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Tableau 14 : Comparaison des paramétres physico-chimiques des nanoformulations

squalénisées



Abréviations

Ad-SQ : adénosine-squaléne

Apo : apolipoprotéine

ARN : acide ribonucléique

ARNdb : ARN double brin

ARNi : ARN interférence

ARNmM : ARN messager

aTTR : amylose héréditaire a transthyrétine

BC : bioconjugué

BHE : barriére hémato-encéphalique

BSA : bovine serum albumin

C6 : N-(hexaméthylényl)-6-oxohexanamide

CDP : cyclodextrine polycationique

CDPim : cyclodextrine polycationique imidazole

CEA : Commissariat a I'énergie atomique et aux énergies alternatives
CMT : maladie de Charcot-Marie-Tooth

cryo-TEM : cryo-microscope a transmission électronique

DBCO : dibenzocyclooctyne

DC : dichroisme circulaire

DC-cholesterol : 3B-[N-(N’,N’,N'-diméthylaminoéthane)-carbamoyl]cholestérol
Dlin-DMA : 1,2-dilinoleyloxy-N,N-dimethyl-3-aminopropane

DLS : dynamic light scattering

DOPE : 1,2-dioléoyl-sn-glycéro-3-phosphoéthanolamine

DOSPA : 2,3-dioleyloxy-N-[2(sperminecarboxamido) ethyl]-N,N-dimethyl-1-propanaminium
trifluoroacetate

DOTAP : 1,2-dioleoyloxy-3-trimethylammoniumpropane

DSPC : 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine

DSPE-PEG2000 : 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-[amino(polyethylene
glycol)-2000]

EMA : European Medicines Agency

EPR : enhanced permeability and retention effect

EtOH : éthanol

FBS : fetal bovine serum

FDA : Food and Drug Administration

GalNAc : N-AcétylGalactosamine

HDL : high density lipoprotein

HPLC : chromatographie en phase liquide & haute performance

Ig : immunoglobuline

IL : interleukine

IR : infrarouge

IRTF : spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier

ITC : isothermal calorimetry

ITODYS : Interface Traitements Organisation et Dynamique des Systéemes
IV : intraveineuse

LDL : low density lipoprotein

LDLR : récepteur des LDL

LIONS : Laboratoire Interdisciplinaire sur I'Organisation Nanométrique et Supramoléculaire
LPs : lipoprotéines

MiRNA : micro RNA

MPS : systeme mononucléaire phagocytaire

MS : spectrométrie de masse

NP(s) : nanoparticule(s)



OF : oncogene de fusion

PBS : tampon phosphate salin

PC : protein corona

PDI : index de polydispersité

PEG : polyéthyléne glycol

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-gPCR : 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 : systéme nerveux périphérique

SQ : squaléne

TEAA : acétate de triéthylamine

TEM : microscope a 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 fagon transitoire I'expression d’'un géne
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 a 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 problémes de stabilité et d’internalisation cellulaire. Pour les pallier, les chercheurs
ont développé des moyens physiques et chimiques pour modifier ses parametres physico-
chimiques et permettre aux siRNA d’exercer leur effet inhibiteur dans le cytoplasme des
cellules cibles (voir article de synthése, Caillaud, EI Madani et al., 2020). Vingt ans aprés leur
découverte, le premier siRNA, I'Onpattro®, a été approuvé pour le traitement de I'amylose

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

Au laboratoire, il a été développé en collaboration avec I'équipe du Pr Couvreur, une
approche de couplage chimique innovante par bioconjugaison du siRNA a un polyterpéne
précurseur du cholestérol, le squalene (SQ). Le SQ a été fonctionnalisé par ajout d’'une
maléimide sur sa fonction carboxylique entraine la formation d’'un bioconjugué siRNA-SQ par
addition de Michael. Aprés nanoprécipitation, les nanoparticules (NPs) formées sont stables,
mesurent 170 nm de diameétre et sont injectables par voie intraveineuse (IV). Les NPs siRNA-
SQ ont montré leur efficacité dans les cancers a oncogéne de fusion (OF), qui sont la
conséquence de réarrangements chromosomiques et sont impliqués dans [linitiation 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 a
une inhibition de I'expression des génes ciblés, dans différents modéles de cancer a OF : le
carcinome papillaire de la thyroide (avec les siRNA anti-RET/PTCL1 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 synthése, j'ai
contribué a optimiser la méthode de bioconjugaison par « chimie clic sans cuivre » puis

a caractériser les propriétés physico-chimiques des NPs résultantes de cette nouvelle



méthode de vectorisation des siRNA (1 sur la figure 1), ce qui a amené a 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 di a une duplication sur le
chromosome 17 entrainant une augmentation de I'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
I'activité motrice et musculaire dans un modéle animal de CMT1A (thése de sciences du Dr
Suzan Boutary soutenue en décembre 2019). Cette efficacité thérapeutique est corrélée avec
une normalisation de I'expression de PMP22, confirmant linternalisation des NPs siRNA

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

L’ensemble des études effectuées au laboratoire montre I'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 a comprendre
les différences d’efficacité observées entre les études in vitro et in vivo en étudiant les
meécanismes de transport des NPs dans la circulation sanguine viales interactions avec
le sérum et ses principaux composants (2 sur la figure 1) et en déterminant les facteurs

limitant I’'internalisation in vitro des NPs siRNA-SQ (3 sur la figure 1).
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Figure 1 : Représentation schématique de notre hypothese de travail de la thése.

Dans ce manuscrit, nous présentons les connaissances actuelles sur le sujet, les
résultats obtenus seront intégrés a 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 'ARN (ARNi) est un processus cellulaire permettant linhibition de

I'expression d’'un géne 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 a mettre en évidence ce phénoméne dont

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

Inhibition de I'expression
d’un géne chez I'animal
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Guo et Kemphues

Découverte de
I'ARN interférence
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(Hamilton et Bernstein)
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Médecine pour Fire et Mello

1° essai clinique avec un
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Mise en évidence de Dicer, la
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RISC (Hammond et Boettcher

1%¢ véritable preuve de concept
de 'ARNi chez I'homme, essai
clinique du CALAA-01 pour le

traitement de tumeurs solides

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

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

« De la découverte de ’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 premiére voie de 'ARNi
découverte. Fire et Mello ont montré que des petits ARN double brins exogenes étaient
capables d’inhiber I'expression d’'un géne cible (Fire, Xu et al. 1998). Dernierement, il a été
décrit que les siRNA pouvaient étre issus de la transcription de certains loci génomiques aussi

et donc avoir une origine endogene.

Long ARN double-brin

LIBIBRIRINRINRINRINNINI Y

Clivage par Dicer

Petit ARN interférent

ou siRNA
5’ 3’

L BT

Sélection du brin antisens l

Complexe RISC
activé

Appariement sur 'ARNm cible l

IRNA guide strand

Dégradation de
'ARNm cible

e 7' G

AGCO-medieted cleevage

Figure 3 : Voie de signalisation de 'ARN interférence. Adapté d’aprés Davidson and McCray,
(Davidson and McCray 2011)

19



Le mécanisme des siRNA synthétiques et endogénes est le suivant (Figure 3). Si ces ARN
doubles brins ont une taille supérieure a 21 nucléotides, ils sont pris en charge par la nucléase
Dicer, qui les clive en petits ARN double brin de 19 a 21 nucléotides avec des extrémités 3'-
cohésives (2 nucléotides sortants). Le siRNA a 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 a la dégradation de ce dernier et donc a l'inhibition de
I'expression du gene ciblé (Lam, Chow et al. 2015, Tatiparti, Sau et al. 2017). Le clivage de
I’ARNm cible se produit au niveau des 10°™es et 11 nucléotides en 5'- du SiRNA. Une fois
cette premiére coupure effectuée, TARNm 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 géne de fagon
transitoire pendant 3-7 jours dans les cellules a division rapide et pendant plusieurs semaines

dans les cellules a 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
exogénes utilisés en recherche ou en thérapeutique, la cible est le transcrit d'un géne
spécifique dont les scientifiques souhaitent étudier le réle (par un knockdown) ou inhiber pour
traiter une maladie. Les siRNA endogénes ciblent principalement '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 'ARN interférence, les miRNA et

piRNA dont les caractéristiques sont décrites dans le tableau 1.



Tableau 1 : Caractéristiques principales des différentes molécules de 'ARNi

siRNA miRNA piRNA

ARN double brin
exogeéne (majoritaire)

ARN double brin issus ARN simple brin issus

Nature et origine ; . de transcrits du de transcrits de
ou issus de transcrits .
génome transposons
de transposons
Taille 19 a 21 nucléotides 19 a 25 nucléotides 24 3 35 nucléotides
Endogéne : ovocytes et
Expression cellules embryonnaires Ubiquitaire Cellules germinales
souches
Appariement parfait du Extinction des

Appariement imparfait

brin guide avec 'ARNm avec la région 3'UTR

cible =» dégradation de

transposons par
dégradation de leurs

Effets biologiques o des ARNm = A
&q 'ARNm et inhibition de , . ARN=> protection de
, . \ répression de la Fooar g s .
I'expression du gene \ I'intégrité génomique
) traduction o, .
cible des lignées germinales

B. Construction de la séquence

Comme décrit précédemment, un siRNA est un ARN double brin composé de 19 a 21
nucléotides a bouts cohésifs en 3’ dont le brin antisens, également dénommé brin guide, est

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

Pour construire la séquence du siRNA, il existe quelques régles essentielles a prendre en
compte. La séquence du siRNA doit étre évidemment totalement complémentaire du transcrit
cible dans le but d’avoir une molécule biologique efficace et d’éviter un effet off-target
(inhibition de I'expression d’'un géne non ciblé). Reynolds et al., a décrit 8 critéres a 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
a 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 c6té 5'- la base U ou A, contrairement au brin sens ou
une base G ou C est préférée pour minimiser le risque d’étre 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).



C. Intérét thérapeutique des siRNA

Les siRNA sont spécifiques de la séquence dARNm d’'un géne 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 d0 au
déréglement d’'un ou plusieurs génes et dont linhibition serait bénéfique pour stopper ou

normaliser la progression de la pathologie.

a) Cancers

Les cancers sont généralement dus a des mutations sur des génes responsables de la
croissance cellulaire, la prolifération ou I'apoptose (Tseng, Mozumdar et al. 2009, Jain, Pathak
et al. 2018).

Dans le domaine de la recherche de thérapies anticancéreuses, les oncogenes de fusion
(OF) sont intéressants par leur présence unique dans les cellules tumorales. lls sont la
conséquence de réarrangements chromosomiques, qui entrainent le rapprochement illégitime
de deux genes. 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
myéloide chronique (fusion des génes BCR et ABL) (Rowley 1973), le sarcome d’Ewing (fusion
des génes EWS et Flil) (Delattre, Zucman et al. 1992), le cancer thyroidien papillaire (fusion
des genes RET et PTC) (Romei and Elisei 2012) ou encore le cancer de la prostate (fusion
des génes TMPRSS2 et ERG) (Tomlins, Rhodes et al. 2005).

La translocation t(9 ;22) BCR-ABL est retrouvée dans 95% des cas de leucémie
myéloide chronique et entraine I'expression de la protéine chimérigue BCR-ABL a activité
tyrosine kinase. Une thérapie inhibant cette protéine de fusion, I'lmatinib (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 0s, qui survient chez I'enfant ou
le jeune adulte. La translocation t(11;22)(g24;q12) est retrouvée dans 85% des biopsies et
entraine I'expression du facteur de transcription EWS-FIi. 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



formulation a montré une forte activité antitumorale in vivo, sans observation de toxicité ou de

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

L'OF RET/PTC est retrouvé dans plus de la moitié des carcinomes papillaires de la
thyroide. Le rapprochement entre le géne RET (rearranged during transfection) et plusieurs
autres génes (H4, PRKAR1A, ELE1) est dO & une inversion sur le chromosome 10 (inv10q).
Elle induit 'expression d’'une protéine chimérique comprenant une partie de RET tronquée, ce
qui provoque une localisation cytosolique de la protéine et I'activation constitutive de sa
fonction tyrosine kinase (Romei, Ciampi et al. 2016). L’administration intraveineuse d’'un siRNA
ciblant 'oncogéne 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 a l'origine est une délétion sur le chromosome 21 del(21922),
qui entraine la fusion entre le promoteur en 5’- du géne TMPRSS2 et un gene de la famille
ETS (E-twenty six) comme ERG (ETS-related gene). La conséquence est I'expression du
facteur de transcription ERG, qui va induire I'expression de génes jouant sur la prolifération et
progression tumorale. Sa présence favorise aussi I'invasion en modulant I'expression des
métalloprotéinases (MMP-9 notamment) et est également responsable de I'expression du
proto-oncogene, c-Myc, activant le processus de cancérisation des cellules prostatiques (Sun,
Dobi et al. 2008, Tomlins, Laxman et al. 2008).

La découverte de ces oncogénes 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 a OF pour une thérapie ciblée par
SiRNA.

b) Neuropathie périphérique héréditaire

Certaines maladies héréditaires sont causées par la mutation d’un géne, qui peut avoir des
importantes conséquences. Les dysfonctionnements du systéme nerveux périphérique (SNP)
sont moins connus que ceux du systéme 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 di a une duplication interstitielle au niveau

du bras court 17p12, entrainant la surexpression du gene codant pour la protéine de myéline



périphérique de 22 kDa (PMP22). Cette protéine a un role essentiel dans la compaction de la
gaine de myéline du SNP et permet de maintenir lhoméostasie du cholestérol dans les cellules
de Schwann (Li, Parker et al. 2013, Boutary, Echaniz-Laguna et al. 2020). Toute perturbation
du géne PMP22 entraine ainsi une désorganisation de la gaine de myéline et touche a
l'intégrité axonale du nerf, qui se reflete par un ralentissement de la vitesse de conduction
nerveuse, provoqguant une neuropathie et une atrophie musculaire (Li, Parker et al. 2013).
Réduire I'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 I'onapristone.
Récemment, une combinaison de trois médicaments (naltrexone, bacloféne et D-sorbitol), le
PXT3003, a montré des effets thérapeutiques intéressants mais I'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 prothéses, chirurgie orthopédique).

L’approche thérapeutique par ARNi ouvre un nouvel espoir pour les patients atteints de
CMT. Lee et ses collégues ont développé un siRNA ciblant une mutation spécifiqgue Leu!®Pro
du géne PMP22, responsable de la neuropathie CMT1E. L’encapsulation dans une
nanoparticule et I'injection intrapéritonéale de cette formulation ont permis d’améliorer les
fonctions motrices et musculaires dans un modéle 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 I'étre puisque le siRNA va jouer au niveau de la
transcription et n’interagit pas avec 'ADN. Sa principale limite d’'un point de vue efficacité est
que cette molécule biologique ne peut qu’inhiber ou normaliser I'expression d’'un géne 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 I'ARNi, les chercheurs ont observé que les siRNA étaient

efficaces a faible dose, contrairement a l'injection du brin antisens seul (Fire, Xu et al. 1998).



Grace 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
I'expression. Cette efficacité et la spécificité a faible dose sont des avantages qui ont permis
la recherche et le développement rapides de thérapies d’ARNi. De plus, la synthése de siRNA
est facile et a faible colt, en comparaison de la production de thérapies a 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 sSiRNA sont des molécules oligonucléotidiques
d’une taille inférieure & 7nm et peuvent donc étre 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 apres 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). lIs
peuvent également stimuler le systéme immunitaire en activant les TLR en fonction de la
séquence. Plusieurs motifs de séquences immuno-stimulatrices ont méme 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 dendritiqgues et

monocytaires (Lam, Chow et al. 2015).

Pour rappel, les siRNA sont des oligonucléotides doubles brins de 19 a 21 paires de
nucléotides, soit un poids final moyen de 13kDa, ce qui en fait une macromolécule
hydrophile et poly-anionique empéchant ainsi une bonne internalisation a I’'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

’homme.



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

Avantages Inconvénients

Mécanisme naturel d’inhibition

de Pexpression d’un géne Dégradation par les RNase

Spécifique de la séquence

d’ARNm d’un géne cible Clairance rénale rapide

Efficace a de faibles Grosse molécule hydrophile et
concentrations polyanionique

Pas de restriction de choix de

cible Effet off-target

Pour surmonter ces inconvénients, le siRNA doit étre protégé afin de permettre son
transport du site d’injection au tissu cible. Le principal challenge est de parvenir a mettre au
point des systémes qui vont améliorer la stabilité, la biodistribution et I'internalisation des

acides nucléiques. Ce systeme devra étre non toxigue, 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 étre classés en deux catégories : les vecteurs viraux et
les vecteurs non viraux. Le premier groupe est principalement utilisé pour I'administration de
plasmides d'ADN, moins pour le siRNA synthétique. Le principal avantage du virus en tant que
systéme d'administration est sa grande efficacité d’infection, mais le risque de mutagénése
insertionnelle et le risque de stimulation immunitaire ne permettent pas une utilisation clinique
slre (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 polymeéres cationiques

o Les modifications chimiques du siRNA par conjugaison a une molécule



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 cationiqgue semblait étre le moyen le plus sdr et simple pour
délivrer les siRNA, la tendance actuelle est a la modification chimique du siRNA (Weng, Xiao
et al. 2019).

. Lavectorisation

La vectorisation consiste en la complexation du siRNA avec un matériel cationique par
interaction électrostatique afin de contréler sa distribution. Le matériel cationique utilisé peut
étre un lipide ou polymére cationique (David, Pitard et al. 2010). Elle est a 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 a trés grande vitesse de billes enrobées d’acide nucléique (Bruniaux 2014,
Yarmush, Golberg et al. 2014).

A. Nanoparticules lipidiques

Les nanoparticules lipidigues sont un systéme 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 cationigues 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 coeur 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-a-dire théoriguement non toxiques et non immunogenes. 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 a faible biodisponibilité et a



caractéristique hydrophile ou pour diminuer leur toxicité, comme la doxorubicine (Doxil® ;
liposome PEGyIé) (Tran, DeGiovanni et al. 2017).

Les lipides cationiques interagissent a l'aide d’interactions électrostatiques avec le
siRNA polyanionique, entrainant la formation de "lipoplexes". Un lipide est composé de trois
parties : la téte polaire, les queues hydrophobes et un bras espaceur entre les fonctions
chimiques précédentes. La charge positive, portée par la téte 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 I'échappement de

I'endosome en se liant a la membrane cellulaire chargée négativement.
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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-PEG 2000

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 a partir des lipides
monocationiques, leur téte 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 I'agent de transfection commercial
Lipofectamine® (DOSPA/DOPE 3/1). Dans les deux catégories, I'efficacité de transfection de
ces lipides est élevée par leur charge positive permettant l'internalisation cellulaire et

I'échappement de 'endosome (Xia, Tian et al. 2016).



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 réle non
négligeable dans la transfection des siRNA (Figure 4b) (Ramezani, Khoshhamdam et al.
2009). lIs 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
caractére fusogéne. Ce lipide a une température de transition basse (Tm ~ -11,5°C). Cela
correspond a la température a laquelle le liposome passe d'une phase stable lamellaire
(organisation observée dans la circulation sanguine) a une phase hexagonale inverse ou il
fusionne avec une membrane chargée négativement (notamment celle de I'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 troisiéme élément pouvant composer les lipoplexes, sont les lipides PEGylés
(Figure 4c). Le poly-éthyléne glycol (PEG) est un polymére 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 étre reconnus par les opsonines et donc de retarder leur
capture par le systéme mononucléaire phagocytaire (MPS) responsable de I'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 téte polaire
chargée lors de la condensation du siRNA et lors de l'internalisation cellulaire et neutre a pH

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

- Lipides auxiliaires : comme pour les lipoplexes, ils contribuent a la stabilité et a I'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 '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 I'inhibition de I'expression des geénes et



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 a s’échapper de I'endosome). Dans une étude de
Semple et al., en 2010, les auteurs ont décrit deux paramétres d’optimisation : le pKa et la
température de transition. Le premier doit étre inférieur & 7 pour circuler dans le sang avec
une charge neutre et avoir une charge positive lors de linternalisation pour s’échapper de

’endosome.

_— o)

Figure 5 : Formule chimique du DLin-DMA. Adapté d’apres Semple et al. (Semple, Akinc et al.
2010)

Le deuxieme parametre correspond a la capacité des lipides protonés d’induire une
phase hexagonale H lorsqu’ils sont en présence de lipides anioniques, notamment présents
dans la membrane de I'endosome (Figure 6). La phase H; est une phase inverse qui permet
de déstructurer '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 a 7°C (Semple, Akinc
et al. 2010).

Liposomal
membrane Endosomal

membrane

Lamellar phase Hexagonal phase

Figure 6 : Les deux phases possibles d'un lipide. En présence de lipides anioniques, les lipides
cationiques peuvent passer d’une phase lamellaire & 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) Deéeveloppement et approbation de I'Onpattro®

Amylose héréditaire a transthyréine

L. Formation de fibres
Transthyretine |:> Agrégation |:> amyloides et dépot
Sauvage ¢k niides delaTTR dans différents organes

Onpattro
siRNA encapsulé dans SNALP

Neuropathie et
cardiomyopathie
progressive

Figure 7 : Voie thérapeutique du médicament Onpattro®

L'amylose héréditaire a transthyrétine (aTTR) est une maladie évolutive rare causée par
le dépdt anormal de la transthyrétine amyloide dans divers organes, y compris les nerfs
périphériques. Les phénotypes cliniques sont hétérogénes: les patients souffrent
principalement d'une neuropathie et d'une cardiomyopathie évolutive dont la survie médiane
est inférieure a 15 ans apres le diagnostic. La transthyrétine (TTR) est une protéine circulante
synthétisée par le foie, dont le rdle est de transporter le rétinol (vitamine A) et dans une moindre
mesure I'hormone thyroidienne (thyroxine). Dans 'aTTR, le géne codant pour la TTR peut étre
muté, ce qui entraine un mauvais repliement et une agrégation des protéines, qui vont former
des fibrilles amyloides et se déposeront dans les tissus (Figure 7). Aucun traitement curatif

n'existait avant I'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 a la fois la forme mutée et sauvage de TTR dans sa région 3'- non traduite de '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 I'endosome et son acidification,
induisant la ré-ionisation du lipide ionisable et la libération du siRNA dans le cytoplasme
(Setten, Rossi et al. 2019).



Chez le primate non humain, qui a la méme séquence TTR, l'injection de cette formulation
a induit une inhibition significative de TTR apres une dose unique de 0,1-0,3 mg/kg. Butler et
al. a observé une diminution durable et profonde de la TTR empéchant le dépbt des fibrilles.
Par ailleurs, dans une lignée de souris transgéniques exprimant la variante TTR humaine
pathogéne mais pas la protéine murine, I'inhibition de I'expression de TTR était plus efficace
que le tafamidis, le traitement utilisé jusqu’alors pour stabiliser la conformation tétramérique
de TTR et empécher son mauvais repliement (Coelho, Adams et al. 2013, Butler, Chan et al.
2016).

La formulation a passé avec succes l'essai clinigue de phase | et Il ou des injections IV
une fois toutes les 3 semaines a 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 a la
voie d’injection. Les constantes biologiques n’ont montré aucune variation significative des
paramétres 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 a un niveau normal en 24 heures. Ces résultats fournissent des preuves de
I'innocuité et de l'efficacité de Patisiran qui ont été confirmées en phase lll. 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
I'aTTR et la qualité de vie des patients. La premiére 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).



B. Nanopatrticules polymériques

Pour la vectorisation du siRNA, peu de polyméres ont été utilisés et encore moins ont
atteint les stades cliniques. Contrairement aux lipides cationiques, les polyméres n’ont pas de
partie hydrophobe et sont totalement solubles dans I'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) Polymére naturel : cyclodextrine

Les cyclodextrines sont des oligosaccharides cycliques naturels dont ils existent
différentes familles. Les B-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).
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Figure 8: Formules chimiques du monomére de B-cyclodextrine (a), du cyclodextrine
polycationique (CDP) modifié et polymérisé (b) et du cyclodextrine polycationique grace a un

groupement chimigue imidazole et polymérisé (CDPim)

Dans un premier temps, I'équipe du Pr. Davis a modifi€ un monomére de (-
cyclodextrine en y ajoutant des groupements basiques pour former un dicysteamine- B-
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 'échappement de 'endosome par un effet « éponge a protons » (Davis, Pun et al.



2004, Mishra, Heidel et al. 2006). Afin de stabiliser le polyplexe, la surface a été modifiée en
y ajoutant des chaines de PEG conjugués a 'adamantane. Ce dernier est un hydrocarbure qui
va se fixer a 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 spécifiguement les cellules cancéreuses, qui surexpriment son

récepteur (Bellocq, Pun et al. 2003).

b) Développement de CALAA-01

Le premier succes thérapeutique d’un siRNA chez ’lhomme 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 a inhiber
I'expression de cette enzyme, impliquée dans la réplication de 'ADN durant la phase G1/S
(Heidel, Liu et al. 2007).
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Figure 9 : Représentation schématique de la nanoformulation CALAA-01. Adapté d’apres

CALAA-01
siRNA encapsulé dans polyplexe

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

adamantane ; Tf-PEG-Ad Transferrine — polyéthyléneglycol - 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 modeéle
rongeur de neuroblastome a entrainé une forte réduction de la croissance tumorale, corrélée
a une inhibition de I'expression de RRM2. Les études précliniques de toxicité ont montré une
Iégere augmentation des enzymes hépatiques (transaminases), de l'urée sanguine et de la
créatinine. L’'augmentation de ces paramétres biologiques démontre une toxicité hépatique et

rénale a la plus forte dose chez le primate non humain (27 mg/kg). Une Iégere stimulation



immunitaire a également été détectée a cette dose (augmentation du taux d'IL-6 chez tous les
animaux). Cependant, aucun signe cliniqgue de toxicité n'a été observé. Malgré I'absence
d’études de toxicité avec un siRNA contréle, ces NPs de troisieme 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 premiére
a montrer que les injections multiples de siRNA pouvaient étre effectuées en toute sécurité
chez une espéce non-rongeur et ensuite chez 'homme (Heidel, Yu et al. 2007). En effet, en
mai 2008, cette nanoparticule ciblée dénommée CALAA-01, est entrée en essai clinique
(NCT00689065). Différents paramétres ont été étudiés pour déterminer la tolérance, le profil
d'innocuité, la réponse pharmacocinétique et immunitaire. Il s'agit de la premiére étude qui
détermine la dose efficace préliminaire pour les phases ultérieures et a mis en évidence une
dégradation de ’ARNm du géne ciblé par un siRNA chez I'homme. Dans I'ensemble, le
traitement a été bien toléré. Les quelques effets indésirables observés sont de grade 1-2,
comme faiblesse, fiévre, frissons et les probléemes gastro-intestinaux, ainsi qu'une
augmentation transitoire des taux d'IL-6 et de TNF-a. L'étude pharmacocinétique a permis de
montrer une accumulation préférentielle de CALAA-01 dans les tumeurs humaines de
mélanome métastatique grace a 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 tres probablement
due a l'instabilité de la transferrine, dont la structure a été altérée avec le temps (Zuckerman,
Gritli et al. 2014, Zuckerman and Davis 2015).

Méme si cet essai clinique a été finalement un échec a cause d’'un probléme dans la
stabilité du polyplexe, il est le tout premier qui a montré la faisabilité d’une thérapie ciblée

par ARNi chez ’lhomme et a ouvert la voie aux futurs traitements par siRNA.



II. Modifications chimiques des siRNA

A. Conjugaison a un dérive ose

De nos jours, un tiers des molécules siRNA qui sont en développement clinique sont
des oligonucléotides modifiés par conjugaison a 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 10°-10° par cellule). Certaines sous-unités ont également été retrouvées dans la
thyroide, le gros intestin, I'épithélium rénal, les testicules et les monocytes sanguins (Janas,
Harbison et al. 2018).

siRNA-tri N-acétyl-galactosamine

Figure 10 : Formule chimique de bioconjugué siRNA- tri N-acétyl-galactosamine développé
par Alnylam Pharmaceuticals. Adapté d’aprés Nair et al. (Nair, Willoughby et al. 2014)

De petits ARN interférents ont été conjugués de maniére covalente a 3 sucres GalNAc
et délivrés avec succeés 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 parametres pharmacocinétiques.

Des études de toxicologie générale ont été menées chez deux espéces : un rongeur
(rat Sprague-Dawley) et un primate non humain (macaque cynomolgus). Les rats sont connus
pour étre particulierement sensibles a toutes toxicités hépatiques. A fortes doses, le récepteur
de l'asialoglycoprotéine est saturé et le rein élimine 'excés de siRNA-GalNAc circulant.
Aucune dose maximale tolérée n’a donc été atteinte. Histologiquement, des vacuolisations

hépatocellulaires ont été observées apres une injection par semaine pendant 3 semaines chez



le rat a des doses = 30 mg/kg (30 a 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 I'accumulation du bioconjugué dans le foie, rein et les ganglions lymphatiques
chez les deux espéces (dans des proportions différentes en fonction de leur sensibilité), mais
ils n'ont pas été considérés comme des effets indésirables méme a la plus forte dose répétée

testée (Janas, Harbison et al. 2018).

a) Essais cliniques du Revusiran

En plus de I'Onpattro®, Alnylam Pharmaceuticals a développé un siRNA similaire a celui
de Patisiran, mais au lieu d'étre complexé dans une SNALP, le siRNA ciblant TTR est conjugué
a 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 I'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 entrainent 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 | (NCT01814839) n'a pas montré d'effets indésirables graves, sauf ceux
causés par l'injection (principalement des réactions légeres a modérées au point d'injection et
seulement une réaction grave avec érythéme d’une taille supérieure a 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 'organisme et une bonne inhibition du transcrit cible
TTR a été observée aprés une dose unique de 1 a 5 mg/kg. Il s’agit du premier exemple de
siRNA bioconjugué induisant une efficacité chez ’lhomme (Zimmermann, Karsten et al.
2017).

Le revusiran est passé en phase Il et Il : la phase Il a notamment confirmé les résultats
précédents mais la phase Ill (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 enquétes post-essais

n‘ont pas permis d’établir de lien entre la mortalité plus élevée et I'injection du Revusiran, mais



n'ont pas exclu totalement que cette molécule ait une toxicité! (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 a une chimie de stabilisation améliorée a
permis d’obtenir d’'un siRNA bioconjugué plus stable et plus sdr. Cette amélioration correspond
a I'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 cing

candidats-médicaments recensés sur clinicaltrial.gov :

Vutrisiran pour le traitement de 'amylose transthyrétine héréditaire en phase ll|

- Lumasiran pour le traitement de I'hyperoxalurie primitive type 1 en phase |l

- Fitusiran pour le traitement de 'hémophilie en phase Il

- Inclisiran pour le traitement de I'hypercholestérolémie en phase Il/111

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

phase I

Fin 2019, le premier siRNA bioconjugué a 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 aigué (Scott 2020).

B. Conjugaison a des dérivés lipidiques : le squaléne

Le squalene (SQ) est un triterpéne polyinsaturé CsoHso. Il tient son nom du fait qu’il a
été retrouvé par le Dr. Tsujimoto en 1903 en forte quantité dans I'huile de foie de requins
(squale en anglais) (Kim and Karadeniz 2012). Ce lipide est également présent dans I'huile
d'olive et les glandes sébacées, ou 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 squaléne synthétase et qui est cyclisé ensuite en lanostérol

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

! https:/www.genengnews.com/news/after-18-deaths-in-phase-iii-alnylam-halts-revusiran-
development/, visualisé le 28/11/19
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lipide a été étudié seul pour ces effets biologiques anti-oxydants, antinéoplasiques et
cytoprotecteurs (Kim and Karadeniz 2012).

Squaléne
Figure 11 : Synthése chimique du cholestérol
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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 immunogéne et de diminuer la dose
vaccinale injectée (Mesa and Fernandez 2004). |l est également présent dans I'adjuvant MF59
d’'un autre vaccin antigrippal développé par Novartis. Il a été observé que I'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 I'enzyme squaléne époxydase. Cette conformation unique en milieu
aqueux a suscité I'intérét de I'équipe du Pr Patrick Couvreur, qui a eu I'idée en 2006 de le lier
a une molécule chimiothérapeutique d’origine nucléosidique, la gemcitabine, afin de la
protéger de la dégradation et d’améliorer ses paramétres 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 squaléne avec une molécule
thérapeutique. Les bioconjugués résultants s’auto-assemblent spontanément dans I'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
modeles pathologiques, ou elle a prouvé a nouveau son efficacité (Valetti, Maione et al. 2014,
Gaudin, Song et al. 2016).



En 2010, cette technologie innovante a donc été transposée avec succes au SiRNA
dans I'’équipe du Dr Liliane Massade pour le traitement des cancers a OF. Un siRNA ciblant
I'OF RET/PTC1 retrouvé dans 50% des carcinomes papillaires de la thyroide a été conjugué
via une addition de Michaél 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 pres de 70% de la croissance tumorale corrélée a une
inhibition des produits de I'OF (ARN et protéine) (Raouane, Desmaele et al. 2011, Raouane,

Desmaele et al. 2012).
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Figure 12 : Conjugaison du siRNA RET/PTC1 au SQ via une addition de Michaél. Adapté de

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

Par la suite, ce résultat a été confirmé avec un autre siRNA ciblant 'TOF RET/PTC3
qu’on retrouve également dans le carcinome papillaire de la thyroide 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 méme méthode de
couplage a permis d’inhiber de fagon significative la croissance tumorale par induction de
'apoptose et inhibition de la prolifération. Cet effet antinéoplasique est corrélé a une inhibition
de I'expression des OF RET/PTC3 et TMPRSS2-ERG confirmant I'internalisation du siRNA au

sein des tumeurs.

La bioconjugaison du siRNA au SQ via une addition de Michaél a montré son efficacité
avec trois siRNA différents dans trois modéles animaux pathologiques. Néanmoins, le
protocole de synthese était long et laborieux avec un rendement faible aprés purification par
HPLC. Dans le but de simplifier le protocole et d’augmenter le rendement de la synthése, une

nouvelle méthode de bioconjugaison a été développée au laboratoire. La réaction de chimie



clic est une cycloaddition de Huisgen, ou un alcyne acyclique et un azide réagissent
pour former uneliaison triazole. Jewett et al. ont pu s’affranchir de I'utilisation de cuivre,
en remplacant 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 Ns. Le couplage s’effectue en une étape pour former

le bioconjugué brin sens du siRNA-SQ lié par une fonction triazole (Figure 13).
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Figure 13: La cycloaddition de Huisgen, aussi appelé la chimie click sans cuivre, pour

conjuguer le brin sens du siRNA au SQ.

Apres 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 I'expression de I'ARNm et des protéines de I'OF dans les cellules VCaP
exprimant TMPRSS2-ERG. De plus, I'injection intraveineuse de ces NPs a permis d'inhiber la
croissance tumorale d'environ 50 a 60 %. La bioconjugaison par chimie clic sans cuivre du

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

Derniérement, un siRNA ciblant '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

modeéle de CMT1A : rétablissement des fonctions motrices et musculaires corrélé a une



normalisation de I'expression de la protéine PMP22, confirmant I'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

Vectorisation

Modification chimique

Interaction avec le siRNA

FAIBLE
(liaisons électrostatiques)

FORTE
(liaison covalente)

Avantages

- Premier moyen de
protéger et véhiculer les
siRNA

- Le plus étudié
actuellement
- Une formulation a été
approuvé par les autorités
de santé
- Possibilité de cibler
spécifiquement des cellules

- 1% approbation par les
autorités de santé en 2020
Rapport équimolaire entre

le siRNA et son vecteur
Caractérisation plus facile
du bioconjugué siRNA-
vecteur
- Possibilité de cibler
spécifiquement des cellules
Pas de complexationde la
formulation

Inconvénients

Effets toxiques des charges
cationiques
Altération de l'expression
de certains genes par le
vecteur (en dehors des
effets du siRNA)

- Toxicité du PEG
- Risque de libération
immédiate du siRNA car
interaction faible

Généralement, efficacité
moindre in vitro
- siRNA plus exposé aux
nucléases sériques
Risque perte efficacité du
siRNA si trop modifié




1. Article de synthése décrivant les différentes
approches d’encapsulation des siRNA et leurs
développements précliniques et clinigues

L’article de synthése ci-apres présente les différents obstacles se dressant pour une
utilisation thérapeutique des siRNA. En effet, les barriéres extracellulaires et intracellulaires
de I'organisme couplées aux caractéristiques physico-chimiques du siRNA ne permettent pas
une administration efficace et sOre de cette molécule. Le développement des
nanotechnologies a permis d'y remédier en vectorisant le siRNA dans une nanoparticule
cationique ou en le couplant a 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 a un stade

avanceé de leur développement et devraient étre mise sur le marché prochainement.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Feywords: In 1998, the RNA Interference discovery by Fle and Mello revolutionized the sclentific and thempeutle world.
siRNA They showed that small double-stranded RMAs, the sIRMNAs, were capable of selectively sllencing the expression
Delivery of a targeted gene by degrading Its mRANA. Very quickly, (tappeared that the use of this natum] mechanism was
Nanatechnology an exeellent way to develop new therapeutics, due to lts specificity at low doses. However, one major hurdle les
m'm In the dellvery Into the targeted cells, glven that the different extracellular and Intracellular barrlers of the
Clinical studies organism coupled with the physloo-chemlcal characterlstics of sIRNA do not allow an efficlent and safe ad-

minlstration. The development of nanotechnologles has made It possible to counteract these hundles by vec-
torlzing the sIRNA ina vector composed of catlonde liplds or polymers, or to chemlcally modify It by conjugation
to & molecule. Thi has enabled the fist elinlcal developments of sIRNAs to begln very quickly after thelr
discovery, for the treatment of varlows scquired or hereditary pathologles. In 2018, the first s{RNA-c onta lndng
drug was approved by the FDA and the EMA for the treastment of an inherlted metabolic d bease, the hered itary
transthyretin amyloldosis In this review, we disouss the different barrlers to the sIRNA after systembk admin-
ltration and how vectorization or chemlcal mod ific ations Jead to avold It We describe some Interesting clinlcal
developments and finally, we present the future perspectives.

1. Introduction

Since the RNA interference (RMNAQ) discovery, a new specific ther-
apeutic approach for severe diseases has emerged and brings new hope
for patients [1,2]. In 2001, Elbashir and Tushl have already mentioned
the possible use of small interfering RNA (siRMA) as “a new alternative
to antisense or ribozyme therapeutics” [3]. The design and synthesiz
facilities lead to several research and development of siRMNA drug [4].

Indeed, nine years after Elbashir and Tushl discovery, the first RNAi
evidence in human was done by Davis et al. [5]. The authors reported
that the systemic administration of targeted i of siRNA
against M2 subunit of ribonuclectide reductase (RRM2) silence effi-
ciently the targeted gene [5). In 2018, the first-ever siRNA has been
approved by the FDA (Food and Drug Administration) for the treatment
of a severe neuropathy, the hereditary transthyretin-mediated amyloi-
dosis [6,7]. Very recently, a second siRMA has been marketed to cure an
inherited rare hepatic disease after significant results in phase 1T clin-
ieal trial [8].

Despite the fact that siRNA are specific and effident at low doses,
their highly hydrophilicity and their short plasmatic half-life constitute
the main hurdles for their systemic administration. Therapeutic appli-
cations of siRNA require development of nanosized delivery carriers,
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named as nanovector or nanoparticle (NPs), to protect oligonucleotides
and improve pharmacokinetic parameters. In this review, we describe
the siRNA hurdles that must be overcome to exert its effects. Then,
different vectorization approaches and their limits to counteract the
siRNA barriers will be presented. Finally, we depict some interesting
clinical studies and the future challenges of the RNAi therapy.

2. Hurdles for systemic siRNA-based therapeutics
2.1. Obstacles due to intrinsic sSiRNA properties

The siRNA is a double-stranded RNA composed of 19-21 base pairs
with 3-cohesive ends [3,9]. Antisense strand, also called guide strand,
is fully complementary to a mRNA sequence of a targeted gene and
induces its specific degradation. The synthetic siRNA bypasses through
Dicer cleavage and is taken directly by the RNA-Induced Silencing
Complex (RISC). The RISC nuclease, AgoZ2, unwinds siRNA strands and
degrades the sense strand. The guide strand ammeals with its com-
plementary mRNA leading to its degradation and the silencing of the
targeted gene [1,10]. The activated RISC complex (with antisense
strand included) can move on, to degrade additional targeted mRNA,
allowing a transient gene silending for 3-7 days in rapidly dividing cells
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and, for several weeks, in slowly dividing cells [11,12].

The siRNA administration aims to deliver it from the injection point
to the cytosol of targeted cells in enough quantities, to be able to inhibit
the targeted gene expression. Unfortunately, some intrinsic character-
istics do not help to reach this aim. Indeed once in the blood, naked
siRNA are degraded by nucleases into shortened oligonudeotides then,
eliminated by glomerular filtration, leading to a very short blood half-
life (less than 15mins) [13-15]). Mareover, the siRNA is of high mole-
cular weight (13kDa), hydrophilic and polyanionic thus preventing a
good cellular uptake, It can also stimulate the immune system by se-
quence-dependent manner TLR-activation [1]. Several immune-stimu-
latory sequence patterns have been described, in general a U-rich se-
quence correlates with TLR-7 and 8 activation, which transmembrane
receptors present in endosome of dendritic and monocytic cells [1].

To overcome these disadvantages, siRNA can be protected by a
vectar that should be non-toxic, biocompatible, biodegradable and non-
immunostimulatory. However, each nanovector has its own toxicity,
tissue biodistribution and internalization according to its physico-che-
mical characteristics [13].

We will focus on two siRNA vectorization strategies: the physical
one (encapsulation in lipidic and polymeric nanovector) and the che-
mical one (modification on the siRMA).

2.2 Obstocks due to edministration mode

The aim of siRNA encapsulation or modification is to deliver this
biologic molecule in the targeted tissue and cells. However, several
extracellular and intracellular barriers obetruct this route depending on
the administration mode.

Indeed, local injection corresponds to the direct administration of
the drug inside the tissue. It limits systemic toxicity of siRNA and na-
novector but only few tissues are candidates to localized therapy, in-
cluding eye, skin, lung (by direct instillation) and local tumors. For
deep tissues, systemic administration in the bloodstream via in-
travenous and subcutaneous injections is mandatory. Intravenous in-
jections allow distribution through the whole bloodstream and avoid
rapid hepatic clearance by the first-pass effect. The major disadvantage
is the occurrence of frequent hypersensitivity reactions, that can be
prevented by prophylactic antihistaminic treatment. Subcutaneous in-
jections into adipose tissue are faster and easier to administrate, even
by patients themselves. Malecules administered subcutaneously have a
slower release into blood and can access circulation via capillaries or
lymphatic drainage from interstitial space [10,16].

After systemic administration, active molecules disappear from the
bloodstream by several ways. The most common one is through kidney
clearance. Glomerular filtration allows water and small molecules
(size < 8 nm) to pass into urine. This process of excretion concerns only
naked siRNA because of its small size (less than 10 nm). On the other
hand, siRNA vectorized into nanocarrier avoids renal dearance because
of changes in its intrinsic properties, This would allow its retention in
the blood dreoulation. The siRMA-nanovector can be uptaken by tissues
of the mononuclear phagocyte system (MPS) after recognition by the
monocytes and macrophages. These cells can phagocyte and degrade
foreign molecules after their opsonization [17].

siRNA-loaded nanocarriers have to cross the bloodstream to reach
the target tissue and achieve their inhibitory effect. This step is called
extravasation. Knowledge and exploitation of the vascular character-
istics of the target tissue are fundamental in the design and dewvelop-
ment of the vector that will carry the siRNA. Not all organs have the
same accessibility, particularly depending on the endothelium sur-
rounding them. For example, it is easier to reach the liver ar some solid
tumors, because there are surrounded by disjointed endothelial cells
[18]. This endothelial specificity leads to passive accumulation of
NPs > 100 nm in size, For tumor, this called *Enhanced
Permeability and Retention (EPR) effect” is due to uncontrolled an-
giogenesis and strong inflammatory reaction [19]. For other tissues/
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organs, passive exit from the bloodstream is very limited due to con-
timuous capillaries with constant endothelial cells and basal lamina.
Only water and small molecules can easily diffuse [17]. In the nervous
systern, both blood-brain barrier (BBB) and the blood-nerve barrier
(BNE) constitute an obstacle for drug delivery. In the brain, it is due to
the continuous endothelium with tight junctions. However, transporters
in the ceretwal endothelial cells for hormones, amino adds and others,
could facilitate the internalization of drugs [20]. In the peripheral
nervous system, the perineurium and its projections into the en-
doneurium are responsible of the blood nerve barrier [21]).

Omnce siRNA nanocarriers reach the targeted organs, a second lim-
within the tissues and endosomal escape to provide a silencing effect.
Nanoparticles can enter the cells by different endocytosis mechanisms
depending on their chemical structure, surface modification, surface
charge and size. Macropinocytosis is a non-specfic internalization
mechanism, characterized by wvesicles size from 100 nm to 5pm. The
mechanism iz similar to phagocytosis, except that it can occur in all
cells [22]. Clathrin- and caveclae-mediated endocytosis are both re-
ceptor-mediated endocytosis and are defined by internalization vesicles
size of respectively, 120 and 80nm [23]. The clathrin-endocytic
pathway is used by several biological molecules, as lipoproteins and
transferrin. Once the ligand attaches to its receptor, it tiggers uptake
inside the cells and endosome formation. The maturation of this in-
ternalization vesicle is correlated with a decrease of pH, the activation
of enzymes involved in siRNA degradation and finally fusion with ly-
sosome [24,25). The ability of NPs to deliver their cargo in the cyto-
plasm is strongly determined by the mechanism through which they are
taken up and how the siRNA goes from the endosome to the eytosol
(named as endosomal escape) [26].

Finally, to elicit a biological response (Fig. 1), siRNA chemically
modified or encapsulated in a cationic vector, have to circulate into the
bloodstream and leave it, be internalized by the targeted cells, and
escape from endosome before fusion with lysosome to bind to RISC
complex.

3. siRNA vectorization for systemic delivery
3.1. Physical vectorization

Polyanionic siRNA is complexed with a nanomaterial as cationic
lipid or cationic polymer wa electrostatic interactions, Different gen-
erations of nanocarrier have been developed. The first generation is
composed of simple nanovector that rapidly reach the MPS tissues
mainly in the liver and spleen. The fast distribution into theses tissues
can be beneficial for the targeting of MPS organs. Otherwise, it can
cause toxicity and treatment inefficiency [27]. To address this issue,
these nanocarriers can be coated with highly flexible, hydrophilic and
neutral polyethylene glyool (PEG) chains. This second generation
vectaor, is also called *stealth nanovector”, because this coating permits
to avoid opsonization by MPS cells, reducing non-specific interaction
and therefore, improve their circulation time. The challenge here is to
contral the concentration of PEG surrounding the nanoparticle. & high
concentration of polymer chains can reduce cellular uptake and siRMA
delivery. Additionally, it causes a size increase of the siRNA nano-
carrier, preventing uptake in some organs surrounded by contimuous
endothelium but allowing accumulation in sites where the endothelial
barrier is fenestrated as liver, spleen and tumors with high EPR [15].
The distribution prafile of siRNA nanocarriers could be improved by
chemically modifying PEG chains through the addition of targeting Li-
gands for specific interactions with receptor expressed at the targeted
cells surface (third nanocarrier generation) [27,28].

3.1.1. Lipid nanoparticles (LNFP)
Lipid NPs are one of the leading non-viral siRNA delivery nano-
systemns. There are composed of different lipid types, able to cross the
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lipid bilayer of the cell membrane. We describe here the two main
groups: the lipoplex or cationic liposome and the stable nucleic acid

lipid particle (SNALP).

3.1.1.1. Liposome. Liposome are wunilamellar or multilamellar vehicles
composed of lipid bilayer, entrapping hydrophilic and lipophilic drugs
[29,30). Some liposomal formulations of different active molecules
have been FDA-approved and show to be effective in maintaining high
plasma concentrations of low bioavailable drugs with hydrophilic
feature or to reduce toxicity, like the antineoplastic doxorubicin
molecule (Doxil®, PEGylated liposome) [31].

Cationic lipids interact vie electrostatic interactions between their
positive charges carried by the polar head and polyanionic siRMA,
leading to *lipoplex” formation. Positive surface charges are advanta-
geous for siRNA encapsulation, cell uptake and endosomal escape by
binding to negatively charged cell membrane, Two basic categories of
cationic lipids exist: the monovalent as 1,2-dicleoyloxy-3-trimethy-
lammoniumpropane (DOTAP) and multivalent as 2.3-dioleyloxy-N-
[2(sperminecarboxamido) ethyl)-N,N-dimethyl-1-propanaminium tri-
fluoroacetate (DOSPA), a lipid present in the commercial lipoplex
Lipofectamine (ratio DOSPA/DOPE 3/1). Lipid structure also has sig-
nificant influence on lipoplex effidency and toxicity which could be
prevented by lipid library construction approaches, developed to seledt
efficient cationic lipid characterized by enhanced gene silencing and
reduced toxicity [32]. Other lipid types are also incorporated into li-
poplexes, The *helper lipids” such as 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phos-
phoethanclamine (DOPE) or cholesterol, facilitate siRNA complexation,
increase liposome stability and decrease their toxicity, The fusogenic
characteristic of DOPE explains its common use in lipoplex formulation
as its *fusogenicity” contributes to cytoplasmic delivery of nucleic acids
by breakdown of endasomal membrane [32-34].

PEGylated lipid can also be incorporated. The benefit of this in-
corporation has been demonstrated several times. Recently, Lee and
Ahn [35] observed a significant difference in tumor accumulation of a
PEGylated and non-PEGylated formulation. This cationic liposome is
composed of 34-[ NN, N, Ndiméthylaminoéthane)-carbamoyl]cho-
lesteral (DC-chol) as cationic lipid and DOPE as helper. It encapsulates
a siRNA against kinesin spindle protein (KSP), imvolved in cell cycle
(formation of bipolar mitotic spindle during centrosome separation). Its
inhibition induces mitotic arrest during cell cycle followed by apop-
tosis, The results were interpreted in three points. Firstly, intravenous
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injection of PEGylated KSP siRNA-lipoplexes did not activate the im-
mune system in immunocompetent mice, confirming the nom-im-
munostimulatory effects of this formulation. Secondly, biodistribution
differences were observed between PEGylated and non-PEGylated form:
the PEGylation of the lipoplex increased its circulation time, by redu-
cing renal excretion and scavenging in liver and led to higher tumor
accumulation. Thirdly, systemic administration of PEGylated KSP
siRNA-lipoplexes caused gene silencing, correlated with substantial
tumor growth inhibition [35].

PEGylation improves significantly pharmacokinetic parameters but
does not prevent siRNA nanocarrier accumulation in MPS organs
(mainly liver). Therefore, adding a ligand at the surface
allows to target other tissues such as placenta and glioma [36,37].

Placenta connects the embryo to the uterine wall ensuring its nu-
trition and respiration. It can be the cause of dysfunction like pre-
eclampsia, characterized by hypertension and proteinuria after
20 weeks of gestation. The lack of preclinical models leads Yu et al., to
develop a relevant model based on siRNA anti-H19X vectorized in ar-
ginine-glycine-aspartic acid (RGD)-modified PEGylated liposome [36].
The efficient delivery of this formulation is possible because placenta
possesses similar features to tumors induding rich blood flow, rapid
proliferation and overexpressed avf3 integrin receptor, which could be
targeted by RGD peptide.

Glioma is one of the most aggressive and lethal cancer with a 5
years survival rate less than 10%. To have an antineoplastic effect, the
drug must cross the BBB to reach the brain and the cancerous cells. In
2016, Wei et al, were able to formulate a third generation liposome with
specific ligand of transferrin receptor and encapsulated a siRNA to si-
lence epidermal growth factor receptor (EGFR) expression [37]. The
transferrin receptor (T{R) is expressed on brain endothelial cells and
cerebral glioma cells, so the conjugation of a peptide binding TR leads
to a dual targeting: BBB and glioma, Therefore, a T7 peptide was de-
signed to bind TR with high affinity and has been added to cationic
liposome surface. This active targeting shows high capacity in vitro to
cross the BBB and to be uptaked by glioma cells. In vivo, intravenous
injections of this nanoformulation lead to higher accumulation in the
brain tumor, associated with a longer survival without zide effect [37].

The active targeting permits also to reach a specific cell type in a
tissue, A good example is Vitamin A-coupled liposome at the nano-
vectar surface to target specific cells in the liver, the hepatic stellate
cells, responsible for liver fibrosis. The intravenous injection with a
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siRNA against HSP47 (heat shock protein 47; collagen-specific cha-
perane), completely resolved hepatic fibrosis and prolonged survival in
rat using three models of liver cirrhosis (with dimethylnitrosamine,
CCl4 or bile duct ligation) [35].

3.1.1.2. Swble nucleic acid lipid particke (SNALP). The positive charge
explains the success of lipoplex in delivering siRNA to cells, but it is also
a cause of adverse events, such as non-specific interactions with
negatively charged serum components [39). Nowadays, new
formulation are developed based on nanocarriers with distinct
physico-chemical properties from lipoplex [30]. The stable nucleic
acid lipids particles (SNALP) are composed of a lipid bilayer containing
a lipids mixture of: i} pH sensitive fonizable lpids that are optimized in
order to have a pKa polar head of around 7, allowing a neutral charge at
physiological pH and, a cationic part at low pH allowing better siRNA
condensation during nanocarrier formation and allowing a good siRNA
release of the endosome. In blood dreulation, the SNALP is uncharged,
stable with an increased plasmatic halflife and a reduced toxicity,

compared to lipoplexes [15]; ii) Helper lipids that contribute to the
stability and delivery efficiency of the particle, enabling cellular uptake
and endosomal release of siRNA [40] and, iii) Shielding lipids PEGylated
lipids used to stabilize particle and to provide a neutral hydrophilic
surface. It increases circulation time into the blood and decreases
uptake by MPS cells. Shielding lipid can be served as an anchaor for a
targeting ligand [30].

SNALP formation procedure is divided in three steps. Firstly, lipo-
somes are prepared by injection of 40% ethanol solution containing
lipid, into an acidic buffer (pH = 4). The resulting liposomes have a
puositive charge and a high membrane permeability, allowing siRNA to
bind on the inner cationic membrane. The last step consists of removing
the siRNA by dialysis against neutral buffer [32,40,41).

Different ionizable lipid exists, Alnylam Pharmaceuticals developed
a novel type named “lipidaid®. This *lipid-like material™ is composed of
a polar core surrounded by short hydrophobic carbon tails. The link
between the different chemical groups is easily biodegraded by es-
terases [47].

Another interesting ionizable lipid -named malate deshydrogenase-
contains a nitroimidazole chemical fundion linking the hydrophobic
tails (whose nitro group from is converted to amino group in hypoxic
protonable at low pH [43]. Tumor environment is hypoxic (partial
pressure of oxygen near 0 mmHg) and acidic (pH < 7). Thus, the
combination of this lipid with 1,2-distearoyl-sn-gl
phoethanclamine- N-[ amino{paolyethylene glycol)-2000] (DSPE-
PEG2000) and dmlutud.landstulipmuﬂeﬂmmﬁnﬂnmedmmd
has the unique feature to be *doubling™ positive in hypoxic tumor mi-
croemwironment [43]. Pololike kinase 1 (PLK1) is a serine/threonine
protein kinase, highly expressed in glioma tissues. PLK1-targeted siRNA
has been encapsulated in MLP and injected intravenously in wivo. The
safety of the formulation is demonstrated on heart, liver, lung and
kidney with no-noticeable tissue damages. MLP siRNA PLK1 shows also
an effective inhibition of tumor growth in vitro and in vive and seems to
be a promising siRNA delivery for cancer treatment [43].

Other monogenic pathologies can be cured by siRNA such as
thrombaotic and hemostatic disorders. The coagulation factors are syn-
thetized by the liver. SNALF was prepared by dissolving ionizable
amino lipid, cholesterol, DSPE and PEG 2000 and then assembled with
different siRNA duplexes depending on animal models. Indeed, two
common models for thrombosis and hemostasis study were used: rat
model with siRNA anti-kallikrein and rabbit model with siRNA anti-
factor X [44]. In both species, the lipidic formul ation was well tolerated
after single intravenous injection and exerted selective mRNA expres-
sion inhibition of over 90% until 7 days in the liver [44].

3.1.2. Polymeric nanocarriers
For siRNA vectorization, few polymers have been used and even less
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have reached clinical stages. Contrary to LNP, polymeric nanocarriers
contain only caﬁ.unicpulymmwi&mhydmﬁd}icmuiety u'nl are
fully soluble in water. Two polymer categories can be di

synthetic (polyethyleneimine (PEI) or dendrimers) and natural (q'lz'lu—
dextrin, chitosan) [45,46].

3.1.2.1. Synthetic polymer. PEI is the most successful and widely
studied polymer for oligonucleotide delivery due to its good cell
membrane interaction, high cellular uptake and endosomal escape
rate by the “proton sponge effect” [47]). The efficiency of different
types of PEl depends on their chemical characteristics in terms of
malecular weight and structure. Branched PET in low molecul ar weight
(25 kDa) is usually used in vitro for nucleic acd transfection. When PEI
is bioconjugated to siRNA, delayed cytotoxicity was noticed after their
cell internalization. This could be explained by the fact that after siRNA
release, cationic charges of free PEI can disturb cellular process, leading
to several changes such as reduced cell size, decrease of mitosis number
and of cytoplasm vamuolization [39,41). In vive, PEI cannot be used
because of its non-specific interaction with serum protein leading to
aggregation and toxicity [39].

However, strategies to reduce toxicity and improve pharmacolkd-
netic parameters, while retaining its potent transfection ability, are in
development. They mainly concern surface modification
Administration of mixed micelles composed of methotrexate conjugated
to PEI linked to a fatty acdd, the linolenic add, and siRNA against
survivin (an apoptotic inhibitor) showed elevated tumor uptake and
significant tumor growth inhibition. This co-delivery formulation may
be a model for future anticancer bi-therapy in order to overcome some
drug resistance and increases ic effidency [48)]. Moreover,
another study proved that lipidation of PEI-based palyplex improved
serum stability of siRNA, leading to an efficient delivery into orthotopic
hepatocellular cardnoma xenograft tumors [49].

Apart from PEL dendrimers, which are well-defined globular
structures with low polydispersity index, are also frequently studied for
nucleic add delivery. The most commonly used, polyaminated den-
drimers (PANAMz), can interact with siRNA to form dendriplexes,
leading to efficient transfection in vitre and in vive [50]. Despite their
biocompatibility, they lack biodegradability and interact with blood
components, resulting in toxicity when injected in viw. Adding PEG
parameters and reduce toxicty [50). This concept was successfully
applied to target BACE] (B-site APP cleavage enzyme 1) responsible for
the accumulation of age-related amyloid-beta ap peptide characterizing
Alzheimers disease [51]. It has been shown that inhibition of this en-
zyme reduced the amyloid-beta ap peptide deposition and improved
neurodegenerative and behavioral defidts in transgenic mice [52].
However, intracerebral administration of small or large molecules is
very invasive. Therefore, a recent study was conducted to specifically
deliver, by intravenous injection, a siRNA anti-BACE] to neuronal cells
[51). The PEGylated polymer Poly(2-(N,N-dimethylamino)ethyl me-
thacorylate) (PDMAEMA) is known for its low toxicity. This nanoma-
terial has been coupled with cingulin peptide, a brain targeting ligand,
to cross the BBB and, Tet-1 to target neuronal cells by binding on GT1B
gangliosides. The bi-functionnalized polyplex was injected in-
travenowsly and inhibited BACE1 expression inside the neurons.
Moreover, the four injections of siRNA at 240pg cumulative dose sue-
ceeded in restoring cognitive performance of transgenic mice, similarly
to wild-type. These results are encouraging and demonstrate the ca-
pacity of palymer to cross the BEB and achieve silendng to treat neu-
rodegenerative disorders [51].

Nowadays, a commercially available lipid polymers was also used
for in vive siRNA delivery in the peripheral nervous system to treat the
Charcot-Marie-Tooth (CMT) disease [53]. CMT is the most common
hereditary neurogenic disorders with a prevalence of 1:2500 world-
wide. This pathology is no curable, only supportive care are available
for the patients [54,55]. The cause is mutations in Schwann cells genes
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leading to demyelination of peripheral nerves [56] [57]. Several genes
are found to be involved in the CMT development. The most common
subtype is CMT1A, caused by duplication of peripheral myelin protein
22 (PMP22) gene, respansible for formation and maintenance of com-
pact myelin [54,55). Moreover, a mutation within this gene (Leul&Pro)
is reliable to CMT1E development, therefore, a specific siRNA against
one mutant allele of PMP22 gene, encapsulated in a commercial lipid
palymers showed notable results. This formulation restored peripheral
nerves myelination by the Schwann cells and improved the motor ac-
tivity in the treated mice compared to the control [53). These studies
are promising and highlight the potentiality of RNAi molecules to treat
nan-hepatic or tumoral pathologies.

3.1.2.2. Natural polymer. Matural cationic polymers as chitosan and
palysaccharide chitosan is derived from chitin, wsually found in
crustacean exoskeleton, Its biocompatibility and biodegradability
explain the study of this polycationic polymer for siRMA delivery.
Compared to PEL in vitro transfection efficiency is lower but it can to be
modified in arder to optimize in vivo siRNA delivery. The most widely
used approach iz the PEGylation. The advantage of PEGylated chitosan
iz its high solubility, increased stability in the biological environment
and reduced non-specific interaction [58]. Recently, su.r\mi'mtnrgdnd
siRMNA loaded in PEGylated chitosan, showed higher
activity in vitro and in vivo in a breast cancer model compared to naked
siRMNA [59].

Cyclodexirins are neutral cyclic oligosaccharides. Accordingly, the
team of Pr. Davis did chemical modifications to make them cationic
[60-62]. Then, the nanoparticle surface has been modified by PEGy-
lation and conjugated to transferrin to target spedfically tumor cells
[63,64]). A siRNA targeting the fusion oncogene, EWS-FLI1, present in
85% of Ewing's sarcomas, has been encapsulated in this functionalized
palyplex. The formulation showed a #.rmgmh—tunur activity in vivo,
without any observations of toxicity or immune system stimulation
[65].

3.1.3. Gommon limits of lipidic- and polymeric- SRNA nanocarriers

All of these formulations are the most commonly used to en-
capsulate siRNA in the past decades, However, they shared some dis-
advantages (Table 1) that can explain their non-approval by the health
autharities until recently (Onpattro®, first siRNA drug encapsulated in a
SNALP and approved in August 2018) [5].

Firstly, electrostatic interactions between the polyanionic siRNA
and cationic carrier are considered weak and the risk of siRNA “burst
release” just after systemic administration exists which can induce non-
specific side effects and no siRNA efficiency [28].

Secondly, PEGylation is a strategy to escape MPS system and to
extend plasmatic halflife of siRNA nanocarrier. Additionally to the size
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increase induced by PEG chains, khida et al, observed an “accelerated
blood clearance™ after repeated injections of PEGylated liposome [66].
Indeed, due to ant-PEG antibody synthesis after two injections, PE-
Gylated liposomes were rapidly cleared from the blood circulation [67].
This resulted in the loss of long-circulating characteristic of the 2nd
generation vector and faster excretion. Some hypersensitivity reactions
related to complement activation have also been observed after re-
peated injection of a PEG-liposomal doxarubicin [66-69).

Thirdly, high numbers of cationic nanomaterials (lipidic or poly-
meric) have to be used to entirely encapsulate the siRNA and this iz
considered to be the main cause of texicity. For example, PEI exhibits a
dose-dependent toxicity, which may explain why it has not been used
yet in clinical trials. Its toxicity depends on its physico-chemical char-
acteristics. Indeed, high-molecular weight PEI is more toxic and even
more if branched because of a high cell internalization [41]. Cationic
lipids are divided in three parts: polar head-group, a linker and hy-
drophobic tails (Fig. 2). All can affect the cytotoxicity in a dose-de-
pendent manner but toxic effects are mainly determined by the head-
group chemical structure. Positive charges are respornsible for non-
specific interaction with anionic serum proteins, leading to unfavorable
aggregation, clearance through the MPS system - mainly the liver - and
of lower efficiency compared to in vitre results. Cationic nature of
SNALP depends on the biological environment. However, the toxicity
related to cationic charges (at acidic pH) is not negligible and remains a
significant hurdle [39,45].

Most of the cationic NPs contain several excipients as polymer or
lipid, PEG chains, ligand. Each additional component is another toxic
risk and adds a difficulty to characterize precisely the nanovector
[16,41]. Obviously, systemic and non-spedfic toxicity is reduced when
nanoparticle surface is modified by the conjugation of a ligand tar-
geting a specific receptor. Nevertheless, it is important to keep in mind
that this ligand targets a receptor overexpressed in specific cells and
therefore can also be uptaken by non-targeted cells expressing the same
receptor but at another level [27].

Nanocarrier toxicity is not limited to the cytoplasm or biological
fluids. It can also oceur in the nucleus, where the modulation of gene
expression alteration by chemical compounds is called as tox-
icogenomic. Akhtar and his colleagues demonstrated that polymeric
and lipidic nanocarriers are able to alter cell gene expression, with
consequences on cell phenotype and siRNA efficiency [70].

3.2 Chemical modification: siRNA conjugares

Even if the first therapeutic approved siRNA are encapsulated in a
SNALF, their development is declining, because of the disadvantages
cited abowe (Table 1). In order to avoid them, chemists and i
searched for a novel way to deliver siRNA [71]. They modified the
siRNA by linking it covalently to different molecules as lipid, aptamer,

Tahle 1
Advantages and disadvantages of sIRNA physlcal and chemical encapsulation.
Advantages Disadvantages
Physical encapsulation Comman to all Good cell inter i Burmst releass
Pessibility of cell targeting Toxic efferts of cationic grops
Smdied for & lang time Gene expression al teration
First generation Fast uptake by MPS ol
Secomd generation g of A bload du= to PEG ¥
« Stealth nanovectar »
Thind generation Biodistribution i mprovement Impossibility to target anly a specific cell type
Agtive targeting

Chemical encapsulation

Equi-molar amowmis of delivery material and siRNA
Conjugation to differem types of molemles

Poor delivery efficacy compared o parii cle- e sed systems
siRNA more expossd and vulnemble to enzyme noc s

No nesd for complexastion with cationic Epids ar bload

palymems

Poorer knodkdown effidency in viro
Cost of the scale np
Impossihility to target anly a specific cell type
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carbohydrate, and others [72,73]. As for physical encapsulation, siRNA
bioconjugation changes its intrinsic characteristics and decreases its
hydrophilicity in favor to the ligand lipophilicity, which changes some
pharmacokinetics parameters. It improves its plasmatic half-life and its
biodistribution depending on the linked molecule. Indeed, it is possible
to link ligands targeting specific cells as hepatocytes, cancer cells. The
link ocours usually on the sense strand to enhance RISC attachment and
the keeping of the guide strand (the siRNA active part). Thus, the
bioconjugate can be injected by themselves and s0 no additive cationic
molecules will be administered. Compared to cationic nanocarriers,
these formulations decrease the siRNA toxicity in vivo but render it
maore vulnerable and exposed to serum mucleases [72].

3.21. Conjugation o cholesterol

Different lipid types have been linked to siRNA to improve plas-
matic halflife and intracellular uptake. Cholesteral is one of the major
component of cell membrane and precursar of steroid hormonessoch as
testosterone or cortisol. As mentioned abowve, it iz usually used as a
helper lipid in lipoplex to facilitate siRMA condensation, increase li-
posome stability and decrease cationic toxicity. In blood, lipoprotein
(mainly low density lipoprotein LDL and high density ]J.pupmtm}ml.}
carry the cholesterol to the different organs. Cholesterol-siRNA bio-
conjugates hind to these lipoproteins and are delivered to tissues ex-
pressing lipoprotein receptor, mainly the liver and cancer cells [74].
The first reported systemic administration of cholesterol-siRNA con-
jugate was at a higher dose (50mg/kg) compared to liposomal nano-
systems (less than 10 mg,/kg) [75). Efforts have been exerted to improve
siRNA potency and delivery efficiency. Chernikov et al. [76] developed
an anti-MDR1 siRMA-cholesterol NPs, that showed efficient silencing
for 8days before recovery of initial expression level, in cancer xenograft
overexpressing the MDR1 gene. After intravenous injection, siRMA-
cholesterol bioconjugates spread throughout all mice bloodstream and
accurmulated mainly in the liver and kidney (but to a lesser extent than
with non-conjugated siRNA) in healthy mice. In mice bearing xenograft
tumor, the lower renal clearance induced a higher drug accumulation
within the tumor thanks to the EPR effect. However, when the siRNA-
cholesterol bioconjugates were injected subcutaneowsly, the biodis-
tribution of the formulation showed that it remained at the injection
point and was not distributed in the mice organs [76].

The biotech company Arrowhead Pharmaceuticals, developed for-
mulations with siRNA conjugated to cholesterol. The first one, named
DynamicPolyConjugates (DPC), was composed of cholesterol-siRMA
against Apolipoprotein B or factor VII genes. The cholesteral-siRMA
bioconjugates were co-injected with a hepatocyte-targeted ligand (N-
acetyl-galactosamine) linked to endosomolytic polymer (poly(butyl-
aminovinyl ether or PRAVE) [77]. This formulation allowed an efficient
endosomal escape vio polymer protonation, resulting in a significant
decrease of siRNA dose injected in mice (S00-fold less than that usually
used) and a high gene silending effect [77].
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The second DPC formulation is constituted by cholesterolcon-
jugated siRMNA but co-injected with the hepatocyte-targeted ligand N-
acetyl galactosamine linked to melitin-like peptide (NAG-MLP). Melitin
is a peptide companent of bee venom, frequently used as endosomolytic
agent and fully biodegradable. Two hepatitis B virus (HBV) targeted
siRMA have been designed, conjugated to cholesterol and co-injected
with 6 mg/kg of NAG-MLP to HBV transgenic mice. It leads to silencing
mare than 85% of targeted HBV mRNA, decreased significantly viral
protein production and inhibited viral replication. This co-injection is
well tolerated, all serum parameters are normal and no cytokine/che-
maokine secretions are detected [78,79].

3.22. Comjugation to galactose derfvative

Nowadays, most of siRNA drug-candidates in clinical development
are oligonucleatides modified by conjugation to N-acetylgalactosamine
(GalNAc). This carbohydrate is a galactose derivative, which has an
enhanced binding affinity on the asiaglycoprotein-receptor. This re-
ceptor is a C-type lectin receptor allowing the clearance of circulating
glycoprotein via clathrin-mediated endocytosis followed by receptor
recycling. It is highly expressed in the hepatocyte membrane, some
subunits have been found in human thyroid, large intestine, renal epi-
thelium, testis and blood monocytes [80].

The most successful formulation has been developed by Alnmylam
Pharmaceuticals in various range of hepatic disorders [80-84].

Small interfering RMNA have been covalently conjugated to a twian-
termary GalNAc sugar and successfully delivered to the liver [62]). In
contrast to all previous presented siRNA nanocarriers, these molecules
are injected subcutaneously. The link between chemically modified
siRNA to GalNAc results in bioconjugates with high systemic stability
and improved pharmacokinetics. Moreover, a higher liver acoumul ation
was detected when it is injected subcutaneously compared to in-
travenous route that paralleled with robust and durable targeted gene
silencing [82]. For example, siRNA targeted rodent transthyretin (TTR)
has been successfully linked to triantennary GalNAc and demonstrated
a relevant gene silendng after a single dose administration from 1 to
Smgskg. The chronic injections of an effective dose of 1mg/hkg over
280days resulted in sustained pharmacological effect without toxicity,
indicating the possibility to treat chronic disease [81,582].

The same formulation was also applied to treat primary hyperox-
aluria, an autosomic recessive inborn error of metabolism, caused by
mutation on alanine glyoxylate aminotransferase (AGT) gene leading to
deficiency of this hepatic ereyme (Fig. 3). It induces high oxalate
production, which will form caldum oxalate crystals in kidney and
urinary tract, blocks urine elimination and leads to a progressive kidney
disease that could be extended to other organs. No cure is available
except liver tramsplantation after years of dialysis and vitamin B6
supplementation [85). Herein, the authors inhibit by siRNA conjugated
to GalNAc (named ALN-GO1) the expression of hepatic enzyme up-
stream of AGT, the glycolate cxidase (GO). Four weelly subcutaneous
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Fig. 3. Endogenows oxalate pathway In hepatocytes and primary hyperoxaluris type 1. AGT, alanine glyoxylate aminotransferase; GO, glycolate oxldase; LDH, lactate

deshydrogenase; GR glyoxyate reductase.

injections of ALN-GO1 (from 0,3 to 3 mg/k for 14days) in rodent with
primary hyperoxaluria, silenced maore than 95% of GO mRNA and in-
hibited urinary oxalate sccumulation. In healthy non-human primates,
subeutaneous injection of ALN-GO1 (single injection at 4 mg/kg)
completely abolished GO mRNA up to 15 days [83,85].

General toxicology studies have also been performed for all siRNA-
GalNAc bioconjugates, in two species: one rodent and one non-human
primate. Rats are nown to be mare sensitive to detect hepatic toxicity.
At high doses, asiaglycoprotein receptor is saturated and the siRNA-
GalNAc is eliminated by the kidney. Histologically, hepatocel-
lular vacuolation has been observed after one injection per week during
Aweeks in rats at doses =30 mg/kg (30- to 300-fold greater than effi-
cient pharmacological doses) but without significant clinical changes.
Interestingly, this observation has not been detected in non-human
primate even at the highest repeated dose tested [50].

3.23. Conjugation to gpmer

Aptamer is a short singlestrand dligonucleotide with a unique
three-dimensional structure, that allows binding and uptake by specific
cells when the targeted receptor is expressed. It has low production
cost, minimal nonspecific toxicity and immunogenicity [86]. It has al-
ready been shown that aptamer conjugates have intracellular uptake via
receptor-mediated endocytosis and efficient gene silencing in vitro and
in vivo [72,56]). Aptamer-conjugated siRMA were first described in 2006
[87). Passenger strand of siRMA is covalently linked to Al0 aptamer
targeting prostate-specific membrane antigen (PSMA) expressed in
LNCaP prostate cancer cells, Cell internalization of this formulation and
efficient anti-cancer activity correlated with pene silencing were ob-
served [87,66). More recently in another study, bivalent PSMA aptamer
allows the delivery of two different siRNAs silencing EGFR whose ex-
pression is associated with bone metastasis formation, and survivin
which is an inhibitor of apoptosis protein family. This bi-combinatorial
formulation leads to effective delivery to xenograft mice model, where
it significantly suppressed tumor growth and angiogenesis [89]. Despite
promising results in different diseases, no aptamers-mediated siRNA
deliveries are under clinical trials. I can be explained by the lack of in-
depth pharmacckinetic/pharmacodynamic and toxicities studies
[86,90).
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3.24. Common Emits of siRNA bioconjugates

These bioconjugate formulations have been developed to overcome
some undesirable effects of cationic lipid and polymer, such as the burst
release and toxicity risk associated with cationic charges in arder to
have easier formulation (with only one component). Nevertheless, as
physically encapsulated siRNA, conjugates may also have some dis-
advantages that can limit their clinical translation (Table 1) [91]. In-
deed, compared to the “physical” encapsulation, siRNA conjugates have
poorer silencing effects in vitro that can impede translation to develop
preclinical and clinical studies [72). Another limit, is the cost of the
*“scale-up” to have enough quantities of siRNA bioconjugates for clinical
development. The “scale-up™ nanoformulation has to respond to good
manufacture’s practice and to the same quality control than the non-
“scale-up” siRMA conjugate, meaning same size distribution, mor-
phology and effidency. The translation to clinics will depend on this
step and on cost of the final product [91,92]. We should also keep in
mind that the conjugated siRNA may be mare exposed to serum nu-
cleases than siRMNA and therefore have a lowest bica-
vailability due to unfavorable pharmacokinetic, leading to higher dose

injected [72].

4. Therapeutic applications — overview of some clinical trials

Some of the formulations passed successfully all preclinical devel-
opment steps, proving that they were found safe enough and effident
enough to be administered to patients whether they have been suc
cessfully translated to dinical phases or not. According to FDA website,
the aim of clinical trials is to “test the potential treatments in human
volunteers” in terms of safety, tolerance and efficiency.’

We focused on different interesting drug candidates, which were or
are currently in phase L 11 or 1T clinical trials (Table 2).

! httpe s Awww fda gov,drigs.d evelopment-approval-proces-drugs./
conductingelinleal-trials, aocessed 26 December 2019
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4.1. Lipid nanoparticles

4.1.1. Lipoplex

AtuD27 is a liposomal siRNA formulation, composed of an anti-
protein kinase 3 (FKN3; downstream effector of phosphatidylinesitol 3
kinase) siRNA encapsulated with a new cationic lipid AtuFECTO1 in
combination with helper and PEG-modified lipids. It proved its effi-
ciency in different cancer models (orthopic mouse models for prostate
and pancreatic tumaors) with significant tumor growth inhibition and
changes in tumor lymphatic vasculature [93] without elevated systemic
levels of immune cytokines (IFN-alpha or 1112} [94]. These results led
to the clinical development of this novel lipoplex in ancology. The first-
in-human phase I study on AtuD27 started in 2009 on thirty-four pa-
tients with the aim to evaluate the safety, the tolerability, as well asthe
pharmacokinetic and therapeutic effects on primary tumors and meta-
static lesions. AtuD27 was considered to be well tolerated with only
low-grade toxicities (1 and 2) and safe for patients with advanced solid
tumors. Tumor growth was even stable in 41% patients [95]. A new
phase /11 (NCT01808635) started in 2013, During this stage, Atu027
has been co-administered (one or two times per week) with the che-
motherapeutic drug, gemdtabine, Twice weekly injection of Atu027 at
a dose of 0.253 mg/kg with gemcitabine significantly increased patient
survival compared to the single injection per week. In addition to this
antineoplastic efficacy, patients’ quality of life improved [96]. How-
ever, no follow-up was available since 2016

4.1.2. SNALP

Transthyretin amyloidosis is a rare progressive disease caused by
the atmormal deposition of transthyretin amyloid in various organs,
including peripheral nerves. Patients suffer mainly from progressive
neuropathy and cardiomyopathy with median survival less than
15 years after diagnosis. TTR is a circulating protein synthetized by the
liver, its role is to carry mainly retinol (vitamin A) and in a lower
proportion, thyroid hormone (thyroxine). The gene encoding for TTR
can be mutated, resulting in protein misfolding and aggregation to form
amyloid fibrils that will deposit in tissues. No curative treatment existed
before the Onpattro® approval. Onpattro®, commercialized by Alnylam
Pharmaceuticals, is composed of patisiran, siRNA targeted mutant and
wild-type TTR in the 3"-untranslated region of the mRNA and vector-
ized in a SNALP. The lipid components of this formulation include the
ionizable amino lipid DLin-MC3DMA, PEGylated lipid 1,2-dimyristoyl-
rac-glycero-3-methoxypolyethylene glycol-2000 (PEG2000-C-DMG), a
polar lipid 1,2-distearoyl-sn-glycerc-3-phosphocholine (DSPC) and
chaolesterol. In the bloodstream, PEGylated lipids are removed and re-
placed by serum protein such as apolipoprotein E, inducing hepatocyte
internalization [16,97). The receptor-mediated endocytosis leads to
endosome acidification, inducing re-ionization of the main ionizable
lipid and liberation of the siRNA in the cytoplasm. In non-human pri-
mate, which has the same TTR sequence as human, injection of pati-
siran induced effident lnockdown after single dose of 0.1-0.3 mg/kg
that prevents protein deposition [95]. Besides, TTR silencing was more
effective than tafamidis, the gold treatment used to inhibit products of
the Val®Met mutation of TTR gene [98,99]. Taking together these re-
sults, the patisiran passed successfully phase I [99,100] then phase 11
[6,7). During these studies, it showed its non-toxicity and its efficiency
in decreasing dreulating TTR and improving patients’ quality of life
[7,100]. Six years after clinical studies beginning, drug-candidate was
approved by the European Medicine Agency (EMA) and FDA bringing
new hope for patients with hereditary transthyretin amyloidosis [6].

Ancther formulation has been also developed by Amnylam
Pharmaceuticals but instead of being complexed in a LNP, the TTR-
targeted siRNA is conjugated to triantermary GalMAc. This nanovector
is amenable to less permissive administration mode (subcutaneous) and
has been named revusiran. Preclinical studies demonstrated efficiency
and non-toxicity in rodent and non-human primate species [98,99].
Phase 1 clinical trial (NCT01814839) did not display severe adverse
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effects, except those caused by the injection (mostly mild to moderate
injection site reactions and one severe with erythema > 10em) [101].
Phase 11 (WCT01981837) confirmed the previous results but phase M
(ENDEAVOUR; NCT02319005) was dismissed before the end due to
repart of peripheral neuropathy. Moreover, an increase in lactate con-
centration and mortality imbalance were observed between treated
patients and placebo group [102,103). Post-trial investigations did not
link the higher martality in the treatment arm at the revusiran but did
not totally exclude that this molecule have a toxidty” [16]. Formulation
has been improved by chemical modifications on siRMA sequence and is
currently in phase 1 clinical trial (Vutrisitan; NCT03759379),

4.2 Polyplex

Cyclodextrin is a nontoxic and non-immunostimulanteyelic oli-
gomer of glucose. Formulation with linear cationic cycdodextrin-based
palymer, PEG chains and transferrin receptor ligand has been dewel-
oped for siRNA delivery [104]. Encapsulation in this polyplex of siRMA
targeted ribonucleotide reductase subunit M2 (RRM2) leads to reduced
tumor growth and gene expression silencing [104]. Preclinical toxicity
studies in non-human primate displayed, at the highest dose (27 mg/
kg), mild increase in transaminases and elevated blood urea nitrogen
and creatinine, correlated with hepatic- and renal-toxicity respectively.
Mild immune stimulation has also been detected at this dose (increased
IL-6 levels in all animals). However, no clinical signs of toxicity have
been observed; therefore it is wsed in clinical studies at lowest doses
(efficient dose in non-human primates, 0.6-1.2 mg/kg) to avoid biolo-
gical toecicity [105). The phase Istudy conducted by Dr. Heidel at Ca-
lando Pharmaceuticals started in May of 2008 (KCTOO689065), was the
first to show that multi-siRNA injections could be safely and success-
fully accomplished in a non-rodent species and after then in human
[5,105]). Indeed, the targeted nanovector denoted as CALAA-O1, accu-
mulated preferentially in human metastatic melanoma tumors in a
dose-dependent marmer due to its targeted ligand and inhibited RRM2
expression [106). Unfortunately, phase 1B was ended prematurely be-
cause of toxicity due to the long-term drug instability [106,107].

4.3 siRNA conjugates

These formulations aim to reduce toxidty due to cationic charges
and are actually used to treat several hepatic disorders,

The eradication of hepatitis B wirus was found to be unachievable in
the case of chronic infection because the virus integrates the genome
[108). ARC520 is developed by Arrowhead Pharmaceuticals and is
composed of two HBV targeted siRNA conjugated to cholesterol and co-
injected with 6 mg/kg of endosomolytic agent (NAG-MLF) to provide
effective endosomal escape [78]. This promising formulation went into
phase I clinical trial and was injected to healthy volunteers to assess its
safety, tolerability, pharmacokinetics and pharmacodynamics. No ser-
ipusside effects were found [109]). The phase ITb clinical trial started in
2015 and showed a significant efficiency of ARC-520 with a reduction
of Hepatitis B antigen up to 57 days [110]. However, the clinical phases
were stopped prematurely, due to toxicity concerns, after non-human
primate death in preclinical studies® [16,111].

The company, Arrowhead Pharmaceuticals, developed a new bio-
conjugation method, named “Targeted RNAi Molecules (TRiM) tech-
nalogy™ that can be injected subcutaneously. This time, the siRNA is
dirvectly linked to N-acetylgalactosamine but the specific structure is not
yet published. ARO-HBV is one of the first molecule derived from
“TRiM technology™ and as for ARC-520, is composed of two siRNA

WWLEETe I TeW S ooan, mew 5 after-18-dea the-In-phase- 11 -alnylam
ran-development/, accessed 30 December 2019

*ht tpa/ /xeonomy. com,/wlsconsin 201 6/1 1,09 sarrowh ead-stock-falls-afer
fda-places-hold-on-clinlcal-trial /, accessed 30 December 2019
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silencing HBV transcript and its integrated form, leading to reduce virus
resistance to treatments and cure from the infection. Phase I/ of this
drug candidate started in 2018 and study completion normally occurs
in January 2020 (MCT03365947) [112]. It should be noted that another
formulation is under development for deficiency in 1

(OMIN code 613490) which is an inberited and well-defined disease
that can trigger pulmonary and liver disorders [113,114]).

After revusiran failure, Alnylam Pharmaceuticals continued the re-
search and focused on changing the backbone chemistry (from standard
template chemistry to enhanced stabilization chemistry platform by
adding phosphorothioates linkages at the 5-end of both strands) [52].
This leads to a more stable and safe GalNAc-conjugate siRNA [111].
Five drugcandidates are accounted currently in clinical studies: i) vu-
trisiran (phase III; NCT03759370) for the trestment of hereditary
transthyretin amyloidosis, ii) lumasiran (phase L, MCTO3681184) for
the treatment of primary hyperoxaluria type 1 (PH1), iii) fitusiran
(phase I; NCT03754790) for the treatment of hemophilia, iv) in-
clisitan (phase O WCT03814187) for the treatment of hypercholes-
terolemia and, v) cemdisiran (phase I, NCT03999840) for the treat-
ment of atypical hemolytic uremic syndrome.

ALN-GO1, also called lumasiran, is a siRNA-bicconjugated to tri-
antermary GalMAc to treat the PHL pathology (Fig. 3), which is a rare
autosomic recessive disease (OMIN code 259900) [115,116). The im-
pressive efficiency results in animal models (mice, rat and non-human
primate) opened the door for clinical trials [83]. Phases 1/T started in
2016. Urinary cxalate level decreased substantially after the first dose.
The results showed that the treatment was well-tolerated among the
patients with PHL No drug-related severe adverse effects were ob-
served. The majority of side effects were mild to moderate and un-
related to the drug candidate.” The same patients were enrolled into
phase T open-label extension and then in phase I (JLLUMINATE-A)
which iz currently ongoing in adult and children (NCT03681184)°

On November 20, 2019, the first-ever GalNAc-conjugate siRNA
(givosiran, commercdal name Givlaari*) has been approved by the FDA
(followed in January 2020 by the EMA) for the treatment of a rare
inherited hepatic pathology, the acute hepatic porphyria [8].5

5. What is next?

Therapeutic RNAi history spans over different eras. In 1998, its
discovery paved the way for a new therapeutic field, which started
development in the begiming of the 2000's (2005 to 2008). It was a
lavish period for RNAQ research, notably thanks to the Nobel Prize in
2006. Unfortunately, uncertainties about the real therapeutic effect of
siRNA in human (more due to immunostimulatory effects than silen-
cing) accompanied by bad investments by pharmaceutical companies,
led to a funding crisis in early 2010%s. Development of new nanoma-
terial less toxic, more efficient and RMNAiI effidency demonstration in
silencing targeted genes (proof of concept by CALAA-01) allowed a
recovery of the pharmaceutical industries in this field [117-119]).
Twenty years after RNAi discowvery by Fire and his colleagues, the first
siRMNA drug has been approved by the FDA and opers a new era for
RMAi research and development. However, some challenges still need
to be addressed related to: 1) the lifelong administration of en-
capsulated siRNA in term of toxicity and 2) the enlargement of the
treatment for non-hepatic or tumaor pathologies.

The first coneerns toxicity due to a lifelong administration
that can be devel oped by the siRMA and essentially the wector. Natural

* hotpa:/ Awww.alnylam com, wp-contentAuploads / 2017/ 11/ Lumasiran -ASN,
Capella-&lldes FINALL1 03201 7 pd [, accessed 30 December 2019

!']'_I'IJI\' www.alnylam com, wp-con tenst Auploads, 2019/ 04/ Lumasiran
Phage-201LE-1SN-2019. pdf, accessed 30 December 2019

“]-.npn' Awww. fida gov/dmegs, resou rees- nformartion-approved-d regs da
approves-ghioslmn-acute- hepatie-porphyrla, accessed 11 February 2020
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lipids such as cholesterol and derivates [72] or exosomes [120] could
represent a safer solution.

One of the interesting cholesterol derivate is the squalene (SQ) that
adopts a picked shape in the hydrophobic pocket of the erzyme indu-
cing its cyclisation in lancsterol (involved in the cholesterol synthesis
metabolism). This unique conformation in aqueous medium oriented
the interest of chemists and galenists to link it to small vulnerable active
molecule in order to protect it from degradation and improve phar-
macokinetics parameters [121-123]. This new technology has been
successfully transposed to siRMA against fusion oncogenes: RET/PTC1
and RET/PTC3 found in papillary thyroid cardnoma and TMPRSS2-
ERG cbserved in prostate cancer. The bioconjugates siRNA-SQ have
been injected intravenously to mice. Each nanoformulation showed
significant tumor growth inhibition correlated with fusion oncogene
expression silencing [124-129].

Exosomes are extracellular vesicles excreted by different types of
cells that mimic natural liposomes produced by human cells. They offer
a more potent and safer alternative to synthetic NPs [120]. Preclinical
studies proved their efficiencies in KRAS siRNA delivery to mouse
models of pancreatic cancer with an increase of survival rate [130]. The
major hurdle to overcome with this new nanocarrier is to be able to
prepare good manufacturing practice exosomes during the scale-up.
The same team of the MD Anderson Cancer Center develops a biar-
eactar capable of generating engineered exosome carrying KRAS siRMA
and to produce them at large scale [131]. This nanoformulation is
currently in phase 1 clinical trial against pancreatic cancer
{NCTO3608631).

The second challenge concerns the siRNA-treatment expansion to
other non-hepatic and tumoral pathologies. Indeed, aside from these
tissues, it is difficult to cure diseases occurring in other argans because
of lower blood flow and non-fenestrated endothelium. Few preclinical
studies were able to study the effect of siRNA nanocarriers when
crossing the BBR or the BNB and none were so far translated to clinical
studies [51] [53]). Reaching the central-nervous and the peripheral
nervous systems iz important, because there is no cure for several
pathologies including brain cancer (glioma), ischemic stroke and neu-
rodegenerative diseases,

Most of the strategies used to cross the BER are receptor-mediated
delivery [37,51], but another way to reach the brain is to inject in the
cerebrospinal fluid by intrathecal injection. Drug injected by this ad-
ministration mode goes directly to the brain without crossing the BRB.
Alnylam Pharmaceuticals reported recently preclinical results in CNS-
targeted RNAi drug candidates with achievement of gene silencing after
one intrathecal injection of siRNA-conjugate in rodent and non-primate
human animal models. The company did not precise the vector linked
to the siRNA.” The injection route is usually well-tolerated but it is an
invasive method, patients have to be hospitalized. Therefore, there is a
need of nanocarrier development for the aim of using an easier route
[132). However, for the peripheral nervous system, drugs including
siRMA, can be injected systemically [53,133].

6. Conclusion

Since its discovery in 1998, RNAi has been considered as a pow erful
therapeutic mechanism because of the high specificity and efficiency of
siRMA, to silence a tarpeted pene. However, to achieve therapeutic
success, this oligonucleotide molecule has to overcome some delivery
barriers. To this end, it has to be modified by conjugation to a molecule
or entrapped in a cationic vector. The success story of Onpattro®, the
first approved siRNA-based drug encapsulated in cationic vector opens
new avenues, However, the actual tendency is maore oriented to che-
mical conjugation of the siRNA and is confirmed by the recent approval

7 ht tpa./ Awww.alnylam. com, wp-content Auploads, 2019/ 04/ Milste in-CSHL
Ollgoave.pdl, accessed 30 December 2019
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of the Givlaari®

Next years will be erucial, First, to see the very long-term efficiency
and safety of siRNA drug and secondly, to develop new safe nano-
carriers able to reach other non-liver or non-tumar tissues. RNAi hasnot
yet revealed its full therapeutic potential and new siRNA-based drugs
will be soon marketed by the pharmaceutical industry.
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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 trés important induisant une énergie
libre de surface élevée, ce qui va faciliter les interactions avec les molécules contenues dans
les milieux biologiques (Monopoli, Aberg 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.

. Les interactions avec le sérum

Lors de I'injection de nanomatériaux dans le sang circulant, un assemblage va se produire
avec des protéines sériques, comme cela a été suggéré dés 2007 par Cedervall et ses
collegues. En effet, de fagon 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 « I'effet Vroman » (Vroman 1962,
Docter, Strieth et al. 2015, Prozeller, Morsbach et al. 2019).

Ainsi, les protéines présentes dans les milieux biologiques vont de fagon compétitive
interagir a 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 premiere composante est partiellement dépendante (pour la
charge notamment) des caractéristiques du milieu biologique (présentes au niveau de
'annotation 2 et 3), & 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 a ce niveau que vont

interagir les protéines sériques avec les nano-éléments injectés. Ces interactions sont faibles



et peuvent étre de différentes natures : hydrodynamiques, électrodynamiques, stériques,
électrostatiques et interactions avec le solvant (Figure 14) (Nel, Madler et al. 2009).

1) Caractéristiques physico-chimiques de la nanoparticule : taille,
charge, forme, hydrophobicité, groupements fonctionnels, ...

2) Interface solide (NP) - liquide (milieu biologique) : pH,
température, force ionique pouvant changer les caractéristiques
des NPs

3) Interface solide (sérum) - liquide (milieu biologique) : comme
précédemment

Interface bio-nano

Interactions:

- Hydrodynamiques
- Electrostatiques

- Electrodynamiques
- Stériques

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

Au sein de la PC, deux parties peuvent étre différenciées (Figure 15). Tout d’abord, la
« hard corona » : correspondant a la couche interne, elle regroupe quelgues 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 aprés plusieurs lavages utilisant des solutions avec
différentes forces ioniques (PBS puis 2M KCI) (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).

-
/ J « Hard corona »
-

P
\ _‘ « Soft corona »
@ Lipoprotéines

®

— Protéines sériques

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, Aberg et al.

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

Tableau 4 : Présentation des quatre protéines plasmatiques les plus abondantes

Proportion dans le

Concentration Role

plasma

Régulation de la pression osmotique

Albumine >50% 35-44 g/L Transport de molécules endogeénes et

exogénes
9-18%
Immunoglobulines | (immunoglobulines 5-12g/L Défense immunitaire
G principalement)
8% (LDL Transport du cholestérol et de

Lipoprotéines 1,6-2g/L

principalement) molécules lipophiles

Facteur | de la coagulation, se
Fibrinogéne 5% 2-4g/L transforme en fibrine
Réle pro-inflammatoire

a) Albumine

L’albumine est la protéine la plus abondante du sérum avec une concentration
moyenne de 42 g/L (632 uM) 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

endogénes et exogénes.

Dans la circulation sanguine, I'albumine passe facilement I'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 a I'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 'albumine modifiée afin d’amener
a 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 I'organisme et qui permet le
recyclage de la protéine dans la circulation lymphatique. De plus, I'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).



Ces caractéristiques ont amené l'intérét des chercheurs pour améliorer les paramétres
pharmacocinétiques de molécules actives. L'un des exemples marquants est le Levemir®, qui
est l'insuline modifié par conjugaison a un acide gras ce qui permet la liaison in vivo avec
albumine a 98% et ce qui augmente sa fenétre d’efficacité jusqu’a 24h apres 'administration
SC (Kratz 2008, Sleep 2015).

Du fait d'une angiogenése incontrélée entrainant la formation de pores > 100 nm dans
'endothélium vasculaire et d’un drainage lymphatique non fonctionnel, I'albumine s’accumule
préférentiellement dans les tissus tumoraux, expliquant le succés clinique de I'’Abraxane®
(Ibrahim, Desai et al. 2002, Yardley 2013). La formulation galénique est la suivante : la
molécule chimiothérapeutique, paclitaxel, est mixée avec l'albumine et I'ensemble est
homogénéisé a 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 a une diminution de la toxicité

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

b) Lipoprotéines

Les lipoprotéines sont les troisiémes 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 réle de stabiliser 'émulsion et sont les
ligands des récepteurs aux lipoprotéines (Wasan, Brocks et al. 2008). Le cceur des
lipoprotéines (LPs) est constitué de triacylglycérols et de cholestérols estérifiés tandis que des
phospholipides sont présents a I'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 I'’Apo présente en
surface (Figure 16). Aprées digestion, le cholestérol et les lipides sont véhiculés tout d’abord
par les chylomicrons de lintestin a différentes cellules de 'organisme jusqu’au foie. Les very
low density lipoproteins (VLDL) transportent ensuite ces deux constituants, du foie pour les
distribuer dans I'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 a 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



vont interagir avec différents types cellulaires grace au récepteur des lipoprotéines, qui va
internaliser ces vésicules lipidiques par endocytose médiée par clathrine (Charbonnier 2010).

Densite
e ———
Taille
M———
CcM VLDL LDL HDL

Apolipoprotéines B48—-E- E-C2-C3- B100-C3-E Al1-A2-D-

Al B100-C1 Cl-C3-E
Role Transport Transport Transport du Transport du
exogénes des endogéne des  cholestéroldu  cholestérol des
TG et TG foie vers les tissus au foie
cholestérol tissus

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 barriere hémato-encéphalique (BHE)
séparant le systéme 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 endogéne empéche une synthése a haute
échelle reproductible, entrainant un abandon de cette idée (Rensen, de Vrueh et al. 2001,
Thaxton, Rink et al. 2016). Ces derniéres années, l'intérét s’est porté sur les interactions

biologiques des LPs avec les molécules actives.

c) Opsonines

Les deux précédentes protéines décrites peuvent étre regroupées dans la méme 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 a sa clairance via la phagocytose par les cellules du systeme mononucléaire
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phagocytaire (MPS). Elles comprennent un ensemble de protéines dont les immunoglobulines,
le fibrinogéne, 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 phénoméne d’opsonisation est connu bien avant I'apparition du concept de « protein
corona » et a donc comme conséquence I'élimination rapide des NPs cationiques reconnues
par les opsonines (Peltier 1974, Neagu, Piperigkou et al. 2017). Ceci explique que les
premiéres améliorations des nanotechnologies étaient d’éviter tout contact avec les protéines
sérigues, amenant a la deuxieme génération de NPs. La principale stratégie a été de décorer
la surface des NPs avec des chaines hydrophiles de PEG (Suk, Xu et al. 2016). La toute
premiére 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 a la fixation des opsonines et donc a la clairance rapide des NPs
(Owens and Peppas 2006, Barenholz 2012). L’ajout de PEG peut aussi aboutir a un effet
appelé « clairance sanguine accélérée » (Ishida, Ichihara et al. 2006, Abu Lila and Ishida
2019). En effet, apres des injections répétées de liposomes PEGyIés, des anticorps anti-PEG
sont apparus, ce qui a entrainé une élimination accrue des NPs PEGylées. De plus, certaines
réactions d’hypersensibilité liées a I'activation du complément ont également été observées
apres 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 a la fixation des opsonines ont été recherchés. Derniérement,
un polymeére Poly(2-methyl-2-oxazoline) (PMOXA) est apparu comme prometteur avec une
absence d’activation du complément chez la souris mais malheureusement pas chez 'lhomme
(Tavano, Gabrielli et al. 2018). Le silicone peut également étre utilisé en tant qu’agent couvrant
la surface des NPs et a montré le méme bénéfice que les chaines de PEG (Neagu, Piperigkou
et al. 2017).

o Immunoglobulines

Il existe différentes classes dimmunoglobulines mais la principale sont les
immunoglobulines G (IgG) qui représentent 75 a 80% des anticorps circulants et sont la
deuxieme protéine la plus abondante du plasma (Cukalevski, Ferreira et al. 2015). Leur rble
physiologique est de protéger I'organisme contre des pathogénes extérieurs, comme les
bactéries, virus et toxines, en se fixant dessus permettant I'activation ultérieure du complément

et 'activation du systéme immunitaire (Yan, Scherphof et al. 2005).



o Fibrinogéne

Le fibrinogéne 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 sanguin?. 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

Dés 2007, Cedervall et al., ont décrit '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 aprés injection. Ainsi, nous pouvons définir
deux types d’identité (figure 17) : celle qui est dite « synthétique », correspondant aux NPs
apres 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,
Aberg et al. 2012, Docter, Strieth et al. 2015, Cai and Chen 2019).
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Figure 17 : Les deux identités des nanoparticules avant et aprés injection in vivo

2 https ://www.eurofins-biomnis.com/referentiel/liendoc/precis/FIBRINOGENE.pdf, visualisé le 28/09/20
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Cette « identité biologique » va correspondre a ce que l'organisme va « réellement
voir ». En effet, lorsque les NPs vont circuler dans I'organisme, les premiers éléments en
contact avec les cellules circulantes ou endocytaires vont étre les protéines de la PC. Les
effets biologiques du complexe NPs-protéines sont reliés a la nature et conformation des
protéines présentes (Azhdarzadeh, Saei et al. 2015). Par exemple, si les protéines majoritaires
sont les opsonines, ces NPs vont étre rapidement reconnues par les cellules du MPS et
éliminées. A contrario, si on y retrouve I'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 rdle non négligeable. Par exemple,
I'albumine de sérum bovin (BSA) ne va pas se fixer sur le méme récepteur en fonction de la
charge de NPs polystyrénes. 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 difféerence est due a un
changement de conformation de la structure secondaire de la BSA en fonction de la charge
des NPs, cette derniére est altérée quand elle se fixe sur les NPs polystyrénes cationiques. |l
en est de méme pour I'adsorption de la transferrine sur ces NPs, peu vont présenter leurs
motifs fonctionnels de liaison ce qui empéche une internalisation ciblée par les cellules
exprimant le récepteur a la transferrine (Kelly, Aberg et al. 2015). Néanmoins, I'adsorption des
protéines a la surface entraine également a une fonctionnalisation naturelle pouvant amener
a un ciblage actif d’un type tissulaire ou cellulaire. L’exemple le plus parlant est celui de
I'Onpattro® ou I'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
trés faible taux a amené a 'apparition des NPs de troisieme génération ou un ligand ciblant un
récepteur spécifique est ajouté a la surface (Cai and Chen 2019). Malheureusement aucune
de ces nanoformulations n’a connu de succes clinique. Dawson et ses collegues ont étudié
I'effet de la PC sur le ciblage actif des NPs (Salvati, Pitek et al. 2013). lls 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 fagon spécifique avec certaines protéines sériques
(Zanganeh, Spitler et al. 2016). La BHE est une barriere imperméable qui protége le SNC.
Heureusement, il existe des récepteurs présents a la surface luminale de I'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



notamment connue pour se lier aux récepteurs des lipoprotéines de la BHE et permettre le
transport a travers la barriere cérébrale (Neagu, Piperigkou et al. 2017). La stratégie
développée par I'équipe du Dr. Zhan est de mettre au point des liposomes « bio-inspirés » qui
vont interagir spécifiguement dans le plasma avec les Apo Al, 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 AB25-35, 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 I'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 aprés activation d’une réponse
immunitaire par reconnaissance d’'un élément étranger. En effet en plus de lui donner une
identité biologique, I'adsorption de protéines sériques autour des NPs leur confére également
une nouvelle identité immunologique (Fadeel 2012). Les complexes NPs-protéines présentant
des portions hydrophobiques, peuvent étre percue comme des signaux de danger et entrainer
lactivation du systéme immunitaire. De méme, linteraction avec les protéines sériques
ameénent a leur changement de conformation et la présentation dans le sang d’épitopes non
reconnus par le systéeme immunitaire et activant la réponse adaptative (Neagu, Piperigkou et
al. 2017). L’interaction du fibrinogéne a 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 I'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 fibrinogéne, cela dépend de leurs tailles, charge, hydrophobicité, ...

La transformation imprévisible de la surface des NPs par I'interaction avec les protéines
sériqgues modifie leurs profils pharmacologiques et toxicologiques et est la cause de I'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.



I[I. Techniques analytiques pour mettre en évidence les
interactions sérum-nanomateériaux

A. Méthodes spectroscopiques

La spectroscopie est I'étude expérimentale du spectre résultant de linteraction de la
matiére 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 spectroscopigues

. Longueur s
Domaine ) & Type Effets sur la matiére
d’onde
10-800 nm
. . _ . - Spectroscopie par fluorescence ,
UV-visible 10-400 UV PECITOSCopie par ! Saut des électrons de valence
- 400-800 - Dichroisme circulaire
visible
Spectroscopie vibrationnelle
- Spectroscopie infrarouge a Rotation et vibration
Infrarouge 1-50 pm : o - A
transformée de Fourier moléculaire
- Spectroscopie Raman
. Spectroscopie de résonance . . -
Radio >100 pm £ . . Transition de spins nucléaires
magnétique nucléaire
a) UV-visible

- Spectroscopie par fluorescence

Le marquage d'une protéine ou des NPs par un fluorochrome peut permettre d’étudier
l'interaction de I'un avec l'autre par spectroscopie par fluorescence. L'échantillon est excité a
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
apres interaction intervient instantanément (Mahmoudi, Lynch et al. 2011). Néanmoins, I'ajout
d’un fluorochrome a la surface de la protéine ou de la NP peut modifier sa conformation native

ou méme 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 intrinseques fluorescents : tryptophane > tyrosine > phénylalanine, rangés
selon leur rendement quantique. Ainsi, le tryptophane qui a le rendement le plus élevé, a une
absorbance maximale a 280 nm et une émission maximale & 340 ou 320 nm en fonction de

sa position dans la protéine (exposé ou non au solvant respectivement). Il est donc possible



d’étudier les interactions de I'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 lintensité de fluorescence de
molécules contenues dans un trés 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 étre enregistrées et le coefficient de diffusion ainsi que le diamétre
hydrodynamique pourront étre 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).

- Dichroisme circulaire

Le dichroisme circulaire (DC) repose sur la capacité d’'un échantillon chiral (molécule
optiquement active) d’absorber difféeremment la lumiére polarisée circulairement droite et
gauche. Le spectre obtenu correspond a 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 I'on se place dans I'UV lointain (180-240 nm,
correspondant a 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 a
vont avoir deux bandes négatives a 222 et 208 nm (courbe noir, numérotées 1 sur la figure 18)
ainsi qu’une bande positive a 192 nm (numérotée 1°). Les feuillets  ont une bande négative
a 218 nm (courbe rouge, numérotée 2) et une positive a 192 nm (numérotée 2’), tandis que
les protéines désordonnées ont une ellipticité trés faible au-dessus de 210 nm (courbe verte,
pic n°3) et des bandes négatives prés 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 & 265 nm et une négative a 210 nm (Cho, Kim et al. 2008).



Figure 18 : Spectres de dichroisme circulaire de
8e+d | 1’ — a-helix . .
— antiparallel polypeptides et de protéines avec des structures
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b) Infrarouge : Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier
(IRTF) et de Raman

La spectroscopie infrarouge (IR) ou spectroscopie vibrationnelle étudie les vibrations des
atomes apres excitation des molécules par un rayonnement électromagnétique compris dans
le domaine de I'IR allant de 1 a 50 ym. Les vibrations moléculaires dépendent de la formule

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

Tout d’abord, I'lRTF repose sur I'absorption d’'un échantillon a différentes fréquences de la
lumiére infrarouge grace a un élément essentiel, I'interféromeétre (le plus connu est celui de
Michelson). Brievement, son réle est de produire des interférences de la lumiére IR en la
divisant en deux et 'amenant vers deux miroirs différents : 'un est fixe et I'autre mobile
oscillant. lls se rejoignent ensuite mais comprennent des différences de chemin optique créant
des interférences constructives et destructives. Ainsi, le faisceau final recombiné traverse
I'échantillon qui absorbe a différentes longueurs d’'onde® . 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 a I'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
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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 I'IRTF mais repose sur la diffusion des
photons et non sur leur absorption comme précédemment. Brievement, un faisceau de lumiere
monochromatique IR est focalisé sur I'échantillon a analyser et la diffusion de la lumiére est
recueillie a l'aide d’'une autre lentille pour étre ensuite analysée par un spectrométre
(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 Raman®.

Ces deux techniques vont fournir des indications sur les changements de conformations
des protéines observées mais peuvent également confirmer l'interaction des protéines a la
surface des NPs grace a I'apparition de bandes additionnelles caractéristiques (Mahmoudi,
Lynch et al. 2011).

¢) 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 I'aptitude de certains noyaux atomiques avec
un spin nucléaire a émettre une fréquence dite de résonnance lorsqu’ils sont soumis a un
rayonnement électromagnétique du domaine de fréquence radio (longueurs d'onde
supérieures a 100 um). Elle permet d’obtenir des informations multiples précises, de la formule
brute des protéines a leur structure (Legrand 2009). Ces fréquences de résonnance vont avoir
pour valeur numérique, le déplacement chimique en ppm. Leurs valeurs vont dépendre de
I'environnement autour de chaque atome. Ainsi un atome d’hydrogéne contenu dans un cycle
aromatique n’aura pas le méme déplacement chimique qu’un autre impliqué dans une chaine
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
chimigues 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
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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 a partir de
la taille des molécules a I'aide d’'un tamisage moléculaire formé par la phase fixe constituée
d’agarose, dextrane ou polyacrylamide (Wakkel 2015, O'Fagain, Cummins et al. 2017). En
effet, I'élution des grosses molécules se fera en premier puisqu’elles ne vont pas pénétrer
dans le gel, contrairement aux petites molécules qui vont étre 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 étre réalisés pour mettre en évidence
linteraction de protéines sériques avec des nanomatériaux comme la chromatographie en

phase inverse ou la chromatographie échangeuse d’ions.

b) Electrophorese

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 méme : 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 électrophoréses par capillaire et par gel.

Tout d’abord, I'électrophorése 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 I'électrolyte de séparation. La détection est réalisée a la fin a l'aide d’un détecteur
spectroscopique (en général UV-visible, parfois fluorescence en fonction de I'échantillon), les

échantillons vont étre différenciés en fonction de leur mobilité électrophorétique. Cette derniere



est proportionnelle a sa charge ionique, seules les macromolécules et NPs chargées peuvent
étre séparées par cette technique (Chetwynd, Guggenheim et al. 2018, Zarei and Aalaie 2019)

Les électrophoréses 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 étre effectuées en une ou deux dimensions en fonction de ce que
'expérimentateur veut mettre en évidence. Les gels SDS-PAGE sont probablement les plus
utilisés. Les protéines vont migrer a 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 étre utilisé pour détacher les protéines adsorbées a 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 étre utilisé en gel d’électrophorése horizontal pour mettre en évidence
des complexes NPs-protéines (Welsher, McManus et al. 2015, Zarei and Aalaie 2019). Ces
gels peuvent également étre en deux dimensions : la premiére correspond a une séparation
par la charge selon le focus isoélectrique puis la deuxiéme 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’intérét, de caractériser leur structure chimique en les fragmentant
et de les quantifier. L’appareil, le spectrométre 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 étre analysées par I'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
I'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, Fahrlander
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



de données, la composition de la PC peut étre déterminée (Fernandez-Iglesias and Bettmer
2015).

d) Surface plasmon resonance

La résonance des plasmons de surface est une méthode d’analyse physique d’interaction
lumiére-matiére basée sur le changement de I'index de réfraction lorsqu’un ligand se fixe sur
un récepteur adsorbé a 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 modéles 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’équilibre®.

C. Méthodes physiques

Une nouvelle méthode qui a fait ses preuves dans I'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, Aberg 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 a différents angles. Ce qui
intéresse I'expérimentateur, ce sont les hétérogénéités électroniques de répartition de la
matiére sur des échelles allant de 1 a 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 lumiére (dynamic light scattering DLS)

Les particules en solution ont un mouvement aléatoire di a I'agitation thermique, appelé
mouvement Brownien. Lorsqu’'une onde électromagnétique atteint une NP, la lumiére sera
diffusée dans toutes les directions (diffusion Rayleigh). L'intensité diffusée est enregistrée par
un détecteur, qui va la relier a 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
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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,
Felicio et al. 2018). En fonction de la rapidité des fluctuations d’intensité des NPs dans I'eau,
I'auto-corrélateur va déterminer le coefficient de diffusion. Ce coefficient permet de calculer le
diamétre hydrodynamique (Figure 19C) des particules en solution selon la loi de Stokes—
Einstein (Szatanek, Baj-Krzyworzeka et al. 2017, Carvalho, Felicio 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 étre détectée par DLS (Mahmoudi, Lynch et al.
2011, Carvalho, Felicio et al. 2018).
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Figure 19 : La diffusion dynamique de la lumiére. A) Schéma de la technique, B) La fonction

d’autocorrélation, C) Le diamétre hydrodynamique. Adapté d’apres Mainard and Jacob et
Carvalho et al., (Mainard and Jacob 2016, Carvalho, Felicio et al. 2018)

b) Potentiel {

Le potentiel ¢ (ou potentiel zéta) 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 a la charge de la
NP, ensuite une deuxiéme 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 zéta. 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, Felicio et al. 2018).
Les valeurs obtenues peuvent étre utilisées pour prédire la stabilité des formulations
nanoparticulaires. En effet, leur instabilité peut résulter de I'interaction et de I'agrégation entre
des NPs peu chargées ou neutres. La valeur théorique de £30 mV a été fixée pour déduire la
stabilité des nanoparticules. Au-dela (positif ou négatif), elles sont considérées comme stable.
Les techniques de diffusion de la lumiére sont actuellement utilisées pour la détermination du
potentiel zéta (Manaia, Abucafy et al. 2017). C’est pourquoi il peut étre mesuré rapidement a
I'aide du méme 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

étre déterminée par la mesure du potentiel ¢ (Mahmoudi, Lynch et al. 2011).

Plan de cisaillement Figure 20 : Représentation schématique
des couches ioniques autour d’une
nanoparticule anionique. Adapté d’apres

E@‘i Carvalho et al. (Carvalho, Felicio et al.
eees 2018)
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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). Brievement, le
calorimetre comporte deux cellules a méme température : 'une sert de référence, I'autre va
contenir I'échantillon (Figure 21A). Dans cette deuxiéme cellule, est titrée la deuxiéme
molécule d’intérét. L’interaction de ces deux molécules va entrainer 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 I'ensemble des parameétres de liaisons aprés ajustement avec des modéles connus
(Figure 21B) (Ward and Holdgate 2001, Prozeller, Morsbach et al. 2019).
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Figure 21 : La calorimétrie isotherme A) Représentation schématique d’un calorimetre

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 paramétres obtenus par I'I'TC sur la courbe de l'intégration des pics en fonction du ratio

molaire de la titration. Adapté d’apres Prozeller et al. (Prozeller, Morsbach et al. 2019)

d) Microscopie électronique a transmission

La microscopie électronique a transmission (ou TEM pour transmission electronic
microscopy) est une technique de microscopie ou un faisceau d’électrons est focalisé sur
I'échantillon. L’interaction de ces deux éléments va donner une image contrastée aprés
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 diamétre réel
des NPs et les interactions aprées incubation avec le sérum ou des protéines spécifiques (Yang,
Wang et al. 2019).
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E. Avantages et inconvénients des technigues analytiques

Toutes ces techniques décrites ont pour but de déterminer et caractériser I'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 étre 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.

Avantages Inconvénients
Risque de surestimation des constantes a cause d’une
fluorescence interne
— -

Spectroscopie par fluorescence Trés sensible

S'intéresse aux changements conformationnels induits par
Ne peut se faire qu'avec une protéine spécifique, pas avec

Dichroisme circulaire la formation du complexe NP-protéine
un mix
Faible volume d’échantillon
Technique polyvalente et sensible Caractérisation difficile dans un milieu complexe
IRTF Pas de contrainte de taille d’échantillon Réutilisation de I'échantillon impossible
Identification des groupes fonctionnels Préparation longue de I'échantillon

Moins sensible que IRTF
Préparation rapide de |'échantillon q

; Echantillon doit étre pur
Raman Faible volume d'échantillon P

Risque de spectre gaché a cause d’'impuretés ou de

Obtention rapide du spectre d'analyse R ..
P P Y fluorescence intrinséque de I"échantillon

Informations sur la structure des protéines et leurs Peu sensible, cher et prend du temps
RMN dynamismes L'échantillon doit avoir une bonne qualité
Informations qualitatives et quantitatives Limite de taille d’échantillon (30 kDa environ)

Ne donne pas le diamétre réel mais hydrodynamique

Pas d’informations sur la forme, faible résolution
DLS Rapide
Peu applicable pour des NPs de taille > 100nm et

polydisperses

Méthode directe de mesure de la charge de surface des
Potentiel T NPs et de ses changements Précision dépend de la monodispersité de la formulation

Indication sur la stabilité des NPs en solution

TEM Visualisation directe de la PC autour des NPs Prétraitement avant obtention de I'image

Informations quantitatives sur la thermodynamie des
Ne peut se faire qu'avec une protéine spécifique, pas avec

ITC complexes NP-protéines
un mix
Pas besoin de marguer les NP ou protéines
Méthode sensible et fiable Prend du temps
Chromatographie liquide Permet de séparer les protéines des NPs pour une Il faut faire attention au risque de contamination qui va
identification future fausser les résultats

Détection peu sensible
Electrophorése capillaire Technique robuste et fiable
Les protéines peuvent s’adsorber a |'intérieur du capillaire

Facile, peu cher
Electrophorése gel Technique seulement qualitative
Analyse simultanée de différentes PC autour des NPs

Coliteux

Permet d'obtenir I'identité des protéines de la PC Digestion enzymatique préalable pouvant enlever des
MS protéines
Haute-résolution
Nécessite expériences dans le domaine pour analyser les
données
Colteux

Technique de haute performance

SENS TP s Nécessite expériences dans le domaine pour analyser les
Permet d’étudier des milieux complexes

données

76



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 étre encore franchies :
'extravasation des NPs, l'internalisation dans les cellules cibles et le relargage du contenant
dans le cytoplasme. Dans cette derniere partie de l'introduction, nous présentons brievement

ces différents obstacles.

. L’extravasation : la sortie de la circulation sanguine

La premiére étape pour atteindre le tissu cible correspond a la sortie de la circulation
sanguine, qu’on appelle I'extravasation. La connaissance et I'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 diamétre final et la charge de surface des NPs

jouent un réle important dans I'accumulation dans les tissus (Ozpolat, Sood et al. 2014).

Tous les organes n’ont pas la méme accessibilité en fonction notamment de I'endothélium
les entourant. Le foie est, par exemple, considéré comme un organe « ouvert », car il est
entouré de capillaires sinusoides a cellules endothéliales disjointes et lame basale
discontinue, laissant diffuser passivement les molécules d’une taille comprise entre 100 et 200
nm. C’est I'un des principaux organes ciblés pour les thérapies d’ARNi, du fait de son rble
physiologique central dans [l'organisme (synthése protéique et métabolisme des
médicaments). Les autres organes « ouverts » sont la rate, les nceuds 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, grace a une
angiogenése incontrblée et une forte réaction inflammatoire, des capillaires similaires a ceux
du foie se trouvent autour de la tumeur. De plus, le drainage lymphatique est non fonctionnel,
permettant I'accumulation des vecteurs transportant les siRNA. Ce phénoméne est appelé
effet EPR pour " perméabilité et rétention augmentées " (enhanced permeability and retention
effect). Cette vascularisation anormale entraine 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 trés limitée
du fait de capillaires continus a cellules endothéliales et lame basale continues ou de

capillaires fenétrés avec des cellules endothéliales disjointes avec des pores de 60 a 80nm et



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 a part dans le corps
humain. Il est protégé par la BHE, composée d’'un endothélium continu imperméable grace a
la présence de jonctions serrées, d’'une lame basale continue et de cellules (péricytes et
astrocytes) ayant un role 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 a I'intérieur des cellules cibles. Tout
d’abord, elles doivent diffuser au sein de la matrice extracellulaire, composée notamment de
collagéne, qui peut créer une résistance et un nouvel obstacle a 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 barriere se traduisent par une charge globale négative et une
perméabilité sélective aux ions et a quelques molécules (Donahue, Acar et al. 2019). L’entrée
cellulaire des NPs est un challenge de plus a surmonter. Deux voies d’entrées peuvent étre

distinguées : 'endocytose ou I'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'acceés direct et immédiat au cytoplasme ou aux organites cellulaires, ils doivent passer par
une étape préalable dans une vésicule intracellulaire : le phagosome ou I'endosome
(Donahue, Acar et al. 2019).
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Figure 22 : Les principaux mécanismes d’endocytose. Adapté d’aprées 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 I'organisme et I'élimination des cellules mortes par apoptose. Lorsqu’un élément étranger
est recouvert d’opsonines, il est identifié comme « néfaste » par des récepteurs a la surface

des cellules phagocytaires et absorbé par elles pour étre éliminé (Charbonnier 2010).

b) La pinocytose

La pinocytose est I'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 brievement ci-apres.

La macropinocytose est un mécanisme d'internalisation non spécifique (c’est-a-dire non
médié par un récepteur). Les vésicules d’internalisation d’une taille allant 100 nm a 5 um se
caractérisent par des extensions de la membrane plasmique stabilisées par I'actine permettant
'absorption de volumes importants de milieu extracellulaire (Donahue, Acar et al. 2019). Ce
mécanisme est similaire a la phagocytose, a I'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



d’internalisation constitue un important mécanisme de protection cellulaire contre les virus, qui

réussissent parfois a s’en échapper (Kafshgari, Harding et al. 2015).

L'endocytose par clathrine et I'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 I'albumine. Cette voie est '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 I'extrémité
N-ter cytosolique permet la liaison au cholestérol (Kiss and Botos 2009). Apres liaison du
ligand sur son récepteur et détachement des cavéoles de la membrane grace a 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 I'appareil de Golgi ou le réticulum
endoplasmique. Cette route a notamment été mise en évidence pour la premiére 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-aprées (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 I'une des plus étudiées et est utilisée par de

nombreuses molécules physiologiques telles que les lipoprotéines ou la transferrine, qui
peuvent étre 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 a l'intérieur du cytoplasme formant une goutte,
qui va étre détachée aprés intervention de la dynamine. Lorsque les vésicules sont libérées
de la membrane, le manteau de clathrine présent a I'extérieur est désassemblé afin de
favoriser le trafic intracellulaire (Alhaddad, Durieu et al. 2012, Juliano, Ming et al. 2012, Juliano,
Ming et al. 2014).



c) Passage par 'endosome

Cette voie endocytaire méne a la formation d'endosome, a leur maturation et a 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 '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 entierement les siRNA (Kettler,
Veltman et al. 2014, Dowdy 2017, Durymanov and Reineke 2018).

Pour gue les molécules actives puissent avoir une efficacité, elles doivent s’échapper de
I'endosome avant la fusion avec le lysosome (cela s’appelle '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.
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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 I'énergie et le passage par 'endosome
pouvant amener a 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 & 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. Aprés la fusion de la membrane, les molécules

encapsulées sont directement libérées dans le cytoplasme (Donahue, Acar et al. 2019).

Le caractere fusogéne est défini par la capacité d'un lipide de passer d’'une phase
lamellaire stable a 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 fréequemment 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 I'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 grace a la présence des lipides
fusogénes a 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 lathese

Les nanoformulations siRNA-SQ développées par I'équipe d’accueil ont montré leur
efficacité biologique et thérapeutique dans différents modeéles pathologiques : cancer a
oncogene 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
polyterpenes (Massaad-Massade, Boutary et al. 2018).

La premiére partie de ce travail a consisté a optimiser la derniere étape de la
synthése, a savoir la nanoprécipitation et a caractériser les propriétés physico-
chimiques des NPs siRNA-SQ résultantes. En collaboration avec I'équipe Laboratoire
Interdisciplinaire sur [I'Organisation Nanométrique et Supramoléculaire (LIONS) du
Commissariat a I'énergie atomique et aux énergies alternatives (CEA), nous avons également

étudié la structure interne de ces NPs.

L’inhibition de I'expression du géne ciblé in vivo est la preuve de l'efficacité du siRNA
et signifie que les NPs siRNA-SQ ont réussi a s’accumuler dans le tissu cible et a étre
internalisée dans les cellules. Néanmoins, le mécanisme de transport a l'intérieur des tissus
et de capture cellulaire demeure inconnu. In vivo, les nanomatériaux vont interagir
instantanément avec des protéines sériques. La deuxiéme 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, I'albumine et les lipoprotéines, et

avons cherché a caractériser 'interaction avec les NPs.

La troisieme et derniere partie de cette étude s’est intéressée a 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 modéles d’étude in vitro. Nous avons développé trois

hypothéses pour essayer de répondre a cette question.



Matériels et méthodes

. Les siRNA utilisés et leurs modifications chimiques

Tous les siRNA utilisés durant cette étude respectent les régles éditées par Reynolds et
al. (Reynolds, Leake et al. 2004). Leur spécificité pour inhiber le géne ciblé a été vérifiee
préalablement dans d’autres études (Raouane, Desmaele et al. 2011, Ali, Maksimenko et al.
2014, Massaad-Massade, Boutary et al. 2018) (Brevet n°W02020064749A1 ; 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 a des désoxynucléotides

insérés en 3’- des séquences pour limiter la reconnaissance par les RNases sériques.

Brin sens RET/PTC1 CGU-UAC-CAU-CGA-GGA-UCC-AdAdA
Brin antisens RET/PTC1 UGG-AUC-CUC-GAU-GGU-AAC-GdCdT
Brin sens PMP22 AUA-CCA-ACU-GUG-UGG-ACU-AdTdT
Brin antisens PMP22 UAG-UCC-ACA-CAG-UUG-GUA-UdTdT

Les siRNA sont synthétisés en simple brin par Eurogentec (France). lls 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 squaléne, le brin sens des siRNA est modifié en 5’- par I'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 a 95°C,

puis pendant 45 min a température ambiante avant d'étre stocké a -80°C.

85



Il. Synthése des nanoparticules siRNA-SO

Avant chaque synthése, 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 I'ajout d’'une fonction
DBCO et le SQ par un groupement azide Ns. L'azido-squaléne (SQ-Ns) a été obtenu par
mésylation séquentielle et déplacement Sy2 avec l'azide de sodium de l'alcool connu
disponible a partir du SQ (Othman, Desmaéle et al. 2011). Les deux fonctions chimiques étant
trés réactives, une liaison triazole va se former entre ces deux entités pour lier un brin sens
de siRNA a un SQ. Cette réaction chimiqgue de liaison équimolaire a été décrite

précédemment par Massaad-Massade et al., (Massaad-Massade, Boutary et al. 2018).

Brievement, dix nanomoles du brin sens modifi€ DBCO-C6 du siRNA (solubilisés dans
I'eau exempte de RNases a la concentration de 1 mg/mL) sont mélangées a 500 nanomoles
de SQ-Ns (1 mg/mL dans du DMSO) selon un ratio molaire 1 [siRNA] : 50 [SQ)]. Les solvants
organiques, DMSO (901 uL) et acétone (256 uL), sont ensuite ajoutés et la solution est mise
sous agitation pendant 12h a température ambiante pour obtenir les bioconjugués brin sens
du siRNA lié par une liaison triazole au SQ (Figure 24). Le lendemain, I'acétone est éliminée
par évaporation sous le flux d’azote pendant 30 min et le DMSO par lyophilisation pendant
24h.
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Figure 24 : Couplage chimique du siRNA au SQ par chimie clic sans cuivre



B. Purification du bioconjugué brin sens siRNA-SQ par RP-HPLC

La deuxieme étape importante du protocole de synthese est la purification par HPLC du
bioconjugué brin sens siRNA-SQ de I'excés de SQ utilisé pour la chimie clic sans cuivre. lly a

en effet 490 nmol en excés de SQ non conjugué au SiRNA.

Cette étape se réalise par chromatographie liquide haute performance (Thermo Scientific,
UHPLC-3000), équipé d'un détecteur a 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 divinylbenzéne polystyréne alkylé non poreux
(Hamilton 10 ym, 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%) a 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% a 24% de la phase B ; 8 - 16 min de gradient linéaire de
24% a 90% de la phase B ; 16 - 18 min de gradient linéaire de 90% a 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
a 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 I'acquisition et 'analyse des données.

Le bioconjugué brin sens-SQ lyophilisé est repris dans 600 uL de DMSO et 200 pL 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 a 16 min. La fraction est
collectée a partir de la montée du pic (a partir de 15 min) puis deux min apres son maximum,
ce qui correspond a 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 I'eau exempte de RNAse (ThermoFisher

Scientific).

C. Hybridation des bioconjugués siRNA-SQ

Aprés purification par HPLC et lyophilisation, le bioconjugué brin sens du siRNA-SQ est
solubilisé dans de l'eau exempte de RNase a la concentration molaire souhaitée pour
I'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



7,4), 2 mM Mg acétate, 100 mM K acétate] pendant 3 min a 95°C, puis laissées au repos

pendant 45 min & température ambiante.
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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). Aprés hybridation et une derniére étape de lyophilisation, les
bioconjugués siRNA-SQ sont solubilisés dans différents solvants organiques. Une fois
'obtention d’une solution la plus homogéne possible, celle-ci est ajoutée goutte-a-goutte sous
agitation dans une solution aqueuse contenant ou non du dextrose 5%. Les solvants

organiques sont ensuite évaporés a I'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 'abréviation de tétrahydrofurane, EtOH de I'éthanol

Ratio V/V

Solvant organique Org:aq

EtOH 96%

EtOH 70%

EtOH 90%/THF* 10%
Acétone
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Le protocole pour le dernier solvant, I'acétone, a été modifié par rapport au précédent
décrit. Le siRNA étant une molécule trés hydrophile, il est difficlement soluble dans les
solvants organiques. Le bioconjugué hybridé siRNA-SQ a donc été repris dans I'eau exempte
de RNAse et ajouté goutte-a-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 a une concentration souhaitée pour les

expériences ultérieures (Figure 26).

. 0o 0°
siRNA-5Q [ —=ry 0909
bioconjugates
Acetone
Dropwise inverse nanoprecipitation Acetone evaporation siRNA-SQ NPs
Ratio V/V 1 (acetone) : 2 (siRNA-SQ in water) under N, flux (30min) solution

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

fagon reproductible des NPs siRNA-SQ de taille homogéne.

A) Bioconjugaison du brin sens du siRNA a un SQ
par chimie clic sans cuivre

!

Lyophilisation o

B) Purification par HPLC

!

Lyophilisation
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C) Hybridation du bioconjugué brin sens-SQ 0: . ~ IR
avec le brin antisens T

!

D) Nanoprécipitation

U siRNA-SQ

AN 1y

Figure 27 : De la bioconjugaison a la nanoprécipitation des NPs siRNA-SQ. Représentation

du protocole de synthese.



[1l. Caractérisation des NPs siRNA-SO

A. Détermination de la taille et de la charge

Aprés nanoprécipitation, les échantillons NPs siRNA-SQ sont dilués a la concentration
finale de 10 uM et leur taille est mesurée par DLS a l'aide du Zétasizer NanoZSP® (Malvern
Instrument). Trois mesures sont prises a la suite et les résultats sont présentés sous la forme
moyenne d’au moins 3 formulations + SEM. Les données présentées sont le diamétre
hydrodynamique, correspondant au diamétre réel + couches ioniques, et l'index de

polydispersité (PDI) indiquant ’homogénéité de la distribution de la taille des NPs.

La charge de surface, représentée par le potentiel {, a également été mesurée par
Zétasizer NanoZSP® (Malvern Instrument). Les mesures sont effectuées a 'aide de la cuve
DippCell de Malvern (réf ZEN1002), permettant une réutilisation de I'échantillon. Comme
précédemment, trois mesures sont effectuées a 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  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) grace a l'aide précieuse de Madame G. Frebourg. Une goutte (5 pL) d’'une suspension
concentrée de NPs siRNA-SQ (2,2 mg/mL) est déposée sur une grille a trous en cuivre
recouverte de carbone. L’excés de liquide est adsorbé a I'aide d’un papier filtre, puis la grille
est plongée rapidement dans 'éthane liquide (congélation flash). L’échantillon est transféré
dans le porte-objet puis introduit dans le cryo-microscope a transmission électronique
(cryoTEM), un JEOL 2100 haut contraste fonctionnant a 200 kV avec un grandissement
caméra X 20000. Les images obtenues sont ensuite analysées a I'aide du logiciel « Image J »

pour mesurer la taille des NPs observées.



V. Caractérisation des NPs siRNA-SO 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 DO (99,85% D, Euriso-top). Les NPs siRNA-SQ ont été
nanoprécipitées dans du D,O pour atteindre une concentration finale de 0,7 mg/mL. Pour
I'étude des interactions entre les NPs siRNA-SQ et I'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 D-O en utilisant une étape de dialyse. Le FBS a été dialysé pendant une
nuit contre du PBS/D,0 a 0,2M juste apres l'ouverture du flacon. La poudre lyophilisée de BSA
a été solubilisée a une concentration de 13 g/L! 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/D,O a 0,2M d'un volume au moins 10 fois supérieur. La solution finale est ensuite
stockée a 4°C pendant une semaine maximum.

Les expériences SANS ont été réalisées sur le spectrométre D33 a I'lLL (doi : 10.5291/ILL-
DATA.9-13-781) par les Dr Fabienne Testard et Frédéric Gobeaux de TUMR CEA-CNRS
NIMBE. Trois configurations ont été utilisées pour couvrir une gamme de g allant de 0,0013 a
0,27 At (longueur d'onde : A =13 A distance D du détecteur d'échantillon = 12 m, collimation
:®=12,8),(A=4,6 A, D =12m, collimation : ® = 7,8) et (A=4,6 A, D=2 m, collimation ® =
7,8) pour respectivement les petits, moyens et grands angles.

Les échantillons préparés dans le DO sont analysés dans des cellules de quartz Hellma
de 1 mm dans un porte-échantillon thermostaté a 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 I'eau a I'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 2x10-3 A' & 2,5 Al a été obtenue avec une

énergie de 16 keV et deux distances échantillon-détecteur (6 et 0,50 m pour la gamme SAXS



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 a la concentration de 3,5 mg/mL) a été inséré dans un capillaire

de quartz de 1,5 mm de diamétre 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 modéle de distribution lognormale de sphéres pour les particules de siRNA-SQ et un
modéle de cylindre pour le groupe siRNA. L’analyse des spectres SANS et SAXS des NPs
siRNA-SQ en solution agueuse permet de dessiner une premiére esquisse de la forme des
NPs.

L’'ajustement des courbes expérimentales de siRNA conduit a une forme cylindrique dont
le volume est donné par la formule suivante : V(siRNA) = 11 x rayon? x hauteur. L’ajustement
des courbes de NPs siRNA-SQ donne une distribution de sphére dont le volume correspond
a : V(sphere/nanoparticule) = (4/3) x 1 x rayon?.

Ainsi, le rapport entre le volume de la sphére de la NPs siRNA-SQ et du volume du siRNA
permet de déterminer le nombre de siRNA dans une petite sphere (équation 1) et dans une

nanoparticule (équation 2).

V(sphere) bre de siRNA d tite sphére  Equation 1
—————_- =nombre de si ans une petite sphere
V(siRNA) p P quation
V(nanoparticule) bre de SIRNAd ol
V(siRNA) nombre de si ans une nanoparticule Equation 2

V. Electrophorése 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 électrophorése. Ainsi, des quantités croissantes de FBS, BSA (selon
le ratio molaire) et LDL (selon le ratio massique) ont été incubées avec 5uM de NPs siRNA-
SQ et siRNA « nu » pendant 30 min a 37°C. Aprés ce temps d’incubation, les échantillons sont
stockés au -80°C avant dépét sur le gel d'agarose a 4 % coloré au Midori Green Advance
(Nippon Genetic Europes, Allemagne). La migration s’effectue en deux temps, d’abord 15 min
a 50 volts puis 30 min a 90 volts. La révélation est réalisée a 'aide d’'une caméra UV Vision
Capt.



Pour I'étude de la stabilité biologique, une solution stock de NPs siRNA-SQ a 5 uM est
incubée a 37°C avec 50% de FBS. A chaque temps (30 min, 1h-6h) prédéterminé, des

aliquotes sont collectées et stockées a -80°C avant d'étre déposées sur gel d’agarose a 4%.

VI. Spectroscopie de fluorescence

Pour caractériser linteraction des NPs siRNA-SQ avec 'albumine, deux approches de

spectroscopie de fluorescence ont été réalisées.

A. Capture de la fluorescence : BSA fluorescence quenching

La premiere approche a été réalisée au sein de I'équipe LIONS du CEA avec la
collaboration des Dr Fabienne Testard et Frédéric Gobeaux.

Une concentration fixe de BSA (5uM) a été incubée avec une concentration croissante de
NPs siRNA-SQ (de 0 a 10 uM). Les différentes solutions ont été remplies dans des cellules de
guartz Hellma Ultra-Micro et insérées dans le fluorimétre Cary Eclipse (Varian, Oxford, UK)
pour les mesures. Les échantillons sont excités a 280 nm et la fluorescence émise a été
recueillie entre 300 et 550 nm. L'excitation et les fentes d'émission sont réglées a 5 nm. Les
taux de balayage ont été réglés a 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 étre affectées par I'effet de filtre interne, ou
I'échantillon peut atténuer a 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 a 0,1, cet effet a pu étre 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 K, (Lakowicz 2013). Le « quenching » statique (Kq > 10%° mol/L) se
produit lors de la formation d’'un complexe, il est associé a un changement du spectre
d’absorption (changement de l'intensité). A contrario, le « quenching » dynamique (Kq < 10%°
mol/L) résulte d’'un transfert d’énergie entre les NPs et I'albumine. Le spectre de fluorescence
n'est alors pas modifié, seul I'état d’excitation I'est (Sangra, Estelrich et al. 2017). L’équation
3 permet également de calculer la constante d’affinité qui est équivalente a la constante de

Stern-Volmer Ksy, ainsi que la constante de dissociation correspondant a la réciproque.



O
=Ll [SRNA-SQNPS]= 1+ 10+ [SRNA - SQNPS

Equation 3 : Equation de Stern-Volmer. FO et F sont /'intensité de fluorescence de la BSA
en I'absence et en présence des NPs siRNA-SQ, K est la constante de Stern-Volmer calculé
a partir de Kq et 70 (108 s) la durée de vie moyenne de la fluorescence du tryptophane en

I'absence de quencher

Cette équation peut étre modifiée pour déterminer le nombre de sites de liaisons, n,

présents sur I'albumine selon I'équation 4.

FO-F
log (T) =log(Kb) + n +log([siRNA - $Q NPs))

Equation 4 : Equation de Stern-Volmer modifiée. Ky est la constante de liaison et n le
nombre de site de liaisons présents.

B. Fluorescence d’état stable

La deuxieme approche a été réalisée au sein de I'équipe Interface Traitements
Organisation et Dynamique des Systémes (ITODYS) de I'université de Paris en collaboration

avec le Dr Miryana Hémadi.

a) Etude avec la BSA

A une concentration fixe de NPs siRNA-SQ (5uM), a été ajoutée progressivement la BSA
(solution mére 100 uM) pour arriver a un ratio molaire finale de 1 [NPs siRNA-SQ 5uM]: 1
[BSA 5uM]. Brievement, un millilitre d’'une solution a 5 yM de NPs siRNA-SQ est remplie dans
une cellule de quartz Hellma Ultra-Micro et 2uL d’une solution mére a 100 uM de BSA sont
ajoutés progressivement. A chaque ajout, I'échantillon est excité a 280 nm et le spectre
d’émission de la fluorescence est enregistré de 300 a 400 nm a I'aide d’un spectrometre Horiba

Jobin Yvon Fluorolog 3.



Par cette approche, le complexe NPs siRNA-SQ — BSA va se former progressivement.

L’équation de ce complexe s’écrit de la fagon suivante :

NP + n(BSA) o NP - (BSA)n Equation 5

Les concentrations analytigues en NPs et BSA, dénommées ¢y et c1 respectivement,

sont définies par les formules suivantes :

CO = [Np]libre + [NP - (BSA)R] complexe Equations 6

C1 = [BSA] libre + R[NP - (BSA)n]complexe

L’intensité de fluorescence intrinséque, F, du mélange NPs siRNA-SQ et BSA
s’exprime en fonction des concentrations de toutes les espéces en solutions, pondérées par

des facteurs expérimentaux fi, f, et f3 selon I'équation 7.

F = f,[NP] + f,[BSA] + f;[NP — (BSA)n] Eauaton’

En I'absence d’albumine, l'intensité de fluorescence Fy s’exprime en fonction de co, ce

qui permet de déterminer la valeur de f, (équation 8).

Fo .
FD — flCD < > fl — C_ Equation 8
0

Nous nous sommes placés dans des conditions expérimentales, ou a la fin de
'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 :

Foo = fl[NP] + fB[NP — (BSA)n] Equation 9

Le facteur f; pondérant la fluorescence du mélange est déterminé selon la formule suivante :

F —f4(c, -c) FEquation10

f3 = -
¢1



Au fur et a mesure que la BSA va étre ajoutée, I'intensité de fluorescence varie :

AF =F —Fg = (f3— f1)[NP-(BSA)n] Equation 11

De cette formule, nous déterminons la concentration du complexe [NPs siRNA-SQ -
BSA] :
AF Equation 12

NP — (BSA -
[ (BSA)n] [

La constante apparente de dissociation a 25°C et pH 7, Kops, €St déterminée a partir

de la concentration des réactifs et produits de I'équation 5

AF AF
K — [NP] Libre[BSA]Libre - (CG fq—f)(cl f. —f) Equation 13
obs [NP_(BSA)]complexe fAFf

Cette constante est déterminée a partir de la valeur de 'ordonnée a l'origine et de la

pente de régression linéaire selon la courbe tracée suivant I'équation suivante :

f3 —}f'] _ 1 Kobs Equation 14
AF ot T 7. AF
3~ f1

b) Etude avec les LDL

Les lipoprotéines de basse densité du plasma humain (LDL) ont été achetées chez
Invitrogen (Thermo Fisher Scientific, réf L3486). lls 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 (5uM - 0,065 pg/uL), a été ajoutée
progressivement les LDL (solution mére 2,5 mg/mL) pour arriver & 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 2L de la solution mére 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, hous ne pouvons pas déterminer leurs



concentrations molaires et ainsi résoudre les équations précédentes. Ainsi, seul I'étude

gualitative du changement de la fluorescence a pu étre réalisée.

VII. Dichroisme 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 a 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 aprés nanoprécipitation sont présentées dans
le tableau 9. La solution mére de BSA a été préparée par solubilisation de la poudre lyophilisée

a 8 mg/ml dans de I'eau distillée.

Tableau 9 : Concentration des échantillons siRNA utilisés pour 'étude par dichroisme

circulaire
Echantillons Concentration (mg/mL)
siRNA « nu » hybridé 1,3
Bioconjugués hybridés siRNA-SQ 17
(avant nanoprécipitation) ’
Nanoparticules siRNA-SQ 18

(aprés nanoprécipitation)

L’étude de la conformation du siRNA a deux étapes de la synthése a été réalisée ainsi que
I'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 pL des échantillons
ont été insérées dans des cellules de CaF2 (Hellma) avec une longueur de parcours de 3,7
um. 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. lls sont chacun la
moyenne de trois spectres. Un bruit de fond (spectre d'eau ou spectre tampon correspondant
acquis dans les mémes conditions) leur a été soustrait. L'étalonnage de l'intensité a été obtenu
avec un échantillon standard de I'échelle CSA a l'acide sulfonique de camphre. Les intensités
ont été converties de milligrammes (0 unités machine) en Ae en utilisant la formule
Ae=6*(0.1*MRW)/(3298*I*C*3298), ou MRW est le poids moyen des résidus de la BSA (poids

de la protéine / nombre de résidus = 114 Da ), | est la longueur du trajet de la cellule CaF2 en



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 I'interaction entre les NPs et I'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 Baif, F-75013 Paris).

Les calorimétries de titrage isotherme ont été effectuées a 25°C dans de I'eau exempte de
RNase avec un calorimetre Nano-ITC a faible volume (Instruments TA). La concentration de
NPs siRNA-SQ a été fixée a 5 uM et I'albumine dans la seringue d'injection est plus concentrée
a 100pM. Une premiére injection de 1L a été suivie de 25 injections de 2L toutes les 1200s.
Deux expériences indépendantes ont été réalisées. Les constantes thermodynamiques et de
dissociation de l'interaction entre les NPs siRNA-SQ et I'albumine ont été calculées a 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 thyroide et exprime I'oncogéne de fusion RET/PTCL. Les
cellules MSC80 sont une lignée cellulaire de cellules de Schwann murines exprimant la
glycoprotéine PMP22. Ces deux types cellulaires ont été cultivées a 37°C dans une
atmosphére de 5% de CO; 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 ug/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 a 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



cette différence d’efficacité thérapeutique observée in vivo et in vitro en vérifiant différentes
hypothéses. La Lipofectamine® (Invitrogen, réf 11668) utilisée a servi de contrble 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 rble de la charge dans l'internalisation des NPs, un guanidyl-hydrazone SQ
a été synthétisé par le Dr Didier Desmaéle a I'lnstitut Galien (UMR CNRS 8612) selon Bertrand
et al., (Bertrand, Lucas et al. 2015). Ce dérivé cationique est solubilisé dans I'acétone a la
concentration de 1 mg/mL et ajouté goutte-a-goutte aux NPs siRNA-SQ déja 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 { sont mesurés a l'aide du Zétasizer NanoZSP

(Malvern).

+
++ +

00 009

SQ* solution 08 09 00 00 0 0 o

(1mg/mLin acetone) 0 ) 0
SiRNA-SQ NPs solution Acetone evaporation SiRNA-SQ NPs : SQ*
. - under N, flux (30min) .
Dropwise addition solution

Molar ratio 1 (siRNA-SQ NPs in water) : 100 (SQ* in acetone)

Figure 28 : Représentation schématique de I'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 10° 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 ug/mL). Le lendemain, le milieu des cellules a été
remplacé par 2mL de milieu Opti-MEM (Gibco life technologies, réf11058021). Les NPs



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 méme, les NPs siRNA-SQ : SQ* et les NPs siRNA-SQ seules (en tant que
contrble négatif) ont été ajoutées dans I'Opti-MEM et mis en présence des cellules. Aprés
guatre heures, le milieu est aspiré et remplacé par du milieu DMEM complet. Aprés 48 heures
d’incubation & 37°C dans une atmosphére a 5% de CO,, la transfection est arrétée par
trypsinisation et centrifugation des cellules. L'ARN est extrait pour analyser I'expression des
géenes ciblés (RET/PTC1 et PMP22).

B. Rdle de la disponibilité de la surface cellulaire

La deuxieme hypothése 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 I'élimination partielle des protéines de surface aprés
trypsination (Amarzguioui 2004). Ceci faciliterait I'internalisation cellulaire des NPs siRNA-SQ
sans l'aide d'un agent transfectant cationique. Dans la transfection inverse, I'ensemencement
des cellules et la transfection se passent au méme 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 10° cellules BHP 10-3 et 4 x 10° 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 (10ug/mL), est ajouté au Falcon gsp 2 mL/puit. L’'ensemble
cellules+NPs+milieu est ensemencé dans une plaque 6 puits. Aprés 48 et 72 heures
d’incubation a 37°C et 5% de CO, les cellules sont récoltées et I'expression des génes a été

analysée par RT-gPCR aprés extraction de I'ARNm.

C. Effet du LDLR et de la pré-incubation

a) Augmentation de I'expression du récepteur des LDL (LDLR)

Pour voir s'il est possible d’augmenter I'expression du LDLR, 3 x 10° cellules de chaque
lignée cellulaire, BHP 10-3 et MSC80, ont été ensemencées dans des plagues 6 puits
contenant du DMEM complété par 1% de FBS, de la pénicilline (100 U/mL) et de la



streptomycine (10 pg/mL) pendant 48h. Les cellules sont ensuite récoltées et les protéines
extraites pour étudier I'expression du récepteur des LDL.

b) Etude de l'effet de 'augmentation du LDLR et de l'incubation des NPs avec le
sérum

Apres avoir montré que I'expression du LDLR était augmentée, 3 x 10° 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 pg/mL)
pendant 48h. Aprés ce temps d’incubation a 37°C dans une atmosphére a 5% de CO,, 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 a 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]. lls sont
ensuite ajoutés aux cellules pour une concentration finale de 50 nM dans le puit. Dans le méme
temps, les contrbles 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/PTCL1 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 a 37°C dans une atmosphére a 5% de CO., le
milieu est aspiré et remplacé par du milieu DMEM complet. Quarante-huit heures plus tard,
les cellules sont collectées et recueillies. L'ARNmM va étre extrait pour analyser I'expression du
géne ciblé (RET/PTC1 et PMP22).



XI. Extraction de ’ARNm et PCR quantitative en temps
réel (Real Time PCR : RT-qPCR)

Apres chacune des transfections, I'expérience est arrétée par trypsinisation des cellules,
suivie par centrifugation. Le culot cellulaire est conservé a -80°C et repris le jour de I'extraction
avec 200 pL du tampon spécifigue RLT (Qiagen, réf 79216). L'ARN total a été extrait a partir
de ce culot cellulaire de cellules BHP 10-3 et MSC80 a I'aide du mini-kit RNeasy (Qiagen, réf
74106). Ensuite, la transcription inverse a été effectuée en plusieurs étapes selon le protocole
du fabricant FisherScientific a l'aide du tampon RT M-MLV (FisherScientific, France, réf
10512703).

Enfin, une PCR en temps réel (QPCR) a été réalisée avec CFX96™ Real-time system
(Biorad) en utilisant le mélange Maxima Syber Green Rox gPCR (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 génes ciblés
(RET/PTCL1 et PMP22) a été comparée a celle des cellules non traitées aprés normalisation

sur I'expression du géne contréle GAPDH selon la méthode 244,

Tableau 10 : Séquence des primers reverse (R) et forward (F) des genes RET/PTC1,
PMP22 et GAPDH

Séquence 5’ — 3’
RET/PTC1F AGA-TAG-AGC-TGG-AGA-CCT-AC
RET/PTC1R CTG-CTT-CAG-GAC-GTT-GAAT
PMP22 F AAT-GGA-CAC-ACG-ACT-GAT-C
PMP22 R CCT-TTG-GGT-GAG-AGT-GAA-GAG
GAPDH F ATC-CCA-TCA-CCA-TCT-TCC-AG
GAPDH R CCA-TCA-CGC-CAC-AGT-TTC-C

XII. Western Blot

A. Etude de I'expression de LDLR dans différentes lignées cellulaires

L’expression du récepteur des LDL a été analysée dans les différentes lignées cellulaires
de I'équipe. Ainsi 20ug de protéines extraites des lignées issues de carcinomes papillaires de
la thyroide (TCP1, BHP 10-3 et RP3), de cancer de la prostate (VCaP), de sarcome d’Ewing,



(A673) et de cellules de Schwann murines (MSC80) ont été déposées sur un gel a gradient 4-
12% (NuPAGE Bis-Tris Mini Gels 4-12%, Life technologies, Saint-Aubin, France).

Apres la migration, les protéines ont été transférées sur une membrane de nitrocellulose
a l'aide du iBlotDry 2 (Invitrogen, France). Apres une heure de blocage dans du lait a 5 %, les
membranes ont été incubées pendant une nuit & 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 contrdle interne.
Les membranes ont ensuite été lavées et incubées avec l'anticorps anti-lapin secondaire
correspondant, conjugué a I'HRP pour le LDLR (peroxydase de raifort, 1:3000. Cell Signaling
Technology) et I'anticorps anti-souris conjugué a I'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 I'expression du LDLR

A partir des extraits protéiques obtenus apres 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 a l'aide d'un kit spécifique acheté chez ThermoScientific, Mem-PER™ 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 a gradient 4-
12% (NuPAGE Bis-Tris Mini Gels 4-12%, Life technologies, Saint-Aubin, France) et les
protéines ont été transférées a l'aide du iBlotDry 2 (Invitrogen, France). Aprés une heure de
blocage dans du lait & 5 %, les membranes ont été incubées pendant une nuit a 4 °C avec
I'anticorps primaire suivant : le LDLR monoclonal de lapin (anticorps recombinant anti-LDL
Receptor [EP1553Y] (ab52818) - 1: 1000 ; Abcam Biochemicals, Paris, France) et la B-Actine
monoclonale de souris (13E5 - 1 :10000, Cell Signaling Technology, Schuttersveld, Pays-Bas)
comme contrble interne. Les membranes ont ensuite été lavées et incubées avec l'anticorps
anti-lapin secondaire correspondant, conjugué a I'HRP pour le LDLR (peroxydase de raifort,
1:3000. Cell Signaling Technology) et I'anticorps anti-souris conjugué a I'HRP pour la 3 -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).



XIll. Analyses statistiques

Les données sont présentées sous forme de moyenne + SEM.
Pour comparer les mesures de tailles et potentiel ¢, 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 statistiguement significatif : *p < 0,05 ; **p < 0,01 ; ***p < 0,001.
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Résultats

. Synthése, bioconjugaison et nanoprécipitation des
siRNA-SO

A. Synthese et bioconjugaison

Pour pallier la faible demi-vie du sSiRNA «nu» et daméliorer ses paramétres
pharmacocinétiques, nous I'avons conjugué a 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).
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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



Le bioconjugué synthétisé est purifié par HPLC, de I'excés de SQ utilisé pour la chimie clic
sans cuivre. Deux séquences ont été utilisées au cours de cette étude. La premiére cible
I'oncogéne de fusion RET/PTC1 retrouvé dans plus de 50% des carcinomes papillaires de la
thyroide et la deuxieme, celle du géne 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/PTCL1 (en bleu sur la figure) et les BC brin sens des siRNA PMP22 et
RET/PTCL1 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 a 9 min

confirmant que la réaction de bioconjugaison par chimie clic sans cuivre est quasi-

compleéte.
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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 a celui

du brin sens.



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.

. Eau Ratio V/V . ..
Solvant organique + dextrose 5% Org:aq Concentration Diametre par DLS
EtOH 96% + dextrose 1:2 20 uM 554 nm % 39
+ dextrose 1:2 10 uM 345nm + 81
+ dextrose 1:4 10 uM 344 nm t 89
EtOH 70%
- 1:2 10 pM 287 nm t 38
1:4 10 uM 434 nm =75
EtOH 90%/'”.":* - 1:2 10 |J.|V| 189 nm 41
10%
= 1:2 20 uM 457 nm £115
Acétone = 1:2 10 uMm 206 nm £ 22

Nos résultats montrent que I'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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I. Etude de l'identité synthétigue des nanoparticules
SiRNA-SO

Aprés nanoprécipitation, les NPs vont avoir des paramétres physico-chimiques (taille,
charge et forme) spécifiques dans leur liquide de solubilisation (eau pour les NPs siRNA-SQ).
Ces parametres définissent 'identité synthétique de la nanoparticule. Sa connaissance nous

permet de savoir si notre hanoformulation est injectable sans risque in vivo.

A. Les NPs siRNA-SQ ont une taille ~200 nm et un potentiel { ~-35 mv

Aprés 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  correspondant a la charge a la surface des
NPs a également été déterminé (Figure 31C). |l 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.
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Figure 31 : Caractéristiques physico-chimiques des NPs RE/PTC1-SQ (n = 9) et PMP22-SQ
(n = 6). A) Diamétre hydrodynamique de deux formulations de NPs siRNA-SQ. B) Index de
polydispersité PDI. C) Potentiel {. (Mann-Whitney test)
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B. Les NPs ont une forme sphérique en solution aqueuse

Pour déterminer la forme et le diamétre 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) grace a l'aide précieuse de Madame
G. Frebourg. Les images obtenues montrent des nano-objets d’une taille inférieure a 200
nm et de forme sphérique (Figure 32). En revanche, nous n’avons pas pu mettre en évidence
d’organisation supramoléculaire a I'intérieur d’'une nanoparticule.

A) B)

Figure 32: Les NPs siNA-SQ ont une forme spériqu
TPMRSS2-ERG-SQ (A) et PMP22-SQ (B) au cryoTEM

T g ‘s

e. Obrvation de NPs siRNA

L’ensemble des résultats montre que les parametres physicochimiques des NPs
siRNA-SQ sont quasi semblables (taille < 300 nm, PDI < 0.2, potentiel { Iégerement
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 I'optimisation des
parameétres sont décrits dans l'article de recherche ci-aprés (Massaad-Massade, Boutary et
al. 2018). Cette nouvelle méthode de couplage a été réalisée avec deux polyterpenes
différents, le SQ et le solanésol, et deux protocoles différents (hybridation avant ou apres le
couplage chimique). Seule la formulation du siRNA lié au SQ et hybridé aprés le couplage a
montré une activité antinéoplasique significative et ce travail de these a porté sur cette

nanoformulation.
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ABSTRACT: The aim of the present study is to take
advantage of the unique property of polyisoprencid chains
to adopt 2 compact molecular conformation and to use these
natural and biocompatible lipids as nanocarriers of drugs to
deliver sRNA. A new chemical strategy is applied here to
conjugate squalene (SQ) and solanesol (SOLA) to siRNA
consisting of an activated variant of the azide—alkyn

cycloaddition also known as copper-free ( Cu—ﬁ'ce)mzﬁ_k
chemistry. We wnjugated siRNA against TMPRSS2-ERG, a
fusion oncogene found in more than 50% of prostate cancers
to 5Q or SOLA. First, several parameters such as molar ratio,
solvents, temperature, incubation time, and the a.nn!almg
schedule between both sRNA strands were investigated to bioconjugate the 5Q or SOLA via Cu-free click chemistry. The best
parameters of the new bi tion approach allowed us to (i) increase the synthesis yield up to 95%, (ii) avoid the formation
of byproducts during the synthesis, and (iii) improve the reproducibility of the bioconjugation. Then, the biological activity of the
mtulﬁngna:npa:ﬁiswasamﬁsaﬂ.]nvito,aﬂfumﬁ:nnulaﬁmﬁwmabl!bnﬂaﬂ:asz&umnﬁporﬂingmmosuzmﬂ
oncoprotein expression. In vivo, only two of the four nanoformulations showed anti-neoplastic activity that seems to be tightly
related to their dissimilar biodistribution behavior. In conclusion, we performed a new approach easily transposable for
pharmaceutical development to synthesize siRNA-SQ and siRNA-SOLA and to obtain efficient siRNA-nanoparticles. The
robustness of the process could be extended to several other polyterpenes and likely applied to other sRNA targeting genes
whose overexpression results in the development of cancers or other genetic diseases.

B INTRODUCTION

Orver the past two decades, the antisense n]ipmudeutides and
in particular the small interfering RNAs (siRNA) have been
extensively studied. They represent a potential powerful
therapy for gene-specific diseases and, consequently, an efficient
tool for gene modulation. The use of siRNA as a therapeutic
approach is still under investigation for cancer treatment, in
early and advanced clinical phases, as well as for noncancer
diseases (e, macular &Fncrativc disease, infections, and

disorders such congenital Pachyonychia) (https://
clinicaltrials.gov/ct2/ results?term=siRNA&Search= Search).'”
However, despite the strong potential of siRNAs as therapeutic
agents, none of them has been approved yet by the “Food and
Drug Administration”.
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In fact, in vivo delivery of siRNAs is a key challenge because
their biological efficacy is hampered by short plasmatic half-life
due to poor stability in biological fluids and by low intracellalar
penetration due to their highly hydrophilic characteristics.”
Thus, extensive research has been carried out to overcome
those hurdles and to establish platforms for siRNA delivery. So
far, a wide variety of delivery systems incl wiral-vectors and
nonviral approaches have been developed. * However, the
cytotoxic effects of some of these vectors, often due to the use
of cationic transporter materials, are now well documented®”
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Bioconjugate Chemistry

There is, therefore, an urgent need to establish new strategi
ﬁﬂmﬁm&msmmdﬂhmm
neutral lipid—olij wnjugates have become a subject
ufmwﬁidzrablei:muz&tbnimpmﬂu}n]f—]i&ud’mﬁmd
their delivery.”

Polyisoprenoids, a part of a large class of natural, flexible, and
biocompatible biopolymers, have been described as being able
to adapt to a wide variety of biologiclly active compounds due
to their physicochemicl characteristics.” For example, siRNAs
were conjugated to squalene, an acyclic triterpene, to target
various fusion ancogenes, inr_h.'ldi.ns RET/PTC frequently
expressed in papillary thyroid carcinoma and TMPRSS2-ERG
found in more than 50% of prostate @ncer biopsies."" ™" The
sIRNA RET/PTCI has been covalently linked to the acyclic
isoprenoid chain of squalene, and the resultmg bioconjugate
was found to be able to szlfasszrnblc in water into
nanoparticles (~165 + 10 nm) Moreover, the res'ultmg
sRNA-squalene nanoparticles (siRNA-SQ_NPs) were capable
of extensively inhibiting the growth of papillary thyroid
carcinoma xenografts in mice. Similar results were observed
when siRNA TMPRSS2-ERG was conjugated to squalene (ie.,
“squalenoylated”), nanoprecipitated, and the resulting nano-
particles were injected into mice bearing prostate cancer
xenografts. Thus, the squalenoylation method may represent a
new noncationic siRNA delivery system. Indeed, recent studies
demonstrated the interaction of squalene derivatives with
lipoproteins which suggest the role of low-density proteins asa
turmor, 1617

Nevertheless, the vectorzation method mentioned above
involving the hetero-Michael addition reaction of 3'-thiol-
sRNA with squalene maleimide suffered from a moderate
conversion that led to a lkborious and low-yielding HPLC
and to shorten the synthetic scheme, we decided to explore the
copperfree (Curee ) click chemistry synthesis. This reaction is
a mild and fast Huisgen cycloaddition between a strained-

and an azide, cnab].mgt'msdeﬂ:v:ﬁ:mnahm of a triazol
prmductw"]qh&mip\tmzﬁ, the use of highly strained alkynes
abolishes the need for copper catalyst in the reaction that could
d:grad:ﬂuﬂRNAandﬂmsdItmmmﬁtludiﬁtulﬁﬁuffmal
purification of oli

Furthermore, with the aim ufnmdulal:mg the amphiphilic
balance of the con: we used solanesol (SOLA), a natural
nonaprenol mnlabaﬂpg:cm tobacco leaves. SOLA is widely used
for the synthesis of coenzyme QL0 and vitamin K2 and
possesses many pharmacological activities, ™ Recently,
solanesol has also been described to hawe an inhibitory effect
on the focal adhesion kinase protein, thus presenting anticancer
properties™” With a regular polyisoprenoid chain of 45 carbons,
SOLA was expected to increase the hydrophobic characteristics
of the conjugate with respect to SQ_(Cy, chain). This increased
lipophilicity was meant to increase the stability of the
nanoparticles as well as provide a spontaneous uptake by
tumor cells in vitro which is not observed for sRNA-5Q NPs
except with the use of a cationic compound. Moreover, the
presence of a terminal hydroxyl group makes it easy to

This article describes the conjugation of the highly
hydrophilic and fragile siRNA to the lipophilic 5Q or SOLA
by Cu-free click chemistry. In fact, this new type of chemistry
applied conjugation of the 5Q to siRNA dlowing a much
greater yield of the desired bioconjugate compared to the
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Michael addition employed before, and is a onestep reaction.
haﬂdﬁm,&nemmmﬂﬁshmdmmpm&mbl&
The high yield, the absence of byproducts, and the
reproducibility of the synthesis allowed the application of this
approach to two different siRNA sequences. Moreover, the
Solanesol has never been conjugated before to siRNA and
nmsh:ﬂi:dasuzchxrﬁxro]ignﬂmﬁchﬁ' in vitro and in vive.
In conclusion, extensive characterization of the resulting
nanoparticles and the biodistrbution studies allowed, for the
first time, one to highlight the importance of the structure and
msamahmoftbemrmﬁserrbhesbopmﬂucﬁcaquf
the siRNA-SQ NPs in vivo.

B RESULTS

Cu-Free Click Chemistry Strikingly Increases the Yield
of the siRNA TMPRS52-ERG Biocnnjugaiﬁ. In order to
increase the yield of the bicconjugation previously obtained by
a Hetero-Michael addition reaction,"” " ™'* 2 new strategy
based on the Cu-free click chemistry was mvﬂﬁyﬁu] to

conjugate the siRNA to polyisoprenoids. Thus, tbeﬁRNA
TMPRS52-ERG bicconjugates were synthesized accor
the 1,3-dipolar cycloaddition of azides {sqnlme}so]arml)
and dibenzocyclooctyne-modified siIRNA as shown in Scheme 1
and Figure SI 1.

The N-(hexamethylenyl}-6-oxohexanamide spacer was in-
troduced between the 5'-end of the sense strand of the siRNA
and the reactive group dibenzocyclooctyne (DBCO) (Scheme
1 (1)) to allow functionalization and bioconjugation to azido-
squalene (Scheme 1 (2c¢) and Figure SI 1) or azido-solanesol

Scheme 1. Co-Free Click Chemistry to Synthesize siRNA
TMPRSS2-ERG-S(/SOLA"
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“{1) The sense strand was modified by a DBCO residue at the 5™end
of the siRNA TMPRSS2-ERG. To avoid a steric hindrance, a linker
was used (2c) Squalene was modified by an azide (SQ-N,) to react
with the DBCO residue of the siRNA TMPRSS2-ERG. ( 3c) Selanesol
was modified by an azide (SOLA-N;) to react with the DBCO residue
of the siRNA TMPRSSZ-ERG. (4) The bioconjugate siRNA
TMPRSS2-ERG-S(). was obtained by applying the following
parameters: (1) molr ratio of 1:50 of siRNA TMPRSS2-ERG and
SQ:N, respectively; (i) in the presence of DMSO/acetone,/H,y O; (jil)
at room temperature; (iv) incubating for 12 h under stiring. (5) The
bioconjugate sifNA TMPRSS2-ERG-50LA was cbtained by applying
the following parameters: (i) molar mto of 1:50 of sIRNA TMPRSS2-
ERG and SOLA-N; respectively; (i) in the presence of DMSO/
acetone/H,O; (1) at moom temperature; (iv) incubating for 18 h
under stiming,
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(Scheme 1 (3¢} and Figure SI 1). The best parameters of the
click chemistry reaction were investigated to conjugate the SQ_
and then applied to SOLA.

We observed that by rnudlfymg the parameters solvents,
molar ratio, temperature, and time of incubation, it was possible
to substantially increase the yield of the buncnnwt:s sSRNA
TMPRSS2-ERG-5Q_(Scheme 1 (4)) and siRNA TMPRSS2-
ERG-SOLA (Scheme 1 (5)) and to avoid the formation of
byproducts. The different conditions tested for the Cu-free
click chemistry reaction are listed in Figure SI 2.

H,0/DMS0/Acetone Combination Improves the Bio-
conjugation of the siRNA TMPRSS2-ERG to 5Q. To
provide the best interaction between siRNA (highly hydro-
philic) and SQ_(highly hydrophobic), several solvents (H;O,
DMF, DMSO, methanol, acetone) were tested (Figure 1A and
B).

When the DBCO-modified siRNA TMPRSS2-ERG (Figure
1A) was dissolved in water and then added to DMSO
containing the azido-squalene, 87% of the starting product
(Figure IB, red chromatogram, siRNA eltion time ~10—12

A HIRMA TN BT
a %
T rvaroroe Ak PRSI [T} o nm——
.,-" an Tm
Jn? L
iy iy
"
00 S0 M0 11 X OED AW [ T
e Wt
Bl Salvest E. Time of incubasion
i i T TR
1 [Peap——— [T *
mt 40
3 ol
W ha e
T T T [T T TR
N Miruien
C. Mclar raic F. 3ifHA TMPRESI-ERG-S0LA biconjugate
o
- DR a4 e BRI A
.t I - |
508 =3 M
iz <o
ol ol ||
an -1 N . SE—|
[T TR T T 1 4 100 1ED 200 250 HA
Mewies Winites

Figure 1. HPLC chromatograms of the bioconjugates after
optimization of the Cu-free click chemistry. (A) Chromatograms of
the umvectorized siRNA TMPRSSZ-ERG showing that the elution
time is around 12 min. {B) The siRNA TMPRSS2-ERG was disolved
in water; the squalene was added in the presence of DMF/MeOH
{black chromatogram) or in DMSO/acetone (red chromatogram ). For
both sclvents, the elution time of the bioconjugate is around 18 min
but the yield is higher with the DMS50,/acetone mixture (solvent used
for further synthesis). (C) The siRNA TMPRSS2-ERG was added to
squalene in a melar ratio of 1:5 (black chromatogram) or 1:50 (red
chromatogram), respectively. For both molar mtios, the elution time of
the bioconjugate is around 18 min, but the yield is higher when the
molar ratio of 1:50 is applied. (D) The sRNA TMPRSS2-ERG was
incubated with the squalene at 37 °C (black chromatogram) or at
room temperature ht (red ch & The formation of
byproducts was observed at 37 °C whereas they are quasi absent at
room temperature. (E) The siRNA TMPRSS2-ERG was incubated
with squalene for 4 h (black chromatogram) or ovemight (red
chromatogram). The elution time of the bioconjugate is around 18
min and the yleld increased when the reaction held ovemight. (F) The
same parameters of the reaction were applied to bioconjugate siRNA
TMPRSS2-ERG to SOLA md the elution time of the resulting
bioconjugate was found to be around 18 min.

min) was converted into a more lipophilic compound (eltion
time ~18—20 min). The latter compound was then identified
as the hioconjugate siRNA TMPRSS2-ERG-5Q_by MALDI
TOF MS analysis (7655 Da, Figure SI 3).

When the same modified siRNA was dissolved in H,0 and
then added to a DMF/methanol solution of the azido-squalene,
only 28% of the starting product (Figure 1B, black chromato-
gram, SiRNA elution time ~10~12 min) was converted into the
same lipophilic biocconjugate (elution time ~18-20 min)
previously identified (please refer to Table I, section A).

Moreover, the addition of acetone to the mixture H,0/
DMSDPIDﬂmcda i izﬁ'azufbyprndlxlxwl'm
compared to the mixture H,0/DMSO/ethanol (data not
shown). Thus, all the conjugations were next routinely
p-zrﬁ:m'nzd in the HlofDMSO.'a.ozhme solvent mixture.

Molar Ratio of 1:50 siRNA TMPRSS52-ERG:SQ Improves
the Bioconjugation Yield. To improve the yield of the
ba.uoumpsahm, several molar ratios ranging from 1:1 to 1:350
between the siRNA TMPRSSZ-ERG and the squalene azide
were assessed (Figure SI 4).

As shown in Figure 1C, the yield of the bioconjugation
started to be affected when the molar ratio of the reagents
drops from 1:50 to 1:5. Indeed, the 1:50 ratio (siRNA
TMPRSS52-ERG:5Q, respectively) converted more than 95% of
the starting siRNA TMPRSS2-ERG into the desired sRNA
TMPRSS52-ERG-5Q_ bioconjugate (red chromatogram of
Figure IC). Below this threshold, a progressive decrease of
the reaction yield was observed i insﬁ'ucmthzl:ﬁrnnla:
ratio and below (Figure IC, chromatogram, Table 1,
section B and Figure 51 4).

Room Temperature Avoids the Degradation of the
Bioconjugate. In order to prevent the formation of

during the synthesis of the bioconjugate, the
influence of the rature was investigated. Two temper-
atures were tested, 37 °C and room temperature; those lower
than 20 *C were not assessed as DMSO freezes below 185 *C.

We found that 37 °C strikingly increased the formation of
byproducts, compared to the same synthesis performed at room
temperature which reduced the yield of the desired
bioconjugate (compare Figure 1D, black to red chromatograms,
respectively, and Table 1, section C). Moreover, this was
confirmed by MALDI-TOF-MS analysis showing that by-
products were found in the reaction carried out at 37 *C (data
not shown).

Twelve Hour Incubation Is MNecessary for a Total
Conversion of the Reaction. Finally, the reaction time of the
ba.uoumpsahm was inmﬁs.a‘lnd_ Figure 1E represents the
conversion rate of the siRNA into the siIRNA-SC) bi
after 4 h (blade chromatogram) and 12 h incubation (red
chromatogram). Only ~60% of the initial iRNA TMPRSS52-
ERG was oucn'pgaizd to SQ after 4 h mcubation, while a
complete conversion into the desired bioconjugate siRNA
TMPRS52-ERG-5Q. (»97%) was obtained after an overnight
incubation (Table 1, section D).

Thus, for further studies the optimized conditions were as
follows: incubation of the siRNA TMPRSS2-ERG with
squalene at 1:50 molar ratio into a mixture of H,0/DMSO/
acetone, under stirring overnight at room temperature. This
allowed the conversion of more than 95% of the s&iRNA
TMPRSS2-ERG into the bioconjugate iRNA TMPRS52-ERG-
SO

(-:nnjugatinn of siRMA TMPRS52-ERG Can Be Extended
to Solanesol by Cu-Free Click Chemistry. With the intent
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Table 1. Comparison of Areas under the Curve (AUC) of Unconjugated siRNA TMPRSS2-ERG vs Bioconjugate siRNA
TMPRS52-ERG-5Q_Applying Different Cu-Free Click Chemistry Conditions™

chromatagram peaks retention tme ALC % area
solvent of reaction
A Bhck chromatogram HO/DMF/MeOH Unconjugated siRNA TMPRSS2-ERG 95 2540093 0
A Bhdk chromatogram HO/DMEMe0H Hiocojugate sitNA TMPRSSZ-ERGS(Q 185 SETI3S 80
A Red chromatogram Hy0/DM30 fAretone Unconjugated siRMA TMPRSS2ERG 1000 631597 0.1
A Red chromatogram H,0/DMS0 fAcetone Hinconjugate siftNA TMPRSSZERGS(Q 185 5438762 874
B. Blck chromatogram L5 Unconjugated siRMA TMPRSS2ERG 111 2197501 70
B. Bhck chromatogram L5 Hinconjugate siRNA TMPRSSZ-ERGSO) 187 5952828 =0
B. Red chromatogram L50 Unconjugated siRNA TMPRSS2-ERG 126 34TRT4 3z
B. Red dwomatogram: 150 Bioconjugate silNA TMPRSSZERGSQ 1900 0249683 5.5
temperature of the reaction
C. Black chromatagram oo Unconjugated siRMA TMPRSS2ZERG 110 228551 48
C. Bhck chrommtogram T Bioconjugate sitNA TMPRSSZERGSQ). 194 3516956 T35
C_ Red dwromatogram Toom temperature Unconjugated siRMA TMPRSS2ERG 104 193924 L7
C. Red chromatogram Room temperature Hinconjugate siRNA TMPRSSZ-ERGS() 198 L2393 @60
inculation time of the reacion
D Hack chromatogram 4h Unconjugated siRMA TMPRSSZERG 192 2386118 3BS
D Hlack chromatogram 4h Hioconjugate sitNA TMPRSSZERGSQ 113 4T42813 6.5
D Red chromatogram 12k Unconjugated siRNA TMPRSS2-ERG 126 165802 16
D. Red chromatogram 2h Bioconjugate sINA TMPRSS2ZERGSQ. 190 w1847 973

“The AUC of the chromatograms represented in Figure | has been calculited and the % of these areas is directly correlated to the yield of the
reaction. Black chromatogmms represent the not-yet-optimized reaction and red chromatograms represent the conditions where the desired

bioconjugate siRNA TMPRS52-ERG-5Q show a yield of ~ >90%.

to broaden the conjugation of iRNA to other polyisoprenoids,
the SOLA, a more lipophilic compound, was chemically linked
to the siRNA TMPRSS2-ERG by the Cu-free dick chemistry
approach. The bioconjugation of the SRNA TMPRSS2ERG to
SOLA was performed with the parameters previously described.
The only difference is that the incubation time was extended to
18 h (vs 12 h for SQ) to obtain the complete conversion of
sIRNA TMPRSS52-ERG into the siRNA TMPRSS2-ERG-S0LA
bioconjugate (Figure 1F). MALDI-TOF MS analysis confirmed
the molecular weight of the expected bioconjugate (7830 Da,
Figure SI 5).

Polyisoprenoid Conjugated siRMA TMPRSS2-ERG Self-
Assemble into Stable MNanoobjects over Time with
Different Shapes. The tes, whether annealed
with the antisense strand of the siRNA TMPRSS2-ERG before
size of each nanoformulation was investigated by dynamic light
saattering (DLS). Table 2 shows the data concerning the size,
the polydispersity Index (PDI)), as well as the zeta potential.

Interestingly, the bioconjugate siRNA TMPRSS2-ERG-
SOLA was able to form nancobjects similarly to siRNA
TMPRSS2-ERG-5Q, whether the an with the antisense
strand occurred before (Hb) or after (Ha) the bioconjugation.
Herein, we observed that the size of the nanoparticles was
stable over 3 weeks for al the studied nanoformulations. The
PDI between 0.2 and 0.32 reflected the heterogeneity of the
formulations which was observed also by others for macro-
malecules such as oligonucleatides™*

Cryo-TEM analysis was performed on the same day of the
nanoprecipitation and showed that the shape differs from one
formulation to another (Figure 2). For squalene, when the
ann of both siRNA strands was performed before the
conjugation (Hb), the cryo-TEM images showed spherical
nanoobjects of about 100 nm surrounded by poorly defined
objects, which may suggest that the siRNA could be exposed
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outside of the nanoparticle (Figure 1A, dashed arrows).
However, round and nanostructures were observed
when the an was done after the bmounwhnn (Ha)
(Figure 2B). The formulation of the NPs siRWNA TMPRSS2-
ERG-SOLA for which the hybridization occurs before the
conjugation (Hb) presented a well-defined object (Figure 2C).
In contrast, when the formulation of the N'Ps SJRN'A
TMPRS52-ERG-SOLA was hybridized after the

(Ha) a poorly defined nanoobject was observed zvul{.mg, for
this formulation, the presence of micelles or aggregates (Figure
D, dashed arrows).

Vectorized siRNA Is as Efficient as the Unvectorized
siRMA in VWCaP Cell Line for TMPRS52-ERG Inhibition.
The an of both strands of the siRNA TMPRSSZ-ERG
was performed before (Hb) or after (Ha) the bioconjugation of
the sense strand to 5Q or SOLA; then, the bioconjugate was
nanoprecipitated. Consequently, 4 nanoformulations (siRNA
TMPRSS2-ERG-SQ_Hb NFs, siRNA TMPRSS2-ERG-5Q_Ha
NPs, siRNA TMPRSS2-ERG-SOLA Hb NPs, siRNA
TMPRSS2-ERG-SOLA Ha NPs) were tested for their ability
to inhibit the TMPRSS2-ERG fusion oncogene transcriptional
products in VCaP prostate cancer cell line over time (48, 72,
and 96 h). Previously, we showed that the squalene based
siRNA nanoparticles were not able to enter ly into
the cells without any cationic compound; W s, 5Q/
SOLA based siRNA TMPRSS2-ERG nanopartides as well as
the unvectorized siRNA TMPRSS2-ERG were transfected into
VCaP cells by wsing lipofectamine iMAX. After 48 and 96 b, all
nanoformulations were able to inhibit TMPRSS2-ERG
products at both the mRNA and protein levels, similarly to
the free siRMA TMPRSS2-ERG (Figure 3A,C for mRNA levels
and Figure 3D,F for protein levels). Of note, at’?l‘.h whzn
a.m'lealms of both strands occurred before the
either to 5Q or to SOLA, the inhibitory efficacy at mRNA level
was slightly decreased, but this was not reflected at the protein
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Table 2. Physicochemical Characterization of siRNA
TMPRS52-ERG-5Q/SOLA NPs by DLS Analysis”

sze
nanoparticle (nm) + ﬂnﬁiﬂiﬂ
formmubations: D FDI + 5D {mV} + 8D
A sitNA TMPRSS2- 0 337om 027+ W0 —-51mV 46
ERG-50) Hb NPs +71
7 358nm 026 + LM
+12
14 342nom 025 : 001
+41
21 33lom 025+ 001
X2
B sRNA TMPRSS2- 0 244nm 0B+ 002 —48mV il
ERG-50) Ha NPs 134
7 236nm 024+ 002
32
14 247om 022 + 02
+31
21 295om 024 + 000
+84
. aRNA TMPRSS2Z- 0 3Bom 02+ 04 —SlomV+3
ERG-S0OLA Hb NPs +20
7 28nm 023+ 000
+2
14 267nom 020 002
+21
21 333n0m 025 % 003
47
I siRMA TMPRSS2- 0 377nm 02001 —S51mVi2
ERG-S0LA Ha NPs +64
7 37 nm 03+ M
+21
14 39 nom 033 + 001
+49
21 405nom 030 & 001
+43

“Size, polydispersity index, and zeta potential of the four different
nanopartides formubtions menitored over time (3 weeks). Samples
were analyzed at 10 pM in HyO. Three measurements of 5 min for
each sample were performed and the average di + 5. ofthree
independent samples was calculated

levels (Figure 3B for mRNA levels and Figure 3E for protein
levels). Noteworthy, the inhibitory activity of the sRNA NPs
annealed with the antisense strand before or after the
bioconjugation was comparable among all the different
formulations regardless the mcubation time of the transfection
Fi 3.
( ore ) , siRNA Control nanoformulated or unvectorized
did not affect TMPRSS2-ERG mRNA and protein expression
when cells were transfected for 72 h (Figure SI 6 A and Figure
SI6 B for mRNA levels and Figure SI1 6 C and Figure 516 D for
Influence of the siRNA Annealing and the Length of
the Isoprencid Chain on the Antineoplastic Activity. As
shuwnmﬁglue4,buouutuftb!ﬁmnmmﬁmm1ﬂatum
injected into mice bearing xen VCaP tumors showed
significant antineoplastic activity. Espedally, siRNA TMPRSS52-
ERG-5Q Ha NPs and siRNA TMPRSS2-ERG-SOLA Hb NPs
signi inhibited tomor of ~60% com: to
mﬁﬁic::.fgd with saline mluéﬂw(?-ﬂ 0.001). In Wpﬂd a
nonsignificant difference was observed after treatment with
sIRNA TMPRSS2-ERG-5QHb NPs and siRWA TMPRSS2-
ERG-S50LA Ha NPs. In addition, when mice were treated with
nanoformulated siIRNA Control-5Q_Hb NPs, siRNA Contral-
SQ Ha NPs, siRNA Control-S0OLA Hb NPs, siRNA Control-

Figure 2. CryoTEM analysis of the siRNA TMPRSS2-ERG-50Q/SOLA
NPs CryoTEM images of (A) sRNA TMPRSS2-ERG-5Q Hb NPs;
(B) siRNA TMPRSS2-ERG-5Q Ha NPs; (C) siRNA TMPRSS2-ERG-
SOLA Hb NPs; (D) sRNA TMPRSS2-ERG-SOLA Ha NPs Blad
amows indicate the nancobjects detected, dashed arrows indicate the
nonwell-defined objects. The scale bar used is 200 nm Ha
hybridization after the bioconjugation, Hb: hybridization before the
bioconjugation.

SOLA Ha NPs, or unvectorized siRNA TMPRSS2-ERG, tumor
was not significantly affected (Figure 516 E).

Biodistribution Study Reveals the Preferential Uptake
of siRNA-SQ Ha NPs in Tumor. To explain the different
antineoplastic effect of the nanoformulations obtained by the
same method of hybridization (Ha), a biodistribution study was
performed on two formulations, one efficient for tumor
inhibition (siRNA-SQ Ha NPs) and the other lacking
antitumor activity (SRNA-SOLA Ha NPs). When total
radioactivity was counted, all treatment accumulated similarly
mamlymthehm, ﬂ:ienmlu:lney,mmﬁ,blnndanﬂtuu‘mﬂ,and
bnemlessubmtmfem(ﬁ SI7).

Interestingly, after RNAe:h'achmtl:ﬂtreﬂactn the *P probe
bnkdmt&sm&ﬂ:ebmdshibuhmdnnsmmﬂ:mﬂn
organs and mainly in the tumor. An accumulation of the sRNA
within the prostate tumor was observed when the siRNA NP
was formulated with the squalene, whereas when formulated
with SOLA it accumulated similarly to the unvectorized siRNA
I:F1gj.u'e 5A). Moveover, these results were confirmed by
dgmphumsflp!rﬁnn!dmtb!mmdm&whu!
only the s the ®P-siRNA-5C) Ha NPs was detectable at
short time (3h,F13]JIESB,]EDE3)SDdShDEtEhDFﬁD‘E (16
h, Figure 5B, lane 7).

A major fracton of **P present in the extracted RNA was
recovered in blood and in two organs of the excretory system:
the liver and kidney. Notably, after 3 h we observed an
excretion of siRNA through the feces and urine especially for
the unvectorized siRNA (Fi 5A). The excretion of
unvectorized ©RNA and SOLA based nanoformulation
increased after 16 h in the urine, while 5Q-based nano-

DR 10,021 faics biincojchamn SH000E
Bbconjugate Chem, YO, 3N, 300K =300

116



Bioconjugate Chemistry

Bl Horreated cells
[ sRMA Cariral
B3 vnwectorized sikNA TMPRES2-ERG

=

B3 sHNA TMFRES2-ERG-501 Ha NFs
B] s#NA TMPRSSZ.ERG-5Q Hb NPs
S33-ERG-50LA Ha NFs

B sAHA TMPRSS2-ERG-50LA Hb NPs

r L] 2
g2 A. 48h £ B.72h gt C. 96h
2 o
cyg =45 L5
z g g
gqPCR| 51.0 210 210
] o .
Sos Sos % é Fos éé
" : ‘“ B
o i i
£ M ial:1 =1 |BlE
— ——
we |p ERG E F

Figure 3. In vitro inhibitory efficacy of siRNA TMPRSS2-ERG-SQ/SOLA NPs. VCaP cells were tansected at 50 nM concentration with siRNA

Control; unvectorized siRNA TMPRSS2-ERG; siRNA TMPRSS2-ERG-5Q.

Hb NPs; siRNA TMPRSS2-ERG-SOLA Hb NPs; sRNA TMPRSS2-

ERG-S0Q Ha NP5, and siRNA TMPRSS2-ERG-SOLA Ha NPs. After 48 h (A and D), 72 h (B and E), and 96 h (C and F), cells were harvested, then
mBNA and proteins were extracted to be analyzed for gene (A, B, C) and protein (D, E, F) knodkdown. All nanoformulations inhibited TMPRSS2-
ERG products similarly to the unvectorized sRNA TMPRSS2-ERG at either mRN A or protein levels over time (48, 72, and 96 h ). The unvectorized
siFM A is the sRNA TMPRSS2-ERG not bearing the vectors 50 or SOLA but transfected in the presence of Lipofectamine iMAX. Ha: hybridization
after the bioconjugation, Hb: hybridization before the bioconjugation, gPCR: quantitative PCR, WB: Westem blot.
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4. In vivo antineoplastic activity of siRNA TMPRSS2-ERG-
S5Q/S0LA NPs Mice (n = 5/group) bearing VCaP cells xenografted
tumors were treated intravenously twice per week either with saline
solution (NaCl 0.9%); siRNA TMPRSS2-ERG-5Q Hb NP5 siRNA
TMPRES2-ERG-50LA Hb NPs; sRNA TMPRSS2-ERG-5Q Ha NPs
and siRNA TMPRSSZ-ERG-SOLA Ha NPs dispersed in 100 gL of
0.9% NaCl solution at the curnulative dose of 1 mg/kg/mouse. The
nanoformulations of siRNA TMPRSS2-ERG-5Q_ Ha NPs and siRINA
TMPRSS2-ERG-SOLA Hb NPs significantly inhibited tumor growth
of ~60% compared to mice treated with saline solution (p < 0.001),
while siRNA TMPRSS2-ERG-5Q Hb NPs and siRNA TMPRSS2-
ERG-50LA Ha NPs only slightly inhibited tumor growth withowt
significant difference. Ha: hybrdization after the bioconjugation, Hb:
hybridization before the bioconjugation; VoV, = Volume of the tumor
at day 0 of the treatment/Volume of the tumor at day X (X
corresponds to the day of measurement of tumor volume during
treatments, Nall, siCT, and sTMPRSS2-ERG vectorized or not).

formulation was still observed upstream in the kidney
suggesting a longer retention time when the SQ was used as
a vector (data not shown).

Clickable siRMA-SQ Manoparticles Approach May
Represent a New Platform for siRMA Delivery. By
applying the same parameters (molar ratio, solvents, temper-
ature, and incubation time), the Cu-free click chemistry was
performed to chemiclly link siRNA RET/PTCI to 5Q. A
complete conversion of the mitial iRNA RET/PTC1 (black
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Figure 5. Biodistribution of vectorized or unvectorized *'P labeled
siRNA in mice bearing VCaP xenogrfts. Two mice bearing VCaP
Eeno ed tumors were injected with 5 million cpm of unvectorized
3p labeled siRNA ar uP—ﬂRNA—SQ_Ha NP5 or “P-siRNA-50LA Ha
NPs (A) After 3 h mice were sacrificed, and tumors, organs, feces, and
urine were collected. Total RNA was extracted from each organ and
radioactivity present in the purified RNA was evalusted by Cherenkov
counting. Results are expressed as the percentage of radicactivity in
extracted RNA from each sample relatively to the total radioactivity of
extracted RMA. Increased accumubition of radioactivity was found in
turmors treated with ﬁ?—ﬂRNA—SQ_Ha WPs compared to unvectorized
3P |abeled dRNA or #PsiRNA-SOLA Ha NPs. (B) To mses the
presence of intact PPsiRNA in extracted RNA, electrophoresis gel
was performed on RMA extrcted from tumors treated for 3and 16 b
with unvectorized *P labeled sIRNA or ¥'P-siRNA-5Q Ha NPs or ¥'p-
siRNA-SOLA Ha NPs. Tumors treated with 32P-:dRNA—SQ_]—Ia MNPs
showed the presence of intact **P-dRNA mainly at 3 h and to a lesser
extent at 16 h. Lanes 1 and 5 represent the input radiokbeled *p-
siRNA. Ha hybridization after the bioconjugation.
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chromatogram) into the desired bi jugate siFNA RET/
PTCI1-SQ (red chromatogram) with a high yield and absence
of byproducts was observed (Figure SI 8A) and the nature of
the bioconjugate was verified by MALDI-TOF MS (Figure SI
8B). The bioconjugate siRNA RET/PTCI-5Q was th

for sRNA TMPRSS52-ERG-SC Ha NPs. As shown in Table 3,

Table 3. Physicochemical Characterization of siRNA RET/
PTC1-5Q Ha NPs by DLS Analysis”

o e R
formmbation day :l:{s;n) PDI + 5Dy {m";:l:m
SRNARET/PTCI. 0 22+31 018£003  —37&7
$Q Ha NPs 7 W32 018 1003
14 IR+ 35 016 + 003
21 M3 0IT + 005
30 1T 446 0181005

“Skze and zeta potential of the nanopartides were measured over 30
days. Each measure is the mean of 3 independent formulations and 3
independent technical mesurements. Both size and zeta potential
remain stable over tme.

the DLS analysis revealed that the bioconjugate siRNA RET/
PTCI-SC was able to self-assemble into n icles of ~230
nm in size with a PDI of ~0.175. The size and FDI of these
nanoparticles are similar to the values obtained with the
previous nanoformulations ha.rbucn.ng the siRMA TMFRSS2-
ERG sequence and in accordance with other studies ™™
Herein, it was observed that the size of the nanoparticles was
stable for at least 4 weels.

Moreover, siRNA RET/PTC1-S0 Ha NFs were tested for
their ability to inhibit the RET/PTCI fusion oncogene
transcriptional products in BHP 103 and TPC-1 papillary
thyroid carcinoma cell lines for 24 and 48 h, respectively.
Results have shown that sRNA RET/PTC1-5Q Ha NPs were
as efficient as the unvectorized siRNA to inhibit the RET/
PTC1 mRNA levels in both cell lines after 24 and 48 h (Table
4). Huwmr,ﬂ'zi:lhibiﬁmufﬂ'zﬁﬁimmmogcrzRET/PTCl
observed was more important in BHP 10-3 cell lne than in
TPC-1 cells.

B DISCUSSION

The aim of this study was to introduce a new targeted therapy
for cancer patients with fusion oncogenes. In previous
publications, we were able to develop specific siIRNA against
fusion oncogenes such as TMPRSS2-ERG found in 50% of
patients with prostate cancers and RET/PTCs found in over
60% of patients with papillary thyreid carcinomas '™''"*
Despite the efficacy of inhibiting the fusion oncogenes by
sIRNA-SQ_NFs in vivo, the yield of the bioconjugation was low
and poorly reproducible. In the present study, a new approach

is developed to protect the siRNA from degradation by using
conjugation to polyisoprenoids via the Cu-free click chemistry.
Indeed, Cu-free catalyzed Huisgen 1,3-dipolar cycloaddition has
received tremendous interest as an established synthetic route
to obtain tailormade complex materials.’® Due to the very
(highly hydrophilic siRNA and lipophilic polyisoprencid
derivatives), the four main parameters of the reaction (solvents,
molar ratio, temperature, and incubation time) were modified
with re to several articles describing the Cu-free click
chemistry. ™™™ Dimethyl sulfoxide and acetone were found to
be the best solvents for ing the synthesis. Their ability
to dissolve both polar and apolar compounds and to establish a
chemical interface favored the interacton between siRNA and
squalene thus leading to the complete conversion of the starting
products into the desired bmomp.lgam(:momnmst'm molar
ratio of the reagents, according to the literature, an equal molar
ratio is generally applied. However, this could not be applied to
the conjugation of siRNA (a high molecular weight hydrophilic
molecule) with low molecular weight lipophilic molecules as
squalene and solanesol. Herein, we showed that a molar ratio
>1:50 of siRNA:SQ is necessary to obtain a complete
conversion into the bi j siRNA-5Q. This is directly
linked with the kinetics of the reaction where the higher the
amount of squalene, the faster the siRNA conversion.

Thus, the Cu-free click chemistry allowed us to substantially
(i) increase the synthesis yield from ~35% to >95%, (i) avoid
the formation of byproducts during the synthesis, and (iii)
fact that this procedure is easy to handle and could be used asa
platform for siRNA delivery, six steps were needed to obtain
nanoparticles: (1) bioconjugation of sIRNA to SQ/SOLA, (2)
purification of the resulting bioconjugate siRNA-5Q/SOLA,
(3) lyophilization of the purified bicconjugate, (4) hybrid-
ization of the bioconjugate with the antisense strand, (5)
lyophilization of the hybridized bioconjugate, followed by (6)
nanoprecipitation. Therefore, in order to further simplify and
speed up the process by avoiding two steps (annealing and
lyophilzation of siRNA), it was tested to determine whether
the conjugation to squalene could be performed on already
hybridized siRNA in the double-stranded form. Moreover, to
increase the siRNA lipophilicity, solanesol (SOLA), a longer
polyisoprencid compound, which possesses nine isoprenyl
units instead of the six found in squalene, was used with the
attempt ufmhmchgth:namparﬁdestabﬁlﬂ:y_hﬂ'ﬁsshﬂ;
we showed that this polyisoprencid behaves similarly to the
squalene, rzga.rdi.ngﬂ'zsh.bﬂityanﬂ the reproducibility of the
to form nanoparticles in water. This result was expected for the
squalene bioconjugates but has never been previously reported
for the SOLA.

Table 4. Efficacy of siRNA RET/PTC1-5Q Ha NPs on RET/PTC1 Fusion Oncogene Inhibition”
RET/PTC1 mENA rehative levelsin BHP 103 cell ne  RET/PT'C1 mRMA relative levek in TPC-1 cell line

treatimenic 24 h
Nontreated cells 100 + Q00
free GRMA RET/PCL 037 + Q02
siRNA RET/PC1-50 Ha NPs 039 + 003

48 h % h 48 h
100 + 005 L0 + 0U0 100 + 0
0.26 + 0 063 + 0.09 0.70 + 2
028 1 005 64 £ 012 076 + s

“BHP 10-3 and TPC-1 cells were transfected at 50 nM concentmation with unvectorized siRMA RET /PTCI or siRNA RET /PTCI-5Q Ha NPs
Adter 24 and 48 b, cells were harvested; then, mRNA was extracted and amalyzed by RT-qPCR. The nancfommulation inhibits RET /PTC] mENA
expression similidy to the unvectorized sSRNA RET/PTCI in BHP 10-3 and TPC-1 cells. Ha hybridization after the bioconjugation.
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As previously described, in vitro, the squalene based siRNA
nanoparticles were not able to enter spontaneously into the
cells and need a cationic compound to enter into the cells.''"*
Indeed, when VCaP cells were transfected with these
nanoparticles in the presence of Lipofectamine iMAX, an
inhibition of TMPRS52-ERG mRNA expression and of ERG
protein content was observed. This verified that the Cu-free
click chemistry reaction applied to the conjugation of sRNA
TMPRSS2-ERG to squalene, and solanesol polyisoprenoids did
not compromise the efficacy of the siRNA TMRSSX-ERG
rcsa.rd].ess of when the hybridization step oceurs, i.e, before or
after the reaction.

On the contrary, different results were pointed out in vivo
dzpmdmgmﬂ'!ﬁ:umﬂatmadmmmdbnmm:b:mns
VCaP prostate cancer xenografts. As discussed in our previous
papers, the discrepancy between in vitro and in vivo
nmopuﬂeuphkelsptﬂham?rdabﬂb&zphysmn&ﬂnml

anopartides that may change in vivo and the
different enzymatic content present in the animal environment

compared to simple culture medium. "% We observed a
preserved efficacy of the siRNA to inhibit the tumor growth
when sRNA TMPRSS2-ERG-5Q NPs (strands hybridized after
bioconj Ha) and siRNA TMPRSS2-ERG-SOLA NPs
to mice intravenously. Cancer proliferation is due to
deregulation of several signaling pathways that can act together
mi:nus:hmguwth,t‘rzr!ﬁ:u&!in}ﬂbdﬁm of ~50—560%
of tumor downregulating one on e (ERG) with
a specific mbg nuizwm&nypla ]\%Dhbly, EIDF.dJIIlCS (, aBfMA is
often associated with other molecules to synergize with them
andtna]lowd!crusmstb!dnmorth:sduduleuf
administration, thus du'mmshms the side effects.
1tsaemsthatt1‘zmmueﬂ'tacyufﬂ‘zrmpamdﬁwasrdamﬂ
to the nature of the terpene (5Q and SOLA) and to the
hybﬁdi:aﬁmsbegbo{hinﬂlmu:insﬂusiua:ﬂthzmno—
structural organization of the particles in aqueous solution. In
fact, nanoparticles with a compact round shape and a size less
than 300 nm resulted to be efficient in vivo suggesting that the
mnﬁ:nnahmandﬂusmmayplaﬁgaruhm&uachntyaﬁahn
observed recently by Jasinski et al™ In addition, biodistribution
studies explain the different antineoplastic activity observed
between the formulations. It is noteworthy that the counting of
total radioactivity within the organs contemplates the
ammulaﬁmofﬂppmbewh!ﬂ'ﬂﬁ'uur]jnlmdtnth:
sIRNA. In contrast, when the radicactivity i counted after RNA
extraction, only the intact *P-siRNA is selected and showed the
preferential uptake of sIRNA-SQ Ha NPs in tumor compared
to siRNA-50LA Ha NPs and unvectorzed siRMA, which
reflects the antineoplastic activity found for this treatment. The
accumulation of the formulation within the tumors may be
explined by the fact that squalene-derived nanoparticles could
interact preferentially with cholesterol-rich lipoproteins such as
low-density lipoproteins (LDLs). LDLs are the main source of
cholesterol for the peripheral tissnes; thus, uptake of LDLs is
often used byrapu.dlypcmhfuatmgca:mod]sbsahﬂ'yﬂ'm:
cholesterol needs.’ Interestingly, it has been shown that
squalene bi tes strongly interacted with LDL conferring
a so-called “indirect” ta.ryhnsbuwa.rdturrms”m for the
formulation siRNA-5Q Hb NPs: the lack of antineoplastic
activity would be due to the hybridization step that modulates
the nanoparticle size and conformation, preventing the
interaction with LDL and consequently determining the
sIRNA therapeutic outcome.
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In conclusion, we developed a new chemical synthesis for the
linkage of siRNA to twe polyisoprenocids resulting in
bioconjugates able to self-assemble as nanoparticles. Moreover,
we show, for the first time, the opportmity to broaden the
bioconjugation of siRNA to other polyterpenes such as SOLA.
This approach was also extended to other siRNAs that
this vectorization method can be applied to different sequences
maintaining the same efficacy of the unmodified siRNA in vitro.
The ease and flexibility of the d methodology, as well as
the improved yield of the synthesis, are believed to facilitate
further transhtion toward “dlickable” sRNA-polyisoprenoid-
conjugated nanoparticles targeting genes whose overexpression
results in the development of cancers or other genetic diseases.

B MATERIAL AND METHODS

Chemicals. All the chemicals used were of highest analytical
grade and were purchased from Sigma—Aldrich unless
otherwise noted. The anhydrous solvents were dried and
distilled before their use (tetrashydrofuran (THF) on Na/
benzophenone) and the reactions sensitive to air or humidity
were under nitrogen pressure. TLC was done over
Merck 60 F254 plates, thickness 025 mm. Kagi-Mischer (p-
anisaldehyde 50 mL, CH;COOH 10 mL, H,S0, 50 mL, EtOH
900 mL) was used for fpo‘tvﬁua]nahm 50, (lll}&}mm) was
dried for flash &Im\mabos:aphy.

Haﬁ'tmmamrzjsmdmaﬁnjhﬂm
300 spectrometer. 3-Hydroxypicolinic acid (3-HPA, used as the
matrix for MALDI-TOF MS, was of the highes‘t gra.cle available
and used without further purification) was purchased from
Sis:rna-ﬁlddch Co. Modified siRNAs to perform the Cu-free
click chemistry reactions were purchased from Eurogentec
(France). Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM), Opti-
MEM, fetal calf serum (FCS), Lipofectamine iMAX, and PCR
primers were purchased from Life Ter_hrmlup'es (Saint Aubin,
France). BD Matrisd {Baazrncnt Membrane Matrix Growth
Factor Reduced - Reference 356234) was purchased from
assay was p'l.'m:hasad from Bio-RAD Laboratories {Marnes—la—
Coquette, France). Water was purified using a Milli-Q_system
(Millipore, Saint Quentin en Yvelines, France).

siRMAs Used and Chemical Modifications. The sRNA
targeting TMPRS52-ERG, RET/PTC1, and the irrelevant
siRNA scrambled sequence used as a control in the experiments
were previously described.' '

All singlestranded RMAs were synthesized, then charac-
terized by matrix assisted hser desorption fionization time-of-
flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) and purified by
RP-HPLC. Single-stranded RNAs were synthesized as 19-mers
with two 3° avtrha.'ngmil -deoxynucleotide residues to provide
stabilization against es as described by Tuschl et al®' To
allow functionalization, a dibenzocyclooctyne (DBCO) reactive
group was introduced at the 5'-end of the sense strand of each
siRNA sequence through a N-(hexamethylenyl)-6-oxohexana-
mide spacer (Cg) (Scheme 1 (1), purchased from E )
France). To generate sRNA from RNA single strands,
equimolar amounts of both forward and reverse strands were
annealed in annealing buffer [30 mM HEPES-KOH (pH 74), 2
mM Mg acetate, 100 mM K acetate] for 2 min at 95 °C and
then kept 1 h at room temperature before storing at 20 °C.

Synthesis of Azido-Squalene and Azido-Solanesol.
Azido squalene (SQN;) (Scheme 1 (2¢) and Figure SI 1A)
was obtained by sequential mesylation and 5,2 displacement
with sodium azide of the known alehol (Scheme 1 (2c))
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available in turn from squalene (SQ)* (Figwe ST 1A).
Similarly, azido-solanesyl (SOLA-N,, Scheme 1 (3c) and
Figure SI 1A) was obtained from commercially available
solanesol (SOLA) by bromination with PBr, in Et,0 followed
The SOLA-N; (Scheme 1 (3c)) was obtained in 43% yield
to?'l'h)zr with a minor amount of 552" product (15%) (Figure
SI1A).

'H and ®C NMR spectra of azido-squalene 2c are reported
in Figure SI 1B,C, respectively. 'H and “C NMR spectra of
solanesyl azide 3c are reported as Figure SI 1D,E, respectively.

Bioconjugation of siRNAs to Azido-Squalene and
Azido-Solanesol. Before any synthesis was undertaken,
precations were applied to aveid degradation of siRNA by
contamination of ribonucleases. The bi jugates siRMNA
TMPRSS2-ERG-squalene (siRNA TMPRSS2-ERG-5Q)
(Scheme 1 (4)) and siRNA TMPRSS2-ERG-solanesol
(siRNA TMPRSS2-ERG-SOLA) (Scheme 1 (5)) were
obtained by the 1,3-dipolar cycloaddition of azides and
dibenzocyclooctynes, also known as Cufree dlick chemistry.

Investigation of the nature of the solvents, the temperature,
the incubation time, and the molar ratios between the 5Q-N; or
the SOLA-N; and the modified sense strand (DBCO) of the
siRNA TMPRSS52-ERG was assessed to obtain the best
parameters of the synthesis giving an high yield of the desired
bioconjugate.

The protocal to obtain the bioconjugates sIRNA TMPRSS2-
ERG-5Q and siRNA TMPRSS2ERG-SOLA is described as
follows. 1 nmol of the 5"-end modified sense strand DBCO-C;
of the siRNA TMFRSS2-ERG (1 mg/mL in DNase/RNase-
free water) was mixed with 50 nmol ofSQ_—Na ar SOLA-N, 1
mg/mL in DMSO) in a glass via. DMSO (286 wL) and
acetone (65 pl) were added to the solution and incsbated at
rmmizrnpﬂamﬁ:mllhmdzrsﬁn'insmubhjntb:
bioconjugate siRNA TMPRSS2-ERG-SQ) or 18 h to obtain the
bricl:ucn'pgaiz siRMNA TMPRSS2-ERG-SOLA.

The progress of the reactions as well as the purification from
the excess of unconjugated S0 and SOLA were performed by
RP-HPLC on a polymeric column as described below. The
coupling yield was determined based on the UV absorbance of
the species. The identity of the bioconjugates &RNA
TMPRSS2-ERG-5Q_and siRNA TMPRSS2-ERG-S0LA was
confirmed by MALDI-TOF mass spectrometry. Three
independent reactions were carried out to werify the
reproducibility of the synthesis. Purified products were
lyophilized, then solubilized into RMase free water at the
desired molar concentration.

To obtain the bi jugate siRNA RET/PTC1-5Q, the
protocol of Cu-free click chemistry and the processes described
above were applied.

Hybridization of Both Strands of the siRMAs. The
hybridization of both strands of the siRNA TMPRSS2-ERG
was performed before (Hb) or after (Ha) the bioconjugation of
the sense strand to SQ or SOLA according to the
manufacturer’s protocol When the annealing of the driver
strand was performed after the bioconjugation, the purified and
lyophilized bioconjugates siRNA TMPRSS2-ERG-5C and
siRNA TMPRSSZERG-50LA were used For the sRNA
RET/PTCI, the annealing was performed only after (Ha) the

Purification of siRNA-SQ/SOLA Bioconjugates via
HPLC Equipment. The HPLC separation was performed on
a Waters high-performance liquid chromatography system

(Waters 2695) equipped with a photodiode array detector
I'fWahers 2996) whose wavzlcnsth range was between 190 and
800 nm, a pump (model Waters 600 controller), and an
automatic injector (Waters 717 autosampler). The stationary
phase consisted of a nonporous, alkylated polystyrene
divinylbenzene column (Hamilton 10 pm, 4.6-250 mm,
PEEK) protected by precolumn (Hamilton). Empower was
used for data acquisition. Flow rate was 1.2 mL/min. Injection
volumes were 100 yL. A gradient of mobile phases A and B was
applied. Mobile phase A was composed of 0.2 M TEAA (5%),
pH 7.0. with 5% acetonitrile (v/v), water 90%, and mobile
phase B consisted of 95% acetonitrile with 5% TEAA (v/v), 5%
of water. The gradient conditions applied for purification were
as follows: l]—Brrﬁn]in:arsradimtﬁmnﬂ%toMufB;B—M
min linear sradiﬂrtﬁumu% to 90% of B; 16—18 min linear
gradient from 90% to 100% of B; 18—30 min 100% of B; 30—
32 min linear gradient from 100% of B to 100% of A, and 32—
42 min re-equilibration with 100% of A. The chrmtnsra:m
wmrmm&datawavdmsthufl&ﬁm@anﬁﬁcaﬁmuf
peaks was performed by integration of peak areas. Bioconju-
gates siRNA-SQ/SOLA were purified by manual peak
collection. Fractions were collected for 3 min, corresponding
to a fracion volume of 36 mlL, and then lyophilized All
lyophilized siRNA fractions were reconstituted in DEPC-
treated water.

MALDI-TOF Mass Spectrometry. A MALDI-TOF/TOF
UltrafleXtreme mass spectrometer (Bruker Daltonics, Bremen)
was used for all experiments. Mass spectra were obtained in
linear positive ion mode. The laser intensity was set just above
the ion generation threshold to obtain peaks with the highest
possible sipnal—bc»nm's: (S/N) ratio without sisni.ﬁca.n‘t peak
broadening. All data were processed using the FlexAnalysis
software (Bruker Daltonics).

Preparation and Characterization of Nanoparticles
SiRNA-SQ and siRNA-SOLA. Nanoparticles siRNA-5Q or
siIRNA-SOLA were prepared by nanoprecipitation in acetone/
water. One phase (aqueous or organic) was slowly added to the
other, under magnetic stirring, then acetone was completely
evaporated using ni fhux to obtain an aqueous suspension
of pure sRNA-50 or siRNA-SOLA nanoassemblies at 10 pM
concentration. Control iRNA-SQ/SOLA NPs were prepared
using the same protocol as described above.

Then, the hydrodynamic diameter (nm) was measured by
dynamic light scattering (DLS) using the Nano Brook 90 Plus
PALS with a DLS of 90° (Brookhaven Instrument) and
the zeta potential (mV) was measured using a Zetasizer 4
(Malvern Instrument). Samples were analyzed at 10 pM
concentraion in H;Q. Three measures of 5 min for each
sample were performed and the average diameter + SD of three
independent samples was calm]atmg The cryogenic trans-
mission electron microscopy (cryo-TEM) was performed with
the JEOL 2100 electron microscope at the Electronic
Microscopy Phtform (IBPS/Institut de Biologie Paris-Seine,
Université P. et M. Curie, Paris, FRANCE). A 4 uL droplet of
the samples (concentration of 22 mg/mL) hybridized before
(Hb) or after the synthesis (Ha) [siRNA TMPRSS2-ERG-SQ
Hb NPs, siRNA TMPRSS2-ERG-5Q Ha NPs, siRNA
TMPRSS2-ERG-50LA Hb NPs siRNA TMPRSSZ-ERG-
SOLA Ha NPs] was deposited on a carbon-coated copper
p‘idﬁmsufth! liquid was rtmu:l'ret:‘1.\.1'11:'r|I:ult:rtl:i.rlgfllizrl;tal;nzrJ
and the samples were quickly vitrified by plunging them into
Liquid ethane using a guillotine-like frame. The samples were
then transferred to a ayo-sample holder. Observations were
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made at an acceleration voltage of 200 KV under a low electron (NuPAGE Bis Tris Mini Gels 10%, Life ) Saint-
dose. Analysis was pﬂ'ﬁ)m'lfw‘lth Image] software. Aubin, France) and proteins were transferred m.ns the

Cell Lines and Cell Culture. The VCaP is a prostate cancer
cell line expressing TMPRSS2-ERG fusion oncogene. BHP 10-
3 and TPC-1 are both papillary thyroid carcnoma cell lines
harboring the fusion oncogene RET/PTC1. All cel lines were
maintained at 37 *C in an atmosphere of 5% CO, and 95%
bumidity m Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
supplemented with FCS, 100 units/mL penicillin, and 100 pg/
mL strepto:

In Vitro Cell Transfection. Qur previous studies showed
that NPs siRNA-SQ_cannot spontaneously enter in vitro;'™""*
therefore, Lipofectamine iMAX was used to assess the efficacy
ufsiRN)’Lbci.uouijs.aizs compared to unvectorized siRNA and
to decrypt if the conjugation was affecting the kinetic of the

down tion.

Briefly, 8 X 10° VCaP cells were seeded in sizwell plates
containing DMEM supplemented with 10% FCS, penicillin
(100 U/mL), and streptomycin (10 pg/mL) and transient
transfections were carried out using Lipofectamine RINAIMAX
transfecting agent according to manufacturer’s instructions, The
following compounds were transfected at 50 nM concentration:
(1) siRNA ontrol (2) unvectorized siRNA TMPRSS2-ERG;
(3) siRNA TMPRSS2-ERG-SQ. Hb NPs; (4) siRNA
TMPRSS2-ERG-SOLA Hb NPs; (5) siRNA TMPRSS2-ERG-
S0 Ha NFs; and (6) siRNA TMFRSS2-ERG-50LA Ha NPs
After 48, 72, and 96 h, cells were harvested, and then mRNA
knockdown. Each experiment was performed at least twice and
in duplicate. Nanoparticles siRNA Control-SQ/S0LA Ha/b
were also assessed as negative controls up to 72 h

The papillary thyroid carcinoma cell lines BHP 10-3 and
TPC-1 were ako transfected with (1) siRNA RET/PTC-1 and
(2) siRNA RET/PTC1-50 Ha NPs at 50 nM concentration.

Briefly, 4 % 10° BHP 10-3 and TPC-1 cells were seeded in
st-well plates containing OPTIMEM and transient trans-
fections were carried out using Lip ofectamine-2000 transfecting
agent according to manufacturer's instructions. Four hours
later, the medium was replaced by DMEM supplemented with
10% ECS, penicillin (100 U/mL), and streptomycin (10 pg/
mL). Twenty-four hours and 48 h later, cells were harvested
and mRNA was extracted to be analyzed for gene expression.
Each experiment was performed at least twice and in duplicate.

mRNA Extraction and Real Time PCR (RT-gPCR)
Experiments. Total RNA was extracted from VCaPF, BHP
10-3, and TPC-1 cells using RMNeasy mini-kit (Qiagen,
Courtaboeuf, France). First-strand ¢DMA was Fcraizd with
M-MLV RT buffer pack (Invitrogen, Charbonniéres les-Bains,
France). Real-time PCR (qPCR) was carried out with
StepOnePlus PCR System (AB Applied Biosystems, Villebon-
sur-Yvette, France) using Maxima Syber Green Rox gPCR
master Mix (Thermu Scientific, Villebon-sur-Yvette, France)
according to manufacturer's instructions. Samples were nun in
triplicate; gene regulation was determined by 27880 method
and normalized to GAPDH levels. For knockdown experi-
ments, results are given as relative mRNA levels compared to
nontreated cells.

Immunoblotting. Total protein extracts were obtained
using M-PER reagent (Thermo Fisher Scientific Courtaboeuf,
France) supplemented with a tease inhibitor cocktail
(Roche, Neuilly sur Seine, France). Proteins were titrated by
BioRAD Assay according to manufacturer’s instructions.
Samples were then loaded on 10% polyacrylamide gel
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iBlotDry Blotting System (Invitrogen, France). Membranes
were incubated overnight at 4 °C with either of the

primary antibodies: monoclonal rabbit ERG (EPR 3864 (2);
1:500. Abcam Biochemicals, Paris, France). Monoclonal mouse
GAPDH-HRP (1:1000. Cell Signaling technology, Saint
Quentin en Yvelines, France. ref: 3683) was used as internal
control. Blots were then washed and incubated with
mspucnﬂing secondary anti-rabbit antibody oncnj:g.atd to
HREP (horseradish peroxidase, 1:3000. Cell S1p|alms Tedinol-
reagent (Invitrogen, France).

Animal Studies. All animal experiments and the use of
VCaP cells were approved by the institutional Ethics
Committee of Animal Experimentation (CEEA) and research
council (Integrated Research Cancer Institute in Villejuif,
IRCIV), registered in the French Ministry of Higher Education
and Research (Ministére de 'Enseignement Supérieur et de
Recherche; MESR) under the authorization number CEEA
IRCIV/IGR no 26:94-226, no: 2011-09 and carried out
according to French laws and regulations under the conditions
established by the European Community (Directive 2010/63/
UE). Investigation has been conducted in accordance with the
ethical standards and according to the Declaration of Helsinli.
All efforts were made to minimize animal suffering:
administration of trestments was performed under isoflurane
anesthesia and animals were sacrificed by CO,. Five-week-old
SCIDy/Beige mice were purchased from Harlan Laboratory. All
animals were housed in sterilized laminar flow caging system.
Food, watﬂ,andbaddi:lswmsmﬂjud before bcmsplaoaclm
tbecasuFmﬂanﬂwaizrwm | ad libitum.

In Vivo Efficiency and Biodistribution of siRNA
TMPRS52-ERG Polyterpene MNanoparticles. VCaP cells
were subcutaneously inoculated [ll] % 10° cells/mouse in
PBS (50 pL) mixed with Matrigel (50 pL)]. When tumors
reached about 50 mm’, mice (n = 5/group) were treated
intravenously (iv.) twice per week with either (1) saline
solution (NaCl 0.9%); (2) siRNA TMPRSS2-ERG (or
Control)-SQ Hb NPs; (3) siRNA TMPRSS2-ERG (or
Control) SOLA Hb NPs; (4) sRNA TMPRSS2ERG (or
Control)-SQ. Ha NPs; (5) sRNA TMPRSS2-ERG (or
Control)-SOLA Ha NPs; and (6) unvectorized siRWNA
TMPRSS2-ERG dispersed in 100 yL of 0.9% NaCl soltion
at the rate of 0.5 mg/kg for the first injection and 0.1 mg/kg for
the rest of the injections (cumulative dose = 1.1 mg/kg/
mouse). The administrated dose and schedule of treatments
were selected based on previously published studies,'*!1A18
Mice were monitored daily for tumor growth and body weight
and then sacrificed at the end of the experiment (day 22) or
when tumors reached a volume of 1000 mm?.

For biodistribution studies, the groups of mice treated with
unvectorized siRNA, siRNA-5Q_Ha NPs, and siRNA-SOLA Ha
NPs received unvectorized *P-hbeled sRNA or *P-siRNA-SQ_
Ha NPs or *P-siRNA-SOLA Ha NPs, respectively ($ milion
cpm), as the last injection. After 3 h, mice were sacrificed and
memrymﬁns,mne,&m and tumor were collected, and
total radioactivity was counted by Cherenkov counting. Then,
total RMA was extracted from each ucrga:l,m‘i:u,ﬁﬁ:s,a:ﬂ
tumor, and radioactivity present in the purified RNA was
evaluated by Cherenkov counting (mean # SD). To assess the
presence of intact ®P-siRNA in extracted RNA, electrophoresis
gel was performed on RNA extracted from tumors treated for 3
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and 16 h with unvectorized ¥'P labeled siRNA or *P-siRNA-
SO Ha NPs or “P-siRNA-SOLA Ha NPs.

Statistical Analysis. All data are presented as mean +
standard deviation (SD). To compare the effects of the
different treatments mwm inhibition in mice, two-
way ANOVA analysis by Bonferroni post-tests for
multiple comparisons was applied using “Prism” software. p <
0.05 was considered as a statistically significant level.
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[1l. Structure des NPs siRNA-SO

A. La structure de la double hélice n'est pas altérée par la chimie
clic sans cuivre.

Une expérience de dichroisme circulaire a été réalisée pour vérifier que la structure double-
hélice du siRNA n’est pas altérée par les différentes étapes de la synthése chimique et
physique menant a la formation des NPs. Les spectres avant et aprés 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 synthése chimique.

/ siRNA-5Q NPs

siRNA-5Q bioconjugates (before nanoprecipitation)
|

Naked siRNA

CD (mdeg)
e

wavelélagth (nmi.e
Figure 33 : La conformation du siRNA n’est pas modifiée par la synthése chimique. Spectres
de dichroisme 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 I'équipe LIONS
du CEA sur le spectrométre D33 a I'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) a partir d’'une solution mere a 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 colloidale dans I'eau

et d’autre part, de déterminer le rayon d’'une nanoparticule. En effet par une analyse de Guinier



au niveau du plateau débutant aux petits angles (q < 0,002 A™%), 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 (fleches
vertes) dans la région des q moyennes (0,007 < g < 0,3 A1) 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 sphéres contenant des cylindres montre que l'oscillation numérotée 1 sur la
figure 34B correspond a des petites sphéres de 10 nm de diameétre riches en siRNA et
I'oscillation numéro 2 sur la figure 34B est le siRNA, qui est un cylindre de 4 nm delongueur
et 1,1 nm de rayon. La remontée aux petits angles est a attribuer au signal des particules de

plus de 100 nm de diamétre.

Gréce a I'ajustement du diagramme de SANS par une sphéere d’'un diamétre totale de 120
nm et la comparaison des diagrammes SANS et SAXS (Figure 34C), nous pouvons dessiner
une premiére modélisation de la structure interne d’'une nanoparticule siRNA-SQ en solution
aqueuse (Figure 34D). Chaque molécule de siRNA étant liée a 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 sphéere de 10
nm de diamétre. La nanoparticule siRNA-SQ est quant a 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 a des valeurs de g < 0,002 A°
1 angles moyens de 0,002 & 0,04 A'et la région des grands angles q > 0,04 A" 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 fleche numérotée 1 correspond a l'oscillation

C)

0,001 +
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01 | SANS

Structure globale :
sphére de 120nm avec PDI=0,25

0,001 0,01

P 0,1
Q(A)

O 10 nm sphere

représentant des petites spheres de 10 nm de diametre riche en siRNA et la fleche 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 sphéres

polydisperses contenant ou non des cylindres de siRNA D) Schéma de /a structure d’'une

nanoparticule siRNA-SQ issus des ajustements de courbes SANS et SAXS.
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V. Etude de Jlidentité biologigue des nanoparticules
SiRNA-SO

En se basant sur la littérature, il semblerait que lidentité synthétique des NPs ne
correspondrait pas exactement a 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 I'étude, nous nous sommes

intéressés a 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 linteraction entre les NPs siRNA-SQ avec des protéines sériques, ces
derniéres ont été incubées avec une quantité croissante de FBS a 37°C pendant 30 min puis
une électrophorése d’agarose 4% a été réalisée (Figure 35A). Nous observons qu’un retard a
la migration apparait des que ces NPs sont mises en présence de sérum total. Ceci est d0 &
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’électrophorése par ce retard dans la migration en comparaison avec
les NPs dans I'eau. Le potentiel { des NPs siRNA-SQ a été mesuré avant et aprés incubation
avec différentes proportions de FBS (pH = 7 ; Figure 35B). Ce dernier augmente et devient
presque neutre a 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)
Electrophorése d’agarose 4%. La fléche rouge symbolise le retard a la migration dd a un
changement dans la mobilité électrophorétique. B) Mesures du potentiel { 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 a différents temps
d’incubation et une électrophoreése d’agarose 4% a été réalisée (Figure 36A). Des la mise en
présence des NPs avec le FBS (fleche rouge ; t = 0min), un retard a la migration est observé
en comparaison avec le siRNA « nu » (fleche bleu), confirmant I’'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 a la méme
distance que les NPs en présence de sérum. Aprés 30 min d’incubation a 37°C, un retard a la
migration apparait pour le siRNA « nu » (fleche orange) : il migre plus loin car il est dégradé a
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 a l'aide d’une régression polynomiale (Figure 36B) : t1,= 1,62 h.
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Figure 36 : Les NPs siRNA-SQ sont stables dans le sérum. A) Electrophorese d’agarose 4%
montrant la stabilité biologique du siRNA « nu » et des NPs siRNA-SQ dans 50% de sérum a

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 grace a la diffusion des neutrons. Aux petits angles (zone cerclée en rouge sur
la figure 37 ; q < 0,002 AY), 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’agrégent 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 colloidale 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 D,O (cercles bleus), du FBS dialysé contre D20 (cercles rouges) et du
mélange des 2 (cercles jaunes). La région des petits angles correspond a des valeurs de g <
0,002 A, angles moyens de 0,002 a 0,04 A et la région des grands angles g > 0,04 A, La
courbe lisse noire correspond a une combinaison linéaire des diagrammes SANS du FBS et
des NPs siRNA-SQ.

B. Interactions avec I'albumine

a) Les NPs siRNA-SQ interagissent avec I'albumine

Dans un second temps, nous nous sommes intéressés a 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 a 4% a été effectuée. Comme précédemment
avec le FBS, un retard a la migration est observé. En effet, plus le ratio BSA/NP augmente,
moins les NPs migrent loin (fleche rouge sur la figure 38A), confirmant I’existence d’une

interaction entre ces deux molécules.

Pour la confirmer, une expérience de dichroisme circulaire a été réalisée. Deux
spectres ont été enregistrés (Figure 38B). La courbe orange est celle de la BSA seule a la
concentration de 4 mg/mL et la deuxiéme 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 a 210 et 224 nm et une positive a 192 nm.
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L’incubation avec les NPs entraine une diminution du signal de ces bandes de l'ordre de 8 a
10 %, indiquant une interaction entre les NPs siRNA-SQ et la BSA induisant un

changement de conformation de cette derniére.
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Figure 38 : Etude de linteraction des NPs siRNA-SQ avec la BSA. A) Electrophorése

d’agarose 4% aprés incubation des NPs avec une concentration croissante de BSA. B)
Spectre de dichroisme 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 I'albumine : étude spectroscopique

L’interaction entre les NPs siRNA-SQ et I'albumine a également été étudiée par deux

approches en spectroscopie de fluorescence.

La premiére approche consiste a fixer la concentration de BSA (5 uM) et I'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 lintensité 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 > 10'° L.mol*.s) et d’en déterminer la
constante de dissociation, qui est équivalente a la réciproque de la constante de Stern-

Volmer et égale a 3,61 x 10° mol.L! (Tableau 12).
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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 a
une température (25°C) (n=3)

Quenching rate constant kq 3,16 £ 0,73 X 102 L.mol?t.s?
Stern-Volmer constant K, 3,16 £0,73 X 10° L.mol?
Dissociation constant Ko 3,61+0,99 X 10 mol.L1
Binding site n 1+0,23

La seconde approche consiste a ajouter progressivement la BSA a 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 a la BSA. Dans les mémes 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), indiqguant 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 & 25°c et pH 7, Kops, est déterminée a partir de I'analyse des données de
fluorescence et de la régression linéaire selon I'équation 14 représentée sur la figure 40B. Sa

valeur est égale a 7,79 + 1,27 x 10®8mol.L? (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 a la concentration de 5uM en rouge,
BSA (5 pM) + NPs siRNA-SQ (5 pM) en noir et NPs siRNA-SQ (5 pM) seules en bleu B)

Présentation d’une régression linéaire permettant de calculer la constante apparente de

dissociation Kops
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c) Calculs des constantes thermodynamiques par calorimétrie isotherme

L’étude de la différence de chaleur produite par I'interaction entre les NPs siRNA-SQ et
lalbumine par calorimétrie isotherme permet de calculer I'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 I'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 (AH < 0)
et se fait spontanément (AG < 0). Les valeurs obtenues aprés ajustement avec un modéle

connu de liaison mono-site sont présentées en B et D.
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Figure 41 : Calorimétrie isotherme. A) Courbes obtenues lors de la titration des NPs siRNA
RET/PTC1-SQ par la HSA ([HSA]seringue = 100 uM), B) Valeurs thermodynamiques obtenues
de A apres ajustement, C) Courbes obtenues lors de la titration des NPs siRNA PMP22-SQ
par la BSA ([BSA]seringue = 100 uM) et D) Valeurs thermodynamiques de C aprés ajustement.
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d) La structure des NPs siRNA-SQ n’est pas modifiee par la présence de

I'albumine
100 a5
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Figure 42 : Les NPs siRNA-SQ sont stables en présence de BSA. Modéle SANS du mélange
NPs siRNA-SQ/BSA (cercles verts). Cercles bleus : 0,3 mg/ml de NPs siRNA-SQ dans D-0,
cercles rouges : 13 mg/ml de BSA dans le D2O. La région des petits angles correspond a des
valeurs de g < 0,002 A, angles moyens de 0,002 & 0,04 A et la région des grands angles q
>0,04 A

L’interaction des NPs siRNA-SQ avec la BSA a également été étudiée par SANS sur
D33 spectrométre de I'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 intéresseés a la troisieme protéine la plus
abondante du sérum, les lipoprotéines et plus particulierement 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 électrophorése d’agarose 4% a été réalisée (Figure 43A).
Comme pour les électrophoréses précédentes, un retard a la migration est observé lorsque la
guantité de LDL incubée avec les NPs augmentent, indiqguant 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 { 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
I'albumine, les LDL ont été ajoutés progressivement a une concentration fixe de NPs siRNA-
SQ et les spectres de la fluorescence émise des LDL ont été enregistrés (Figure 43C). Dans
les mémes 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
amene a 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) Electrophorése d’agarose 4%
aprées incubation des NPs siRNA-SQ avec une quantité croissante de LDL. B) Mesure du

potentiel { aprés 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 I'interaction des NPs siRNA-SQ avec le sérum et ses composants se
faisaient via le SQ et non du siRNA. Ainsi, le sSiRNA « nu » (c’est-a-dire non couplé au SQ) a
été incubé pendant 30 min a 37°C avec des quantités croissantes avec le sérum entier, la BSA
et les LDL puis des électrophoréses d’agarose 4% ont été réalisées. Contrairement aux NPs
SiRNA-SQ, aucun retard a 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 I’albumine et les LDL.
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Figure 44 : Le siRNA «nu» n’interagit pas avec le sérum total, 'albumine et les LDL.
Electrophorese d’agarose 4% apres incubation du siRNA « nu » avec une quantité croissante
de FBS (A), BSA (B) et LDL (C).
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V. Etude de Pinternalisation des NPs siRNA-SO

Depuis 2010, nous avons démontré l'efficacité thérapeutique des NPs siRNA-SQ dans
plusieurs modéles pathologiques de cancers (carcinome papillaire de la thyroide et cancer de
la prostate) et récemment dans un modéle de neuropathie périphérique (maladie de Charcot-
Marie-Tooth 1A) mais nous n’avons jamais réussi a 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 hypothéses ont été posées :

- Répulsion électrostatique entre les NPs siRNA-SQ anioniques et la membrane
cellulaire également chargée négativement
- Réle de ladisponibilité de la surface cellulaire

- Les interactions avec le sérum aident a I’'internalisation des NPs siRNA-SQ

A. La charge négative des NPs siRNA-SQ empéche leur
internalisation in vitro

Les NPs siRNA-SQ ont une charge négative qui empéche probablement leur
internalisation dans les cellules par répulsions électrostatiques avec la membrane cellulaire
chargée négativement. Afin de vérifier cette hypothése, nous avons décidé d'utiliser le méme
type de lipide que nos NPs mais modifié par la fonction guanidyl-hydrazone. Ce dérivé SQ
cationique (SQ*) a ensuite été ajouté a 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 Iégerement 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 apres 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 ¢ des NPs siRNA-SQ (Mann-Whitney test)

Size PDI Zeta potential
SiRNA-SQ NPs 197,7 £12,2 nm 0,127 £ 0,019 -37,1+£24mV
SiRNA-SQ NPs : SQ* 255,6 £ 7,2 nm 0,119+0,014 39,6 £ 4,3 mV **

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



thyroide) 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
I'expression des génes RET/PTC1 et PMP22 n'a été observé, contrairement a 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 I'extinction
du géne est maximal avec la lipofectamine®, mais les SQ cationigues internalisent
suffisamment de NPs siRNA RET/PTC1-SQ pour inhiber environ 20% de I'expression de
I'ARNmM RET/PTCL1 (fleche noire sur la figure 45A) et 80% de ’ARNm PMP22 (fleche noire
sur la Figure 45B).
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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/PTCL1 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, 'ARN extrait et la RT-qPCR effectuée. La fleche noire désigne la condition
ou les NPs siRNA-SQ sont transfectées avec le SQ*. Pour les deux lignées : ***p<0,0001 et

p<0,001 par rapport a 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)



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 deuxieme hypothese, les cellules
BHP 10-3 et MSCB80 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 I'inhibition
de I'expression du géne cible. La lipofectamine® a été utilisée pour faire entrer le SIRNA « nu »
et les NPs siRNA-SQ respectives, qui sont les contréles positifs de I'expérience. Aucune
inhibition significative de I'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 ['utilisation du
transfectant cationique (Figure 46C et D). En revanche, une inhibition de 26 % de
I'expression de 'ARNm RET/PTC1 est observée dans les cellules BHP 10-3 aprés 48h de
traitement avec les NPs siRNA RET/PTC1-SQ (fleche noire sur la figure 46A). Cette
inhibition est comparable a celle observée avec les NPs siRNA-SQ transfectées par la
lipofectamine. Cependant, aprés 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 étre 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 méme concentration de siRNA nus et NPs.
Quarante-huit et soixante-douze heures plus tard, les cellules ont été récoltées, I'ARN extrait
et la RT-gPCR effectuée pour évaluer I'expression relative de 'TARNm RET/PTC1 et PMP22.
La fleche noire désigne les conditions ou les NPs siRNA-SQ ne sont pas transfectées avec la
lipofectamine. Pour les deux lignées : ***p<0,0001 et **p<0,001 par rapport a 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)



C. Le récepteur des LDL pourrait jouer un réle dans l'internalisation des
NPs siRNA-SQ

Sobot et al., ont montré que les LDL s’adsorbaient a la surface des NPs de gemcitabine-
SQ, ce qui permettaient I'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 réle 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 thyroide) et A673
(provenant d’'un sarcome d’Ewing) connues pour étre trés tumorigénes chez la souris
expriment fortement le récepteur des LDL. En revanche, les lignées non tumorigenes
TCP1 (carcinome papillaire différencié) et MSC80 (cellules de Schwann murines) ou peu
tumorigéne chez la souris VCaP (cancer de la prostate) expriment peu ou pas le récepteur
LDL.
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Figure 47 : Western blot représentatif de I'expression protéique du récepteur des LDL dans
plusieurs lignées cellulaires. Les résultats montrent une forte expression du LDLR dans les
cellules tumorigénes (BHP 10-3, A673) comparativement aux cellules peu (RP3) ou pas
tumorigénes (MSC80, TCP1).

D’aprés ce résultat, et en se basant sur les résultats obtenus par I'équipe (Raouane,
Desmaele et al. 2011, Ali, Maksimenko et al. 2014, Urbinati, Ali et al. 2015), il semblerait que
linternalisation in vitro des NPs siRNA-SQ soit indépendante de la concentration du LDLR.
L’hypothése 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.



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 I'expression du LDLR a été analysée
par WB (Figure 48A et C). Nous observons une augmentation de ’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
I'effet de la surexpression du LDLR sur l'internalisation des NPs siRNA-SQ, nous les avons
incubées pendant 30 min & 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. Apres quatre heures d'incubation avec
les cellules, le milieu a été remplacé par un milieu de culture complet et 48 heures plus tard,
I'ARN total a été extrait et I'expression de TARNm de RET/PTC1 et PMP22 a été analysée par
RT-gPCR. L’augmentation de I’expression du LDLR et les pré-incubations des NPs
SiRNA-SQ dans 50 % de FBS ou avec les LDL n'ont pas aidé ainternaliser le siRNA dans
les cellules car aucune différence significative d’inhibition de I'expression des génes
spécifiqgues aux siRNA n'a été observée en comparaison aux cellules non traitées (Figure 48B
et D; n=1). Ce résultat préliminaire suggere que les LDL seraient des cargos pour les NPs

siRNA-SQ mais ne jouent pas un role 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 MSCB80 (C) ont été ensemencées pendant 48 heures avec
un milieu de culture a 10 % de FBS ou a 1 % de FBS. L'expression protéique membranaire du
LDLR a été évaluée par WB. Aprés un ensemencement en milieu de culture a 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 fleche noire désigne les conditions ou les NPs

SsiRNA-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 réle dans
l'internalisation des NPs siRNA-SQ mais cela reste a vérifier. Quant aux LDL, ils joueraient

uniquement un rdle 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 I'expression d’'un
géne cible en dégradant son ARNm rend cette molécule intéressante pour traiter des
pathologies pour lesquelles aucune option thérapeutique n’est disponible. Le principal
inconvénient empéchant une utilisation sire et efficace en clinique est di a 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 empéche une internalisation cellulaire optimale. Pour
pallier ces inconvénients, le siRNA doit étre protégé et encapsulé. La méthode choisie par
I'équipe d’accueil est de le coupler a un lipide naturel précurseur du cholestérol, le SQ. Dés
2006, I'équipe du Pr Patrick Couvreur a utilisé la propriété de « se compacter » de ce triterpéne
pour le conjuguer a 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 a 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 Michaél a montré son efficacité in vivo par inhibition de la croissance
tumorale corrélée a l'inhibition des produits du géne (ARNm et protéines) dans trois modeles
pathologiques de cancers a OF : carcinome papillaire de la thyroide (avec les OF RET/PTC1
et RET/PTC3) et cancer de la prostate (avec '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’a 70% (Massaad-
Massade, Boutary et al. 2018). La vérification de la réaction de couplage par HPLC montre
gue 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 linhibition de I'expression du gene ciblé. Cependant, in vitro, les NPs
SsiRNA-SQ obtenues via les deux méthodes de couplage ne sont pas internalisées ; i.e. aucune

inhibition du géne cible n’a été observée.



Cette étude se situe a la suite de ces travaux. Elle a consisté a : 1) caractériser
les NPs siRNA-SQ aprés optimisation de la méthode de nanoprécipitation et a 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 :

squalénisées

Comparaison des paramétres physico-chimiques des nanoformulations

Masse molaire . .
. eyrof . Diametre Potentiel T rex
Bioconjugués approximative PDI Références
(nm) (mV)
(g/mol)
Rouquette et
Ad-SQ 678 71 0,08 - al., 2019
. Kotelevets et
CisPt-SQ 712 128 <0,2 - al, 2017
Maksimenko et
Gem-SQ 674 133 0,12 -15,1 al., 2015
Anti-VIH ddI-SQ 647 217 0,220 -
Hillaireau et al.,
Anti-VIH ddC-SQ 622 204 0,020 - 2013
siRNA RET/PTC1-5Q 13 411 170 0,2 - 25 Ra"”;g‘;ft al.
siRNA RET/PTC3-SQ 13 411 230 0,2 -27 Aliet al,, 2014
SiRNA TMPRSS2- Massade et al.,
ERG-SQ 13411 244 0,23 -48 2018
SiRNA PMP22-5Q 13411 180 <0,2 - 48 Boutary etal,
soumis

La premiére partie de ce projet a été d’optimiser la derniére étape menant a 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 homogéne (Fessi, Puisieux et al. , Fessi,
Devissaguet et al. 1992, Lepeltier, Bourgaux et al. 2014). Ainsi la molécule d’intérét
(généralement hydrophobe) est reprise dans un solvant organique polaire et ajouté a un large
volume d’un autre solvant, aqueux le plus souvent ou 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 parameétres 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 homogéne 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 squalene
(~ 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 I'eau et ajouté a un solvant organique, I'acétone. Cette inversion dans
I'addition des solvants a permis de former des NPs siRNA-SQ avec une taille ~ 200 nm et un
potentiel { de -35 mV favorisant la présence de répulsions électrostatiques entre les NPs et
empéchant ainsi leur agrégation. Ces caractéristiques physico-chimiques sont
compatibles avec une administration intraveineuse sdre dans la microcirculation

vasculaire. Elles sont similaires entre toutes les formulations testées.

L’ensemble de la synthése comporte des étapes avec des solvants organiques pouvant
altérer la conformation en double-hélice du siRNA. L’étude par dichroisme 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 ou la transfection des NPs siRNA-SQ permet d’inhiber I'expression des
géenes cibles de facon similaire aux siRNA « nus » transfectés (Raouane, Desmaele et al.
2011, Ali, Maksimenko et al. 2014, Massaad-Massade, Boutary et al. 2018). En collaboration
avec I'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 colloidales nanométriques. Elles ont déja été utilisées pour caractériser les
formulations squalénisées, notamment adénosine-SQ (Ad-SQ) mais c’est la premiére 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 a la
fraction SQ, permet d’obtenir la structure globale d’'une nanoparticule. A contrario, le SAXS est
sensible aux contrastes électroniques de I'échantillon et permet de visualiser le siRNA. Sa

présence est notamment retrouvée au niveau des deux oscillations aux moyens et grands



angles, respectivement dans des petites sphéres homogénes (diamétre 10 nm et PDI 0,15)
enrichies en cette molécule oligonucléotidique et sous sa forme originelle cylindrique de
longueur 4 nm et diamétre 2,2 nm. Ainsi, la nanoparticule siRNA-SQ peut étre représentée
comme une grande sphére de 120 nm de diamétre (PDI 0,25) comprenant a I’'intérieur

des petites sphéres composées des BC siRNA-SQ.

Lors d’'une injection dans l'organisme, des protéines vont s’adsorber de fagon
instantanée a 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 a la migration apparait
aprés migration sur gel d’agarose. Ces premiers résultats confirment la présence
d’interaction avec des éléments sériques. L’aptitude des NPs siRNA-SQ a 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 aprés
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 prés de 50% et 35% du signal en présence de FBS ou de BSA
respectivement, indiguant 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 I'étude des spectres SANS, le sérum et I'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 I'albumine. Il est difficile de déduire
de ces expériences de la formation d’'une couronne de protéines sériques autour des NPs.
Néanmoins, plusieurs hypotheses peuvent explique ce résultat : peut-étre que les NPs siRNA-
SQ sont trop « lourdes » pour que leur signal soit facilement visualisable sur le spectre ou que
la cinétigue est plus longue, méme si les expériences ultérieures (spectroscopie de
fluorescence notamment) semblent prouver le contraire. Enfin, si on compare les paramétres

physico-chimiques des NPs siRNA-SQ et ceux des NPs Ad-SQ, nous remarguons que les



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 hypothése semble se confirmer avec le
calcul du nombre de bioconjugués présents dans une nanoparticule. En effet, il est estimé a
environ 59 000 bioconjugués siRNA-SQ/nanoparticule, ce nombre parait important mais |l
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 spécifiguement aux interactions des NPs siRNA-SQ avec deux

protéines sériques : I'albumine et les LDL.

La protéine la plus abondante du sérum, l'albumine, a notamment pour réle de
transporter des ligands endogéenes et exogénes dans la circulation sanguine et s’accumule
préférentiellement dans les tissus inflammés comme les tumeurs (Hoogenboezem and Duvall
2018). En effet, grace a une angiogenése incontrblée 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 '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 a 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
a une formulation polymérique et une non-toxicité (Sarett, Werfel et al. 2017). Les neuropathies
héréditaires sont généralement associées a des modifications au niveau des fibres nerveuses.
Ainsi, dans certains cas de CMT ont été décrits des changements histologiques synonymes
d’inflammation comme I'o,edéme et les infiltrats lymphocytaires (Weis, Claeys et al. 2017).
L’étude de l'interaction des NPs siRNA-SQ avec I'albumine a été réalisée a 'aide de différentes
techniques analytiques. Toutes montrent une interaction entre ces deux molécules. Tout
d’abord par électrophorése d’agarose ou comme précédemment avec le FBS, un retard a la
migration des NPs siRNA-SQ est observé aprés incubation avec des quantités croissantes de
BSA. Une premiere étude par dichroisme 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 linteraction



(BRUYLANTS and BARTIK). Les valeurs déterminées suggérent une interaction spontanée
exothermique avec une stocechiométrie égale a celle retrouvée par I'étude du « quenching » de

la fluorescence et égale a 1 environ.

Les lipoprotéines (LPs) sont le troisieme 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 a ce
gue tout nouveau candidat-médicament lipophile fasse I'objet d’'une étude de son interaction
avec les LPs (Wasan, Brocks et al. 2008). Ces dernieres ont pour réle principal de transporter
le cholestérol, élément essentiel des membranes cellulaires et de la myéline. En effet, cette
derniére est principalement constituée a 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
thése du Dr Suzan Boutary, des images de TEM aprés traitement par les NPs siRNA-SQ de
souris pathologiques CMT1A ont montré la présence de vésicules a l'intérieur des cellules de
Schwann et dans l'axone. L’'une des hypothéses émise par I'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, 'apoE, a un réle 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 méme 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, I'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 I'albumine et
les LDL.

L’un des derniers obstacles avant I'action inhibitrice du siRNA est son internalisation a
l'intérieur des cellules cibles. Depuis le développement des nanoformulations siRNA-SQ, nous
observons une efficacité thérapeutique prouvée par linhibition ou la normalisation de

I'expression du géne ciblé dans les modéles de cancers a OF ou neuropathie périphérique



respectivement. Néanmoins, ces NPs ne pénétrent 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 I'attraction avec
la membrane plasmigue négative et un autre fusogénique le DOPE permettant un
échappement optimal de I'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 hypothéses.

La premiére concerne la charge des NPs siRNA-SQ, anionique comme la membrane
plasmatique ce qui entraine probablement une répulsion électrostatique et empéche leur
internalisation. Nous avons voulu comprendre ce role 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 apres ajout du SQ* permet leur internalisation dans les cellules BHP
10-3 comme prouvé par I'inhibition du géne cible. Cette expérience doit étre répétée pour la
lignée de cellules de Schwann murine, MSC80, mais le résultat préliminaire est le méme. La
charge négative semble étre I'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, ou 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 I'expression de 'OF
RET/PTCL1 apres 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 derniere hypothése que la non-internalisation des NPs siRNA-SQ in vitro était due a
une différence de profil d’expression protéique du LDLR impliqué dans linternalisation des
NPs gemcitabine-SQ et a un changement d’identit¢ des NPs siRNA-SQ aprés injection
intraveineuse (Sobot, Mura et al. 2017). Le LDLR est plus fortement exprimé par les lignées
cellulaires tumorigénes chez la souris, ce qui s’explique par le besoin en cholestérol de ces

cellules pour proliféerer (Yameen, Choi et al. 2014). Nous savons déja que cette expression



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 I'expression des génes cibles RET/PTC1 et PMP22. Cette expérience doit étre
réitérée néanmoins plusieurs raisons peuvent expliquer ce résultat préliminaire. Tout d’abord
il existe peut-étre un probléme 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-étre un effet sur I'expression des produits du gene ciblé, 'TOF RET/PTC1 et
la glycoprotéine PMP22, ce qui pourrait expliquer 'absence d’efficacité. Une autre hypothése
est 'absence ou la faible expression d’'un « second » récepteur impliqué dans l'internalisation
des siRNA. Wolfrum et ses collegues ont développé en 2007 un siRNA conjugué au
cholestérol et ont montré que son internalisation par les cellules dépendait a la fois du LDLR
et d’'une protéine transmembranaire, Sid1l (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 a un

autre récepteur et 2) transport intracellulaire via Sid1.

La figure ci-apres représente de fagon schématique I'ensemble des résultats obtenus.
Tout d’abord, I'ajout du BC siRNA-SQ contenu dans I'eau a I'acétone (la nanoprécipitation
inverse numérotée 1 sur la figure 49) a permis d’obtenir de fagon reproductible des NPs siRNA-
SQ (2) de forme sphérique et d’'une taille de 200 nm environ. Ces NPs se composent de petites
sphéres 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
gue le siRNA est libéré dans le cytoplasme et inhibe I'expression du géne cible RET/PTCA
dans les cancers a OF permettant d’inhiber la croissance tumorale, ou normalise I'expression
de PMP22 amenant a I'amélioration de I'activité motrice dans un modele pathologique de
CMT1A.



Solution aqueuse
contenantle BC siRNA-5Q

1 Nanoprécipitation inverse 0 Nanoparticule
SiRNA-5Q

Solvant organique polaire,
acétone

2  Parameétres
physico-chimiques
Taille ~ 200 nm R\
PDI<0,2
Potentiel { ~-35 mV
Sphére 10nm avec
34 BCsiRNA-SQ

3 Interactions avec le sérum

Tumeur/Nerf périphérique

Libération du SIRNA
dans le cytoplasme

l

Inhibition de I'expression du géne cible

l

Efficacité antinéoplasique dans les cancers a OF
Normalisation de I'activité motrice et musculaire
dans CMT1A

Figure 49 : Schéma récapitulatif de 'ensemble des travaux de la thése
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Conclusion générale et perspectives

En conclusion cette thése a permis de comprendre I'efficacité observée des
formulations de siRNA-SQ dans plusieurs modéles pathologiques. Nous avons
déterminé les caractéristiques physico-chimiques de la nanoformulation siRNA-SQ en
solution aqueuse. Les NPs ont une taille homogeéne et reproductible ~ 200 nm avec un
potentiel { ~ -35 mV, permettant une administration intraveineuse sire in vivo. Dans la
circulation sanguine, les NPs vont interagir avec I'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
périphériqgues se fait de fagcon passive grace a ses interactions, aux besoins
nutritionnels des cellules et au niveau inflammatoire induit par les pathologies traitées :
cancer a oncogene 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
a leur internalisation en facilitant I’attraction vers la membrane plasmique des cellules

cibles (cellules tumorales et cellules de Schwann).

Depuis 2010, 'ensemble des travaux de I'équipe d’accueil a ouvert de nombreuses
perspectives positives quant a l'utilisation thérapeutique des nanoparticules siRNA-SQ pour
les patients atteints de cancer a oncogéne de fusion et récemment pour la maladie de Charcot-
Marie-Tooth 1A. Nos objectifs a 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 succes, ceci ouvrira les portes pour les pour les études réglementaires de
toxicité précliniqgue 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

. Etude in vitro des NPs siRNA-SQO avec le brin espaceur
TEG

Au début de la these, un nouveau brin espaceur tri-éthyléneglycol (TEG) (Figure S1B) a

été synthétisé et testé.

A) B)

siRNA-DBCO-Cg4 siRNA-DBCO-TEG 5

5’ du brin sens du siRNA

Figure S1 : Formule chimique des maodifications pour la chimie clic sans cuivre avec
présentation de deux brins espaceur différents. A) Brin espaceur Cs liant le brin sens en 5’- et
le groupement dibenzocyclooctyne (DBCO) pour la chimie clic sans cuivre. B) Brin espaceur
de 3 motifs éthylene 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 diamétre hydrodynamique stable autour de 250

nm avec un PDI de 0,2.
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L’efficacité thérapeutique a été testée in vitro sur les cellules VCaP issues de cancer
prostatique et exprimant 'oncogéne de fusion TMPRSS2-ERG. Aprés 72h (Figure S3A) et 96h
(Figure S3B), l'inhibition de I'expression de 'OF par les NPs siRNA TMPRSS2-ERG (TEG)-
SQ est comparable a celle observée par le siRNA « nu » et le siRNA VB (correspondant au
SsiRNA anti-TMPRSS2-ERG sans modification chimique), que cela soit au niveau de ’ARNm
ou des protéines. Ceci démontre que I'ensemble de la synthése chimique ne modifie pas
I'efficacité du siRNA. La transfection du siRNA contréle non bioconjugué (annoté siRNA Ct sur
la figure S4) ou sous forme de NPs (NPs siRNA Ct(TEG)-SQ) n’a pas affecté I'expression de
TMPRSS2-ERG, confirmant I'effet spécifique du siRNA sur I'expression de ce géne.
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NP siRNA Ct (TEG)-SQ-

Figure S3 : Etude de l'inhibition in vitro de I'expression de TMPRSS2-ERG. Les celules VCaP
ont été transfectées pendant 72h (A) et 96h (B) avec une concentration de 50 nM du siRNA
contréle et anti-TMPRSS2-ERG sous forme « nu » ou nanoparticulaire conjugué au SQ.
L’ARNm et les protéines ont été extrait pour étudier 'expression du gene par RT-gPCR 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 sSiRNA contréle Ct et au NPs siRNA contréle 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 aprés 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 contrdle n’a pas d’effet sur I'expression de ce
géne 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.
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NT siRNA TMPRSS2- siRNA Ct NPs siRNA NP siCt (TEG)-SQ.
ERG TMPRS2-ERG
(TEG)-SQ

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 étre 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 méme une taille supérieure.
Néamoins, cette étude montre I'importance de la polarité du brin espaceur dans la synthése
chimique qui influence l'efficacité et la stéréochimie des NPs squalénées encapsulant des
principes actifs.
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gu’en solution aqueuse, les NPs siRNA-SQ ont un diametre d’environ 200 nm de diameétre, sont chargées
négativement (potentiel T ~ -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, I'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 modeéles pathologiques corrélée avec une inhibition des genes 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 empéche 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’aprés injection intraveineuse, les NPs siRNA-
SQ interagissent avec les composantes majeures du sang, sont transportées par les lipoprotéines pour étre
internalisées dans le tissu pathologique.
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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 T~ -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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