-SQ entouré de SQ+ ou non. La lipofectamine 2000 a été utilisée pour transfecter le 

siRNA nu et la forme NPs comme témoins positifs. Quarante-huit heures plus tard, les cellules 

ont été récoltées, l'ARN extrait et la RT-qPCR effectuée. La flèche noire désigne la condition 

où les NPs siRNA-SQ sont transfectées avec le SQ+. Pour les deux lignées : ***p<0,0001 et 

**p<0,001 par rapport à la condition NT. Pour la lignée BHP 10-3 : ***p<0,0001 par rapport 

aux Naked siRNA RET/PTC1 et NPs siRNA RET/PTC1-SQ lipofectamine. Pour la lignée 

MSC80 : ***p<0,0001 par rapport aux NPs siRNA PMP22-SQ (n=2 pour les deux lignées 

cellulaires ; One-way Anova suivi par un test de Bonferroni) 
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B. La disponibilité de la surface cellulaire semble avoir son importance 

dans l’internalisation des NPs siRNA-SQ 
 

La disponibilité de la surface cellulaire in vitro est moins importante que celle présentée 

aux NPs lorsqu’elles sont injectées in vivo. Pour tester cette deuxième hypothèse, les cellules 

BHP 10-3 et MSC80 ont été transfectées par la méthode « inverse » pendant 48 et 72h (n=2). 

L’ARN des cellules a ensuite été extrait et une RT-qPCR a été réalisée pour évaluer l’inhibition 

de l’expression du gène cible. La lipofectamine® a été utilisée pour faire entrer le siRNA « nu » 

et les NPs siRNA-SQ respectives, qui sont les contrôles positifs de l’expérience. Aucune 

inhibition significative de l’expression de PMP22 n’a été mise en évidence pour la lignée 

MSC-80 lorsque les cellules sont traitées avec les NPs siRNA PMP22-SQ sans l’utilisation du 

transfectant cationique (Figure 46C et D). En revanche, une inhibition de 26 % de 

l'expression de l'ARNm RET/PTC1 est observée dans les cellules BHP 10-3 après 48h de 

traitement avec les NPs siRNA RET/PTC1-SQ (flèche noire sur la figure 46A). Cette 

inhibition est comparable à celle observée avec les NPs siRNA-SQ transfectées par la 

lipofectamine. Cependant, après 72h de traitement, cette inhibition n’est plus significative 

(Figure 46B). Il est difficile de conclure si la disponibilité de la surface est un facteur important 

dans l’internalisation des NPs siRNA-SQ qui semble être dépendant de la lignée cellulaire.  
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Figure 46 : Une surface cellulaire plus disponible permet d’internaliser les NPs siRNA -SQ 

dans les cellules cancéreuses mais pas dans les cellules saines. Les cellules BHP 10-3 (A et 

B) et MSC80 (C et D) ont été traitées avec 50 nM de NPs siRNA RET/PTC1-SQ ou PMP22-

SQ respectivement seuls ou transfectées avec la même concentration de siRNA nus et NPs. 

Quarante-huit et soixante-douze heures plus tard, les cellules ont été récoltées, l'ARN extrait 

et la RT-qPCR effectuée pour évaluer l'expression relative de l’ARNm RET/PTC1 et PMP22. 

La flèche noire désigne les conditions où les NPs siRNA-SQ ne sont pas transfectées avec la 

lipofectamine. Pour les deux lignées : ***p<0,0001 et **p<0,001 par rapport à la condition NT. 

Pour la lignée BHP 10-3 : ***p<0,0001 par rapport aux Naked siRNA RET/PTC1 lipofectamine. 

Pour la lignée MSC80 : ***p<0,0001 par rapport aux NPs siRNA PMP22-SQ (n=2 pour les 

deux lignées cellulaires ; One-way Anova suivi par un test de Bonferroni) 
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C. Le récepteur des LDL pourrait jouer un rôle dans l’internalisation des 

NPs siRNA-SQ 
 

Sobot et al., ont montré que les LDL s’adsorbaient à la surface des NPs de gemcitabine-

SQ, ce qui permettaient l’internalisation de ce nanovecteur par les cellules surexprimant le 

récepteur des LDL (LDLR) (Sobot, Mura et al. 2017, Sobot, Mura et al. 2017). Pour connaitre 

le rôle du LDLR dans l’internalisation des NPs siRNA-SQ, son expression a été analysée dans 

différentes lignées cellulaires pathologiques cancéreuses et saines (Figure 47). Les lignées 

cellulaires cancéreuses BHP 10-3 (issues d’un carcinome papillaire de la thyroïde) et A673 

(provenant d’un sarcome d’Ewing) connues pour être très tumorigènes chez la souris 

expriment fortement le récepteur des LDL. En revanche, les lignées non tumorigènes 

TCP1 (carcinome papillaire différencié) et MSC80 (cellules de Schwann murines) ou peu 

tumorigène chez la souris VCaP (cancer de la prostate) expriment peu ou pas le récepteur 

LDL. 

Figure 47 : Western blot représentatif de l’expression protéique du récepteur des LDL dans 

plusieurs lignées cellulaires. Les résultats montrent une forte expression du LDLR dans les 

cellules tumorigènes (BHP 10-3, A673) comparativement aux cellules peu (RP3) ou pas 

tumorigènes (MSC80, TCP1). 

 D’après ce résultat, et en se basant sur les résultats obtenus par l’équipe (Raouane, 

Desmaele et al. 2011, Ali, Maksimenko et al. 2014, Urbinati, Ali et al. 2015), il semblerait que 

l’internalisation in vitro des NPs siRNA-SQ soit indépendante de la concentration du LDLR. 

L’hypothèse que nous avons émise est qu’une surexpression du LDLR permettrait d’attirer 

plus de LDL et par conséquents de NPs transportées par les LDL. 
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Dans ce but, les cellules BHP 10-3 et MSC80 ont été cultivées pendant 48h avec un 

milieu de culture pauvre en sérum (1% contre 10% dans les conditions normales de culture). 

Les protéines membranaires ont ensuite été extraites et l’expression du LDLR a été analysée 

par WB (Figure 48A et C). Nous observons une augmentation de l’expression du LDLR de 3 

et 4 fois dans les cellules BHP 10-3 (Figure 48A) et MSC80 (Figure 48C) respectivement, 

en comparant aux conditions normales de culture (milieu contenant 10% FBS). Pour montrer 

l’effet de la surexpression du LDLR sur l’internalisation des NPs siRNA-SQ, nous les avons 

incubées pendant 30 min à 37°C avec 50 % de FBS ou de LDL (deux ratios massiques NPs 

siRNA-SQ : LDL 1:1 ou 1:8) et ajoutées sur les cellules. Après quatre heures d'incubation avec 

les cellules, le milieu a été remplacé par un milieu de culture complet et 48 heures plus tard, 

l'ARN total a été extrait et l’expression de l’ARNm de RET/PTC1 et PMP22 a été analysée par 

RT-qPCR. L’augmentation de l’expression du LDLR et les pré-incubations des NPs 

siRNA-SQ dans 50 % de FBS ou avec les LDL n'ont pas aidé à internaliser le siRNA dans 

les cellules car aucune différence significative d’inhibition de l’expression des gènes 

spécifiques aux siRNA n'a été observée en comparaison aux cellules non traitées (Figure 48B 

et D ; n=1). Ce résultat préliminaire suggère que les LDL seraient des cargos pour les NPs 

siRNA-SQ mais ne jouent pas un rôle important dans l’internalisation dans les cellules cibles. 
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Figure 48 : Le sérum et les LDL ne favorisent pas l’internalisation cellulaire des NPs siRNA-

SQ. Les cellules BHP 10-3 (A) ou MSC80 (C) ont été ensemencées pendant 48 heures avec 

un milieu de culture à 10 % de FBS ou à 1 % de FBS. L'expression protéique membranaire du 

LDLR a été évaluée par WB. Après un ensemencement en milieu de culture à 1% FBS pendant 

48 heures, les cellules BHP 10-3 et MSC80 ont été traitées avec une concentration de 50 nM 

de NPs siRNA RET/PTC1-SQ (B) ou les NPs siRNA PMP22-SQ (D) préincubées dans du FBS 

ou avec des LDL. La lipofectamine 2000 a été utilisée pour transfecter les siRNA « nus » ou 

les NPs siRNA-SQ comme témoins positifs. La flèche noire désigne les conditions où les NPs 

siRNA-SQ sont pré-incubées avec le FBS ou les LDL (n=1 pour les deux lignées cellulaires). 

 
 

L’ensemble des résultats obtenus montrent que seule la charge des NPs est importante 

pour leur internalisation in vitro. La disponibilité de la surface cellulaire aurait un rôle dans 

l’internalisation des NPs siRNA-SQ mais cela reste à vérifier. Quant aux LDL, ils joueraient 

uniquement un rôle dans le transport des NPs siRNA-SQ vers le tissu cible. 
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Discussion 
 

La découverte des siRNA en 1998 par Fire et Mello a bouleversé le monde scientifique 

et pharmaceutique (Fire, Xu et al. 1998). Leur unique spécificité d’inhiber l’expression d’un 

gène cible en dégradant son ARNm rend cette molécule intéressante pour traiter des 

pathologies pour lesquelles aucune option thérapeutique n’est disponible. Le principal 

inconvénient empêchant une utilisation sûre et efficace en clinique est dû à sa nature 

oligonucléotidique. En effet, les siRNA sont des petits ARN double brins rapidement dégradés 

in vivo par les nucléases sériques et éliminés par filtration glomérulaire en raison de leur petite 

taille. De plus, leur nature polyanionique empêche une internalisation cellulaire optimale. Pour 

pallier ces inconvénients, le siRNA doit être protégé et encapsulé. La méthode choisie par 

l’équipe d’accueil est de le coupler à un lipide naturel précurseur du cholestérol, le SQ. Dès 

2006, l’équipe du Pr Patrick Couvreur a utilisé la propriété de « se compacter » de ce triterpène 

pour le conjuguer à une petite molécule chimiothérapeutique, la gemcitabine, pour améliorer 

son efficacité antinéoplasique et diminuer sa toxicité (Couvreur, Stella et al. 2006).  

Ce concept de « squalénisation » a donc été transposé aux siRNA, une macromolécule 

oligonucléotidique comparée à la petite molécule précédente (masse molaire < 1000 g/mol 

contre plus de 13 000 pour le bioconjugué siRNA-SQ, Tableau 14). La méthode de couplage 

initiale par une addition de Michaël a montré son efficacité in vivo par inhibition de la croissance 

tumorale corrélée à l’inhibition des produits du gène (ARNm et protéines) dans trois modèles 

pathologiques de cancers à OF : carcinome papillaire de la thyroïde (avec les OF RET/PTC1 

et RET/PTC3) et cancer de la prostate (avec l’OF TMPRSS2-ERG). Néanmoins le processus 

d’obtention des NPs siRNA-SQ était long et laborieux avec un rendement final de 12% environ. 

Une nouvelle méthode de bioconjugaison a donc été développée. Il s’agit du couplage par 

chimie clic sans cuivre qui a permis d’augmenter le rendement final jusqu’à 70% (Massaad-

Massade, Boutary et al. 2018). La vérification de la réaction de couplage par HPLC montre 

que le rendement de la réaction de conjugaison du brin sens du siRNA est quasi-total. 

Trois siRNA ont été conjugués au SQ par cette méthode et ont montré in vivo une efficacité 

thérapeutique dans l’inhibition de l’expression du gène ciblé. Cependant, in vitro, les NPs 

siRNA-SQ obtenues via les deux méthodes de couplage ne sont pas internalisées ; i.e. aucune 

inhibition du gène cible n’a été observée.  

 

 



149 

Cette étude se situe à la suite de ces travaux. Elle a consisté à : 1) caractériser 

les NPs siRNA-SQ après optimisation de la méthode de nanoprécipitation et à définir 

leur structure interne, 2) étudier les interactions avec les protéines sériques et 3) 

déterminer comment les NPs siRNA-SQ sont internalisées pour comprendre les 

différences d’efficacité observées entre les études in vitro et in vivo.   

Tableau 14 : Comparaison des paramètres physico-chimiques des nanoformulations 

squalénisées 

 

La première partie de ce projet a été d’optimiser la dernière étape menant à la formation 

des NPs : la nanoprécipitation. Il s’agit d’une méthode de déplacement de solvant qui va 

permettre la formation de particules de taille homogène (Fessi, Puisieux et al. , Fessi, 

Devissaguet et al. 1992, Lepeltier, Bourgaux et al. 2014). Ainsi la molécule d’intérêt 

(généralement hydrophobe) est reprise dans un solvant organique polaire et ajouté à un large 

volume d’un autre solvant, aqueux le plus souvent où le premier solvant est miscible. L’eau 

est un « non-solvant » pour la molécule hydrophobe, ce qui entraine une séparation des 

phases et la formation des NPs. Cela est notamment le protocole suivi pour former les NPs 

petites molécules-SQ dont les paramètres physico-chimiques sont présentés dans le 

tableau 14 (Hillaireau, Dereuddre-Bosquet et al. 2013, Maksimenko, Dosio et al. 2014, 
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Kotelevets, Chastre et al. 2017, Rouquette, Ser-Le Roux et al. 2019). Dans le cadre des NPs 

siRNA-SQ couplés par chimie clic sans cuivre, cette méthode a été transposée et testée avec 

différents solvants organiques. Dans un premier temps, le bioconjugué siRNA-SQ lyophilisé a 

donc été repris avec différentes proportions d’éthanol (le bioconjugué n’étant pas soluble dans 

100% éthanol) avec ou sans tétrahydrofurane mais cela n’a pas permis d’obtenir des NPs 

d’une taille homogène injectable et reproductible. Ainsi une autre méthode a été testée. Il s’agit 

de la nanoprécipitation inverse proposée par Bilati et al., pour les molécules hydrophiles (Bilati, 

Allémann et al. 2005). En effet, le rapport des poids moléculaires entre le siRNA et le squalène 

(~ 13 000 Da pour le siRNA /~ 494 Da pour le SQ) est déséquilibré par rapport aux autres NPs 

squalénisées et est en faveur de la partie hydrophile du siRNA. Le bioconjugué siRNA-SQ a 

donc été repris dans l’eau et ajouté à un solvant organique, l’acétone. Cette inversion dans 

l’addition des solvants a permis de former des NPs siRNA-SQ avec une taille ~ 200 nm et un 

potentiel ζ de -35 mV favorisant la présence de répulsions électrostatiques entre les NPs et 

empêchant ainsi leur agrégation. Ces caractéristiques physico-chimiques sont 

compatibles avec une administration intraveineuse sûre dans la microcirculation 

vasculaire. Elles sont similaires entre toutes les formulations testées.  

 L’ensemble de la synthèse comporte des étapes avec des solvants organiques pouvant 

altérer la conformation en double-hélice du siRNA. L’étude par dichroïsme circulaire du siRNA 

contenu dans les NPs en comparaison au siRNA « nu » permet de se rassurer du contraire, 

les pics caractéristiques du siRNA ayant été retrouvés et les spectres se superposant. Ceci 

signifie que les brins du siRNA sont fonctionnels et est en accord avec les études 

d’efficacité in vitro où la transfection des NPs siRNA-SQ permet d’inhiber l’expression des 

gènes cibles de façon similaire aux siRNA « nus » transfectés (Raouane, Desmaele et al. 

2011, Ali, Maksimenko et al. 2014, Massaad-Massade, Boutary et al. 2018). En collaboration 

avec l’équipe LIONS du CEA, la structure interne des NPs siRNA-SQ a été déterminée. Deux 

techniques physiques ont été utilisées dans ce but : la diffusion aux petits angles des neutrons 

(SANS) et des rayons X (SAXS). Ces deux méthodes physiques permettent de caractériser 

les suspensions colloïdales nanométriques. Elles ont déjà été utilisées pour caractériser les 

formulations squalénisées, notamment adénosine-SQ (Ad-SQ) mais c’est la première fois que 

ces outils de haute technologie ont été adoptés pour notre formulation de siRNA conjugué au 

SQ (Rouquette, Ser-Le Roux et al. 2019, Gobeaux, Bizeau et al. 2020). L’utilisation 

concomitante de ces deux techniques aux sensitivités différentes permet de visualiser les 

différentes parties internes des NPs siRNA-SQ. En effet, le SANS étant plus sensible à la 

fraction SQ, permet d’obtenir la structure globale d’une nanoparticule. A contrario, le SAXS est 

sensible aux contrastes électroniques de l’échantillon et permet de visualiser le siRNA. Sa 

présence est notamment retrouvée au niveau des deux oscillations aux moyens et grands 



151 

angles, respectivement dans des petites sphères homogènes (diamètre 10 nm et PDI 0,15) 

enrichies en cette molécule oligonucléotidique et sous sa forme originelle cylindrique de 

longueur 4 nm et diamètre 2,2 nm. Ainsi, la nanoparticule siRNA-SQ peut être représentée 

comme une grande sphère de 120 nm de diamètre (PDI 0,25) comprenant à l’intérieur 

des petites sphères composées des BC siRNA-SQ.  

Lors d’une injection dans l’organisme, des protéines vont s’adsorber de façon 

instantanée à la surface des NPs. Ce qui est communément appelé « couronne de protéines » 

ou « protein corona » en anglais, va définir une nouvelle identité pour les NPs : leur identité 

biologique (Cedervall, Lynch et al. 2007). En présence d’une quantité croissante de sérum, la 

charge négative des NPs siRNA-SQ est « neutralisée » et un retard à la migration apparait 

après migration sur gel d’agarose. Ces premiers résultats confirment la présence 

d’interaction avec des éléments sériques. L’aptitude des NPs siRNA-SQ à protéger le 

siRNA de la dégradation par les nucléases a été également été déterminée. Ce test nous a 

permis de constater que le siRNA se trouve toujours sous sa forme intacte après 

plusieurs heures d’incubation en présence de 50% de sérum, quantité moyenne 

physiologique.  

En plus de déterminer la structure globale des NPs, la diffusion des neutrons aux petits 

angles (SANS) permet aussi d’étudier le comportement des molécules dans un mélange 

complexe. Dans le FBS ou en présence d’une forte concentration de BSA (13 mg/mL), 

les NPs siRNA-SQ restent stables. En effet, aucune différence n’a été observée aux petits 

angles dans les spectres des NPs siRNA-SQ en présence de FBS et de la BSA. Seulement 

13% du signal des NPs a « disparu » dans le FBS et une valeur similaire a été retrouvée en 

présence de BSA.  En comparaison, les profils des NPs Ad-SQ ont montré une forte diminution 

avec une disparition de près de 50% et 35% du signal en présence de FBS ou de BSA 

respectivement, indiquant une importante diminution en fraction volumique et un 

désassemblage de ces NPs en présence de ces deux éléments (Gobeaux, Bizeau et al. 2020). 

Le comportement des NPs siRNA-SQ semble donc différer des NPs Ad-SQ. De plus comme 

observé par l’étude des spectres SANS, le sérum et l’albumine ne vont pas entrainer de 

changement de la distribution en taille des NPs siRNA-SQ, il n’y a donc pas d’extraction de 

bioconjugués siRNA-SQ vers le sérum et son composant l’albumine. Il est difficile de déduire 

de ces expériences de la formation d’une couronne de protéines sériques autour des NPs. 

Néanmoins, plusieurs hypothèses peuvent explique ce résultat : peut-être que les NPs siRNA-

SQ sont trop « lourdes » pour que leur signal soit facilement visualisable sur le spectre ou que 

la cinétique est plus longue, même si les expériences ultérieures (spectroscopie de 

fluorescence notamment) semblent prouver le contraire. Enfin, si on compare les paramètres 

physico-chimiques des NPs siRNA-SQ et ceux des NPs Ad-SQ, nous remarquons que les 
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NPs que nous développons ont une taille plus importante que les NPs Ad-SQ (tableau 14), 

elles seraient potentiellement moins nombreuses en solution et il est donc plus difficile de voir 

un effet (Rouquette, Ser-Le Roux et al. 2019). Cette hypothèse semble se confirmer avec le 

calcul du nombre de bioconjugués présents dans une nanoparticule. En effet, il est estimé à 

environ 59 000 bioconjugués siRNA-SQ/nanoparticule, ce nombre parait important mais il 

explique probablement pourquoi lors des observations au cryoTEM et au SANS, nous voyons 

peu de NPs alors que la concentration massique en siRNA (dosage spectrophotométrique au 

Nanodrop®) est optimale pour ces techniques.  

Le sérum contient plusieurs milliers de protéines mais les protéines majoritaires qui vont 

interagir avec les nanomatériaux, sont généralement les plus abondantes. C’est pourquoi nous 

nous sommes intéressés plus spécifiquement aux interactions des NPs siRNA-SQ avec deux 

protéines sériques : l’albumine et les LDL. 

La protéine la plus abondante du sérum, l’albumine, a notamment pour rôle de 

transporter des ligands endogènes et exogènes dans la circulation sanguine et s’accumule 

préférentiellement dans les tissus inflammés comme les tumeurs (Hoogenboezem and Duvall 

2018). En effet, grâce à une angiogenèse incontrôlée et une forte réaction inflammatoire, des 

capillaires autour des tumeurs présentent une perméation augmentée. De plus, le drainage 

lymphatique est non fonctionnel. Cet effet EPR (enhanced permeability and retention effect) 

permet l’accumulation passive de NPs d’une taille > 100 nm (Ozpolat, Sood et al. 2014, 

Tatiparti, Sau et al. 2017). Ainsi, la conjugaison d’un siRNA à un lipide permet son interaction 

in vivo avec l’albumine, ce qui augmente significativement sa demi-vie plasmatique et est 

corrélée avec une meilleure accumulation tumorale, une efficacité antinéoplasique supérieure 

à une formulation polymérique et une non-toxicité (Sarett, Werfel et al. 2017). Les neuropathies 

héréditaires sont généralement associées à des modifications au niveau des fibres nerveuses. 

Ainsi, dans certains cas de CMT ont été décrits des changements histologiques synonymes 

d’inflammation comme l'œdème et les infiltrats lymphocytaires (Weis, Claeys et al. 2017). 

L’étude de l’interaction des NPs siRNA-SQ avec l’albumine a été réalisée à l’aide de différentes 

techniques analytiques. Toutes montrent une interaction entre ces deux molécules. Tout 

d’abord par électrophorèse d’agarose où comme précédemment avec le FBS, un retard à la 

migration des NPs siRNA-SQ est observé après incubation avec des quantités croissantes de 

BSA. Une première étude par dichroïsme circulaire semble indiquer que cette interaction 

entraine un changement de conformation de la BSA, ce qui pourrait entrainer une modification 

de sa fonctionnalité (Belatik, Hotchandani et al. 2012, Fleischer and Payne 2014). La 

spectroscopie de fluorescence permet par deux approches différentes de confirmer la 

formation d’un complexe NPs siRNA-SQ – BSA. La calorimétrie isotherme est la seule 

technique expérimentale qui permet la détermination de la thermodynamique de l’interaction 
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(BRUYLANTS and BARTIK). Les valeurs déterminées suggèrent une interaction spontanée 

exothermique avec une stœchiométrie égale à celle retrouvée par l’étude du « quenching » de 

la fluorescence et égale à 1 environ.   

Les lipoprotéines (LPs) sont le troisième groupe de protéines les plus abondantes dans 

le sang. De nombreuses molécules actives comme des anti-cancéreux de la classe 2 de la 

classification BDDCS (Biopharmaceutical Drug Disposition and Classification System) 

interagissent avec les LPs, ce qui permet leur accumulation au niveau des cellules tumorales 

(Chaudhary, Bower et al. 2019). Récemment, il a été montré que les NPs gemcitabine-SQ 

interagissaient avec les LDL et HDL, ce qui permettaient leur accumulation « passive » dans 

le tissu tumorale et l’internalisation par le LDLR (Sobot, Mura et al. 2017, Sobot, Mura et al. 

2017). L’agence du médicament américaine, la FDA, demande également depuis 2002 à ce 

que tout nouveau candidat-médicament lipophile fasse l’objet d’une étude de son interaction 

avec les LPs (Wasan, Brocks et al. 2008). Ces dernières ont pour rôle principal de transporter 

le cholestérol, élément essentiel des membranes cellulaires et de la myéline. En effet, cette 

dernière est principalement constituée à 70% de lipides dont 26% de cholestérol, qui est 

essentiel pour son développement et son maintien (Zhou, Bazick et al. 2019). Au cours de la 

thèse du Dr Suzan Boutary, des images de TEM après traitement par les NPs siRNA-SQ de 

souris pathologiques CMT1A ont montré la présence de vésicules à l’intérieur des cellules de 

Schwann et dans l’axone. L’une des hypothèses émise par l’équipe est que ces vésicules 

seraient les NPs siRNA-SQ qui ont été transportées par les LDL jusqu’au nerf périphérique 

puis internalisées (Boutary 2019). En effet, les LDL sont le principal transporteur du cholestérol 

dans le sang et une de ses apolipoprotéines, l’apoE, a un rôle important dans la remyélinisation 

du SNP (Li, Fowler et al. 2010, Zhou and Notterpek 2016). Par le biais de différentes 

techniques, nos résultats montrent que les NPs siRNA-SQ interagissent avec les LDL et 

forment même un complexe. 

Au vu des résultats obtenus, le schéma suivant semble se profiler. Ainsi lors de leur 

injection intraveineuse, les NPs siRNA-SQ interagissent instantanément avec les deux 

composantes principales du sérum, l’albumine et les lipoprotéines, servant probablement de 

transporteurs et permettant leur accumulation dans les tissus cibles : tumeur et nerf 

périphérique. La formation de ces complexes s’effectue par liaison du SQ avec l’albumine et 

les LDL. 

L’un des derniers obstacles avant l’action inhibitrice du siRNA est son internalisation à 

l’intérieur des cellules cibles. Depuis le développement des nanoformulations siRNA-SQ, nous 

observons une efficacité thérapeutique prouvée par l’inhibition ou la normalisation de 

l’expression du gène ciblé dans les modèles de cancers à OF ou neuropathie périphérique 
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respectivement. Néanmoins, ces NPs ne pénètrent pas in vitro sans utiliser un agent 

transfectant, la Lipofectamine®, disponible chez Invitrogen. Ce liposome cationique est 

composé de deux types de lipides : un cationique le DOSPA qui va permettre l’attraction avec 

la membrane plasmique négative et un autre fusogénique le DOPE permettant un 

échappement optimal de l’endosome (Forest, Cottier et al. 2015, Xia, Tian et al. 2016, Forest 

and Pourchez 2017, Vocelle, Chan et al. 2020). Nous avons voulu comprendre cette différence 

d’activité thérapeutique en développant trois hypothèses. 

La première concerne la charge des NPs siRNA-SQ, anionique comme la membrane 

plasmatique ce qui entraine probablement une répulsion électrostatique et empêche leur 

internalisation. Nous avons voulu comprendre ce rôle de la charge en utilisant un SQ 

cationique qui va interagir par interactions électrostatiques avec les NPs mais dont on ne 

connait pas ni la fusogénicité ou le mode d’internalisation. L’inversion de charge des NPs 

siRNA RET/PTC1-SQ après ajout du SQ+ permet leur internalisation dans les cellules BHP 

10-3 comme prouvé par l’inhibition du gène cible. Cette expérience doit être répétée pour la 

lignée de cellules de Schwann murine, MSC80, mais le résultat préliminaire est le même. La 

charge négative semble être l’une des principales causes de la non-internalisation des 

NPs siRNA-SQ in vitro.  

In vivo, les NPs siRNA-SQ sont en contact avec les tissus et cellules en trois 

dimensions contrairement aux expériences in vitro, où la culture se passe en deux dimensions 

et par conséquent la disponibilité de la surface cellulaire est diminuée. La transfection inverse 

est une méthode qui permet de transfecter les molécules sur des cellules trypsinisées. Leur 

surface cellulaire est ainsi plus disponible par élimination partielle des protéines de surface et 

le fait que les cellules ne soient pas encore ensemencées et confluentes (Amarzguioui 2004). 

Ce mode de transfection a permis d’obtenir une inhibition significative de l’expression de l’OF 

RET/PTC1 après 48h de transfection des cellules BHP 10-3, pas d’effet significatif n’a été 

observé pour la lignée MSC80. La disponibilité cellulaire semble donc avoir son importance 

dans la capture cellulaire des NPs siRNA-SQ mais n’explique pas totalement les différences 

observées entre les études in vitro et in vivo.  

A la suite des résultats précédents et ceux obtenus par Sobot et al., nous avons émis 

comme dernière hypothèse que la non-internalisation des NPs siRNA-SQ in vitro était due à 

une différence de profil d’expression protéique du LDLR impliqué dans l’internalisation des 

NPs gemcitabine-SQ et à un changement d’identité des NPs siRNA-SQ après injection 

intraveineuse (Sobot, Mura et al. 2017). Le LDLR est plus fortement exprimé par les lignées 

cellulaires tumorigènes chez la souris, ce qui s’explique par le besoin en cholestérol de ces 

cellules pour proliférer (Yameen, Choi et al. 2014). Nous savons déjà que cette expression 
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basale n’est pas suffisante pour internaliser les NPs sans utiliser un transfectant cationique. 

Nous avons donc décidé d’augmenter son expression en cultivant les cellules dans un milieu 

de culture pauvre en sérum puis de les transfecter avec les NPs siRNA-SQ pré-incubées avec 

le FBS et les LDL. Cette étape de pré-incubation a pour objectif d’établir les interactions 

définies auparavant et qui se produisent probablement instantanément in vivo. Cela n’a 

malheureusement pas été suffisant pour internaliser les NPs siRNA-SQ et observer une 

inhibition de l’expression des gènes cibles RET/PTC1 et PMP22. Cette expérience doit être 

réitérée néanmoins plusieurs raisons peuvent expliquer ce résultat préliminaire. Tout d’abord 

il existe peut-être un problème de compatibilité entre le sérum d’origine bovine et les LDL 

provenant de plasmas humains avec le LDLR ou autre récepteur des cellules BHP 10-3 

humaines et MSC80 murines. L’ensemencement et la culture préalable dans un milieu pauvre 

en sérum a peut-être un effet sur l’expression des produits du gène ciblé, l’OF RET/PTC1 et 

la glycoprotéine PMP22, ce qui pourrait expliquer l’absence d’efficacité. Une autre hypothèse 

est l’absence ou la faible expression d’un « second » récepteur impliqué dans l’internalisation 

des siRNA. Wolfrum et ses collègues ont développé en 2007 un siRNA conjugué au 

cholestérol et ont montré que son internalisation par les cellules dépendait à la fois du LDLR 

et d’une protéine transmembranaire, Sid1 (systemic RNAi deficient-1) (Wolfrum, Shi et al. 

2007). Cette protéine agirait comme un canal permettant le passage intracellulaire des ARN 

double brins (Duxbury, Ashley et al. 2005, Li, Koutmou et al. 2015). Ainsi la capture des NPs 

siRNA-SQ pourrait se faire en deux temps : 1) liaison au LDLR via les LDL ou liaison à un 

autre récepteur et 2) transport intracellulaire via Sid1.  

La figure ci-après représente de façon schématique l’ensemble des résultats obtenus. 

Tout d’abord, l’ajout du BC siRNA-SQ contenu dans l’eau à l’acétone (la nanoprécipitation 

inverse numérotée 1 sur la figure 49) a permis d’obtenir de façon reproductible des NPs siRNA-

SQ (2) de forme sphérique et d’une taille de 200 nm environ. Ces NPs se composent de petites 

sphères comprenant 34 BC siRNA-SQ. Lors de leur administration intraveineuse, les NPs vont 

interagir avec les protéines majoritaires du sérum (3) ce qui permet leur extravasation et 

accumulation dans les tissus cibles : la tumeur et le nerf périphérique. Ces interactions 

« neutralisent » également les charges négatives des NPs siRNA-SQ, ce qui limite les 

répulsions électrostatiques avec la membrane plasmique et favorise probablement leur 

internalisation par le biais d’un récepteur (LDLR ou autre) (4). Une fois internalisé, nous savons 

que le siRNA est libéré dans le cytoplasme et inhibe l’expression du gène cible RET/PTC1 

dans les cancers à OF permettant d’inhiber la croissance tumorale, ou normalise l’expression 

de PMP22 amenant à l’amélioration de l’activité motrice dans un modèle pathologique de 

CMT1A.  
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Figure 49 : Schéma récapitulatif de l’ensemble des travaux de la thèse 
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Conclusion générale et perspectives 
 

En conclusion cette thèse a permis de comprendre l’efficacité observée des 

formulations de siRNA-SQ dans plusieurs modèles pathologiques. Nous avons 

déterminé les caractéristiques physico-chimiques de la nanoformulation siRNA-SQ en 

solution aqueuse. Les NPs ont une taille homogène et reproductible ~ 200 nm avec un 

potentiel ζ ~ -35 mV, permettant une administration intraveineuse sûre in vivo. Dans la 

circulation sanguine, les NPs vont interagir avec l’albumine et les lipoprotéines, 

notamment les LDL, ce qui permet de neutraliser leurs charges négatives et de les 

transporter jusqu’au tissu cible. L’accumulation dans les tumeurs et nerfs 

périphériques se fait de façon passive grâce à ses interactions, aux besoins 

nutritionnels des cellules et au niveau inflammatoire induit par les pathologies traitées : 

cancer à oncogène de fusion et maladie de Charcot-Marie-Tooth 1A. La neutralisation 

de la nature anionique des NPs siRNA-SQ par les protéines sériques aide probablement 

à leur internalisation en facilitant l’attraction vers la membrane plasmique des cellules 

cibles (cellules tumorales et cellules de Schwann).  

Depuis 2010, l’ensemble des travaux de l’équipe d’accueil a ouvert de nombreuses 

perspectives positives quant à l’utilisation thérapeutique des nanoparticules siRNA-SQ pour 

les patients atteints de cancer à oncogène de fusion et récemment pour la maladie de Charcot-

Marie-Tooth 1A. Nos objectifs à court terme sont de compléter le développement 

préclinique de ces NPs siRNA-SQ en réalisant les études de biodistribution et de 

toxicité. En cas de succès, ceci ouvrira les portes pour les pour les études réglementaires de 

toxicité préclinique et plus tard pour les études cliniques. Ce projet est soutenu par un 

financement de la SATT Paris Saclay dans le cadre de « projet de maturation ».  
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Annexes 
 

I. Etude in vitro des NPs siRNA-SQ avec le brin espaceur 

TEG 
 

Au début de la thèse, un nouveau brin espaceur tri-éthylèneglycol (TEG) (Figure S1B) a 

été synthétisé et testé.  

 
Figure S1 : Formule chimique des modifications pour la chimie clic sans cuivre avec 

présentation de deux brins espaceur différents. A) Brin espaceur C6 liant le brin sens en 5’- et 

le groupement dibenzocyclooctyne (DBCO) pour la chimie clic sans cuivre. B) Brin espaceur 

de 3 motifs éthylène glycol (TEG) liant le brin sens en 5’- et le groupement dibenzocyclooctyne 

(DBCO)  

 
 

La taille des NPs siRNA(TEG)-SQ et leur stabilité ont été déterminées sur un mois 

(n=3; Figure S2). Les NPs résultantes ont un diamètre hydrodynamique stable autour de 250 

nm avec un PDI de 0,2. 

  

Figure S2 : Les NPs 

siRNA(TEG)-SQ sont stables un 

mois 
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 L’efficacité thérapeutique a été testée in vitro sur les cellules VCaP issues de cancer 

prostatique et exprimant l’oncogène de fusion TMPRSS2-ERG. Après 72h (Figure S3A) et 96h 

(Figure S3B), l’inhibition de l’expression de l’OF par les NPs siRNA TMPRSS2-ERG (TEG)-

SQ est comparable à celle observée par le siRNA « nu » et le siRNA IVB (correspondant au 

siRNA anti-TMPRSS2-ERG sans modification chimique), que cela soit au niveau de l’ARNm 

ou des protéines. Ceci démontre que l’ensemble de la synthèse chimique ne modifie pas 

l’efficacité du siRNA. La transfection du siRNA contrôle non bioconjugué (annoté siRNA Ct sur 

la figure S4) ou sous forme de NPs (NPs siRNA Ct(TEG)-SQ) n’a pas affecté l’expression de 

TMPRSS2-ERG, confirmant l’effet spécifique du siRNA sur l’expression de ce gène. 

 

 
Figure S3 : Etude de l’inhibition in vitro de l’expression de TMPRSS2-ERG. Les celules VCaP 

ont été transfectées pendant 72h (A) et 96h (B) avec une concentration de 50 nM du siRNA 

contrôle et anti-TMPRSS2-ERG sous forme « nu » ou nanoparticulaire conjugué au SQ. 

L’ARNm et les protéines ont été extrait pour étudier l’expression du gène par RT-qPCR et WB.. 

***p<0,0001, **p<0,001 et *p<0,01  par rapport aux conditions non traités NT. ***p<0,0001 et 

**p<0,001 par rapport au siRNA contrôle Ct et au NPs siRNA contrôle Ct(TEG)-SQ.(One-way 

Anova suivi par un test de Bonferroni ; n=3) 
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 La toxicité de ces nanoformulations a été vérifiée par tests MTT après 72h d’incubation 

(n=2 ; figure S4). Le siRNA anti-TMPRSS2-ERG, qui a un effet antinéoplasique, diminue la 

viabilité cellulaire des cellules VCaP. Le siRNA contrôle n’a pas d’effet sur l’expression de ce 

gène et nous pouvons observer qu’il n’entraine pas de changement de la viabilité cellulaire. 

Ceci confirme la non-toxicité de la formulation siRNA conjugué au SQ par le biais d’un 

espaceur TEG. 

 

 

Figure S4 : Effet sur la viabilité cellulaire des NPs siRNA TMPRSS2-ERG(TEG)-SQ  

 

 Pour conclure, le remplacement d’un brin espaceur lipophile (C6) par un hydrophile 

(TEG) ne peut pas être utilisée pour les études futures car elle n’a pas eu d’effets positifs sur 

l’efficacité et la taille des NPs siRNA-SQ. Les NPs obtenues ont même une taille supérieure. 

Néamoins, cette étude montre l’importance de la polarité du brin espaceur dans la synthèse 

chimique qui influence l’efficacité et la stéréochimie des NPs squalénées encapsulant des 

principes actifs. 
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Titre : Caractérisation des nanoparticules siRNA-SQ et étude de leur transport et internalisation  

 

Mots clés : siRNA – nanoparticules – squalène – thérapie ciblée – transport 

 

Résumé : Les siRNA constituent une thérapie ciblée pour les cancers à oncogène de fusion (réarrangement 
chromosomique se produisant uniquement dans les cellules tumorales) et les maladies monogéniques 
neurodégénérative comme la maladie de Charcot-Marie-Tooth (pathologie démyélinisante du système 
nerveux périphérique). En effet, les siRNA sont spécifiques de la séquence d’ARNm d’un gène cible à inhiber, 
mais sont instables dans les milieux biologiques. Pour les protéger de la dégradation et les véhiculer, nous 
avons conjugué, par chimie clic sans cuivre le brin sens du siRNA à un lipide naturel précurseur du 
cholestérol, le squalène (SQ). Le bioconjugué résultant est ensuite hybridé avec le brin antisens puis 
nanoprécipité. Notre étude s’est intéressée à étudier les caractéristiques physicochimiques des 
nanoparticules siRNA-SQ (NPs) et à montrer les interactions se produisant in vivo avec le sérum. La 
compréhension des mécanismes impliqués dans le transport et l’internalisation des NPs a pour objectif de 
proposer une nanomédecine personnalisée basée sur l’utilisation des NPs siRNA-SQ. Nos résultats montrent 
qu’en solution aqueuse, les NPs siRNA-SQ ont un diamètre d’environ 200 nm de diamètre, sont chargées 
négativement (potentiel ζ ~ -35 mV) et de forme sphérique. Par des méthodes physicochimiques et 
biologiques, nous montrons que les NPs siRNA-SQ interagissent avec les deux principales composantes du 
sang, l’albumine et les lipoprotéines de basse densité, permettant leur transport vers les tissus cibles 
(tumeurs et nerfs périphériques). Les NPs siRNA-SQ ont montré une efficacité thérapeutique dans 
différentes modèles pathologiques corrélée avec une inhibition des gènes cibles. Cependant, in vitro, aucune 
activité inhibitrice n’a été observée sans utilisation d’un agent transfectant. Nos expériences montrent que 
la charge négative de ces NPs empêche leur internalisation par répulsion électrostatique avec la membrane 
cellulaire également chargée négativement. En présence des composantes du sérum, la charge négative des 
NPs siRNA-SQ est neutralisée. Pour conclure, nous montrons qu’après injection intraveineuse, les NPs siRNA-
SQ interagissent avec les composantes majeures du sang, sont transportées par les lipoprotéines pour être 
internalisées dans le tissu pathologique. 

Title : Characterization of siRNA-SQ nanoparticles and study of their transport and internalization 

 

Keywords : siRNA – nanoparticles – squalene – targeted therapy – transport 

 

Abstract: The siRNA are a targeted therapy for cancers with fusion oncogenes (chromosomal 
rearrangement occurring only in tumor cells) and neurodegenerative monogenic diseases such as Charcot-
Marie-Tooth disease (demyelinating pathology of the peripheral nervous system). Indeed, siRNAs are 
specific for the mRNA sequence of a target gene to be inhibited but are unstable in biological media. To 
protect them from degradation and to transport them, we have conjugated, by copper-free click chemistry, 
the sense strand of the siRNA to a natural lipid precursor of cholesterol, squalene (SQ). The resulting 
bioconjugate is then hybridized with the antisense strand and nanoprecipitated. Our study focused on 
studying the physicochemical characteristics of siRNA-SQ nanoparticles (NPs) and showing the interactions 
occurring in vivo with the serum. The understanding of the mechanisms involved in the transport and 
internalization aims to propose a personalized nanomedicine based on the use of siRNA-SQ NPs. Our results 
show that in aqueous solution, siRNA-SQ NPs have a diameter of about 200 nm, are negatively charged 
(potential ζ ~ -35 mV) and spherical in shape. Using physicochemical and biological methods, we show that 
siRNA-SQ NPs interact with the two main components of blood, albumin and low-density lipoproteins, 
allowing their transport to target tissues (tumors and peripheral nerves). siRNA-SQ NPs have shown 
therapeutic efficacy in different pathological models correlated with inhibition of target genes. However, in 
vitro, no inhibitory activity was observed without the use of a transfecting agent. Our experiments show 
that the negative charge of these NPs prevents their internalization by electrostatic repulsion with the cell 
membrane also negatively charged. In the presence of serum components, the negative charge of siRNA-SQ 
NPs is neutralized. To conclude, we show that after intravenous injection, siRNA-SQ NPs interact with the 
major components of the blood, are transported by lipoproteins to be internalized in the pathological tissue. 
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