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Avant-propos

Mon projet de thése intitulé « Développement d’une nouvelle approche théranostique ciblant la réponse
télomérique dans les cellules cancéreuses radio-résistantes du poumon », encadré par le Dr. Virginie
FAURE et co-encadré par le Pr. Olivier RENAUDET, s’est déroulé entre deux laboratoires & Grenoble
d’octobre 2020 a septembre 2023. Le premier laboratoire est I'Institut pour I'Avancée des Biosciences
(IAB, La Tronche) dans I'équipe « Thérapie ciblée, diagnostic précoce et imagerie du cancer » dirigée par
le Dr. Jean-Luc COLL. Le second est le Département de Chimie Moléculaire (DCM NanoBio, campus
universitaire de Grenoble) dans I'équipe « Ingénierie et Interaction Biomoléculaires » gérée par le Dr.
Didier BOTURYN. Il s’agit d'un projet multidisciplinaire, qui englobe les domaines de la biologie cellulaire

et moléculaire, la chimie et la biophysique, ayant comme theme principal la thérapie anti-cancer.

Dans un contexte clinique actuel ou des phénoménes de résistances a la radiothérapie sont trop souvent
observés chez des patients atteint de cancer, et particuliérement du poumon, I'objectif de mon projet est
de développer un systeme avec des propriétés radiosensibilisantes pour améliorer les traitements contre
cette maladie. Ce systéme est basé sur 'utilisation de nanoparticules d’or (AuNPs) capables de vectoriser
un petit ARN interférent (siARN) ciblant la protéine TRF2 (Telomeric Repeat binding Factor 2) impliquée
dans les phénoménes de radiorésistance. Dans le but d’améliorer le ciblage des cellules tumorales
spécifiquement, ce systeme est également modifié par I'ajout de glycoconjugués afin de cibler les

transporteurs de sucres (GLUTS) surexprimés dans une large population de cellules cancéreuses.

Les AuNPs et les glycoconjugués ont été synthétisés et caractérisés au DCM avant d'étre testés sur des
cellules cancéreuses in vitro a I'lAB. Cela a été I'occasion pour moi de travailler a l'interface entre deux
équipes scientifiques aux disciplines et aux modes de fonctionnement différents. La premiére année de
ma thése s’est principalement déroulée au DCM et a été consacrée a I'appropriation des différents
aspects du projet, a la réalisation de formations Doctorales et a la maitrise des outils qui m’ont permis de
réaliser les synthéses chimiques. A partir de la deuxiéme année et jusqu’au terme, I'essentiel du travail a
eu lieu a I'lAB ou jai réalisé les expérimentations sur cellules avec des composés synthétisés au DCM

en paralléle.

Ce manuscrit a été organisé en plusieurs parties. La premiére est une introduction bibliographique
apportant les notions nécessaires a la compréhension du contexte général et a 'état de I'art. La deuxieme
partie présentera les principaux objectifs du projet ainsi que la maniére dont il a été organisé. Ensuite, les
résultats obtenus seront présentés sous forme de 3 chapitres. Le premier chapitre traitera des travaux
réalisés sur les AuNPs seules, le deuxiéme abordera les tests cellulaires avec le nanosystéme
AuNPs/siARNs dirigé contre TRF2, puis le chapitre 3 traitera de la synthese et de ['utilisation de
glycoconjugués dans le cadre du ciblage des transporteurs de sucres. Finalement la derniére partie

présentera la conclusion générale du projet ainsi que les perspectives que celui-ci apporte.
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Abréviations

Abréviations

A

AA Acide aminé

ARNm ARN messager

AuNPs Nanoparticules d'or

AuNCs Nanoclusters d'or

B

Boc tert-Butoxycarbonyle

c

c Cystéine

CFU Colony Forming Unit

CuAAC Cycloaddition azoture-alcyne
catalysée par le cuivre

Cy5 Cyanine 5

D

DCM Dichlorométhane

DIPEA N,N-Diisopropyléthylamine

DLS Dynamic Light Scatering

DMF N,N-Diméthylformamide

DOPC Dioleoylphosphatidylcholine

DOPE Dioleoylphosphatidylethanolamine
DOPS Dioleoylphosphatidylserine

E

EPR Enhanced Permeability and Retention
F

FDA Food and Drug Administration

FITC Isothiocyanate de fluorescéine

Fmoc Fluorénylméthyloxycarbonyle

G

Gle Glucose

Glu Acide glutamique

GLUT Glucose transporter

Gly Glycine

H

HPLC High Performance Liquid
Chromatography

HRMS High Resolution Mass Spectrometry
HRTEM High  Resolution  Transmission

Electron Microscopy

IR Infrarouge

K

Kd Constante de dissociation

Km Constante de Michaelis

L

LNP Nanoparticule lipidique

Lys Lysine

M

MALDI Désorption-ionisation laser assistée
par matrice

miARN Micro ARN

MS Mass Spectrometry

N

NHS N-Hydroxysuccinimide

NIR Near Infrared

P

Pb Paire de base

PBS Tampon phosphate salin

PEG Polyéthylene glycol

PL Photoluminescence

Pro Proline

PyBOP Benzotriazol-1-yl-
oxytripyrrolidinophosphonium hexafluorophosphate

R

R Arginine

RAFT Regioselectively Addressable
Functionalized Template

RMN Résonance Magnétique Nucléaire
RP-HPLC Reverse Phase-High Performance
Liquid Chromatography

S

SG Gluthation

SGLT Sodium Glucose Linked Transporter
shARN Petit ARN en épingle a cheveux
siARN Petit ARN interférent

SPPS Solid Phase Peptide Synthesis
SPR Surface Plasmon Resonance

Suv Standardized Uptake Value

SWIR Short Wave Infrared
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Abréviations

-

TFA
THPTA
TIS
TRF2

[

UPLC

Acide trifluoroacétique
Tris(3-hydroxypropyltriazolylméthyl)amine
Triisopropylsilane

Telomeric Repeat binding Factor 2

Ultra Performance Liquid Chromatography
Ultraviolet
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Résumé

Résumeé

De nos jours, I'apparition de cellules tumorales du poumon résistantes aux traitements par radiothérapie
représente un défi clinique majeur. Il a été montré que la déprotection des téloméres sensibilise les
cellules cancéreuses a la radiothérapie. L'un des principaux acteurs de la protection télomérique est la
protéine TRF2 et une baisse de I'expression de cette protéine se traduit par des dommages a I'ADN ainsi
que des cellules plus sensibles aux radiations ionisantes. Le développement de composés ciblant TRF2
combinés aux radiations ionisantes représente donc une approche prometteuse pour améliorer l'effet de

la radiothérapie.

Notre projet propose le développement d’'un systéme de radiosensibilisation pour lutter contre la
radiorésistance des cellules tumorales. Nous utilisons des nanoparticules d’or (AuNPs), notamment
connues pour étre capables de pénétrer dans les cellules passivement (effet EPR) et pour étre des agents
radiosensibilisants. En raison de leur chimie de surface polyvalente, les AuNPs sont aussi utilisées
comme nanoporteuses de biomolécules, et dans le cadre de notre projet, de siARN ciblant la protéine
TRF2. Récemment, l'importance et I'existence de 'effet EPR ont fait I'objet de nombreux débats dans la
communauté scientifique, et il s'avére que le mécanisme par lequel les nanoparticules pénétrent dans les
tumeurs reste encore parfois controversé. Pour cette raison, nous avons cherché a apporter en plus un
ciblage spécifique des cellules tumorales en greffant une partie glucidique a la surface des AuNPs afin

de cibler les transporteurs GLUTS, qui sont surexprimés dans une large variété de cancers.

Nous avons décidé que la structure générale du nanosystéme serait composée de deux parties : une
partie AuNPs, constituée de chaines de polyarginines apportant une charge globale positive, nécessaire
a l'interaction avec un siARN, et une partie glucidique, que I'on viendrait par la suite greffer a la partie
AuNPs. Apres la synthése et la caractérisation du nanosystéme, des études cellulaires in vitro ont été
initiées. Par la suite, des études de complexation des AuNPs avec des siARNs ont confirmé que les
siARNSs étaient capables de se lier aux AuNPs. La capacité d’interaction et de pénétration cellulaire des
complexes AuNPs/siARNs a également été validée par FACS et microscopie confocale a fluorescence.
L'efficacité du complexe au niveau de l'inhibition du géne codant pour TRF2 a été analysée par western
blot et a montré une diminution significative du taux d’expression de cette protéine. Finalement, Iimpact
de l'inhibition de I'expression de TRF2 sur l'induction d’une radiosensibilité cellulaire a été évalué par des

études de survie cellulaire qui ont montré des résultats préliminaires encourageants.
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Abstract

Abstract

Nowadays, the emergence of lung cancer cells resistant to radiotherapy represents a major clinical

challenge. Telomere deprotection has been shown to sensitize cancer cells to radiotherapy. One of the
key players in telomere protection is the TRF2 protein, and reduced expression of this protein results in
DNA damage and cells that are more sensitive to ionizing radiation. The development of compounds
targeting TRF2 in combination with ionizing radiation therefore represents a relevant approach to improve

the effect of radiotherapy.

Our project proposes the development of a radiosensitizing system to fight against the radioresistance of
tumor cells. We are using gold nanoparticles (AuNPs), known in particular for their ability to penetrate
cells passively (EPR effect) and as radiosensitizing agents. Thanks to their versatile surface chemistry,
AuNPs are also used as nanocarriers for biomolecules, and in our project, for siRNAs targeting TRF2.
Recently, the importance and existence of the EPR effect has been the subject of much debate in the
scientific community, and it turns out that the mechanism by which nanoparticles penetrate tumors is more
complex than previously thought. With this in mind, we sought to improve the specific targeting of tumor
cells by grafting a carbohydrate moiety onto the surface of AuNPs in order to target GLUTSs transporters,

which are overexpressed in a wide variety of cancers.

We decided that the general structure of the nanosystem would be composed of two parts : a gold
nanoparticle part, made of polyarginine chains providing the overall positive charge required for interaction
with a sSiRNA, and a carbohydrate part, which would be added to the AuNPs part. Following the synthesis
and characterization of the nanosystem, in vitro cellular studies were initiated. Subsequently,
complexation studies of AuNPs with siRNAs confirmed that siRNAs were capable of binding to AuNPs.
The ability of AuNPs/siRNAs complexes to interact and penetrate cells was also validated by FACS and
confocal microscopy. The efficacy of the complex in inhibiting TRF2 was analyzed by western blot and
showed a significant reduction in expression levels of this protein. Finally, the impact of TRF2 expression
inhibition on the induction of cellular radiosensitivity was assessed by cell survival studies with

encouraging preliminary results.
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Le cancer du poumon

[.1 Généralités

[.1.1 Lamaladie et ses déclinaisons

Le cancer du poumon, aussi appelé carcinome pulmonaire, apparait suite a des mutations au sein de
certains génes spécifiques a l'intérieur des cellules du tissu pulmonaire, en particulier des bronches ou
des alvéoles pulmonaires. Ces mutations sont caractérisées par une altération du génome des cellules
pulmonaires, altérant la syntheése de biomolécules clés pour la réparation des dommages a '’ADN et plus
particulierement dans le contréle du cycle ou de la prolifération cellulaire. Cette perturbation génétique
conduit finalement a une division incontrolée et de maniére quasi infinie des cellules dites alors
« mutées ». Au cours du temps, une masse de ces cellules mutées appelée « tumeur » apparait dans
organe ou se sont multipliées anarchiquement les cellules. Lorsque les cellules tumorales sont
restreintes, on parle de tumeurs bénignes. En revanche si elles deviennent envahissantes pour les tissus
environnants on parle alors de tumeurs malignes. Les tumeurs malignes forment un microenvironnement
complexe composé de plusieurs types de cellules et entrainent progressivement la détérioration des

fonctions physiologiques de I'organe (Figure 1).

Altérations
de 'ADN

s * Instabilité génomique ) Sy Sl
gy PN * Perte de génes { D \’\}
o - N) Sy
: Prolifération suppresseurs de tumeurs PR S
- > % w | & -
- —> : > > > & . W4
b “ ) & b
Réparation des - s - e W e ;J
dommages : ! 4 4 )
Cellule Cellule T
saine mutée H el
v
Cancer
Apoptose

(mort cellulaire)

Figure 1 : lllustration simplifiée du développement d'un cancer.

Les facteurs de risques qui conduisent a ces mutations cellulaires a l'origine des cancers sont tous
majoritairement dus a I'exposition chronique a des substances dites cancérigenes, donc susceptibles de
provoquer un cancer en induisant des dommages a 'ADN des individus en contact avec celles-ci. Les
sources de ces substances sont multiples et différent principalement en fonction du niveau de
développement des pays mais aussi de la géographie. En effet, la principale source est celle liée a la
consommation directe ou indirecte de tabac, ou les consommateurs s’exposent a plus de 60 cancérigénes
connus [1], ce qui représente la principale cause de cancer du poumon [2]. On retrouve également ces

substances nocives dans I'alimentation ou bien dans 'air que I'on respire. Les sources de ces substances
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Le cancer du poumon

canceérigénes sont aussi liées aux activités industrielles & grande échelle (batiments, métallurgie et
épandage agricole notamment) avec I'utilisation massive de matériaux ou produits chimiques toxiques,
les transports quotidiens (aériens, maritimes et routiers) ou bien encore ['utilisation d’appareils de
chauffage nécessitant des combustibles fossiles. A noter aussi que les risques de développer un cancer
peuvent également étre plus « naturels » et aléatoires, notamment provenant de mutations génomiques
liées a certaines maladies infectieuses (papillomavirus, hépatites B et C), a I'exposition aux rayonnements
ionisants terrestres (dérivés de I'uranium) ou bien en fonction de combinaisons de facteurs génétiques

(héréditaires ou non).

Le cancer du poumon est une maladie hétérogéne dont les caractéristiques cliniques et pathologiques
sont treés variées. En fonction de l'origine des cellules pulmonaires atteintes, le cancer du poumon est

classé en deux principaux types [3] :

e Le cancer du poumon dit « a petites cellules » (CPPC), qui représente environ 15% du total

des cancers diagnostiqués.

e Les cancers du poumon dits « a cellules non petites » (CPNPC), eux-mémes divisés en trois

catégories :

o L'adénocarcinome pulmonaire : qui représente la forme la plus courante de cancer du

poumon (40%). Il se développe dans les cellules de I'épithélium glandulaire situées dans

la partie externe des poumons.

o Le carcinome épidermoide : il s'agit d’environ 30% de l'ensemble des cancers du

poumon. lls sont plus fréquents chez les hommes que chez les femmes et contrairement

aux adénocarcinomes ils ont plus tendance a se développer au centre du poumon.

o Lecarcinome a grandes cellules : représentant finalement les 15% restants. Ces cancers

ont tendance a se développer rapidement et passent généralement inapergus jusqu'a ce

qu'ils aient formé des métastases.

Une fois le type de cancer identifié, un processus dit de « stadification » permet de définir le stade de la
maladie. Celui-ci décrit globalement I'état de développement de la maladie dans 'organisme du patient
atteint et permet de déterminer la gravité du cancer ainsi que la meilleure fagon de le traiter. On utilise
également le stade d'un cancer lorsque I'on parle des statistiques de survie. En I'absence de traitement
efficace, les cellules cancéreuses se propagent dans un premier temps dans les poumons en
endommageant gravement les fonctions respiratoires, puis peuvent également s'implanter dans d’autres

organes pour les altérer a leur tour, on parle alors de métastases.
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Le cancer du poumon

Dans ce manuscrit, nous nous focaliserons essentiellement sur les CPNPC. Selon la American Cancer
Society (ACS), les CPNPC sont classés en 5 stades (0, I, Il, [l et V) qui sont déterminés en fonction de
|a taille des tumeurs et de leur état de propagation dans I'environnement proche (ganglions lymphatiques)
ou plus distant (métastases). Pour simplifier, on peut dire que plus le stade est élevé plus le cancer est
développé et difficile a traiter, mais il faut garder a I'esprit que I'évolution de la maladie est unique pour

chaque personne.

[.1.2 Incidence

Le cancer du poumon est 'un des cancers les plus répandus au monde et représente la premiére cause
de déces liés au cancer dans le monde [4]. En 2020, I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a estimé
a 2 millions le nombre de nouveaux cas diagnostiqués et 1,8 million le nombre total de déces dans le
monde. De nos jours en France, cela représente presque 50 000 nouveaux cas chaque année pour
37 000 déces.

Concernant l'incidence de cette maladie, il a ét¢ montré qu’actuellement elle variait en fonction du degré
de développement d’un pays. Pour illustrer ce propos, la Figure 2 représente une carte du monde ou
sont représentés les taux de mortalité liés aux cancers du poumon lors de I'année 2020 dans le monde
et normalisés selon I'dge d’individus hommes et femmes confondus. Le taux de mortalité standardisé en
fonction de I'age est une moyenne pondérée des taux de mortalité par classes d’age pour 100 000

personnes, ou les pondérations sont les proportions de personnes dans les groupes d'ége

ASR (World) per 100 000

2206
14.6-20.6
7.9-14.6

3.4-79 - Not applicable
<34 No data

Figure 2 : Taux de mortalité lié¢ aux cancers du poumon dans le monde en 2020 normalisé selon I'age d’individus
hommes et femmes. ASR : Age-Standardized Rate. Issue de GLOBOCAN 2020.

On remarque tout de suite la tendance d’'une mortalité souvent plus élevée dans les pays développés,

qui peut étre directement en lien avec des expositions importantes & des substances cancérigénes dans
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ces pays, mais aussi a la présence de certaines maladies infectieuses. Cela peut aussi étre relatif a des
populations plus vieillissantes dans ces pays-la. A noter toutefois que de nouveaux diagnostics de cancer
du poumon continuent aussi d'augmenter dans les pays a faibles revenus, ou les initiatives de santé

publique en faveur du sevrage tabagique ont pris du retard et ou I'accés aux soins de santé est limité [5].
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[.2 Les thérapies utilisées actuellement contre
le cancer du poumon

La plupart des stratégies diagnostique et thérapeutique pour lutter contre le cancer ont été développées
dans le but de controler, limiter et supprimer la croissance et la division des cellules cancéreuses qui
détériorent peu a peu les tissus dans lesquels elles sont implantées. Dans le traitement du cancer, le plus
important est son diagnostic précoce et précis, qui est généralement effectué par des techniques
d’'imageries médicales telles que la tomodensitométrie (CT), 'imagerie par résonance magnétique (IRM),
la tomographie par émission de positrons (TEP) ou bien I'échographie [6]. Cependant, ces techniques
d’investigation et d'imageries ne sont pas toujours assez polyvalentes pour fournir des informations
cliniques complétes sur les différents types et stades des tumeurs, ce qui rend difficile la réussite du
traitement et 'amélioration de I'état des patients [7]. L'une des principales difficultés est que le diagnostic
est souvent trop tardif, jusqu'a ce que le cancer devienne métastatique et donc encore plus compliqué a
traiter a cause de sa diffusion dans d'autres organes. En complément aux techniques d'imageries,
d’autres outils pour la détection et la stadification existent, nous pouvons citer par exemple I'utilisation de
certains biosenseurs, des systémes portant des sondes fluorescentes et capables de reconnaitre des

biomarqueurs spécifiques du cancer [8].

Finalement, en fonction du stade, de I'histologie, des altérations génétiques et de I'état du patient, les
approches thérapeutiques sont multiples et complexes. Nous nous intéresserons dans cette partie surtout
aux thérapies conventionnelles qui comprennent la chimiothérapie, 'immunothérapie, la chirurgie et la

radiothérapie, chacune utilisée seule ou de maniére combinée.

[.2.1 Chimiothérapie et thérapies ciblées

La chimiothérapie est un traitement consistant en I'administration de substances médicamenteuses qui
agissent sur les cellules cancéreuses, soit en induisant la mort cellulaire, soit en les empéchant de se
multiplier davantage. En ce qui concerne les cancers du poumon, elle est surtout utilisée seule ou en
complément a de la radiothérapie lors des stades Ill et IV notamment [9]. Il s’agit d’'un traitement peu
spécifique qui élimine non seulement les cellules cancéreuses a croissance rapide, mais aussi les cellules
saines qui se développent et se divisent rapidement (cellules qui tapissent la bouche, les intestins ou bien
celles qui assurent la croissance des cheveux). La chimiothérapie entraine par conséquent une toxicité
systémique et des effets indésirables non négligeables, tels que des Iésions buccales, des nausées ou
encore la perte des cheveux. Certaines drogues a base de métaux lourds tel que le cisplatine sont
également utilisées, cependant les taux de rechute restent élevés et [a encore une toxicité relativement

importante est observée [10]. Finalement I'efficacité de la chimiothérapie dépend surtout du stade plus
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ou moins avanceé de la maladie, mais aussi du respect des posologies qui sont souvent trés conséquentes

et non sans séquelles physiques et sociales pour les patients.

La ou le spectre d’action de la chimiothérapie classique est large et peu spécifique, les thérapies ciblées
anti-cancer quant a elles tendent a étre plus spécifiques des cellules cancéreuses et visent des
mécanismes moléculaires liés a la prolifération ou au cycle cellulaire. Ce type de thérapie est
particulierement moins cytotoxique et présente moins d’effets secondaires comparé a la chimiothérapie.
La Figure 3 résume les utilisations actuelles en essais cliniques de ces différentes thérapies

médicamenteuses non basées sur limmunothérapie pour lutter contre les CPNPC.

Précliniques

Thérapies cibies |EMME s Phase 1

' Phase 2

Chimiothérapies FEJil8 Phase3

Nouvelles ou non spécifiées v
nhibiteurs de l signalsation prolferative
Inhibiteurs d'angiogenése [ETNENEII6
Inhibiteurs de la division cellulaire v
Immunostimulant [SIEJIEENE EGFR/HER/ERBB
Inhibiteurs de l'invasion tumorale MET
Inducteur de mort cellulaire SN2 ALK
Inhibiteurs des ROS1
2 162
modifications de -
I'ADN et du NTRK
métabolisme ﬂ .
i RET Oncogénes

l (Inhibiteurs de la
—— e BRAF signalisation proliférative
Thérapies ciblées g P )

Figure 3 : Thérapies médicamenteuses non basées sur I'immunothérapie et dirigées contre les cancers du poumon
a cellules non petites. Issue et adaptée de Dhruba Deb et al. 2022.

On remarque clairement l'intérét grandissant pour les thérapies ciblées qui sont presque 10 fois plus
utilisées comparé a la chimiothérapie classique. Elles sont principalement basées sur l'utilisation de
drogues telles que des inhibiteurs de la signalisation proliférative et plus particuliérement de certains

oncogeénes avérés comme la famille EGFR/HER2/ERBB2, des facteurs de croissance épidermique [11].

[.2.2 L'immunothérapie

L'immunothérapie antitumorale est basée sur I'exploitation du systéme immunitaire de I'n6te. L'un des
objectifs de cette méthode est de stimuler le systéme immunitaire afin d'éliminer les cellules cancéreuses

tout en ne produisant pas de réponses inflammatoires auto-immunes incontrolées [12].
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Brievement, pour lutter contre les cellules tumorales le systéme immunitaire fait appel a plusieurs
leucocytes provenant des immunités innée et adaptative. L'immunité innée se limite a la libération de
cytokines qui recrutent des cellules immunitaires pour amorcer la réponse immunitaire non spécifique. Le
systéme immunitaire adaptatif lui joue un réle beaucoup plus important dans la réponse immunitaire aux
cellules cancéreuses en raison de sa capacité a cibler spécifiquement certains antigénes. Parmi les
cellules immunitaires les plus impliqguées dans la dégradation des cellules tumorales on retrouve
notamment les lymphocytes T cytotoxique (y8) et NK (natural killer). L'activation de ces lymphocytes est
soumise a des points de controle immunitaires qui ont pour objectif de réguler la réponse immunitaire,
empéchant par exemple le systeme immunitaire d'attaquer les cellules sans discernement
(saines/affectées). La problématique est que certaines cellules cancéreuses ont la capacité de se
protéger de I'élimination par le systeme immunitaire en stimulant les cibles de ces points de contréle

immunitaires, et donc d’'empécher I'activation des cellules immunitaires.

L’immunothérapie est par conséquent principalement basée sur 'emploi de principes actifs (anticorps
monoclonaux, interféron ou cytokines), permettant de réduire la prolifération cellulaire et/ou de moduler
l'activité de ces points de contréle immunitaires responsables de I'activation ou de la répression des
cellules immunitaires. Les plus connus sont les inhibiteurs anti PD-1/PD-L1 et anti CTLA4 qui permettent

d’empécher la répression des cellules immunitaires par les cellules tumorales [13].

Bien que l'immunothérapie se soit imposée comme un outil puissant dans I'arsenal de lutte contre le
cancer, des effets indésirables liés a des phénomeénes d’auto-immunité sont encore malheureusement
souvent observés [14]. Cependant, il est a noter que malgré les effets indésirables, ces thérapies
innovantes ciblant le systtme immunitaire sont généralement mieux tolérées que les agents
chimiothérapeutiques traditionnels. De plus, il s’agit d’'un domaine innovant qui continue de se développer

a mesure que la recherche découvre de nouvelles cibles potentielles [15].

.2.3 Lachirurgie

La résection chirurgicale a visée curative est surtout recommandée pour les patients médicalement aptes
et présentant un cancer au stade précoce. Pour les CPNPC de stade | et II, la majorité des patients (69
%) subissent une intervention chirurgicale, et environ 25 % des cas chirurgicaux regoivent également une
chimiothérapie et/ou une radiothérapie en complément [9]. Récemment ['utilisation d’agents de
contrastes, qu'on abordera plus en détail dans le chapitre 3, émettant notamment dans les régions de
linfrarouge en aide a la chirurgie, permet de mettre en évidence le microenvironnement tumoral pour

assister le chirurgien lors de I'opération. Ceci permet d’éviter a la fois le « sur-découpage », c'est-a-dire
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I'altération de tissus sains aux alentours de la tumeur, mais aussi le « sous-découpage », qui laisserait

des cellules tumorales résiduelles qui se multiplieraient de nouveau apreés l'intervention.

.2.4 Laradiothérapie

Dans le cadre de ce projet de thése traitant de la problématique de radiorésistance des cellules
canceéreuses, une attention plus particuliére sera portée a la radiothérapie. De plus, il s’avére que c’estla
seule modalité de traitement pour laquelle il existe des indications a tous les stades de la maladie. La
technique consiste a délivrer localement aux patients une dose de radiations ionisantes (composées
notamment de faisceaux de rayons X et d’électrons de haute énergie) qui cause une accumulation de
dommages au niveau de 'ADN des cellules tumorales et favorise leur élimination. Le principe général de

ce genre d'intervention est résumé sur la Figure 4.
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des électrons qui vont sous forme de photons invisibles a lamelles multiples indépendantes biologiques dans les cellules :
bombarder une cible en I'ceil (rayons X). Un logiciel choisit les unes des autres, donne au lipides, protéines, ADN...
tungsténe. les meilleurs angles d'incidence pour faisceau de rayons la forme
bombarder la tumeur de ces rayons souhaitée pour suivre au mieux
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Accélérateur linéaire
de particules

Cible o 0 (5] . (6

/ Collimateur

A
Cellule

Molécules

\ P modifiées : e @

\ . ,-"*_‘\‘

\ ((@}) %

N 2
\ \‘ Electron Liaisons entre 7
\ \‘ \ anaché atome coupées
\
b .\\_\ * Fibrose
1 ) \ ADN d'un tissu
]-“_ maodifié
\ N
\ \ . :
\ \ Cellule Energie
\ Zone irradiée ¥dépnsee 0
| a irradier -
- Cellule en
——— apoplose
(@ Les conséquences de ces dysfonctionnements @) Tuer au maximum les cellules tumorales
© Ces molécules sont modifiées : peuvent conduire la cellule a: est le but recherché. Les cellules saines

électrons arrachés, liaisons entre - mourir par nécrose — elles sont détruites; voisines peuvent aussi étre affectées.
atomes coupées... Elles créent - mourir par apoptose — une sorte de « suicide » Apparaissent alors les effets secondaires
notamment des cassures de |'ADN cellulaire — ou &tre éliminées par d'autres comme la fibrose — processus de cicatrisation
qui alterent le fonctionnement cellules - autophagie; anormal, qui durcit les tissus — ou un risque
des cellules. - continuer a vivre, mais de maniére anormale. de cancer secondaire aux rayons.

Figure 4 : Principe et conséquences de la radiothérapie. Figure issue de ['nstitut de Radioprotection et de Sdreté
Nucléaire (IRSN).

Les rayons traversent les tissus et induisent un stress oxydatif dans les cellules cancéreuses via la
production de dérivés réactifs de 'oxygeéne (ROS) tels que des radicaux libres, des ions oxygénés ou des
peroxydes. Ces composés sont chimiquement trés réactifs en raison de la présence d'électrons de

valence non appariés. lls peuvent alors induire des cassures simple ou double brin qui perturbent la
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structure de I'ADN et provoquent une instabilité chromosomique, déclenchant différents phénoménes de
mort cellulaire (apoptose, nécrose et autophagie notamment). Outre le ciblage de I'ADN, les rayons
peuvent également affecter la membrane plasmique et les organites subcellulaires, puis induire
l'activation de génes liés a la réponse au stress cellulaire et de voies de signalisation intracellulaires,
déclenchant également la mort cellulaire [16]. Les cellules irradiées peuvent aussi affecter leurs voisines
non irradiées par des effets de proximité notamment la transmission de signaux apoptotiques, ce qui les

conduit a présenter des effets biologiques similaires.

Les récents progrés de la radiothérapie notamment en terme de technologies ont permis d'améliorer les
résultats dans le traitement du cancer du poumon et des études ont montré qu’au niveau de la population
atteinte de cette maladie, une utilisation optimale de la radiothérapie pourrait entrainer des gains de survie
globale supplémentaires [17]. En effet, via ['utilisation de technique d'imagerie (notamment tomographie)
ou en arrivant a s’affranchir des mouvements respiratoires du patient par exemple, il est désormais
possible de délivrer une dose de rayonnements ionisants de maniére localisée, limitant par la méme
occasion les effets secondaires indésirables. Cependant, malgré ces progrés technologiques, des

problématiques telles que la radiorésistance et la récidive tumorale restent des défis cliniques majeurs.

[.2.4.1 Laradiorésistance : véritable frein aux traitements anti cancer

Bien que la radiothérapie soit considérée comme une option thérapeutique importante et efficace pour le
traitements des CPNPC, certains patients présentent une résistance a la radiothérapie, ce qui conduit in
fine a des rechutes peu apres la fin des traitements [18]. La radiorésistance est un processus dans lequel
les cellules ou les tissus tumoraux s'adaptent aux changements induits par la radiothérapie et développent
une résistance au traitement [19]. Il s'agit de mécanismes complexes, impliquant de nombreux génes et
facteurs. Les processus responsables du développement de radiorésistance ont fait 'objet de

nombreuses études et les principaux facteurs impliqués sont synthétisés dans la Figure 5.
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Figure 5 : Les effets cellulaires des rayonnements ionisants et les mécanismes de résistance déclenchés en réponse.
Figure librement adaptée a partir de Tang et al. 2018.

- Onretrouve dans un premier temps des phénomeénes d'autophagie, qui est une voie de recyclage
métabolique impliquant une dégradation indépendante du protéasome de différents composants
cellulaires. Elle a notamment pour fonction de préserver les organites endommagés [20] et peut
également réduire le taux d'apoptose induit par les dommages a I'ADN (ROS). Ainsi, dans les

cellules tumorales, elle apporte une résistance aux effets de la radiothérapie [21].

- La génération de cellules souches cancéreuses (CSCs) peut également représenter un
mécanisme de résistance a la radiothérapie. En effet, au sein d’'une tumeur, les CSCs sont des
cellules cancéreuses indifférenciées a forte activité oncogéne qui sont dotées d'une capacité
d'auto-renouvellement et d'un potentiel de différenciation multidirectionnelle [22]. Elles présentent
des réponses rapides aux Iésions de 'ADN et sont notamment capables de se protéger des ROS,

ce qui contribue aussi au développement de la résistance aux radiations [23].

- Il a également été montré qu'aprés détection de dommages a I'ADN induits par des
rayonnements ionisants, certaines protéines impliquées dans la gestion du cycle cellulaire telles
que celles de la famille des 14-3-3 pouvaient réguler et arréter la progression du cycle cellulaire

des cellules cancéreuses dans la phase G2/M [24].

- Des changements divers dans le microenvironnement tumoral peuvent aussi conduire au

développement de radiorésistance. En effet, les microenvironnements tumoraux sont par
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exemple connus pour étre des zones hétérogenes aux conditions souvent trés hypoxiques. Cette
hypoxie favorise la radiorésistance des cellules tumorales via l'activation de la voie de
signalisation du facteur de transcription HIF (Hypoxia Inducible Factor), ce qui renforce I'activité
de réparation des cassures double brin de I'ADN et stimule la glycolyse anaérobie, I'angiogenése
et la survie des cellules tumorales [25] [26].

- Finalement, aprés irradiation des cellules cancéreuses, plusieurs voies de signalisation peuvent
réagir rapidement et initier la réparation de I'ADN. C’est le cas notamment des voies impliquant
des kinases telle que PI3K (Phosphoinositide 3-kinase) qui régule les niveaux de recombinaison
homologue et favorise la réparation des Iésions de I'ADN. On retrouve aussi certaines MAPK
(Mitogen-activated protein kinases) impliquées dans la régulation de la réponse au stress oxydatif
[27].

» Par conséquent, suite a ces différents mécanismes qui diminuent I'efficacité des traitements par
radiothérapie, il est actuellement urgent de développer de nouvelles stratégies de radiosensibilisation tout
en garantissant de faibles effets secondaires dans le traitement du CPNPC afin de prolonger la survie et
la qualité de vie des patients. Dans le chapitre suivant, nous nous intéresserons a une approche
prometteuse pour induire une radiosensibilité accrue des cellules tumorales qui est relative a la réponse

adaptative des téloméres.
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Une nouvelle cible pour lutter contre la radiorésistance des cellules du cancer du poumon : la
réponse télomérique
Parmi les différents mécanismes impliqués dans la régulation de la radiosensibilité/radiorésistance

cellulaire, la réponse télomérique adaptative a été récemment mise en évidence dans un nombre
croissant d'études [28]. Dans cette partie, une introduction générale de la bioclogie des télomeres sera
d’abord présentée, puis nous verrons ensuite leur implication dans la radiorésistance des cellules du

cancer du poumon.

[I.1 Biologie des télomeres

[1.1.1 Structure

Les téloméres sont des structures nucléoprotéiques présentes au niveau des extrémités des
chromosomes eucaryotes et qui les protégent, entre autres, contre linstabilitt génomique. Chez
'Homme, les téloméres sont constitués d'une séquence d'ADN double brin hexamerique
(TTAGGG/AATCCC) d’une longueur allant de 9 000 a 15 000 paires de bases (pb), non codante, répétée
en tandem et hautement conservée, ainsi que d’'une extrémité simple brin en 3’ du chromosome riche en
guanine (G) d’environ 150-300 bases (Figure 6-A).

Chromosome
A
i i Extrémité 3'
g Brin riche en G surplombante .
5 A AAXXX - 8
Brin riche en C
B Boucle-T

Boucle-D

Brin riche en G
8 iprm i@ 3
3 PAAKXKXK

Brin riche en C

Invasion dans le brin de
l'extémité 3' surplombante

Figure 6 : Représentation schématique de la structure des téloméres présents au niveau des extrémités des
chromosomes eucaryotes. A) Représentation de 'ADN télomérique. Le brin 3’ est riche en guanine (G) et surplombe le brin
5’ riche en cytosine (C) opposé. B) Représentation de 'ADN télomérique sous forme de boucle T. Figure issue de Giardini et
al. 2014.
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L’ADN télomérique peut adopter 2 conformations particuliéres : une forme linéaire et une structure en

boucle, dite boucle-T. Les téloméres adoptent une forme linéaire lors de leur réplication. A l'issue de celle-
ci, la structure télomérique change et forme une boucle qui vient coiffer les extrémités des chromosomes
pour empécher leur dégradation et différencier les extrémités du chromosome d’une cassure double-brin
de I'ADN qui pourrait étre reconnue par les systémes de réparation de 'ADN. Cette configuration en
boucle-T résulte de l'invasion de I'extrémité simple brin 3’ dans 'ADN double brin télomérique en amont,

formant une boucle-D interne (Figure 6-B) [29].

Dans les cellules saines, au fil des divisions cellulaires il y a un raccourcissement progressif des
télomeéres, ce qui conduit in fine a une limitation de la capacité de division de la cellule, I'arrét du cycle
cellulaire et a la sénescence. En revanche, dans le cadre du cancer, les cellules tumorales
contrebalancent cette limitation de division cellulaire par deux mécanismes principaux (Figure 7). Le
premier est 'activation d’'une enzyme clé, la télomérase, qui a pour fonction d’ajouter des séquences
télomériques aux extrémités des chromosomes. Le deuxiéme est ['utilisation d’une voie particuliére dite
de prolongation alternative des téloméres (ALT), qui conduit au rallongement des téloméres par des
mécanismes de recombinaison [30]. Les cellules tumorales assurent de cette maniére leur multiplication

invasive et incontrolée.

Biologie des télomeres chez des cellules saines Biologie des téloméres chez des cellules cancéreuses

Temps Raccourcissement des télomeres Temps  Longueur des téloméres reste la méme

Arrét de la division cellulaire Augmentation de la croissance cellulaire

ww .
- *‘@ e &

O

celiilesgine Division Moari cellulaire Cellule Division Developpement
cellulaire cancéreuse cellulaire d'une tumeur
maligne

Figure 7 : lllustration de la biologie des téloméres chez des cellules saines vs chez des cellules cancéreuses.
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I1.1.2 Le complexe shelterin (ou télosome)

La formation de la boucle-T au niveau des téloméres est rendue possible gréce a I'action d’'un complexe
protéique appelé shelterin. Ce complexe est constitué de six protéines que sont TRF1, TRF2, Rap1, TIN2,
TPP1 et POT1. Ces protéines interagissent les unes avec les autres et ont un réle capital pour
I'homéostasie des téloméres. En effet, TRF1 et TRF2 sont liées entre elles par I'intermédiaire de TIN2.
TIN2 se lie également a TPP1, qui a son tour se lie a POT1. Finalement Rap1 se lie a TRF2, complétant

ainsi le complexe de six sous-unités (Figure 8) [31].
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(TERF1) 58 265 2% 315 36 429
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Figure 8 : Structure du complexe shelterin et de ses six sous unités. A) Représentation du complexe shelterin humain
associé a I'ADN télomérique double brin et simple brin. B) Domaines protéiques des six sous-unités du complexe shelterin
et leurs interactions entre elles et I'ADN télomérique. Figure issue et adaptée de de Lange 2018.

TRF1 et TRF2 (Telomere Repeat binding Factor 1 and 2) se lient aux séquences TTAGGG de I'ADN
télomériques et sont responsables du recrutement des quatre autres sous-unités sur le télomére. Elles
participent a la réplication des télomeres et a la prévention du blocage de la fourche de réplication. La
protéine TRF1 agit sur la régulation de la longueur du télomére. TRF2 lui est particuliérement impliqué
dans la formation des boucles-T télomériques et empéche également la reconnaissance des télomeres

comme étant des cassures double brin de I'ADN par les systémes de réparation de la cellule.
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Rap1 (Repressor / Activator Protein 1) a une influence sur l'interaction de TRF2 avec I'ADN et 'empéche
notamment de s'engager dans des interactions indépendantes de la séquence avec I'ADN, augmentant
ainsi la spécificité de TRF2 pour les répétitions TTAGGG [31].

TIN2 (TRF1- et TRF2-Interacting Nuclear Protein 2) a surtout un réle de stabilisation en se liant aux TRF1
et 2, puis au complexe TPP1-POT1. Elle assure ainsi un lien entre les unités attachées a I'ADN double

brin et les sous unités attachées a I'ADN simple brin.

TPP1 (ACD Shelterin Complex Subunit And Telomerase Recruitment Factor) est associée a POT1 et a
un role dans la régulation de la longueur des téloméres via le recrutement de la télomérase. En stabilisant
linteraction TRF1-TIN2-TRF2, c’est également un élément clé dans la médiation de I'assemblage du

complexe shelterin.

Finalement, POT1 (Protection du télomére 1) se lie préférentiellement & 'ADN télomérique simple brin et
est associé a TPP1 notamment grace a des motifs de type oligonucléotide/oligosaccharide (OB, Figure
8-B) et via des jonctions de Holliday [32]. Il participe ainsi a la protection de I'extrémité 3’ simple brin du

telomére des dégradations de I'’ADN par des nucléases.

I1.1.3 Laréponse télomérique et la radiosensibilité cellulaire

La radiosensibilité est traditionnellement liée a des défauts dans les différentes voies cellulaires
impliquées dans la réponse aux dommages de I'ADN ce qui est a l'origine de cellules plus sensibles aux
radiations. Récemment, les téloméres sont apparus comme étant un nouveau facteur important modulant
les réponses des cellules aux rayonnements ionisants chez 'nomme [33]. En effet, plusieurs études ont
montré qu'il y avait une corrélation directe entre la longueur et I'état de dysfonctionnement des téloméres

avec la radiosensibilité cellulaire [34] [35].

Des travaux chez 'Homme ont montré que des téloméres courts, c’est-a-dire < 7000 pb (au lieu de 9000
a 15 000), étaient liés a une sensibilité aux radiations ionisantes [36] [37]. Cette corrélation serait due au
fait qu'un raccourcissement des téloméres est associé a des aberrations chromosomiques. Ces
aberrations conduiraient a une radiosensibilité via des changements de structure de la chromatine qui
limitent notamment l'acces a la protéine ATM (Ataxia Telangiectasa Mutated), impliquée dans la
réparation des cassures doubles brins [38] [39] [40]. Ce phénoméne a aussi été illustré par plusieurs
autres études chez 'Homme ou chez I'animal. En effet, la Figure 9 montre les résultats d’'une étude de
2007 ou la survie cellulaire aprés irradiation a été évaluée chez deux lignées cancéreuses humaines

(issues de carcinome squameux) possédant des téloméres de longueurs différentes.
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Figure 9 : Impact de la longueur des téloméres sur la radiosensibilité cellulaire. A) Longueur moyenne des télomeres
dans des cellules cancéreuses HEp-2 et HEp-2R déterminée par analyse de fragments de restriction. B) Courbes de survies
issues d’essais clonogéniques. Issue et adaptée de Zhong et al. 2007.

Sur la Figure 9-A on peut voir que la lignée cellulaire cancéreuse HEp-2 posséde des téloméres de tailles
<7000 pb la ou ils sont au-dela de 10 000 pb pour la lignée HEp-2R. Pour conséquence on remarque
sur la Figure 9-B une survie cellulaire aprés irradiation bien moins importante chez la lignée HEp-2 qui
présente des télomeéres plus courts. On peut aussi citer une autre étude qui a été réalisée sur des
individus présentant des syndromes d'instabilitt génomique et une hypersensibilité aux rayonnements
ionisants, et chez lesquels des téloméres significativement plus courts ont été détectés par rapport aux
individus normaux [41]. La relation entre la longueur des téloméres et la radiosensibilité a également été
démontrée dans des études in vivo avec des souris mutées au niveau de l'activité de la télomérase. Plus
particulierement, ces souris dont les télomeres sont 40 % plus courts que ceux des souris sauvages
montraient une hypersensibilit¢ aux doses cumulées de rayons et présentaient des dommages
chromosomiques plus importants associés a des niveaux d’apoptose plus grands que les souris témoins
[42].

La fonction des télomeres ne dépend pas seulement de la longueur de I'ADN télomérique, mais aussi des
protéines et des facteurs nécessaires a la formation d’'une boucle-T fonctionnelle. On a vu précédemment
que les téloméres sont protégés par le complexe shelterin, composé de protéines télomériques
interagissant les unes avec les autres et qui participent a la fois au maintien et a la protection des
telomeres. Il a été montré que des perturbations au niveau de ces protéines télomériques conduisaient a
des dysfonctionnements télomériques a l'origine de phénoménes de radiosensibilité. Par exemple, suite
al'étude de 2007 citée plus haut (Figure 9), la méme équipe a observé plus tard en 2014 que I'expression
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de la protéine télomérique TPP1 était plus élevée dans les lignées cellulaires HEp-2R que dans les

lignées HEp-2, et que sa suppression augmentait la radiosensibilité en induisant un dysfonctionnement
télomérique [43]. D'autres recherches ont aussi montrées que la surexpression de TPP1 entrainait une

radiorésistance et un allongement des téloméres dans les cellules de cancer colorectal [44].

Un autre exemple est celui de la protéine POT1, qui est également impliquée dans la régulation de la
radiosensibilité des cellules [45]. En effet I'expression de POT1 est aussi en corrélation avec la longueur
des téloméres et des patients ayant un niveau élevé de POT1 possedent de longs téloméres ainsi qu'une

meilleure résistance aux rayonnements ionisants (Figure 10) [46].

A B

& , &

© «=. p=0.0062 . o

© r2=0.76 ©

2 2

= e 3 c

© o (1]

4 2

& &

= < =2

7] o 1 7]

s s

B o~ T o *

£ o S o

('S " [

2 3 4 5 6 0.001 0.002 0.003 0.004
Longueur des téloméres (kb) Expression de POT1

Figure 10 : Corrélation entre la longueur des télomeéres et I'expression de la protéine télomérique POT1 sur la
radiosensibilité cellulaire. A) Fraction de cellules survivantes aprés irradiation a une dose de 2 Gy en fonction de la longueur
de leurs télomeres. B) Fraction de cellules survivantes apres irradiation a une dose de 2 Gy en fonction de leur expression
relative en protéine télomérique POT1. Issue de Ferrandon et al. 2013.

La Figure 10-A montre que chez des lignées cellulaires issues de patients atteints de glioblastome, la
longueur des téloméres est proportionnelle aux taux de survie cellulaire aprés irradiation a 2 Gy. Ceci est
tout a fait corrélé avec les niveaux d’expression relative de la protéine télomérique POT1 qui sont eux

aussi proportionnels aux taux de survie (Figure 10-B).

Les exemples mentionnés ci-dessus ne sont pas exhaustifs et d’autres acteurs responsables de
dysfonctionnements télomériques existent. Par exemple, I'absence de la protéine kinase ADN-PKcs qui
intervient dans le coiffage des téloméres provoque des instabilités chromosomiques [41]. Une autre
protéine télomérique faisant partie du complexe shelterin a tout particulierement attiré notre attention et
a été sélectionnée dans le cadre de mon projet de these visant a induire une radiosensibilité cellulaire. Il

s’agit de la protéine TRF2.

29/208



Une nouvelle cible pour lutter contre la radiorésistance des cellules du cancer du poumon : la
réponse télomérique

[1.1.3.1 Laprotéine TRF2 comme cible thérapeutique d’'intérét pour lutter contre
la radiorésistance des cellules tumorales pulmonaires

Comme abordé auparavant, TRF2 a un réle essentiel dans la formation et le maintien de la structure en
boucle-T des télomeéres [47]. Une baisse de I'expression de TRF2 se traduit par des télomeres linéarisés

et donc déprotégés, entrainant un dysfonctionnement télomérique général caractérisé par :
1. Une vulnérabilité des télomeres face aux dommages de I'ADN (nucléases et ROS notamment).

2. L'activation des kinases ATR (ataxia-telangiectasia-like and Rad3 homolog) et ATM (ataxia-
telangiectasia mutated), qui déclenchent un arrét du cycle cellulaire pour engager des processus

de réparations aux dommages causés a I'ADN ou l'apoptose médiée par p53 [48].

3. Une augmentation des phénoménes de fusion chromosomique, ou les chromosomes fusionnent
entre eux parce qu'identifiés comme des cassures double-brin de I'ADN, ce qui conduit finalement
ala mort cellulaire [49] [50]. La Figure 11 illustre ce phénomene, ou les chromosomes de cellules
fibroblastiques déplétées ou non en TRF2 ont été marqués au DAPI et les télomeéres a I'aide
d’une sonde télomérique couplée au fluorochrome alexa-488.

TRF2

DAPI TTAGGG

Figure 11 : Clichés d'hybridation in situ en fluorescence de cellules fibroblastiques déplétées (ATRF2) ou non
(TRF2) en protéine TRF2. Issue de Markiewicz-Potoczny et al. 2021.

Dans la population de cellules ou TRF2 a été déplétée (ATRF2), on remarque clairement une
accumulation de chromosomes fusionnés entre eux, conduisant in fine a la mort cellulaire. La
protéine TRF2 a donc un role essentiel dans la protection des extrémités chromosomiques contre

linstabilité génomique.
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De maniere tres intéressante, des travaux en 2015 ont montrés que TRF2 était aussi impliqué dans le

processus de radiorésistance des cellules tumorales. En effet, la baisse d’expression partielle de TRF2
dans des cellules permet d'augmenter les dommages a I'ADN, la sénescence, et réduit la survie cellulaire

en réponse a des radiations ionisantes [51] (Figure 12).
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associée a la senescence

1
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Radon 48 Morphologie cellulaire postirradiation
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%tage de cellules marquées
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Figure 12 : Evaluation de I'impact de I'inhibition de la protéine TRF2 sur la radiosensibilité cellulaire. A) Dosage de
I'enzyme béta galactosidase chez des cellules irradiées et traitées ou non avec un siARN anti-TRF2. B) Mesure de la viabilité
cellulaire par essai clonogénique chez des cellules irradiées et traitées ou non avec un siARN anti-TRF2 POT1. C) Clichés de
microscopie comparant la morphologie de cellules traitées ou non avec un siARN anti-TRF2 apres irradiation. Figure issue et
adaptée de O. Orun et al. 2015.

Dans cette étude, des cellules ont été traitées ou non avec un petit ARN interférent (siARN) anti-TRF2
qui a pour fonction d'inhiber 'expression de la protéine TRF2 de maniére transitoire. Les deux populations
de cellules ont ensuite été comparées par des dosages de béta-galactosidase, une enzyme associée a
la sénescence, des mesures de survie cellulaire par des tests clonogéniques de CFU (colony forming
unit) ainsi que par étude morphologique. Il a été¢ montré que les cellules ou la protéine TRF2 a été inhibée
par un siARN présentaient un niveau plus élevé en béta-galactosidase associée a la sénescence mais
aussi une survie cellulaire significativement réduite aprés irradiation aux radons 48 et 72 (Figure 12-A et
B). Morphologiquement, les cellules présentant des niveaux réduits d’expression de TRF2 apparaissent
globalement plus grosses, plus isolées et moins nombreuses aprés irradiation comparées aux cellules

non traitées (Figure 12-C), ce qui atteste d’une radiosensibilité accrue de ces cellules.
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TRF2 a également été décrite directement comme une protéine impliquée dans la radiorésistance dans

des cellules de la lignée A549 de carcinome pulmonaire humain [52] (Figure 13). Les cellules ou

I'expression de TRF2 a été réduite présentent des taux de survie plus faibles que des cellules exprimant

un niveau normal de TRF2 apres irradiation & des doses croissantes de 2 a 10 Gray.
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Figure 13 : TRF2 participe a la radiorésistance des cellules tumorales de poumon. Evaluation de la survie cellulaire
aprés irradiation a des doses croissantes des cellules A549 traitées (siTRF2) ou non (CTRL) avec un siARN anti TRF2.
Figure issue et adaptée de X. Yang et al. 2015.

Par conséquent, le développement de composés ciblant TRF2 en association avec les radiations

ionisantes représente une approche tout a fait pertinente pour améliorer les effets de la radiothérapie

dans le cadre du CPCNP et pour réduire la dose de rayonnement délivrée aux patients, minimisant les

effets secondaires sur les tissus sains qui sont également sensibles aux radiations.

P Dans le cadre de ce projet de these, nous avons décidé de développer une nouvelle stratégie

de radiosensibilisation des cellules tumorales du poumon en combinant la radiothérapie et le ciblage de

la réponse télomérique avec un systéme de vectorisation de siARN plus performant. Cette stratégie a

pour objectif d'améliorer I'efficacité des traitements de radiothérapie actuels et de minimiser les doses

d’irradiation et par conséquent les effets secondaires pour les patients. Avant de discuter plus en détails

de cette stratégie, la partie suivante présente une vue d’ensemble quant au fonctionnement des siARNs

ainsi que leur utilisation en thérapie.
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[1.2 Les siARNs pour la thérapie

[1.2.1 Structure et fonction des siARNs

L'interférence par ARN est un processus biologique dans lequel des ARNs dits interférents (ARNi), non
codants et généralement double brins, suppriment I'expression d’un géne particulier. Il existe deux types
d’ARNi, les petits ARNi (siARN) et les micros ARNi (miARN). Dans la cellule, les ARNi sont reconnus et
liés a des complexes protéiques dans le but d’étre transportés spécifiquement jusqu’a une séquence
d’ARN messager (ARNm) complémentaire et d'induire une dégradation de celle-ci. La dégradation de
I'’ARNm empéche sa traduction et conduit & une diminution transitoire (3 a 4 jours généralement) de la
protéine putativement traduite. L’ARNi joue ainsi un réle important pour la suppression et 'étude de

I'activité d’un géne.

Les siARNSs ont une taille généralement comprise entre 20 et 24 paires de bases (pb). Chaque extrémité
surplombe l'autre de deux nucléotides, la 5" étant phosphorylée alors que la 3’ est quant a elle hydroxylée
(Figure 14).

Figure 14 : Structure simplifiée d'un siARN double brin.

Les siARNs sont a distinguer des miARNSs qui eux reconnaissent plusieurs ARNm cibles, la ou les siARNs

sont spécifiques d'un seul ARNm.

La dégradation d’'un ARNm cible par un siARN se réalise en plusieurs étapes (Figure 15).
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Figure 15 : lllustration du processus de formation des petits ARNs interférents (siARNs) et dégradation d'un ARN
messager (ARNm) cible.

Dans un premier temps, des ARNs longs double brin ou des petits ARNs non codants en forme d’épingle
a cheveux (shARNSs) préalablement transcrits dans le noyau passent via les pores nucléaires (exportine)
pour se retrouver dans le cytoplasme. Ces ARNs sont ensuite reconnus par un complexe protéique
appelé Dicer-TRBP (Transactivation Response element RNA-Binding Protein) qui va les couper grace a
une activité de type RNase Ill de maniére a former des siARNs double brin. Le complexe va ensuite se
lier & une protéine Argonaute-2 (Ago2) et une hélicase (H) pour former une structure multi protéique
appelée RISC (RNA-induced silencing complex). Par la suite, I'nélicase permet la séparation des deux
brins du siARN. Le brin guide (anti-sens, en rouge sur la Figure 15), dont I'extrémité 5 est
thermodynamiquement moins stable comparé au brin passager (sens, en bleu), est sélectionné par la
protéine Argonaute-2 [53]. Les argonautes sont des protéines essentielles dans I'interférence par ARN et
possédent deux domaines distincts. Un domaine PAZ, qui lie I'ARN simple brin (guide), et un domaine
PIWI ayant une activité endonucléase similaire aux RNase H. L’'autre brin du siARN non lié a Argonaute-
2 (brin passager), est quant a lui dégradé. Le brin guide toujours lié au complexe RISC par 'intermédiaire
de Ago-2 va alors pouvoir reconnaitre une séquence complémentaire d’ARNm par appariement complet

des bases Watson-Crick, en vue de sa dégradation par I'activité endonucléase d’Ago-2.
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[1.2.2 Découvertes et avancées

Initialement, I'interférence par ARN fut découvert de maniére inattendue dans les années 90 lors d’études
de pigmentations chez des pétunias. Dans ces expériences, Richard Jorgensen et ses collaborateurs
avaient pour objectif d’augmenter les taux de pigmentations via l'introduction d’un transgene pour
surexprimer la chalcone synthase (CHS), une enzyme responsable de la biosynthése de flavonoides
responsables de la pigmentation. Cependant, c'est le résultat inverse qui s’est produit et au lieu d’'une
surexpression de la pigmentation, des fleurs transgéniques moins pigmentées que les fleurs parentales

ont été observées [54] (Figure 16).

Fleur parentale Fleurs transgéniques

Figure 16 : Observation de la différence de phénotypes chez des fleurs transgéniques comparé aux fleurs parentales.
La perte progressive de la pigmentation chez les fleurs transgéniques illustre le phénoméne d'interférence par ARN. Issue de
Jorgensen et al. 1990.

C’est en 1998 que les siARNs sont réellement découverts par Fire et Mello au travers d’expériences

d'inhibitions de I'expression de génes chez Caenorhabditis elegans.

lls ont depuis fait I'objet de nombreuses études a visée thérapeutique et s’avérent étre notamment de trés
bons candidats pour les thérapies anti-cancer. En effet comme on I'a vu précédemment, un siARN est
spécifique d’une séquence nucléotidique particuliére et permet donc un ciblage précis d’un géne d'intérét.
I limite drastiquement les effets secondaires, comme on peut I'observer pour certaines drogues a spectre
large utilisées en chimiothérapie conventionnelle ou bien pour certains anticorps utilisés en
immunothérapie. Actuellement, de nombreux génes impliqués dans la survie, la prolifération, le cycle et
la croissance cellulaire en générale, mais aussi la vascularisation tumorale, les métastases et la
résistance aux médicaments sont des cibles pertinentes pour les thérapies anti cancer. En ce qui
concerne le cancer du poumon, on peut citer notamment des thérapies utilisant des siARNs dirigés contre
certains oncogenes connus tels que PLK-1, Bcl-2, Akt1, BIRC5/CCNB, WT-1 ou MDM2 [55]. Parmi les
thérapies commerciales a base de siARN les plus abouties actuellement et approuvées par la Food and
Drug Administration (FDA) des Etats-Unis et la Commission Européenne (CE), nous pouvons citer le
Patisiran (ONPATTRO®) pour le traitement de I'amylose héréditaire a transthyrétine avec
polyneuropathie ou bien encore le Givosiran (GIVLAARI™) pour le traitement des adultes atteints de

porphyrie hépatique aigué [56].
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I1.2.3 Les contraintes a I'utilisation de siARN en thérapie et les solutions
envisagées

Bien que l'outil siARN soit précis et efficace, son utilisation n’en est malheureusement pas pour autant
dénuée d'obstacles (Figure 17) [57] [58].
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Figure 17 : lllustration des principaux défis rencontrés lors de I'administration de siARN a visée thérapeutique in vivo.
Inspirée de Artiga et al. 2019.

En effet, une fois injectés dans l'organisme, les siARNs ont un temps de demi vie relativement court et
sont sujets a des dégradations par des enzymes (nucléases et phosphatases notamment) naturellement
présentes dans le sérum, une clairance rénale rapide ou bien encore une élimination médiée par le
systéme immunitaire (TLR). lls doivent ensuite atteindre la cellule cible et étre internalisés pour effectuer
leur action dans le cytoplasme. Compte tenu de leur structure, les siARNs sont hydrophiles et ont une
charge hautement négative. lls ont une longueur d’environ 7-8 nm avec un diamétre de 2 @ 3 nm et un
poids moléculaire global autour de 13 kDa ce qui limite drastiquement leur diffusion a travers les
membranes cellulaires qui sont elles globalement chargées négativement [59]. Ainsi, le plus souvent, la
pénétration cellulaire des siARNs se réalise par endocytose, via différentes voies: phagocytose,
macropinocytose ou bien médiée par les clathrines ou les cavéolines [60]. De maniére plus secondaire,
lintroduction d'ARN exogene dans la cellule peut également perturber les processus d'interférences et
entraver la machinerie cellulaire recrutée pour I'extinction de certains génes. Finalement, des travaux ont

montrés qu’il n’est pas totalement impossible qu’un siARN reconnaisse une mauvaise séquence
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nucléotidique cible et que cette reconnaissance était corrélée a la stabilité thermodynamique du duplex

formé entre la région du brin guide du siARN et son ARNm cible [61].

Par conséquent, les applications thérapeutiques avec des siARNs nécessitent de mettre au point des

solutions afin de protéger le siARN des dégradations enzymatiques, améliorer son absorption cellulaire

et faire en sorte qu'il atteigne et inhibe correctement sa cible sans induire d’effets indésirables. Pour cela

on peut citer des solutions largement utilisées actuellement en recherche (Figure 18) :
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Figure 18 : lllustration des défis rencontrés lors de I'utilisation de siARN en thérapie et les solutions envisagées.

1. Apporter des modifications chimiques au niveau de la structure méme du siARN. Ces

modifications peuvent se faire a différents niveaux en fonction de la protection que I'on souhaite

apporter [62].

a. Des études ont montré que généralement, les siARNs d’une taille de 21-22 nucléotides

étaient plus proches de ceux qu’on retrouve de maniere endogéne [63] et mettaient en

évidence de meilleurs effets d'inhibition de genes [64].

L’interférence peut aussi étre améliorée en facilitant la liaison du siARN avec la protéine

Ago-2 via I'ajout de nucléotides (adénine) en position 3’ des brins sens et anti-sens [64].
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c. Concernant les protections contre les dégradations enzymatiques, les modifications
chimiques se réalisent le plus couramment au niveau des riboses ou des liaisons
phosphodiesters, mais c’est également possible au niveau des bases azotées. Pour les
riboses, les modifications les plus connues sont les substitutions des groupements OH
en position 2" ou 4’ par un groupement méthyl ou un fluor [65]. Concernant les liaisons
phosphodiesters, on peut citer notamment la substitution d’'un atome d’oxygéne par un
atome de soufre pour former une liaison phosphorothioate [66]. En bloquant ces
positions, on limite la fixation de certaines nucléases et phosphatases sériques

responsables des dégradations enzymatiques de la plupart des siARNSs.

En reprenant 'exemple du Patisiran cité précédemment comme thérapie actuelle connue utilisant des
siARNs, on remarque effectivement que la longueur du siARN utilisé dans ce traitement est de 21 paires
de bases et que des modifications chimiques de type 2'-OMethyl ont été apportées pour limiter les

dégradations enzymatiques (Figure 19) [67].

Patisiran (21 + 21 bases)

Sense: 5- 90 OO0 . HO Base HO Base
- = - o o
Antisense: 3'- O ] -5 N—rv N—rv
.. W Yo OH OH OH OMe
Allin PO linkages 2-0HRNA @ 2-OMe RNA (@ DNA(T) 2-OHRNA 2-OMe RNA

Figure 19 : Structure du siARN modifié utilisé dans le cadre du traitement Patisiran. Plusieurs groupements OH en
positions 2" des riboses constituant les nucléotides du siARN ont été substitués par des groupements méthyl (Me) afin
d'améliorer la protection contre les dégradations enzymatiques. Figure directement issue de Suzuki et al. 2021.

2. Utiliser un systéme de vectorisation pour améliorer encore la protection et l'intégrité de la

structure du siARN mais aussi et surtout favoriser sa vectorisation jusqu’a 'ARNm cible. Nous

aborderons plus en détail les différents systémes plus bas en

I1.2.4 Les systemes de diffusion des siARNs pour la thérapie

Les matériaux les plus souvent utilisés pour assurer la bonne administration des siARNs en thérapies
peuvent étre classés en deux types principaux : les vecteurs viraux ou non viraux. Ceux-ci peuvent aussi
bien envelopper entierement le siARN pour assurer sa protection, ou bien lui apporter des propriétés
physico-chimiques différentes afin de modifier son comportement dans I'organisme ou le systeme étudié.
Une attention plus particuliére sera portée aux vecteurs non viraux, puisque c'est cette catégorie qui a

été utilisée dans ce projet de thése.
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[1.2.4.1 Les vecteurs viraux

Les vecteurs viraux sont utilisés comme alternative a I'utilisation d’acides nucléiques nus et démontrent
une bonne efficacité de transfection des génes [68] [69]. En effet, au cours de leur évolution, les virus ont
développé divers mécanismes performants pour entrer dans les cellules de I'héte afin d'y introduire leur
matériel génétique et ces capacités peuvent étre utilisées dans le cadre de la génération de variants
recombinants pour la thérapie génique [70]. Ainsi il est possible de s’en servir comme véhicules pour la
vectorisation d’ADN ou d’ARN dans la cellule selon le type de virus utilisé. Pour des raisons de sécurité,
les génes viraux peuvent étre retirés et le vecteur modifié dans le seul but d’amener le matériel génétique

voulu dans la cellule.

Les virus utilisés dépendent du matériel a transporter (ADN ou ARN) et ont été largement étudiés comme
étant sirs d'utilisation chez ’'Homme. Les plus connus sont les adénovirus, les rétrovirus, les virus adéno-
associés et les lentivirus. En s’intéressant seulement a la vectorisation dans le cadre d'un siARN, le
matériel génétique est alors enveloppé dans la capside virale qui assure sa protection et son entrée dans
la cellule. La Figure 20 représente un schéma simplifié de la vectorisation virale d’'un ADN qui permet la
transcription d’un petit ARN en épingle a cheveux (shARN), précurseur d’'un siARN comme on I'a vu
ultérieurement. Presque tous les virus enveloppés pénétrent dans les cellules hbtes par endocytose et la
libération du matériel génétique s'effectue aprés dégradation de la capside par des protéases
lysosomales [71].
Thérapie génique virale

Vecteur viral
(‘adenovirus)

MRongdk
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Figure 20 : lllustration reprenant un exemple de dégradation d'’ARNm cible par un siARN en utilisant un vecteur viral.
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Nous pouvons citer un exemple d’'une autre méthode utilisée dans une étude de 2018 qui s’est servi du
virus de la mosaique du tabac (TMV) comme vecteur. Ce dernier est un virus végétal en forme de
batonnets qui posséde une structure bien définie et ou il est possible de réaliser une fonctionnalisation
sélective avec un siARN. En effet les résidus de tyrosine sur la surface extérieure du TMV fournissent
des sites chimiquement réactifs pour a la fois la décoration de peptides pouvant pénétrer dans les cellules
(CPP), et la fixation du siARN [72].

Bien qu'efficaces dans la délivrance de génes, I'utilisation de ces vecteurs viraux en thérapie présente
cependant des obstacles majeurs en raison de leur immunogénicité inhérente, leur pathogénicité et leur

intégration chromosomique probable [73] [74].

[1.2.4.2 Les vecteurs non viraux

Les vecteurs non viraux pour la thérapie génétique sont divers et variés. On retrouve notamment des
nanoparticules (NPs), des peptides, des anticorps, des aptaméres ou bien des glycoconjugués. Dans le
cadre de ce projet de thése nous nous focaliserons essentiellement sur le cas des NPs, qui par ailleurs
représente également la classe de vecteurs la plus utilisée de nos jours pour la vectorisation de siARN
[79] [76]. En effet les nanoparticules sont utilisées en thérapie pour le diagnostic et le traitement de
diverses maladies, dont le cancer. Elles sont capables de lier, d'absorber et de transporter des
biomolécules a visée thérapeutique comme par exemple de I'ADN, de I'ARN ou des peptides, vers le site
pathologique cible améliorant ainsi l'efficacité des agents thérapeutiques utilisés. Elles sont surtout
développées dans le but de surmonter les limites de certaines thérapies en ce qui concerne la protection,

le ciblage et I'administration des médicaments a I'endroit souhaité.

Leurs capacités sont surtout basées sur leurs propriétés physico-chimiques et biologiques particuliéres
liées a leur structure de taille nanométrique, généralement comprise entre 1 et 1000 nm. En raison de
cette taille nanométrique, les NPs ont des effets de surface et des propriétés différents de leurs
homologues de plus grande dimension [77]. Ces différences s’expliquent d’abord par le fait que les NPs
sont trés réactives puisqu'elles possédent un ratio surface/volume élevé, ce qui leur permet d'étre
conjuguées avec diverses molécules. Ces caractéristiques affectent par exemple directement leur
température de fusion, le point de fusion de nanoparticules d'or étant inférieur de 407°C par rapport au
point de fusion de I'or a I'état brut (équation de Gibbs-Thomson) [78]. Toujours par rapport a leur taille
nanométrique, les NPs sont aussi capables de franchir la plupart des barriéres biologiques de I'organisme
et permettent la vectorisation de médicaments dans les cellules et dans divers compartiments cellulaires
qui sont normalement difficiles d’accés. On peut citer notamment les noyaux cellulaires, la barriére

hémato-encéphalique ou bien certains microenvironnements cellulaires hétérogenes tumoraux.
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En fonction du matériau de base utilisé, il existe différents types de NPs. Bien que différentes en raison
de leur composition, elles partagent toutes néanmoins des caractéristiques communes en matiére
d’utilisation en thérapie pour la vectorisation de drogues [79]. Dans un premier temps elles peuvent étre
synthétisées en grande quantité et a des colts de production relativement faibles. Elles sont la plupart
du temps biocompatibles, biodégradables et faiblement immunogénes. Finalement elles peuvent étre
modifiées et fonctionnalisées chimiquement avec divers ligands afin de moduler leurs paramétres physico
chimiques et permettre la préservation de l'intégrité du médicament utilisé, mais aussi optimiser son

ciblage et sa délivrance a I'endroit de I'organisme souhaité.

Les matériaux les plus couramment utilisés pour la formulation de NPs peuvent étre d'origine biologique
(lipides, dextran, chitosane...) ou avoir des caractéristiques plus "chimiques" comme les polyméres a
base de carbone, de silice ou certains métaux de transitions. Il en découle ainsi de multiples fagons de
classer les différentes NPs existantes, en fonction de leur composition, taille, forme, porosité, dimension,

réactivité. ..

Voici ci-dessous un classement en trois catégories : les NPs qui sont formées a partir de composés

organiques, inorganiques ou carbonées (Figure 21).

Organiques Carbonées Inorganiques

Liposomes Micelles Fulleréne Silice Quantum dot
(40-1000 nm) (70-300 nm) (1-2nm) (3-100 nm) (2-30 nm)

Polymere Dendrimer Nanotube de carbone Oxyde de fer Or
(<10 nm) (0,5-3 nm) (20-1000 nm) (1-100 nm)

Figure 21 : lllustration des différents types de nanoparticules pour la vectorisation de biomolécules.

1. Les nanoparticules organiques :

Les NPs organiques sont celles constituées de protéines, peptides, de carbohydrates (aussi nommés
sucres ou glucides), de lipides, de polymeéres ou de tout autre composé organique [80]. Elles ont comme
avantages d’étre thermodynamiquement trés stables et leur formulation est simple et facilement
adaptable. Ces NPs peuvent étre obtenues a partir de ressources naturelles ou bien étre synthétisées
chimiquement, ce qui permet I'obtention d’une multitude de vecteurs potentiels et appropriés a la drogue

a vectoriser. Les exemples les plus marquants de cette classe sont notamment les liposomes et les
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micelles : on parle alors de nanoparticules lipidiques (LNPs) [81]. Nous pouvons également citer les NPs

formées a partir de diverses protéines naturelles (telles que I'albumine ou le collagéne) ou synthétiques
(élastine ou soie) ainsi que de polyméres peptidiques [82]. Avec une composition adéquate, elles
permettent notamment d’assurer la protection ainsi que la vectorisation d’oligonucléotides. La Figure 22
illustre un exemple de vectorisation d’un siARN utilisant une LNP qui encapsule le siARN et qui pénétre
dans la cellule soit par fusion avec la membrane plasmique soit par endocytose a l'instar des vecteurs

viraux.

Nanoparticule

RISC
SIRNA  — / - \

D& <
Endosome égradation

T siRNA T de 'ARNmM
RISC 1‘ RISC RISC
T SIRNA —>  SiRNA
T e

RISC

L L L

ARNmM

T Anscription

ADN

Figure 22 : lllustration reprenant un exemple de dégradation d’ARNm cible par un siARN vectorisé par une
nanoparticule de type lipidique.

Les nanoparticules organiques sont notamment employées pour les traitements Patisiran et Givosiran
précédemment cités. En effet pour le Patisiran, ce sont des LNPs qui sont utilisées pour complexer un
siARN. L'encapsulation complete par ces LNPs protége I'ARN de la digestion par les nucléases. De plus,
les LNPs utilisées dans ce traitement ne sont pas chargées a pH physiologique grace a I'association d’'un
lipide ionisable et d’'un polyéthyléne glycol (PEG), ce qui réduit les interactions non spécifiques des LNPs
avec les protéines sériques. Par la suite ce lipide-PEG se dissocie des LNPs ce qui permet aux cellules
de les absorber notamment par endocytose. Finalement, a cause du pH endosomal acide, les LNPs sont
protonées ce qui induit un changement de structure venant perturber sa membrane et libérer le siARN

dans le cytoplasme pour qu'il assure sa fonction de dégradation de TARNm cible.
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En ce qui concerne le Givosiran, celui-ci utilise comme systéeme de diffusion un ligand synthétique de
type N-acétylgalactosamine (Figure 23) [83]. Dans le cadre du traitement contre la porphyrie hépatique
aigué, son objectif est de cibler spécifiquement les hépatocytes via I'endocytose médiée par les
récepteurs de glycoprotéines désialylées que I'on retrouve en grande quantité lors de troubles hépatiques

[84]. Une fois internalisé, le siARN est incorporé dans le complexe RISC pour assurer sa fonction.
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Figure 23 : Structure du systeme de diffusion de siARN Givosiran. Issue de Majeed et al. 2022 et
dictionnaire.acadpharm.org.

Bien que largement utilisées, les nanoparticules organiques rencontrent parfois quelques limitations liées
au fait qu'elles peuvent étre sensibles aux rayonnements thermiques et électromagnétiques tels que la
chaleur et la lumiéere [85] et parfois avoir des taux d’encapsulation de la drogue souhaitée relativement
faibles [86]. Finalement, une autre limitation a I'efficacité des siARNs vectorisés par LPNs est celle

provenant de I'échappement des endosomes [87].

2. Les nanoparticules carbonées :

On retrouve ensuite les NPs uniquement composées d’atomes de carbone. Les exemples les plus connus
sont les fullerénes et les nanotubes de carbone, mais on retrouve aussi des quantum dots de carbone
(Figure 21). Elles possédent notamment des propriétés uniques en matiére de conductivité électrique,
de solidité et sont trés affines en électrons. Ces caractéristiques physiques, chimiques et électroniques
particulieres sont étroitement liées a la conformation structurelle et a I'état d’hybridation du carbone utilisé
dans ces NPs [88]. En raison de ces particularités, elles sont utilisées dans un large éventail d’applications

(méme hors biologie), mais elles sont surtout attrayantes en tant que vecteurs de médicaments [89].

3. Les nanoparticules inorganiques :

En plus des propriétés communes précédemment citées, les NPs inorganiques possédent des
caractéristiques physiques uniques, a savoir électriques, magnétiques, radioactives, plasmoniques et
optiques. Ces propriétés sont surtout propres au matériau de base utilisé. Les plus connues sont les
nanoparticules a base d’or, d’argent, de silice, ou bien magnétiques (a base de fer, cobalt ou encore de
nickel) ainsi que les quantum dots. De fait, elles sont trés variables en taille, structure et géométrie. Ce
sont des nanoparticules particuliérement qualifiées pour des applications inaccessibles aux matériaux

organiques telles que l'imagerie et les thérapies photothermiques. Toutefois, leur application clinique est
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parfois limitée par une faible solubilité et des problémes de toxicité, en particulier dans les formulations

utilisant des métaux lourds [86].

» On remarque donc que pour utiliser de maniere optimale des siARNs en thérapie, il faut faire
appel a des systémes de vectorisation adaptés. Nous avons vu que ces systémes étaient variés, selon si
I'on veut privilégier la protection et I'intégrité de la structure, favoriser sa vectorisation au bon endroit, ou
bien les deux. Par la suite, et dans le cadre de ce projet de thése, nous nous focaliserons essentiellement
sur le cas des NPs inorganiques comme systéme de diffusion, et plus particulierement, une sous famille

de nanoparticules d’or (AuNPs) : les nanoclusters d’or (AuNCs).
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Dans le cadre de ma thése, je me suis tout particuliérement intéressé aux nanoparticules d’'or (AuNPs),

des NPs de type inorganique, et qui sont développées au sein de mon laboratoire.

Les NPs a base de métaux nobles, en particulier I'or (Au) et I'argent (Ag), sont largement utilisées pour
des applications biomédicales notamment en raison de leur excellente compatibilité avec les systémes
biologiques [90]. Les AuNPs sont considérées comme des candidats prometteurs de vectorisation des
siARNs en thérapie anti-cancer de par leur inertie chimique, leurs propriétés optiques et physico-
chimiques, et leurs capacités a fonctionnaliser des molécules d'intéréts thérapeutiques [91]. Elles peuvent
également permettre un relargage contrélé des siARNs via stimuli endogéenes (enzyme, pH, réaction

redox) ou extérieurs (lumiéere, rayons X, champ magnétique).

[11.1 Généralités

Une AuNP est généralement constituée de quelques dizaines a quelques centaines d’atomes d’or et a

une taille finale comprise entre 3 et 200 nm. Il estimportant de noter que les propriétés des AuNPs varient
drastiquement en fonction de leur structure, et plus particuliérement de leur taille, de leur forme ainsi que

de la nature des ligands utilisés pour les synthétiser définissant leur chimie de surface (Figure 24).
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Figure 24 : lllustration des différents paramétres impactant les propriétés physico-chimiques des AuNPs.

Par exemple, les AuNPs sphériques représentent la forme la plus courante en raison de leur facilité de

synthése [92]. La méthode repose sur un processus de nucléation et de croissance notamment via des
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réactions chimiques utilisant des agents réducteurs a partir de sels d’or qu’on abordera précisément dans
la partie résultats [93]. Elles sont largement utilisées en raison de leur faible cytotoxicité, leur taille
uniforme, leur bonne biocompatibilité, leur perméabilité tissulaire élevée ainsi que leurs modifications de
surface qui sont relativement simples a réaliser [94]. Celles en forme de baténnets plus allongées
présentent quelques disparités par rapport a leurs homologues sphériques. En effet, il a été montré que
ces AuNPs possédaient notamment des propriétés de fluorescence dans les régions de l'infrarouge
proche particulierement intéressantes pour des utilisations en bio-imagerie [95]. Les nanocages d'or
quant a elles peuvent par exemple étre utilisées pour encapsuler des petites molécules a visée

thérapeutique [96].

Ainsi, bien qu’ayant des propriétés communes a toutes les NPs de type inorganique présentées ci-
dessus, les applications des AuNPs different en fonction des objectifs a atteindre et le choix en amont de
la forme, de la taille et de la chimie de surface revét une importance capitale. Pour ce projet de thése,

nous avons utilisé des AuNPs de taille inférieure a 3 nm et appelées NanoCluster d’or (AuNCs).

Lors de la synthése des AuNCs, des molécules organiques ou des biomolécules (peptides,
oligonucléotides ou aptamere par exemple) contenant des thiols sont utilisées afin de stabiliser ces
particules formées et apporter des propriétés physico-chimiques particulieres. On appelle
alors communément ces molécules stabilisatrices « ligands ». Au niveau topologique, les ligands se
retrouvent surtout a la périphérie de la AuNP ou ils se lient aux atomes d’or en surface par des liaisons
covalentes. Ainsi, la structure de base consiste en un noyau (ou ceeur métallique) composé d’atomes d’or
a I'état fondamental (Au), entouré d’'un revétement d’atomes d’'or oxydés (Au') en surface et liés aux
ligands. Dans la grande majorité des cas, les ligands utilisés sont composés de soufre et sont liés aux

atomes d’or via une liaison Au-S, formant des groupements thiolates (Figure 25).

Au®
(coeur métalique)

Au’
(en surface)

O Soufre

Figure 25 : Représentation simplifiée d'un nanocluster d'or entouré et stabilisé par des ligands peptidiques a base de
soufre.

En raison de leur taille trés petite, les AUNCs présentent des propriétés sensiblement différentes de leurs

homologues de plus grandes tailles.
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[11.2 Les propriétés optiques des AuNCs

[11.2.1 Photoluminescence

Les AuNPs de taille supérieure a 3 nm absorbent et diffusent la lumiére avec une grande efficacité. Ce
phénomeéne est di au fait que les électrons libres a la surface du métal subissent une oscillation collective
lorsqu'ils sont excités par des radiations électromagnétiques a des longueurs d'onde spécifiques. Cette
oscillation collective est connue sous le nom de résonance plasmonique de surface (SPR) et fait que les
intensités d'absorption et de diffusion de la lumiére des AuNPs sont beaucoup plus élevées que celles
d’autres nanoparticules de taille identique dites alors « non plasmoniques » [97]. Basées sur la propriété
SPR, différentes techniques ont émergé telles que des études d'interactions moléculaires, ou des
variations de l'intensité du faisceau réfléchi en fonction de liaisons Or-Molécules peuvent étre collectées

et quantifiées par un détecteur.

En ce qui concerne les AuNCs, de taille inférieure a 3 nm, certains présentent des propriétés de
photoluminescence (PL) dans la large fenétre de l'infrarouge tres intéressantes [98] [99] [100]. La PL est
un phénomene physique par lequel une molécule absorbe des photons avant de les réémettre soit sous
forme de phosphorescence (restitution lente) soit sous forme de fluorescence (restitution plus rapide).
Cependant, malgré des années de travaux utilisant différents modéles de AuNCs, le mécanisme précis
de la PL des AuNCs reste toujours a élucider [101]. Une pléthore d’études a été réalisée en utilisant
notamment des AuNCs de différentes talilles, et il a ét¢ montré que la taille et la chimie de surface des
AuNPs jouent un réle capital sur l'intensité et la longueur d’ondes de PL [102]. Les phénomenes de PL
des AuNCs qui proviennent du cceur métallique ont été attribués a la différence d'organisation de leurs
niveaux d'énergies (confinement quantique) déterminée en utilisant le modele simple de Jellium relatif a
la matiére condensée qui montre une discrétisation de leurs niveaux d’énergies comparé aux particules
de plus grandes tailles [103] [104] (Figure 26).
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Figure 26 : lllustration schématique de la variation des potentiels de surface de AuNPs en fonction de leur taille (A)
corrélée a I'énergie d'émission (B). /ssue de Zheng et al. 2012.

C’est-a-dire que plus le nombre d’atomes d’Au (N) qui composent le cceur métallique des AuNCs est
faible, plus I'espace entre les niveaux d’énergie est grand (Figure 26-A). La Figure 26-B montre la
corrélation entre I'énergie d'émission et le nombre d’atome N par AuNC. On remarque que I'énergie

d’émission diminue avec l'augmentation du nombre d'atomes.

A noter que le nombre d’atome d’Au présent dans le cceur métallique ne représente pas la seule raison
des variations de la PL. En effet, ces variations de la PL seraient aussi fonction de la chimie de surface,
et plus particuliérement de la nature des ligands utilisés, de la conformation spatiale, de I'état de valence
des atomes d’Au en surface et de la rigidité (compacité) de la couche de ligand [105] [106]. De plus, la

PL a été observée a la fois chez des AUNPs non plasmoniques (AuNCs) et plasmoniques.

Suite & ces constats, les AUNPs peuvent étre divisés comme représenté ci-dessous (Figure 27).
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Figure 27 : Arborescence reprenant I'origine des principales sources de la photoluminescence des AuNPs
plasmoniques et non plasmoniques. Adaptée de Zheng et al. 2021.

Ces propriétés uniques de PL des AuNCs sont particulierement intéressantes pour permettre leur suivi

par imagerie de fluorescence et notamment leur détection par microscopie.

[I1.2.2 Les AuNCs comme agents de contraste

Grace a leurs propriétés de PL dans le domaine de l'infrarouge, les AuNCs sont utilisés en bio-imagerie
et notamment comme agent de contraste dans le cadre de chirurgie anti-cancer assistée par

fluorescence.

Comme déja abordé dans la partie 1, lors des interventions chirurgicales, le surdécoupage des tumeurs
peut conduire a I'ablation indésirable de tissus sains environnant. A l'inverse, le sous-découpage laisse
des cellules cancéreuses derriére lui, ce qui entraine une récidive de la tumeur au fil du temps [107] [108]
[109] [110]. Ces demniéres années, les techniques d'imageries telles que la tomodensitométrie, I'imagerie
par résonance magnétique, la tomographie par émission de positrons ou bien I'échographie ont fait des
progrés considérables permettant de produire des images completes qui peuvent grandement aider les
chirurgiens. Cependant, elles ne peuvent pas toujours étre utilisées dans le cadre de procédure
chirurgicale en temps réel car elles présentent un certain nombre d’inconvénients. Effectivement elles
sont d’'abord limitées a la détection des tumeurs qui ont atteint un certain seuil de taille, c'est-a-dire
quelques millimétres (ou environ 10 millions de cellules) [111], ce qui signifie que de nombreuses tumeurs
ne sont pas détectées. Ensuite elles nécessitent souvent I'utilisation de rayonnements ionisants associés
a un équipement d'imagerie important (ftomodensitométrie ou IRM). Pour finir, la construction d'images

prend du temps, a un colt élevé et nécessite un opérateur spécialisé [112].
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A linverse, I'utilisation de AuNCs photoluminescents dans le cadre d'imagerie de fluorescence présente
un certain nombre d'avantages et notamment le fait que I'équipement nécessaire est relativement peu
coliteux et portable. Ceci permet de les intégrer en tant que fluorophores en temps réel au cours d'une
opération [113]. Le fait que les AUNCs exhibent une fluorescence dans les domaines de l'infrarouge (NIR-
[, 700-900 nm et NIR-II, 1000-1700 nm) présente aussi un autre avantage trés intéressant. En effet dans
les tissus biologiques, de nombreux composés vitaux, tels que I'hémoglobine, les mélanines, le
nicotinamide adénine dinucléotide (NADH) réduit et des acides aminés tels que le tryptophane et la
phénylalanine, contiennent un systéme de liaison p conjugué [114] [115]. En raison de ce degré de
conjugaison, ces composés absorbent intensément la lumiere dans la partie UV-visible du spectre
électromagnétique ce qui conduit a un rapport signal/bruit de fond non optimal, on parle alors de
phénomeéne d’autofluorescence des tissus. En revanche, ce phénoméne est plus faible dans les régions
de I'IR. Cette faible autofluorescence associée a une plus faible diffusion de la lumiére dans les tissus
vivants a de grandes longueurs d’ondes rend donc cette fenétre biologique tres attractive pour I'imagerie

optique non invasive en profondeur [116] (Figure 28).
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Figure 28 : lllustration des niveaux de pénétration de la lumiere dans les tissus biologiques en fonction de la
longueur d'onde. Adaptée de Joyce et al. 2020.
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De plus, il a été montré que les fluorophores qui emettent dans les domaines de l'infrarouge présentaient

une dispersion de la lumiére plus faible que leurs homologues qui émettent dans I'UV-visible (Figure 29)

[117].
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Figure 29 : lllustration des différents niveaux de dispersion de la lumiére en fonction de différents fluorophores.
Issue de Shuging He et al. 2018.

Finalement, dans le but d'améliorer ces limitations liées a l'autofluorescence des tissus en imagerie de
fluorescence de nouvelles sondes émettant dans l'infrarouge sont de plus en plus développées de nos
jours. On retrouve notamment des nanoparticules dites @ « luminescence persistante » (PLNP), dotées
d'une capacité de luminescence durable dans l'infrarouge et permettant de réaliser des images optiques

sans excitation et donc sans autofluorescence [118].
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[I1.3 Les propriétés des AuNCs pour la thérapie

[1I.3.1 Vectorisation de biomolécules

Les AuNCs sont capables de vectoriser des molécules. Ceci est possible grace a leur rapport
surface/volume élevé, ce qui leur permet de lier et d’étre recouvertes par une quantité importante de
composés. En effet, comme déja abordé plus haut, la plupart des AuNPs sont composées de ligands qui
sont localisés en surface pour stabiliser la particule. Ces ligands sont trés variables et apportent des
propriétés physico-chimique particuliéres aux AuNPs [119]. De plus ils permettent a la particule d’avoir
une chimie de surface complétement modifiable. En d’autres termes, cela signifie qu’en fonction du ligand
utilisé lors de la synthése des AuNPs, il est possible de les fonctionnaliser avec des molécules a intérét
thérapeutique ou diagnostique telles que des peptides, des carbohydrates, des anticorps, des

oligonucléotides, des polyméres ou des fluorophores par exemple [120].

Cette fonctionnalisation peut étre réalisée par lien covalent ou par post-fonctionnalisation des ligands
présents a la surface des AuNPs par des méthodes chimiques (couplages peptidiques, chimie click ou
couplage EDC notamment). Elle peut aussi étre obtenue par interactions électrostatiques ou hydrophobes

la encore en fonction des ligands utilisés (Figure 30).
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Figure 30 : lllustration de quelques exemples de fonctionnalisation de AuNPs avec des biomolécules d'intéréts
thérapeutique ou diagnostic.

Dans le cadre de ce projet nous nous intéresserons plus particulierement a la vectorisation de siARN

grace aux AuNPs. Comme illustré Figure 30l y a plusieurs méthodes pour lier un siARN sur une AuNP

notamment en modifiant les propriétés des AuNPs (utilisation de ligands particuliers), mais comme on I'a
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indiqué précédemment (11.2.3) il est aussi possible de modifier la structure du siARN pour lui apporter des
groupements chimiques (amine, acide carboxylique, azoture ou alcyne par exemple) permettant la liaison.
En fonction de I'objectif a atteindre, on peut donc adapter le type de liaison (plus ou moins forte) entre les
deux espéces et par conséquent avoir aussi un certain contréle du relargage du siARN dans le site cible.
Selon le type de liaison utilisée, le relargage peut avoir lieu selon plusieurs mécanismes impliquant des

modifications du pH, des changements de température, I'apport de lumiére, des clivages enzymatiques

ou par des réactions rédox par exemple.

Finalement, le Tableau 1 ci-dessous regroupe quelques exemples de siARNs utilisés en thérapie anti-
cancer et vectorisés grace a des nanoparticules d’or [121] :

Composés Tissus / Lignées . . "
mp 9 Résultats principaux Type de AuNP Références
anticancers cellulaires
Adénocarcinome
siARN anti cervical (HeLA) ; Complexation et protection Sphérique, liée a des
protéines BCL Adénocarcinome efficace du siARN. Diminution dendriméres et de [122]
(anti- colorectal (Caco-2) ; de I'expression des protéines taille comprise en 120
apoptotique) Leucémie (THP-1); BCL. et 800 nm.
Lymphome (U937)
Augmentation de la stabilité du _—
° . Stabilisée avec des
. . SiARN dans le sérum et du . ;
SiARN anti : . ligands glutathion ou
. temps de circulation. > e
NGF (facteur Pancréas (Panc-1) o \ . oligoarginine avec des [123]
) Amélioration de I'accumulation ; :
de croissance) L tailles comprises entre
tumorale et diminution de
; : 15 et 80 nm.
I'expression du NGF.
SIARN anti . C - s
erbB2 (facteur | Cancer ovarien (SK- Ciblage turporal et gct]wtg arm Sphgnque et Ilee. aune
: tumorale efficace. Biodistribution | protéine recombinante [124]
de croissance OV-3) o , !
. . élevée. d’'une centaine de nm.
épidermique)
SIARN anti . Sta_lblllsee avec un
. . Bonne accumulation tumorale. ligand de type
EGFR (facteur | Adénocarcinome Inhibition de EGFR et de olyéthyleneimine [125]
de croissance cervical (HelLa) o polyethyleneir
o . I'invasion tumorale. avec une taille
épidermique) .
d'environ 170 nm.

Tableau 1 : Exemples de siARNs vectorisés a I'aide de AuNCs en thérapie anti-cancer. Adapté de Yafout et al. 2021.

A noter que les AuNCs sont aussi tout a fait utilisable pour la vectorisation d’autres drogues telles que
des composés chimiques ou a base de métaux lourds. En ce qui concerne les cancers du poumon, des
résultats prometteurs ont notamment été obtenus avec des composés comme le methotrexate [126],

l'oxaliplatine [127], 'etoposide [128] ou bien encore la doxorubicine [129].
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I11.3.2 Propriétés radiosensibilisantes

En raison de son numéro atomique élevé (Z=79), I'or est reconnu comme un agent capable de sensibiliser
les cellules aux effets des radiations. En effet les matériaux a Z élevés ont un coefficient d'absorption
d'énergie massique plus élevés comparé a ceux a Z faibles [130]. Par conséquent, en introduisant ce
genre de matériau dans les tissus, I'effet local du rayonnement est considérablement renforcé. Il a été
montré que cet effet de radiosensibilisation lié a I'or provenait d'une cascade de phénoménes
biochimiques qui découlait de l'interaction physique entre un rayonnement ionisant composé de photons
et le matériau [131]. Lorsqu’ils vont atteindre les atomes d’or, les photons incidents vont alors étre
absorbés ou déviés en fonction de I'énergie du rayonnement utilisé. L’énergie de rayonnement absorbée
par les atomes d'or est alors libérée localement par I'émission de photons, d’électrons a faible énergie
(photoélectrons) ou d'électrons Auger via différents mécanismes tels que les effets photoélectrique et
Compton ou bien de création de paires. Ces électrons de faible énergie peuvent alors soit causer des
dommages directs aux organites biologiques situés a proximité telles que les mitochondries, soit produire
des radicaux libres de I'oxygene et causer des dommages indirects aux molécules biologiques via la

génération d’espéces réactives de 'oxygéne (Figure 31) [132] [133].

Excitation et ionisation des atomes dor Altérations génétiques
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Figure 31 : lllustration des différents mécanismes induisant une radiosensibilité cellulaire via I'utilisation de AuNPs.
Inspirée de Chen et al. 2020.

Cet effet de radiosensibilisation permet donc d’augmenter localement la dose délivrée afin de surmonter
I'hétérogénéité de la réponse notamment dans les microenvironnements tumoraux ou 'hypoxie et la

prolifération cellulaire sont importantes [134].
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II1.3.3 Propriétés photothermique et photodynamique

En raison de leur résonance plasmonique de surface, lorsque les AuNPs sont excitées par une lumiére
incidente de longueurs d'onde comprises entre 700 et 800 nm, elles sont capables d’absorber I'énergie
lumineuse et de la convertir en chaleur. En effet lorsque de la lumiére polarisée est appliquée sur une
tumeur contenant des nanoparticules d'or, les particules se réchauffent rapidement ce qui provoque une
augmentation locale des températures dans le micro environnement ce qui cause la mort les cellules
tumorales [135]. Cette capacité est a l'origine de leur utilisation dans le cadre de la traitement par
photothérapie (PTT) pour éliminer les cellules cancéreuses [136] [137]. Il s'agit d'une modalité¢ de
traitement attrayante en raison de la possibilité d'applications répétables et des effets secondaires moins
pesant par rapport a d'autres traitements conventionnels du cancer [138]. Bien que les AuNPs sphériques
soient largement étudiées, cest surtout les AuNPs en forme de batdnnets qui sont les principales
nanostructures utilisées en PTT en raison de leur forte absorption dans la région du proche infrarouge, la

ou celles sphériques absorbent principalement la lumiere visible [139] [140].

En outre, cette capacité photosensibilisante est souvent utilisée en association avec un autre type de
technique basée sur la lumiére qui est la thérapie photodynamique (PDT). L'objectif de cette derniére est
d’utiliser des molécules photosensibilisantes, devenant toxiques pour la cellule et son environnement via
notamment la libération d’'oxygeéne singulet (ROS) lorsqu’elles sontirradiées. Ainsi la chaleur générée par
la PTT a dans un premier temps pour effet d'améliorer la perméabilité des tissus et des membranes
cellulaires, ce qui permet d'augmenter 'administration et I'absorption par les cellules des agents

photodynamiques qui ont souvent une courte durée de vie et un rayon d'action limité (Figure 32) [141].

Infrarouge

Figure 32 : lllustration de I'utilisation combinatoire de la photothérapie (PTT) et de la thérapie photodynamique (PDT).
Issue de Zhi et al. 2020.
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[11.3.4 Effet d'augmentation de la perméabilité et de la rétention (EPR)

La derniére propriété des AuNPs que nous allons aborder dans cette partie concerne leur capacité a
s’'accumuler passivement dans le micro environnement tumoral. En effet, dans le cadre du
développement de certaines tumeurs, les phénoménes de néoangiogenése augmentent ce qui conduit a
une désorganisation de I'endothélium environnant. Les tumeurs solides contiennent ainsi des vaisseaux
sanguins non étanches et pouvant présenter des espaces de jonction cellulaire allant de 100 nm a 780
nm [142]. Ceci conduit alors a une vascularisation altérée, poreuse et plus perméable, et il a ét¢ montré
que des AuNPs circulantes d’une certaine taille avaient la capacité de passer a travers cet endothélium
fenestré pour s'accumuler passivement dans les sites tumoraux (Figure 33).
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Figure 33 : lllustration de I'effet d'amélioration de la pénétration et de la rétention de nanoparticules au sein d'un
micro-environnement tumoral (effet EPR).

Les propriétés, et notamment la taille, des AuNPs utilisées ont alors un impact direct sur I'efficacité de cet
effet. Effectivement il a été montré que des particules de taille d’'une centaine de nanométres étaient
considérées comme optimales pour pénétrer dans les tumeurs solides tout en échappant aux systémes
de filtration au niveau de la glande hépatique ou de la rate [143]. Paradoxalement, des études récentes
ont montré que les AuNPs de petites tailles (< 6 nm) étaient éliminées par excrétion rénale en quelques
minutes, et que les nanoparticules plus grosses étaient capturées par le systéme réticulo-endothélial
[144].

Cependant, malgré l'intérét bénéfique de cet effet EPR pour le ciblage tumoral passif des AuNPs, de
nombreux débats dans la communauté scientifique subsistent concernant ce sujet. En effet, bien que les

AuNPs puissent étre capables d'atteindre passivement les sites tumorau, il existe encore des limites
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d’accessibilité en raison de I'hétérogénéité dans les différents types de cancers due par exemple a la
vascularisation ou a I'état de maturité des tumeurs [145] [146] [147]. Plus particulierement il a été
démontré que les variations de I'épaisseur et de la densité de la matrice extracellulaire, la distribution
inégale du flux sanguin et la perméabilité disproportionnée des vaisseaux affectent I'efficacité de cet effet
EPR [148]. Ces facteurs varient considérablement d'une tumeur a l'autre et méme au sein de la méme
tumeur a mesure de son développement au cours du temps. On peut parler notamment de lignées
cancéreuses EPR « positives » ou « négatives ». Un autre facteur qui vient alimenter les débats sur cet
effet controversé provient des variations des propriétés physicochimiques du vecteur de médicament lui-
méme, dans notre cas les AuNPs. Effectivement a I'échelle nanométrique, la taille, la forme et I'élasticité,
contribuent aussi a I'hétérogénéité de l'effet EPR [149] [150]. Finalement, il faut aussi mentionner que la
compréhension actuelle de l'effet EPR est principalement basée sur des données issues d'études sur
animaux, en particulier sur des modéles de xénogreffes a croissance rapide chez la souris, ce qui laisse

parfois un flou quant aux propriétés de cet effet chez 'Homme.

» Par conséquent, le développement d’un systéme de vectorisation composé de AuNCs et ayant
des propriétés de ciblage spécifique de sites de croissance tumorale est d’'un grand intérét et permettrait
de s'affranchir des effets controversés de I'EPR. Le prochain et dernier chapitre de cette introduction
bibliographique sera donc dédié au développement d'un ciblage actif des AuNCs, en s'intéressant
notamment aux transporteurs des sucres qui sont surexprimés dans une large variété de cellules

cancéreuses.
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[V.1 Le transport du glucose dans l'organisme

Le glucose (Glc) est un aldohexose considéré comme la principale source d’énergie dans les organismes
vivants. Chez 'Homme il est principalement apporté par des glucides alimentaires qui contiennent de
grandes quantités de Glc principalement sous forme de monosaccharides, d'oligosaccharides et de
polysaccharides, tels que le maltose, I'amidon et le glycogéne [151]. En tant que carburant principal de la
glycolyse et des voies en aval de la respiration aérobie et anaérobie, I'utilisation du Glc est ubiquitaire et
est responsable de la génération d'une grande partie du potentiel énergétique sous forme d’ATP,
nécessaire a la croissance et au développement des organismes [152]. C'est par exemple un carburant
essentiel pour le cerveau chez 'Homme avec une consommation d’environ 25% des apports totaux en
Glc pour un adulte. Il sert également de précurseur pour la synthése de nombreuses biomolécules et joue

un réle important dans la signalisation cellulaire.

En raison des roles métaboliques et énergétiques essentiels du Glc ainsi que sa nature hydrophile, il
existe de multiples transporteurs responsables d’assurer les mouvements transmembranaires de ce
sucre dans les divers tissus de I'organisme. A ce jour, trois familles de transporteurs ont été identifiées

pour le transport du Glc mais aussi d’autres sucres de maniére générale :
1. Les GLUTs (Glucose Transporter), qui est la famille la plus largement étudiée.
2. Les SGLT (Sodium Glucose Linked Transporter), des symports de Glc pilotés par le sodium.

3. Les SWEET (Sugars Will Eventually be Exporter Transporter), récemment caractérisés surtout

chez les plantes.

Ces transporteurs ont des roles physiologiques et des mécanismes de fonctionnement bien distincts,
dans un contexte physiologique ou de cancer. Afin d'élucider leurs mécanismes et d'identifier de nouvelles
cibles potentielles pour le développement de médicaments, les structures de ces transporteurs ont été
largement étudiées. Parmi les trois familles de transporteurs citées ci-dessus, I'étude structurale des
GLUTs est la plus avancée actuellement avec notamment les structures résolues pour les GLUT1 et
GLUT3 humains [153] [154]. Pour les SGLT et les SWEET, seules les structures des homologues
bactériens, vSGLT et SemiSWEETS, ont été obtenues [155] [156].

Mon projet de thése s’est tout particulierement intéressé aux transporteurs GLUTSs.
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IV.1.1 Lestransporteurs GLUTs

IV.1.1.1 Structures et répartition dans I'organisme

Les GLUTSs sont des transporteurs ubiquitaires de type uniport. lls appartiennent a la superfamille majeure
de facilitateurs (MFS) qui regroupe un grand nombre de transporteurs membranaires impliqués dans la
circulation de petites molécules dissoutes en fonction du gradient de concentration. lls sont généralement
composés d’'environ 500 acides aminés et permettent le passage bidirectionnel par diffusion facilitée (ou
passive, donc sans énergie) d’'une molécule de Glc a travers une membrane. Actuellement on dénombre
quatorze transporteurs GLUTSs, chacun différent compte tenu de leur affinité avec les différents sucres et
de leur expression tissulaire. Malgré ces différences, ils restent structurellement proches et sont organisés

en trois classes (Figure 34) [157].
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Figure 34 : Modeéles bidimensionnels des GLUTs de classe I, Il et lIl. Les extrémités N et C terminales sont orientées vers
le cytoplasme et des structures d'oligosaccharides liées par N-glycosylation sont orientées vers I'espace extracellulaire. Issue
de Uldry M. et Thorens B. 2004.

La classe 1 comprend les GLUTs 1-4 et 14, la classe 2 les GLUTs 5, 7, 9 et 11 tandis que la classe 3 les
GLUTs 6, 8, 10, 12 et 13 (HMIT). Chaque GLUT est composé de douze hélices transmembranaires dont
les extrémités N et C terminales se retrouvent dans le cytoplasme de la cellule, avec une boucle contenant
un site de N-Glycosylation du c6té extracellulaire. Dans les GLUTs de classe 1 et 2, cette boucle se trouve
entre les domaines transmembranaires 1 et 2, tandis que dans ceux de la classe ll, elle se trouve entre
les domaines 9 et 10 [158].

Comme expliqué un peu plus haut, la détermination de la structure précise de ces transporteurs est trés
complexe et a surtout été étudiée en se basant sur les transporteurs bactériens. En raison de son ubiquiteé,
de nombreuses études ont notamment été portées sur le GLUT1. La Figure 35 ci-dessous fournie une
structure globale du transporteur de Glc humain GLUT1 qui a été cristallisé et modélisé assez récemment
a partir de I'étude de la diffraction de rayons X et de données issues de ses homologues bactériens XylE
et GlcP [153].
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Extracellulaire

centrale

Figure 35 : Modélisation de la structure du transporteur de glucose humain GLUT1. Issue de Deng et al. 2014.

Sur cette représentation, le transporteur adopte une conformation ouverte vers l'intérieur de la cellule
avec des vues latérales et cytoplasmiques. Les extrémités N et C entourent une cavité centrale du coté
intracellulaire et sont reliées par un faisceau hélicoidale composé de 4 petites hélices o intracellulaires
(IC) qui a été nommé « ICH » (Intracellular Helical Bundle ; en orange sur la Figure 35). Curieusement,
le domaine ICH a également été observé dans les structures des homologues bactériens XylE et GIcP,
mais pas dans d'autres transporteurs de la famille des MFS, ce qui suggére que ce domaine pourrait étre

une caractéristique unique des GLUTSs [159].

Il a été montré que la composition en acides aminés des 12 domaines transmembranaires composant les
GLUTs variait, rendant certains d’entre eux plus hydrophiles que d’autres. Cette différence serait a
l'origine de I'organisation particuliére de la cavité centrale du transporteur, ou les domaines seraient
arrangés de maniére a former un canal hydrophile permettant le passage des sucres (Figure 36) [160]
[161].
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Figure 36 : Topologie putative du transporteur GLUT1 et organisation structurelle de sa cavité centrale. /ssue de
Blodgett et al. 2008.

Ainsi les domaines 1, 4, 7 et 10 notamment formeraient une voie de translocation hydrophile pour le
passage des ligands, tandis que les autres domaines seraient plus impliqués dans l'architecture du

transporteur et son intégration a la bicouche lipidique [162].

Le Tableau 2 ci-dessous résume finalement les différentes propriétés par transporteurs GLUTSs ainsi que

leurs principaux sites d’expression dans l'organisme :

Isoforme
Transporteurs (aa) / Poids Substrats Sites d’expression  Références
(kDa)
Glucose (Km 3 mmol/L);
Galactose (Km 17 mmol/L);
gLLC%E 492/54 Mannose (Km 20 mmol/L); Ubiquitaire [16[?]6[51]64]
( ) Glucosamine (Km 2.5 mmol/L);
DHA (Km 1.1 mmol/L)
Glucose (Km 17 mmol/L);
Galactose (Km 92 mmol/L); L
GLUT2 524/55 Mannose (Km 125 mmollL) Reins, intestins, glande [163] [166]
(SLC2A2) Glucosamine (Km 0.8 mmol/L); hépatique et pancreas
Fructose (Km 76 mmol/L)
GLUT3 Glucose (Km 1.4 mmol/L);
SLC2A3 496/45 Galactose (Km 8.5 mmol/L); Cerveau, testicule [167][168]
( ) Mannose; Xylose; DHA
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Glucose (Km 5 mmol/L); DHA . .
SGLLCgI\j 509/55 (Km 0.98 mmollL) Muscle, “gi’ufd'pe”x et | 6oy [170]
( ) Glucosamine (Km 3.9 mmol/L)
(SLLCUZ.,I‘;\g) 501/55 Fructose (Km 6 mmol/L) Intestins, reins et testicules (17111172
(SLLCUZ.,I‘;\?S) 507/46 Glucose Rate, cerveau et leucocytes [173]
GLUT7 Glucose (Km 0.3 mmol/L); Intestins, colon, testicules et
(SLC2A7) 524/53 Fructose (Km 0.2 mmol/L) prostate [17411175]
Testicules, cerveau, glande
GLUTS surrénale, glande hépatique,
(SLC2A8) 477/51.5 Glucose (Km 2 mmol/L) rate, tissu adipeux et [176]
poumons
GLUT9a
Glucose (Km 0.61 mmol/L); o .
SGLI?:gl;g glb’?gé Fructose (Km 0.42 mmollL); Gﬁggznﬁ:?tt?a“nec'rgzs' [77)[178]
( ) Urate (Km 0.9 mmolL)
540/46
Cceur, poumons, cerveau,
sGLchEg 541/57 Zde;’r‘XOBL‘)J"gglzecggg 03 | glande hépatique, muscle, | [179] [180]
( ) ' pancréas, placenta et reins
GLUT11-A- coeur, muscle,
. reins; GLUT11-B- placenta,
gﬂg};ﬂ 496/54 Er'h’gﬁfs‘z((fg:q%u%mﬂﬁ) tissu adipeux, reins; [181][182]
( ) ) GLUT11-C-coeur, muscle,
tissu adipeux, pancréas
GLUT12 Muscle, cceur, tissu adipeux,
(SLC2A12) 617/67 Glucose intestins, prostate, placenta [183][184]
HMSIIC(SA'#‘Q;B’ 618/629/69 Myoinositol (Km 0.1 mmol/L) Cerveau [185]
GLUT14 ,
497/520/N/A N/A Testicul 186
(SLC2A14) estcules [186]

Tableau 2 : Tableau synthétisant les isoformes, le poids moléculaire, I'affinité avec certains substrats ainsi que la
répartition tissulaire des différents GLUTSs. Issu de Carly C. Barron 2015.
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L'affinité apparente des différents GLUTs pour les sucres est souvent donnée via des mesures de
constante de Michaelis « Km ». Il s’agit d’'une constante cinétique exprimée en mole/litre qui représente
la concentration en substrat pour laquelle la vitesse initiale de la réaction est a la moitié de la vitesse
initiale maximale. Elle est reliée a la constante de dissociation « Kd » d’'une enzyme pour son substrat.
Dans la plupart des études mentionnées ci-dessus cette constante est déterminée lors d'expériences
d'absorption de sucres associés a un marqueur radioactif (fluor ou tritium par exemple) a différentes

concentrations.

[V.1.1.2 Mécanisme de transport

Bien qu’encore relativement nouvelles, des études de dynamiques moléculaires ont été effectuées afin
de déterminer le mécanisme de passage des sucres (notamment Glc) a travers GLUT1. Ces travaux ont

été réalisés via plusieurs tests de modélisations, et notamment des études de :

e Passage de Glc a travers le transporteur en fonction de son orientation (ouverte vers I'extérieur,

fermée, ouverte vers l'intérieur).

e Mesure des positions énergétiquement favorables et des temps d'interactions du Glc avec des

résidus d'acides aminés présents sur les faces extérieure et intérieure du transporteur.

e L'impact de mutations de certains résidus d’acides aminées composant le transporteur sur

I'interaction ou la diffusion du Glc.

D’une maniére générale, la fixation de Glc sur le transporteur se traduit par un dynamisme structurel

médié par les domaines transmembranaires et ICH (Figure 37).
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Figure 37 : Modéle envisagé pour le transport de molécules médié par GLUTA. /ssue de Deng et al. 2014.

Dans ce modeéle, le domaine ICH est illustré comme un loquet qui renforce la partie intracellulaire dans
les conformations tournées vers I'extérieur. Il a été montré que I'on retrouvait bien I'implication de certains
domaines hydrophiles précédemment cités (1, 4 et 7 notamment, Figure 36) pour le passage du Glc qui
forme des liaisons hydrogénes fortes avec certains résidus d'acides aminés (Val69, Arg126, Asn34,
Tyr292 notamment) [187]. Le Glc forme ensuite des liaisons hydrogénes avec d’autres résidus d’acides
aminés, ce qui entraine une réorientation des chaines latérales hydrophobes, se traduisant par son
passage dans la cavité centrale et son entrée dans le milieu intracellulaire. L'isomérie des sucres auraient
également un impact sur la liaison et le passage a travers le transporteur. Nous aurons I'occasion d’en

rediscuter dans la partie résultats.
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[V.2 Les transporteurs GLUTSs pour le ciblage
actif des cellules tumorales

Comme énoncé précédemment, le ciblage spécifique pour I'éradication des cellules cancéreuses sans
affecter les cellules et les tissus normaux reste un défi important en matiére de thérapie anti-cancéreuse.
Certains biomarqueurs étant spécifiques des cellules tumorales, la plupart des stratégies consiste a
conjuguer une molécule pouvant cibler ces biomarqueurs avec une autre molécule ayant une action
cytotoxique. On peut citer notamment des conjugués anticorps ou aptaméres couplés a une drogue,

ciblant des antigénes ou des séquences nucléotidiques d'intérét spécifiques a la tumeur [188] [189].

Dans cette partie, et pour ce projet de thése, nous nous intéresserons aux conjugués glucide-drogue,
qu’on appellera par la suite « Glycoconjugués ». En effet les glucides présentent un grand intérét pour
les thérapies ciblées contre le cancer depuis les découvertes majeures du scientifique Allemand, Otto

Warburg, a l'origine de la description d’'un effet portant son nom [190].

IV.2.1 Effet Warburg et surexpression tumorale des GLUTSs

Otto Warburg a observé une différence marquée quant au métabolisme du Glc entre les cellules
cancéreuses et les cellules saines. Effectivement les cellules cancéreuses, hautement prolifératives,
exigent une quantité considérablement accrue de Glc comme source d'énergie pour croitre et continuer
de se multiplier. L’effet Warburg décrit qu’en conditions aérobiques, contrairement aux cellules saines qui
utilisent préférentiellement la phosphorylation oxydative pour produire de 'ATP, les cellules cancéreuses

utilisent elles quasi exclusivement la glycolyse (Figure 38).

Par rapport a la phosphorylation oxydative qui génére jusqu’'a 36 moles d’ATP par molécule de Glc, la
glycolyse en aérobie produit de 'ATP avec un rendement beaucoup plus faible, seulement 4 moles d'ATP

par molécule de Glc [191].
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Figure 38 : lllustration de I'effet Warburg. Adaptée de Heiden et al. 2012..

Ce changement métabolique préférentiel des cellules cancéreuses pour la glycolyse qui est
énergétiquement bien moins favorable se traduit par une demande en Glc toujours plus grande. Pour
répondre a cette forte demande, les cellules cancéreuses vont alors exprimer des taux relativement
élevés de GLUTSs a la surface de leurs membranes cellulaires. Effectivement, de nombreuses études ont
montrées que des niveaux élevés de GLUTs étaient observés dans des échantillons de biopsies
tumorales, et surtout, étaient en corrélation avec un mauvais pronostic du cancer [192] [193] [194] [195]
[196]. Concernant ce projet de thése, cette surexpression des GLUTS est également bien présente dans
les cancers du poumon [197] [198] [199].

Dans la littérature, la surexpression de GLUT1 dans les CPNPCs peut étre mise en évidence via la
quantification de valeurs d'internalisation tumorale standardisée (SUV) de glucose radioactif (2-['8F]-
fluoro-2-deoxy-D-glucose). Ces valeurs de SUV représentent le rapport entre la concentration tissulaire
maximale d'éléments radioactifs et la dose d’'élément injectée dans le corps. Dans de nombreuses études
cliniques chez des patients atteints de cancer du poumon, de grandes valeurs de SUV ont été observées
et corrélées avec une absorption importante de Glc via les GLUTSs (particulierement GLUT1) ainsi qu’a la
taille de la tumeur [200] [201] [202]. Finalement, d’autres études ont montré que I'expression des GLUTs
(notamment 1, 3 et 5) était plus élevée dans des sites métastatiques du cancer du poumon que dans le
cancer du poumon primaire et dans les tissus pulmonaires normaux, ce qui indique une relation avec la

croissance rapide et la propagation de la tumeur [203].
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IV.2.2 L'utilisation de glycoconjugués en thérapie anti-cancer

La conception de glycoconjugués pour exploiter la surexpression des transporteurs de Glc dans les tissus
cancéreux pour administrer spécifiquement divers médicaments anticancéreux, fluorophores ou

radiotraceurs a donc fait I'objet de plusieurs recherches [204] [205] [206].

Comme énoncé juste au-dessus, on peut citer par exemple I'utilisation de Glc radioactivement marqué
pour le diagnostic et la stadification de divers types de cancers [207]. C’est le cas du Glc marqué avec
du fluor radioactif 2-deoxy-2-['8Ffluoro-D-glucose ('8F-FDG) qui s’accumule dans les tissus cancéreux et

qui peut étre visualisé par tomographie (Figure 39).
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Figure 39 : Clichés de tomographie par émission de positons pour la visualisation de sites tumoraux marqués au
glucose radioactif. /ssue de Calvaresi et Hergenrother 2013.

Chez un patient sain, une accumulation de '8F-FDG sera visualisée que dans les tissus qui consomment
du Glc de maniére constitutive, comme c'est le cas pour le cerveau et la vessie notamment. Chez un
patient cancéreux, les cellules tumorales captent alors préférentiellement le 8F-FDG comme expliqué
plus haut, ce qui permet aux cliniciens d'identifier les sites des tumeurs et des métastases, de déterminer

le stade du cancer et de surveiller la réponse au traitement.

Des sucres conjugués a divers médicaments ou molécules anti-cancers comme le paclitaxel,
I'adriamycine, I'azomycine ou bien certains métaux lourds comme le platine, peuvent également étre
utilisés afin d'introduire des propriétés de ciblage des tumeurs [208] [209] [210] [211]. La Figure 40
représente par exemple la structure du paclitaxel (Taxol), un anti cancéreux connu pour inhiber la division
cellulaire, conjugué avec une molécule de Glc dans l'objectif de cibler plus spécifiquement les sites

tumoraux.
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Figure 40 : Molécule de paclitaxel chimiquement conjuguée a une molécule de glucose. La conjugaison a lieu au
niveau du carbone 2 du glucose. Issue de Calvaresi et Hergenrother 2013.

Dans l'utilisation des glycoconjugués, il est important de garder a I'esprit que la cible finale souhaitée est
in fine un transporteur de sucre (GLUT principalement). Comme on I'a abordé plus haut, les GLUTs sont
des transporteurs passifs et bidirectionnels a la dynamique particuliére et avec des taux d’affinité
différents en fonction du substrat/sucre. Il a été montré qu’en plus de la nature du sucre en lui-méme,
I'affinité variait aussi en fonction du site de conjugaison, c'est-a-dire la position par laquelle le sucre est
lié de maniére covalente a la drogue. En effet, des études de cinétiques et de modélisations utilisant des
analogues du Glc tendent a montrer que certains groupes hydroxyles sont plus ou moins impliqués dans
la stabilisation des interactions hydrogénes avec les acides aminés clés du transporteur. Ce serait
notamment le cas pour les groupes hydroxyles en positions 1 et 3, ou une étude a montré que le 1-
désoxy-D-glucose et le 3-désoxy-D-glucose présentaient des constantes d'inhibition presque 10 fois plus

élevées que le D-glucose dans des études de compétition avec des GLUT1 humains [212] [213].

Ainsi, la substitution de ces groupements hydroxyles par une drogue peut affecter significativement

I'affinité du glycoconjugué avec le transporteur (Figure 41).

Figure 41 : Représentation du g-D-Glucose en forme pyrannose ainsi que ses différents sites de substitutions
possibles.

Concernantle Glc dans sa conformation la plus thermodynamiquement stable (forme pyrannose), ce sont
surtout les substitutions en C1, C2 et C6 qui ont été les plus étudiées a ce jour, celles en C3 et C4 sont
globalement moins répertoriées et doivent faire I'objet d'études plus approfondies. Les substitutions sur
la position C5 ne contenant pas de groupe hydroxyles sont quant a elles chimiquement non envisageables

[214]. D’autres études portant sur les mesures de constantes d’association et de dissociation tendent a
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dire que les hydroxyles en C2, C4 et C6 ne forment pas de liaison hydrogéne avec le transporteur GLUT1
[208]. La conjugaison avec des drogues a ces positions peut donc étre tolérée et c'est effectivement le
cas des molécules précédemment citées Figure 39 et Figure 40. De maniére intéressante, il a aussi été
montré que des composés portant des substituants en C6 du Glc présentaient une affinité équivalente,

voire supérieure, comparé a un Glc non substitué en tant que substrats pour GLUT1 [212] [215] [216].

Par conséquent, la reconnaissance et l'efficacité de la translocation de Glc par les transporteurs varient
en fonction des différents isoméres de position d'un glycoconjugué. L'étude systématique des activités
biologiques de ces divers isoméres pour un glycoconjugué donné est donc cruciale, car elle permettrait
d'identifier le groupe hydroxyle approprié du glucose auquel attacher une molécule a visée diagnostic ou
thérapeutique.

IV.2.2.1 Glycoconjugaison de nanoparticules d’or

Nous avons vu dans le chapitre précédent qu’en fonction des ligands utilisés lors de la synthese de
AuNPs, il était ensuite possible de lier a la surface des AuNPs une large gamme de biomolécules. Les
hydrates de carbone, et plus particulierement le Glc, en font partie et sont utilisés dans I'objectif d’apporter

un ciblage spécifique des GLUTSs surexprimés dans les cancers.

Pour illustrer ce propos nous pouvons citer cette étude réalisée en 2019 qui utilise des AuNPs
glycoconjuguées pour la vectorisation dans des cellules cancéreuses d'un siARN dirigé contre des

sérine/thréonine kinases impliquées dans la régulation du cycle cellulaire (Figure 42) [217].
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Figure 42 : lllustration de la préparation de AuNPs glycoconjuguées pour vectoriser un siARN dans un
microenvironnement tumoral. Issue et adaptée de Yi et al. 2019.

Ici le ligand utilisé est une chaine PEG (Polyéthyléne glycol) composée de 40 résidus lysine. Ce ligand
est fonctionnalisé d’'une part avec un glucose via le C6 (position préférentielle comme on vient de le voir)

pour le ciblage de GLUT1, et de l'autre c6té avec un acide lipoique qui posséde un pont disulfure
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permettant le lien avec la AuNP via la formation d’'une double liaison Au-S. Gréce a cette stratégie, les
auteurs apportent en plus du ciblage passif du microenvironnement tumoral via effet EPR, un ciblage actif

médié par la reconnaissance des glucoses fonctionnalisés sur la AuNP par GLUT1.

» Parla suite, nous nous sommes donc intéressés dans ce projet de thése a la fonctionnalisation
de AuNPs par glycoconjugaison afin d’avoir un ciblage plus spécifique des cellules tumorales en plus de
I'effet EPR. Une attention toute particuliére a été portée sur le choix de la structure du glycoconjugué

permettant la meilleure interaction et pénétration cellulaire.
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Contexte

Les traitements par radiothérapie couplés a la chirurgie constituent actuellement les principaux moyens
de lutter contre le cancer du poumon a cellules non petites, qui représente la cause n°1 de mortalité liée
au cancer dans le monde [4]. Cependant, on observe chez plusieurs patients des progressions tumorales
rapides peu apreés la fin de leur thérapie, se traduisant par des rechutes. Les principales causes de ces
échecs proviennent du développement de résistances a la radiothérapie ainsi qu'a la formation de
métastases. Il est donc urgent de mettre en place de nouvelles stratégies de radiosensibilisation avec de

faibles effets secondaires pour prolonger la survie et la qualité de vie des patients.

Parmi les différents mécanismes impliqués dans la régulation de la radiosensibilité/radiorésistance
cellulaire, la réponse télomérique adaptative a été mise en évidence dans un nombre croissant d'études.
Les télomeres sont des complexes nucléoprotéiques protégeant les extrémités des chromosomes en
maintenant leur intégrité génomique. L'un des principaux acteurs de la protection télomérique est le
Facteur de liaison de Répétition Télomérique 2 (TRF2), dont I'implication dans la radiorésistance des
cellules du cancer du poumon a été démontrée. Une baisse de I'expression de TRF2 entraine un
dysfonctionnement télomérique, se traduisant par des dommages a I'ADN et des cellules plus sensibles
aux radiations ionisantes [49] [50] [51] [52]. Par conséquent, le développement de composés permettant
de cibler TRF2 combiné a l'utilisation de radiations ionisantes représente une approche pertinente,
permettant d'améliorer I'effet de la radiothérapie et de réduire la dose de rayonnement délivrée aux

patients.

De nos jours il existe plusieurs méthodes permettant d’inhiber I'expression d’une protéine et pour ce projet
de thése le choix s'est orienté vers l'interférence par ARN. Ce choix se justifie, entre autres, par une
volonté d'induire une réduction post transcriptionnelle transitoire des niveaux endogénes de TRF2, afin
de réduire d’éventuels effets indésirables sur le long terme. Cependant, dans le cadre d’une thérapie, un
siARN seul (nu) doit faire face & de nombreuses contraintes physiologiques avant d’atteindre sa cible et
induire son action. Pour lutter contre ces contraintes, I'utilisation d’'un vecteur capable de protéger le

siARN et d’assurer sa délivrance au bon endroit sans impacter sa fonction est primordiale.
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Mon projet de thése est dédié au développement d’'un systeme de radiosensibilisation innovant a base
de nanoparticules d’or (AuNPs), permettant de transporter des molécules siARNSs ciblant la protéine TRF2

au ceeur des cellules tumorales du poumon, pour lutter contre la radiorésistance.

Les particules utilisées dans ce projet sont une sous-famille de AuNPs ultra petites (<3nm) également
appelées « NanoClusters d’or » (AuNCs), qui présentent des propriétés thérapeutiques multiples. En effet
comme on a pu I'énoncer dans la partie introduction, les AUNCs sont capables de pénétrer dans les
cellules passivement (effet EPR) et ils sont naturellement photoluminescents dans les fenétres optiques
de l'infrarouge, ce qui permet des suivis non-invasifs par imagerie optique de fluorescence et par imagerie
photoacoustique sur modéles murins. De plus, le numéro atomique de I'Au étant élevé (Z=79), les AuNCs
absorbent les rayons X de maniére significative, faisant d'eux des agents radiosensibilisants qualifiés
pour amplifier localement la radiothérapie. En raison de leur rapport surface/volume élevé et de leur
chimie de surface polyvalente, nous utilisons les AUNCs comme nanoporteurs de petits ARNs interférents
(SIARNs) ciblant la protéine TRF2. Couplés aux siARNs anti-TRF2, les AuNCs permettront également de

rendre plus radiosensibles les cellules tumorales ciblées.

Il 'a été montré que dans le contexte des tumeurs solides, les nanoparticules présentent un effet
d'amélioration de la perméabilité et de la rétention (EPR) au niveau des cellules tumorales. Cependant,
récemment, l'importance et I'existence de l'effet EPR chez les patients humains ont fait I'objet de
nombreux débats au sein de la communauté scientifique [218] [219] [220]. En effet, il savére que le
mécanisme par lequel les nanoparticules pénétrent dans les tumeurs solides est plus complexe que ce
que l'on pensait auparavant. Suite a ce constat, nous avons décidé d'essayer d’améliorer le ciblage
spécifique des cellules tumorales en greffant du glucose a la surface des AuNCs. L'ajout de ce sucre a
pour objectif de cibler le transporteur GLUT1, qui est surexprimé a la surface des cellules tumorales dans
une large variété de cancers, y compris du poumon [192] [193] [194] [195] [196]. GLUT1 est également
responsable du transport basal du Glc dans tous les types de cellules et il a été démontré que son niveau

d'expression est corrélé avec le degré d'invasion et le potentiel métastatique des cancers.
Afin de mettre en place un tel systéme, mon projet de theése a été organisé en 4 grands axes :
e Axe 1: Lasynthése chimique de AUNCs pouvant se lier avec un siARN anti-TRF2.

e Axe 2:Lamise au point des paramétres expérimentaux permettant la complexation in vitro d’un

siARN anti-TRF2 aux AuNCs, et la caractérisation de I'assemblage ainsi formé.
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e Axe 3: L'étude de linternalisation cellulaire et de I'efficacité du systéme AuNCs/siARN sur
l'inhibition de la protéine TRF2 et ses conséquences sur la viabilité cellulaire avant ou aprés

irradiation de cellules tumorales de poumon.

e Axe 4 : Synthése des glycoconjugués a greffer sur le nanosystéme et étude de leur efficacité de

ciblage des cellules cancéreuses surexprimant GLUT1.

Les travaux effectués pour I'axe 1 seront abordés dans le chapitre I, ceux sur les axes 2 et 3 dans le

chapitre Il et finalement I'axe 4 dans le chapitre lII.

La Figure 43 représente un schéma simplifié de I'organisation générale de mon projet de thése.
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Figure 43 : Représentation schématique de I'organisation générale du projet de thése.
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Résultats

I. Synthese et caractérisation de
nanoclusters d’or
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Le but de cette partie était de réaliser la synthése chimique de nanoclusters d’or (AuNCs) avec des
propriétés permettant une complexation avec un siARN anti-TRF2. Notre choix s'est porté sur une
interaction électrostatique entre le siARN chargé négativement et les AuNCs associés a des ligands
peptidiques de type arginine leur apportant une charge positive a pH physiologique (7,2). Ces interactions
jouent un réle essentiel dans la formation de nano structures autoassemblées [221] qui sera développée

dans la deuxiéme partie des résultats.
Un travail de caractérisation complet des AuNCs a été réalisé afin de déterminer précisément leurs :
o Propriétés physico-chimiques :

o Tailles : via des études de microscopie électronique a transmission & haute résolution
(HRTEM).

o Diamétre hydrodynamique : par analyse RMN DOSY et DLS.

o Charges: par électrophorése sur gel d’agarose complétée avec des mesures de

Potentiel Zéta.
o Composition élémentaire : via analyses élémentaires (EDX).
o Biocompatibilité : par des tests cellulaires de cytotoxicité.

o Capacités a traverser des membranes lipidiques : en utilisant un modéle biophysique de

membrane artificielle.

e Propriétés optiques : en réalisant des analyses de spectrophotométrie et de fluorescence. Ces
analyses pourront également nous renseigner sur leur stabilité colloidale dans des conditions

physiologiques au cours du temps.
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[.1 Procédure de synthese des nanoclusters
d or

Les AuNCs utilisés dans de ce projet sont synthétisés via une approche « bottom-up » en se basant sur
un protocole de synthése optimisé précédemment dans notre équipe et adapté du protocole de Brust-
Schiffrin [222] [223]. Nous utilisons des sels d’or Au (lll) provenant de la dissolution du chlorure d’Au (11l)
hydraté (HAuCls.3H20) et des ligands peptidiques contenant des arginines et des groupements thiols
(SH) pour la formation de complexes métalliques avant la formation de AuNCs en présence de

tétrahydruroborate de sodium (NaBHa) utilisé comme agent réducteur (Figure 44).

Chlorure d'Au(lll) AuNC
(HAuCL,)

+ —

2/ HCI 4h
Ligands Thiol

Au?
H,0 | 174 NaBH4, 30 min :I‘o :
A’
s
| . @1:

w Au’-Thiolate

Figure 44 : Schéma simplifié de la procédure de synthése des AuNCs.

Dans un premier temps la solution de chlorure d’Au (lll) et les ligands sont solubilisés dans I'eau, afin
d’obtenir des ions aurique Au3* en solution qui, en milieu alcalin, vont étre réduits en ions aureux Au'* et
former des complexes Au'-thiolate avec les ligands thiol via une liaison covalente Au-S de haute affinité
[224] [225]. Ensuite, I'ajout d'un agent de réduction tel que le NaBH4 pendant 30 minutes va accélérer la
réaction de réduction des ions Au3+ permettant d’obtenir de I'or a I'état fondamental Au® qui constituera
le coeur métallique du cluster, laissant les complexes Au'-thiolate a la périphérie. De I'acide chlorhydrique
(HCI) est finalement ajouté puis la solution est laissée au moins 4 heures a température ambiante sous
agitation pour diminuer le pH et stopper les réactions de réductions. Les ratios molaires utilisés ici sont
Au /Ligand / NaBH4=1/2/0.0125.

Selon le type de ligand thiol utilisé lors de la synthese, nous allons pouvoir modifier les propriétés physico-
chimiques des AuNCs synthétisés. Dans notre cas, pour faire varier la charge de surface des AuNCs et
permettre une complexation avec un siARN via des interactions électrostatiques, nous utilisons des
ligands peptidiques composés de cystéine (C) et d’arginine (R). La cystéine, via son groupement thiol
(SH), apporte un atome de soufre permettant la liaison a 'Au*, et 'arginine une charge positive qui est
délocalisée sur son groupement guanidine a pH 7. Afin d’évaluer l'impact de la charge globale des AuUNCs
sur la complexation et la vectorisation du siARN, nous avons utilisé des ligands possédant des chaines

variables d’arginine, de 2, 3, ou 9.
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En suivant la procédure de synthése décrite ci-dessus, 4 AUNCs aux propriétés attendues différentes ont

été synthétisés. Pour faciliter le reste de la lecture, les AUNCs seront résumés et nommés comme indiqué

ci-dessous (Figure 45)

AuNC-SG : nanocluster d’or étant stabilisé uniquement avec un ligand de type glutathion (SG).
Le glutathion est un tripeptide constitué d’'acide glutamique, de cystéine et de glycine. Ce AuNC
doit globalement étre chargé négativement a pH 7 a cause de la présence de I'acide glutamique
(acide aminé chargé négativement). Nous l'utiliserons notamment comme contréle de charge

négative (Figure 45-A).

AuNC-SG-R: : celui-ci est synthétisé en utilisant un glutathion modifié par I'ajout de 2 arginines
apres la glycine. La charge attendue de ce composé est légérement positive grace a la présence

des arginines qui contrebalance la charge portée par I'acide glutamique (Figure 45-B).

AuNC-CR: : nanocluster d’'or couplé a 75% avec un tetrapeptide eta
25% avec le ligand SG. Le SG est ici utilisé afin d’obtenir des espéces plus stables et ayant une
intensité de fluorescente plus grande. La charge positive de ce composé doit étre plus grande
que le composé précédent car il est couplé & un plus grand nombre d’acides aminés d’arginine.
(Figure 45-C).

AuNC-CR9 : couplé avec 75% de décapeptide Cys-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg (CRo)
et, a l'instar du AUNC-CR:, 25% de ligand SG. C’est le AUNC avec la charge attendue la plus
positive (Figure 45-D).
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Figure 45 : Représentation schématisée des différents AuNCs synthétisés lors du projet de thése.
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[.2 Propriétés des nanoclusters d’or
synthétisées

Pour la caractérisation des AUNCs synthétisés, les AUNC-SG et AuUNC-SG-Rz ont pu servir de référence
puisqu'ils ont antérieurement été synthétisés et caractérisés dans notre équipe [226], contrairement aux
AuNC-CR: et AUNC-CRg qui sont de nouveaux AuNCs.

[.2.1 Taille des AuNCs

Afin d’évaluer leur taille, les AuNCs synthétisés ont été observés sous microscope électronique a
transmission a haute résolution (HRTEM) (collaboration avec le Laboratoire des Matériaux et du Génie
Physique, Grenoble).

Comme on peut le voir sur les clichés de microscopie Figure 46, les AuUNCs sont électroniquement
denses (fort contraste). En moyenne, ils sont tous de taille inférieure @ 3 nm. On observe une
polydispersité faible. On peut noter que le AUNC-SG (Figure 46-A) apparait plus petit comparé au AuNC-
CRg (Figure 46-D). Cette variation peut s’expliquer par le fait que les ligands CR chargés et mélangés
avec du SG sont composés de plus d’'acides aminés et surtout entrainent un moins bon contréle du
processus de formation des AuNCs comparé a du SG seul et donc une plus grande hétérogénéité en
taille.

A AuNC-SG B AuNC-5G-R,

Taille (nm)
Taille (nm)

Taille (nm)
Taille (nm)

Figure 46 : Clichés de microscopie électronique a transmission a haute résolution (HRTEM, gauche) et quantification
de la taille (n=50) des AuNCs synthétisés : AUNC-SG (A), AUNC-SG-R: (B), AuNC-CR: (C) et AUNC-CRg (D).
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Finalement, le diametre hydrodynamique des AuNCs a également été déterminé par des mesures de
RMN-DOSY effectuées en paralléle et on retrouve des tailles relativement proches que celles observées
par HRTEM [226].

[.2.2 Charges des AuNCs synthétisés

Dans un premier temps nous avons estimé la charge globale des ligands (seuls) utilisés par des calculs

théoriques en fonction du pH.

Ligand Glutathion (SG) Glu(Cys-Gly) ; Tableau 3.

pH
Groupements
<22 <23 7,0 <9,6
Nt Glu NH3+/NH2 + + + 0
Glu COOH/COO- 0 - - -
Gly COOH/COO- Ct 0 0 - -
Charge totale +1 0 -1 -2

Tableau 3 : Charge théorique du ligand glutathion en fonction du pH.

Ligand Glutathion modifié avec 2 arginines (SG-R2) Glu(Cys-Gly-Arg-Arg) ; Tableau 4.

Groupements PH
<2,0 <22 7,0 <96 | <121
Nt Glu NH3+/NH2 + + + 0 0
Glu COOH/COO- 0 0 -
Arg1 NH3+/NH2 + + + + 0
Arg2 NH3+/NH2 + + + + 0
Arg2 COOH/COO- Ct 0 - - - -
Charge totale +3 +2 +1 0 -2

Tableau 4 : Charge théorique du ligand glutathion-Arg2 en fonction du pH.
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Ligand Tétrapeptide Cys(Arg-Arg-Arg) ; Tableau 5

Groupements PH

<2,0 <22 7,0 <96 | <121

Nt Cys NH3+/NH2 + + + 0 0

Arg1 NH3+/NH2 + + + + 0

Arg2 NH3+/NH2 + + + + 0

Arg3 NH3+/NH2 + + + + 0

Arg3 COOH/COO- Ct 0 - - - -

Charge totale +4 +3 +3 +2 -1

Tableau 5 : Charge théorique du ligand CR3 en fonction du pH.

Ligand Décapeptide (CR9) Cys(Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg) ; Tableau 6.

Groupements PH
<2,0 <22 7,0 <96 | <121

Nt Cys NH3+/NH2 + + + 0 0
Arg1 NH3+/NH2 + + + + 0
Arg2 NH3+/NH2 + + + + 0
Arg3 NH3+/NH2 + + + + 0
Argd NH3+/NH2 + + + + 0
Arg5 NH3+/NH2 + + + + 0
Arg6 NH3+/NH2 + + + + 0
Arg7 NH3+/NH2 + + + + 0
Arg8 NH3+/NH2 + + + + 0
Arg9 NH3+/NH2 + + + + 0
Arg9 COOH/COO- Ct 0 - - - -
Charge totale +10 +9 +9 +8 -1

Tableau 6 : Charge théorique du ligand CR9 en fonction du pH.

Au niveau théorique on a bien des charges globales croissantes en fonction du nombre d’arginine, avec
le décapeptide CRg qui présente la plus forte charge positive par rapport aux autres ligands peptidiques
testés quel que soit le pH.

Pour estimer ensuite la charge globale théorique des AuNCs cette fois, nous avons fait le ratio entre les

charges théoriques de chaque ligand calculées ci-dessus et leur nombre a la surface des AuNCs. Avec
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la procédure de synthése utilisée, nous obtenons des AuNCs constitués des nombres d’atomes d’Au et
de ligands (L) « Aua-Lb » variables, avec a étant toujours supérieur a b et compris entre 10 et 100. Pour
les calculs de charge théorique de chaque AuNC, nous avons choisi arbitrairement une configuration

AuzsLi1s, en se basant sur des travaux antérieurs dans I'équipe avec des AuNCs composés de SG et

d’arginine synthétisés avec des méthodes de synthése équivalentes et qui ont été pleinement
caractérisés [226] (Tableau 7).

Ratio Nombre estimé Charge théorique
AuNCs Charge SG/ Arg
SG/Arg SG/Arg globale du AuNC
AuNC-SG 100/0 1810 -1/0 -18
AuNC-SG-R: _ _ -171+2 +18

AuNC-

25/75 45/13,5 -1/+43 +36
(+25% de SG)
AuNC-CR9

25/75 45/135 -1/49 +117
(+25% de SG)

Tableau 7 : Calculs des charges théoriques de chaque AuNCs synthétisés a pH 7.

(Exemple de calcul pour le AUNC-CF:: (-1*4,5) + (3*13,5) = 36)

Ces calculs nous permettent de déterminer que le AUNC avec la charge théorique globale la plus positive
est celui formé avec le ligand décapeptide CRo, qui est environ 3 fois plus positif que celui formé avec le
tetrapeptide , et 6 fois plus positif que le AUNC-SG-R2. On valide également la charge théorique
globale négative du AuNC-SG.
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Ces charges théoriques ont ensuite été vérifiées par des mesures de Potentiel Zéta dans I'eau a pH 7

(Tableau 8).

Charge de surface déterminée

par mesure de Potentiel Zéta

AuNC-SG -16,7mV £ 2,0
AuNC-SG-R2 +54mV +£17
AuNC- +11,1mV+15
AuNC-CRg +20,1mV + 2,1

Tableau 8 : Valeurs de Potentiel Zéta des différents AUNCs (dans Hz0, pH7).

Ces mesures confirment que selon le ligand utilisé la charge globale des AuNCs varie, avec des valeurs

négatives pour le AUNC-SG et des valeurs positives croissantes pour les AuNCs en fonction du nombre

d’arginine.

Pour appuyer les résultats obtenus avec les mesures de
Potentiel Z&ta, nous avons dans un second temps déposé
les AUNCs au centre d’'un gel d’agarose et réalisé une
électrophorése. Grace a leurs propriétés de
photoluminescence il est possible de visualiser directement
les différents AUNCs en utilisant un filtre infrarouge proche
pour évaluer leur mobilité électrophorétique et par

conséquent leur charge globale (Figure 47).

Ces résultats viennent confirmer ceux obtenus par mesure
de Potentiel Zéta ci-dessus montrant que le AUNC-SG est
chargé négativement (migration vers la cathode) et que les
AuNCs-SG-Arga / | CR9 sont chargés positivement
(migration vers ['anode). Les bandes plus ou moins
diffusent de ces trois derniers AuNCs indiquent
probablement une certaine distribution de taille et de

charge pour ces échantillons.

+

Figure 47 : Mobilité électrophorétique des AuNCs
déterminée par électrophorése sur gel d’agarose
4% aprés visualisation a 705 nm.
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1.2.3 Propriétés optiques
1.2.3.1 Absorption

Les AuNCs synthétisés apparaissent de couleur jaune et ont été analysés par spectrophotométrie. Les
spectres d’absorbances ont été réalisés dans I'eau a pH 7. On observe une forte absorption dans UV
qui diminue exponentiellement avec la longueur d’'onde jusqu'a 900 nm avec un profil classiquement
obtenu pour des AuNCs luminescent en raison de la forte absorption de I'or aux hautes énergies [226]
(Figure 48). Ces spectres permettent également de vérifier 'absence d’agrégation dans les échantillons
puisque chaque courbe tend vers des valeurs d’absorbance proches de 0 dans les régions de l'infrarouge.
Les profils obtenus sont typiquement ceux attendus pour ce type de AuNCs composés de SG et d’arginine
qui ont été réalisés antérieurement dans I'équipe avec des conditions de synthése identiques [226]. On
vérifie également 'absence de la bande de résonance plasmonique aux alentours de 520 nm qui est
caractéristique de nanoparticules d’or de taille supérieure a 3 nm [227], confirmant ainsi les résultats
obtenus en HRTEM.

03 | AuNC-SG-R,

AuNC-
AuUNC-CR,

0.2 AuNC-5¢

Absorbance (a.u)

0.1

400 450 500 550 600 650

0.0

Longueur d'onde (nm)

Figure 48 : Spectres d'absorbance entre 400 et 650 nm des AuNCs synthétisés (0,2 mg/mL, H20, pH 7).

Nous pouvons également évaluer la stabilité colloidale en fonction du temps des AuNCs synthétisés en
mesurant leurs spectres d'absorption. La Figure 49 représente un suivi spectral des AUNCs-C=: et CRo
sur une durée de 30 jours. Les profils spectraux restent trés similaires confirmant la stabilité de ces deux

AuNCs sur une durée d’au moins un mois.
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Figure 49 : Mesures d’absorption des AuNCs-CR3 et CR9 (0,2 mg/mL, H20, pH 7) en fonction du temps.

Au-dela d’un mois on peut observer 'apparition d’agrégats en solution ainsi qu’'une solution plus turbide

indiquant une instabilité des AUNCs notamment pour le composé AuNC-CRg trés chargé positivement.

Pour les AUNCs-SG et SG-R», la stabilité colloidale a également été évaluée antérieurement dans notre

équipe et ces AUNCs se sont aussi avérés stables en solution sur une période d’au moins 1 mois [226].

[.2.3.2 Fluorescence

Comme expliqué en partie introduction et observé sur le gel d’agarose Figure 47, les AUNCs ont des
propriétés photoluminescentes dans les régions de linfrarouge. Cependant, ces propriétés évoluent
drastiquement selon les modifications en surface apportées, et donc par extension des ligands qui sont
utilisés pour former le cluster. Ces variations de propriétés sont dues entre autres aux différences de taille
et d'énergie de transfert résultant des liaisons de surface or-soufre. La Figure 50 montre des mesures
de photoluminescence (PL) a une longueur d’'onde d’excitation Aexc = 450 nm des AuNCs synthétisés

dansleauapH?7.
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Figure 50 : Spectres de photoluminescence des AuNCs (0,2 mg/mL, H20, pH 7).

Pour chaque AuNC on observe une large bande d’émission de PL allant de 500 & 850 nm. On peut noter
que les profils changent en fonction des ligands utilisés. Pour le AUNC-SG on note un pic d’émission
maximale Aem aux alentours de 610 nm qui est trés caractéristique de ce composé [106] [228]. En
présence de ligands de type oligoarginine, ce pic est décalé a des plus grandes longueurs d’'ondes. En
effet nous observons un décalage vers les régions de l'infrarouge, avec des pics d’émission maximale
Aem =665, 670 et 685 nm pour les AUNC- SG-R2, CRo et respectivement. Ce décalage est entre autre
associé a la nature et a la conformation des ligands présents a la surface des AuNCs ce qui conduit a
des différences d’énergies de transfert [226]. En mesurant les aires sous la courbe, on remarque que
lintensité de fluorescence de chaque AuNC est relativement similaire. Celle du AUNC-CFR5 est un peu

plus fluorescente que les autres dans ces conditions.

[.2.4 Diffusion des AuNCs a travers des membranes lipidiques
artificielles

Afin d’évaluer les capacités de diffusion des AuNCs a travers des membranes lipidiques, nous avons eu
I'occasion de collaborer avec I'équipe du Dr. Jean-Baptiste Fleury a I'Université de la Sarre (Allemagne)
qui dispose d’un systéme micro fluidique contenant des membranes artificielles lipidiques. Ce systéme
permet d'étudier les interactions de NPs avec des membranes par des mesures de résistivité et par
mesures optiques [229]. Evaluer le transport de nanoparticules métalliques a travers une membrane
cellulaire est particuliérement intéressant en raison des applications notamment dans le domaine de

Iadministration de drogues a l'aide de nanoparticules.
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Dans ce contexte, nous avons mesuré le transport passif de nos AuNCs a travers une membrane
artificielle en utilisant un modéle de bicouche lipidique plane formée a l'interface entre deux gouttelettes.
Avec ce systéme, le transport des AuNCs est évalué en micro fluidique via la microscopie en champ
sombre grace a la diffusion de la lumiére par les AUNCs. En mesurant un nombre important d’événements
nous avons obtenu des estimations quantitatives robustes quant aux dynamiques de translocation des
nanoparticules a travers la bicouche lipidique.

Lipid Bilayer

Transport

Time

Buffer =

Figure 51 : Translocation des AuNCs a travers une bicouche lipidique formée a l'interface de gouttelettes. A)
Représentation schématique de deux gouttelettes dans un compartiement de microfluidique en contact avec couche huileuse
formée de phospholipides. B-C) Clichés de microscopie a champ sombre de la bicouche lipidique formée entre deux
gouttelettes contenant, pour celle de gauche, un tampon + AuNC-CR9 (B, couleur rosée) ou AuNC-CR3 (C, couleur jaune) et
pour celle a droite du tampon seulement. Le changement de couleur résultant du passage des AuNCs en fonction du temps
est illustré dans les cases en dessous. D) Detection de AuNC-CR9 au niveau des deux gouttelettes aprés 6 heures
d'incubation (agrandissement x20).

La Figure 51-A schématise le modele utilisé pour quantifier la translocation des AuNCs. La gouttelette
de gauche (gouttelette dite « donneuse ») contient un tampon dans lequel ont été ajoutés les AUNCs a
0,2 mg/mL et celle de droite (dite alors « acceptrice ») contient seulement du tampon. Entre les deux
gouttelettes se trouve une bicouche de phospholipides formée par un systeme de micro fluidique. Les
Figure 51-B et C représentent des clichés de microscopie a champ sombre pris a des temps allant de 0
a 3600 secondes aprés injection des AuNCs dans la gouttelette donneuse. Il est intéressant de noter
qu'aprés environ 1 heure (t = 3600 s), le signal de couleur, rose pour le AuNC-CRg et jaune pour le AuNC-

, est devenu relativement uniforme entre les gouttelettes ce qui témoigne d’'une rapide diffusion a
travers la membrane. Finalement la Figure 51-D montre qu’aprés 6 heures d’incubation la couleur du
signal est devenue tout a fait uniforme entre les deux gouttelettes et on peut méme apercevoir directement
des AuNC-CRg en agrandissant.
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En utilisant la loi de Fick’s (équations non montrées), qui décrit notamment la diffusion de particule dans
un milieu, il est possible d’estimer le transport passif des AUNCs a travers la membrane a partir de la
concentration initiale en AuNCs dans la gouttelette donneuse et d’'un coefficient de transport [230]. La
Figure 52-A confirme la diffusion en fonction du temps des AuNCs et CRo a travers une bicouche
lipidique composé de lipides DOPC/DOPE (ratio molaire 2 :1) et 'absence de diffusion pour le AUNC-SG.
Les résultats concernant le AUNC-SG-R2 (non montrés) sont similaires au AUNC-
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Figure 52 : Quantification du transport passif des AuNCs a travers une bicouche lipidique artificielle. A) Intensité du
signal lié aux AuNCs en fonction du temps (mesures prises sur une bicouche lipidique composée de DOPC/DOPE & un ratio
molaire 2 :1) ; B-C) Coefficient de perméabilité (jaune/violet) associé a I'énergie d’activation (Ea, rouge) en fonction de
bicouche lipidique aux compositions lipidiques différentes pour les AUNCs CRs et CRo; D) Tracé d'Arrhenius du logarithme
du coefficient de perméabilité (P) en fonction de l'inverse de la température absolue des membranes (méme composition
lipidique qu'en A).

En mesurant ces variations d'intensités de signal en fonction du temps entre les gouttelette donneuse et
acceptrice, nous pouvons également extraire pour chaque AuNC un coefficient de perméabilité (P). Ainsi,
les Figure 52-B et C montrent les coefficients de perméabilité P (colonnes jaune et violette ; axe des
ordonnées de gauche) associés aux énergies d’activation (colonne rouge ; axe des ordonnées de droite)
en fonction de différentes compositions de bicouche lipidique. Avec une composition DOPC/DOPE (ratio
molaire 2 :1), nous avons mesuré un P = 1,9 um/s pour le AUNC-CR: et P = 1,5 um/s pour le AUNC-CRu.
Ces valeurs sont du méme ordre de grandeur que celles obtenues sur d'autres expériences de
translocation impliquant d'autres nano-objets [231] et montrent que le AuNC- se déplace plus

rapidement que le AUNC-CRo. Cette différence peut étre liée aux différences de charge entre ces deux
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AuNCs et notamment a des taux plus élevés d'auto-agrégation du AUNC-CRg sur la bicouche comparés
a ceux du AuNC-CR: en raison de sa surface hautement chargée positivement qui peut fortement interagir

avec la membrane artificielle chargée négativement.

On remarque aussi que les taux de transport varient en fonction de la composition de la bicouche. En
effet, si on a plus de DOPE que de DOPC (PC/PE 1 :2), on constate que la perméabilité des AUNCs
augmente (P = 2,3 um/s pour AUNC-CFR:; et P= 2,1 um/s pour AuNC-CRg). Ceci s’explique car les lipides
DOPE réduisent I'empaquetage de la bicouche et augmentent le nombre de défauts a l'intérieur de la
bicouche, ce qui facilite la translocation des AuNCs. Paradoxalement, I'ajout de 10% de DOPS (en ratio
molaire total) a cette composition de bicouche réduit cette fois ci la perméabilité des AUNCs a P = 1,5
pm/s pour le AUNC-CR: et P = 1,3 um/s pour le AUNC-CRo. En effet, les lipides DOPS sont chargés
négativement et attirent donc les AuNCs qui sont chargés positivement. Comme attendu, la perméabilité
de la bicouche pour AUNC-CRy est plus forte que celle pour AUNC-CR: en raison de la différence de

charge des nanoparticules.

La Figure 52-D représente un diagramme d’Arrhenius ou nous calculons I'énergie de translocation des
AuNCs a travers une composition DOPC/DOPE (ratio molaire 2 :1) en tragant la perméabilité In(P) en
fonction de 1/T, ou T est la température en Kelvin. La pente de cette courbe est égale a Ea/R, ou Ea est
I'énergie d'activation (déterminée en 52-B et 52-C) et R une constante. Finalement, les résultats montrent
que les AuNCs- ont une dynamique de translocation plus rapide que les AuNCs-CRg puisque la

perméabilité de la bicouche lipidique est plus grande et que son énergie d’activation plus petite.

[.2.5 Cytotoxicité

Avant d'utiliser les AUNCs pour les tests cellulaires in vitro, la cytotoxicité des AUNCs seuls a été évaluée
avant de les envisager comme agents de vectorisation de siARN. Ainsi, une lignée cellulaire provenant
d’adénocarcinome pulmonaire (A549) a été incubée en présence des AuNCs a différentes concentrations
allant de 25 a 100 pg/mL pendant 72h, avant de réaliser un test de cytotoxicité avec un kit Presto Blue.
Ce test est un indicateur rapide de viabilité cellulaire qui utilise le pouvoir réducteur des cellules vivantes
pour convertir une molécule de résazurine en résorufine, une molécule fluorescente. En effet, la
résazurine est perméable aux cellules, non toxique, de couleur bleue et pratiquement non fluorescente.

A l'intérieur des cellules, elle est réduite en résorufine qui produit une couleur rouge trés fluorescente.
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Ainsi, les cellules viables convertissent la résazurine en résorufine et génére une mesure quantitative de

la viabilité cellulaire qui est directement proportionnelle a I'intensité de fluorescence (Figure 53).
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Figure 53 : Viabilité cellulaire des cellules A549 aprés 72h d'incubation avec différentes concentrations de AuNCs (n
=3).

Comme on peut le voir, aucune cytotoxicité n'est observée aprés 72h d'incubation avec les AUNCs-SG-
Rz et dans une gamme de concentration allant de 0 pg/mL a 100 pg/mL. Avec les AUNCs-CRg on
note une diminution de la viabilité cellulaire de 'ordre de 20% a partir de 50 pg/mL, qui peut s’expliquer
par la charge hautement positive de ce composé pouvant perturber l'intégrité membranaire des cellules
[232] [233]. Ce test nous permet de définir 25 ug/mL comme étant la concentration de AuNCs a ne pas

dépasser pour les tests biologiques.

Concernant les AUNC-SG, des tests de cytotoxicité antérieurs avaient déja démontré leur absence de
toxicité dans cette gamme de concentrations aupres de différentes lignées cellulaires (cellules de
mélanome COLO 829 et cellules de fibroblastes MRC5) [234].
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[.3 Conclusion chapitre 1

Cette partie de mon travail de thése m’a permis d’obtenir des AuNCs qui, en se basant sur des résultats
obtenus antérieurement dans I'équipe, ont une structure proche d'un AuzsL1s. Ces AuNCs peuvent étre
suivi par fluorescence ou microscopie a champ sombre et se sont avérés stables en milieux aqueux et
plutét monodispersés. En effet, les mesures en HRTEM ont permis de vérifier que la taille globale des
AuNCs était inférieure a 3 nm et les mesures d’absorbance et de fluorescence ont confirmé que les
particules synthétisées avaient des propriétés optiques bien relatives a des AuNCs de petites tailles. Les
charges positives des AUNCs ont également pu étre validées par électrophorése sur gel d’'agarose et
mesure de potentiel zéta. De plus, nous avons montré que ces espéces étaient capables de traverser
des membranes lipidiques par diffusion passive grace a leurs petites tailles et leurs charges positives, ce
qui constitue une excellente propriété dans le cadre de leur utilisation dans le ciblage cellulaire et la
vectorisation de biomolécule a visée diagnostic ou thérapeutique. Finalement, nous avons pu vérifier que
chaque AuNC n’induisait pas de toxicité sur les cellules dans des gammes de concentrations inférieures

a 50 ug/mL utilisées in vitro.
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poumon
Aprés avoir validé la synthése et I'obtention de AuNCs chargés positivement, nous avons voulu dans un

premier temps les complexer a un siARN anti-TRF2 et caractériser les assemblages formés. Dans un
second temps, nous avons vérifié que les assemblages AuNCs/siARNs étaient capables de pénétrer
dans les cellules tumorales et pouvaient inhiber 'expression de la protéine TRF2. Finalement nous avons
évalué si cette inhibition de TRF2 conduisait & une radiosensibilisation des cellules en mesurant la viabilité

cellulaire aprés irradiation sur des populations de cellules traitées ou non avec le systéme AuNCs/siARNS.

[I.1 Complexation de siARNs anti TRF2 aux
nanoclusters d’or

La complexation de siARN anti-TRF2 aux AuNCs a été réalisée par mélange des deux composés 30
minutes dans de l'eau dépourvue de RNase, a température ambiante et sans agitation. Un auto
assemblage se forme alors par interactions électrostatiques entre les deux molécules de charges
opposées avec des dimensions de l'ordre d’'une centaine de nanométres et dans lequel les phosphates

de I'’ARN interagissent avec les groupements guanidinium des arginines présents a la surface des AUNCs

(Figure 54).
S

fa : 30min dans H,0 )
a e e sans RNase b 3‘,
;.‘GF "K’
o}: .
NanoCluster dor .%
(AUNC)

AuUNCs < 3nm siARN ~7nm Auto assemblage 100-200nm

Figure 54 : Schéma simplifié de la formation d’auto assemblage entre les AuNCs et les siARNs.

C’est finalement cette structure qui représente la forme aboutie du nanosysteme de vectorisation de
siARN radiosensibilisant. Selon les concentrations et les ratios entre les deux composés utilisés nous

obtenons une variété d’autoassemblages qui seront décrits dans ce chapitre.

La suite du travail a été consacré a la caractérisation complete de ces assemblages avant leurs
incubations avec des cellules cancéreuses. Les tests ont donc tous été réalisés a partir des AuNCs

chargés positivement, c'est a dire SG-Ro, et CRy, excluant ainsi le AUNC-SG.
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I1.1.1 Efficacité de complexation du siARN aux AuNCs

L'efficacité de la complexation d’'un siARN dirigé contre TRF2 avec les AuNCs a été analysée par

électrophorese sur gel d'agarose (Figure 55).

Surla Figure 55-A, nous visualisons seulement le signal des AuNCs en utilisant un filtre infrarouge proche
QDot705. Dans la condition ou le siARN est déposé seul aucun signal n’est observé du fait que 'ARN,
contrairement aux AuNCs, n'est pas naturellement photoluminescent. Comme observé précédemment,
les AUNCs migrent vers I'anode en raison de leur charge positive. Lorsqu'ils sont incubés avec un siARN
on remarque que les profils électrophorétiques sont modifiés. En effet, dans ces conditions, la distance
de migration des AuNCs vers 'anode diminue et le signal li¢ aux AuNCs se retrouve centré au niveau
des puits. Ce résultat suggere que les AuNCs se sont complexés avec 'ARN qui, du fait de sa charge
négative, réduit la mobilité électrophorétique des AUNCs vers 'anode. Dans ces conditions, nous pouvons
également supposer la présence d’agrégats avec les AUNC-CRy et en raison de leur charge hautement
positive, ce qui expliquerait une mobilité électrophorétique parfois moindre de ces AUNCs comparé aux
deux autres.
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’ - SIARN complexé
D IS < (Auto assemblage)
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Figure 55 : Etude de la complexation d'un siARN avec les différents AuNCs synthétisés par électrophorése sur gel
d'agarose 4%. A) Détection a 705 nm +/- 20 nm des AuNCs aprés excitation a 405 nm (Qdot705). B) Détection & 537 nm du
siARN aprés excitation a 300nm (SYBR Gold).

Pour confirmer la complexation des AuNCs avec les SiARN et vérifier 'intégrité de ce dernier dans les
différentes conditions testées, ce méme gel est ensuite incubé avec un intercalant fluorescent de 'ARN
(SYBR Gold ;Figure §5-B). En absence de AuNCs, 'ARN seul, chargé négativement, migre bien vers la
cathode en bas du gel. En présence des différents AUNCs, le signal lié au siARN ne se retrouve pas coté
cathode mais se superpose au signal des AuNCs observé sur le gel n°1 au niveau des puits, ce qui

montre que les 2 composés sont complexés entre eux.
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Il estimportant de noter ici que le degré de complexation des deux especes dépendra des ratios auxquels
on les utilise. Effectivement, nous avons pu montrer que la complexation des siARNs est plus ou moins
totale selon le type de AuNCs et les ratios utilisés. Si on prend le AUNC-CR: comme exemple (Figure
56), avec ratio de masse 1:1 (c'est-a-dire une masse de AuNC associée a une masse équivalente de
siARN), la complexation du siARN est partielle. En revanche, a partir d'un ratio de masse 5:1, on
remarque que 'ensemble des siARNs est sous forme complexé aux AuNCs. La quantité de siARN utilisé

ici pour chaque condition est de 2,5 ug.
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Figure 56 : Impact du ratio de masse AuNCs : siARN sur l'efficacité de complexation de ces 2 composés par
électrophorése sur gel d’agarose 4%. Les AuNCs sont observés a une longueur d’onde d’émission de 705nm (A) et le
siARN est observé a une longueur d’'onde d’émission de 537 nm aprés incubation du gel dans du SYBR gold (B).

L'efficacité de complexation de 'ensemble des AUNCs avec un siARN a différents ratios de masse a été
testée. L'objectif était de déterminer les meilleures conditions expérimentales permettant de complexer
totalement le siARN aux AuNCs. Nous souhaitions également obtenir des auto assemblages positivement
chargés afin d’augmenter les chances d'interaction des AuNCs complexés aux siARN avec les
membranes cellulaires. En effet des travaux ont montré que bien qu’ayant des structures dynamiques,
des charges globalement négatives étaient mesurées a la surface des membranes cellulaires, avec
notamment de fortes proportions de phosphatidylsérine, un phospholipide négativement chargé [235]
[236]. Paradoxalement, trop augmenter les quantités des deux composés conduit a la formation
d’'agrégats di aux fortes différences de charges, il était donc aussi nécessaire d’avoir un bon équilibre

entre les deux composés.

Suite aux résultats de ces tests, les ratios de masse finalement choisis et utilisés par la suite pour les

études de transfection avec chaque AuNCs étaient de :
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e AuNCs-SG-Ro/siARNSs : 8:1
e AuNCs-CR:/siARNSs : 5:1
e AuNCs-CRo/siARNSs : 3:1

Ces ratios de masse sont tout a fait en cohérence avec les valeurs de charge positive globale des
différents AuNCs. Par exemple, pour une méme quantité de siARN, plus de AuNC- est nécessaire
pour complexer totalement 'ARN comparé au AuNC-CRg étant donné que le AuUNC-CFR: a une charge

globale positive plus faible que celle du AuNC-CRa.

[1.1.2 Evaluation de la taille et de la charge des complexes
AuNCs/siARNs

Afin de connaitre la taille et la charge des assemblages AuNCs/siARNs formés, des mesures de DLS, de

microscopie électronique et de Potentiel Z&ta ont été réalisées.

La Figure 57 résume les mesures de Potentiel Zeta et de DLS effectuées afin de déterminer la charge
globale, la polydispersité et la taille des complexes formés. Ces mesures ont été réalisées sur trois

expériences de complexation indépendantes.

Pour chaque autoassemblage formé avec les différents AUNCs on retrouve une charge globale positive,
qui s’explique par des ratios AUNC:siARN en faveur des AuNCs et permettant une complexation totale
de la quantité de siARN utilisée. Le fait qu'ils soient positivement chargés va dans le sens d’une meilleure
interaction avec les membranes cellulaires qui ont plus tendance a étre négativement chargées comme

énoncé précédemment.

L'indice de polydispersité a également été estimé. Il s’agit d’'une mesure représentant I'hétérogénéité d'un
échantillon en fonction de sa taille. Cette polydispersité peut étre due a la distribution de la taille ou a
I'état d'agglomération/d'agrégation de I'échantillon pendant I'analyse. Les organisations internationales
de normalisation (ISO) ont établi que les valeurs d'indice de polydispersité < 0,05 sont plus courantes
pour des échantillons monodispersés (uniformes), tandis que des valeurs > 0,7 sont courantes chez des
échantillons polydispersés (non uniformes) [237]. Dans notre cas nous nous situons entre ces deux
valeurs, ce qui tend a dire que nous avons de légéres variations au niveau de la distribution de taille des

particules formées.
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Figure 57 : Etude de la taille et de la charge de surface des assemblages AuNCs/siARNs. A-B-C) Distribution de taille
des complexes AuNCs/siARN déterminée par diffusion dynamique de la lumiere (DLS ; dans H20 pH7); D) Tableau
résumant les tailles, les charges et les indices de polydispersité de chaque complexe AuNC/siARN.

Les mesures effectuées par DLS ont également montré que les trois autoassemblages avaient
globalement des tailles comprises entre 100 et 200 nm (Figure 57). A noter que selon le type de AuNC
et les ratios AUNC:siARN utilisés, des variations de taille et d'indice de polydispersité ont été observées.
Plus particulierement, une différence de charge trop élevée entre les deux composés a souvent été
synonyme de la formation d’agrégats (surtout avec le AUNC-CRy) liée a une augmentation des tailles et

de la polydispersité mesurées.

Les autoassemblages ont finalement été visualisés par microscopie électronique afin d’avoir une idée
quant a leur structure. La Figure §8-A montre des clichés obtenus en microscopie électronique en
transmission. A partir de ces clichés, nous avons pu estimer la taille des autoassemblages afin de
compléter notamment les résultats précédemment obtenus par DLS (Figure §8-B). Sur une moyenne
d’'analyse de 30 autoassemblages formés avec les AUNCs-SG-R2, CRs et CRy, on retrouve des tailles
comprises entre 100 et 200 nm, avec respectivement une moyenne de 112, 107 et 107 nm. Cette échelle
de taille est trés intéressante notamment pour bénéficier de I'effet EPR comme on a pu le détailler dans
lintroduction [238].
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Figure 58 : Caractérisations microscopiques des autoassemblages AuNCs/siARNs. A) Clichés de microscopie
électronique en transmission des 3 AuNCs/siARNSs étudiés. B) Diamétres des autoassemblages AuNCs/siARNs déterminés
a partir des clichés de microscopie (n = 30). C) Clichés de microscopie électronique en transmission a balayage de
l'autoassemblage AuNCs-CR3/siARNS.

Finalement, la Figure 58-C représente des clichés de microscopie électronique en transmission a
balayage ou I'on peut apprécier plus précisément la structure d’autoassemblages formés avec le AuNC-
CRs. On remarque notamment un cceur blanc probablement composé de cristaux de sel. Les parties plus

grisées représenteraient les siARNs avec les AUNCs sous forme de points blancs a la surface.

I1.1.3 Etude spectrale des complexes AuNCs/siARNs

A linstar des AuNCs seuls, les propriétés optiques de I'assemblage AuNCs/siARNs ont aussi été

mesurées.

[1.1.3.1 Absorbance

La Figure 59 montre les spectres d’absorbance mesurés pour les échantillons siARN seul, AUNCs seuls

ou bien les deux especes mélangées dans I'eau a pH 7 et aprés 30 minutes a température ambiante.
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Figure 59 : Spectres d'absorbance des AuNC-SG-R: (A), (B) et CR9 (C) et du siARN complexés ou non dans
I'eau entre 200 et 800 nm.

Dans les conditions ou les AUNCs sont seuls, nous retrouvons les profils types déja observés dans le
chapitre précédent, a savoir des courbes exponentielles décroissantes a partir des régions de 'UV jusqu’a
celles de l'infrarouge proche. Concernant le spectre d’absorbance du siARN seul, nous avons bien une
bande aux alentours de 260 nm caractéristique des acides nucléiques et plus particulierement des
hétérocycles (bases azotées). Lorsque les deux composés sont combinés dans de 'eau sans RNase on
remarque un rehaussement global du spectre ainsi qu'une conservation de la bande a 260 nm relative
au siARN. On peut déduire que cette augmentation de I'absorbance est liée a des modifications de
surface et a la formation de composés de plus grande taille qui diffusent la lumiére. Ces résultats vont

bien dans le sens de la formation de complexes AuNCs/siARNS.

Nous avons ensuite évalué la stabilité au cours du temps de ces complexes AuNCs/siARNs nouvellement
formés par mesures d’absorbance. En effet, aprés mise en contact des deux espéces, plusieurs mesures
ont été prises a différents temps : juste aprés l'incubation des AuNCs avec les siARNs (T0), ou 30

minutes, 1 heure ou 24h aprés. La Figure 60 montre les résultats obtenus pour les AUNCs SG-R: et
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Figure 60 : Evaluation de la stabilit¢ des complexes AuNC/siARN en fonction du temps par mesures des spectres
d'absorbance entre 230 et 370 nm avec AuUNC-SG-R: (A) ou AUNC-CR: (B).

A l'instar de la Figure 59, on retrouve les mémes profils d’absorbance pour les AuNCs seuls et pour le
siARN seul. Lorsque les AuNCs sont mis en contact avec les siARNs, un rehaussement global du spectre
d’'absorbance apparait. Ces résultats nous apportent plusieurs informations. Dans un premier temps, en
comparant les spectres a T0 et T30 min, on remarque que celui a TO est plus bas que celui a T30 min.
Ceci confirme que la formation des complexes AuNCs/siARNS ne se réalise pas de maniére instantanée,
et que plusieurs minutes sont nécessaires pour qu'ils se forment et se stabilisent. En effet, pour les
conditions T30 min et T1h on voit que les profils d’absorbance évoluent trés peu suggérant ainsi une
stabilité des complexes pendant au moins 1h. D’autres résultats ont montré que les complexes sont
stables jusqu’a environ 3-4h. Au-dela de 3-4h, nous avons observé que l'absorbance globale des
complexes formés diminue peu a peu (et en particulier & T24h) ce qui est caractéristique d'une

désorganisation ou d’une précipitation des complexes.

Concernant la stabilité du complexe AUNCs-CRq/siARNSs, des profils d’absorbance similaires au cours du
temps ont été observés avec cependant des spectres d’absorbance moins linéaires et caractéristiques

d’'une plus forte instabilité de complexation.

[1.1.3.2 Fluorescence

L'intensité de fluorescence des assemblages AuNCs/siARNs a par la suite également été évaluée. La
Figure 61 montre des mesures de photoluminescence a une longueur d’onde d’excitation Aexc = 450 nm
des AuNCs seuls, des siARNs seuls ou des deux composés mixés dans I'eau a pH 7 et aprés 30 minutes

a température ambiante.
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Figure 61 : Spectres de photoluminescence des différents AuNCs complexés ou non avec un siARN dans I'eau entre
500 et 800 nm. AUNC-SG-R> (A) AuNC-CR: (B) et AUNC-CRs (C). La photoluminescence a été quantifiée en déterminant
I'aire sous chaque courbe.

Pour chaque AuNC on observe une nouvelle fois une bande d’émission de fluorescence de 500 a 850
nm avec des pics d’émission maximale proches de Aem = 670 nm. Lorsque les AuNCs sont complexés
aux siARNs, nous avons une augmentation de lintensité de fluorescence générale ce qui est
caractéristique de la formation d’espéces de plus grande taille en raison de phénoménes de fluorescence
induit par agrégation (effet AIE) [239]. Dans chaque condition AUNC + siARN, on remarque également
un décalage vers le bleu (régions UV-visible) du pic d'émission maximal comparé aux conditions AUNCs
seuls. Ce décalage (ou « blue shift ») est relatif a 'augmentation de la rigidité autour des AUNCs impliqués
dans l'autoassemblage par la matrice de siARN et aux couplages électroniques interparticulaires [240]

[241], ce qui va de nouveau dans le sens de la formation d’'un assemblage entre les deux molécules.
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[I.2 Transfection du complexe AuNCs/siARNs
anti TRF2 dans les cellules cancéreuses

Aprés validation de la formation et la caractérisation des complexes AuNCs/siARNSs, leur capacité a
transporter les siARNs dans les cellules tumorales de maniére efficace et fonctionnelle a été analysée.
Des études microscopiques ont d’abord été réalisées pour voir si les siARNs étaient capables d'atteindre
lintérieur des cellules. Ensuite, I'expression relative de la protéine TRF2 dans des cellules incubées ou
non avec le nanosystéme AuNCs/siARNs a été quantifiée par western blot. Finalement l'impact de ce
traitement sur la viabilité cellulaire a été étudié via des essais clonogéniques et le dénombrement de

colonies cellulaires (colony forming unit).

Pour assurer la pénétration cellulaire efficace et montrer que le siARN utilisé est bien fonctionnel, un
réactif commercial lipofectamine RNAiMax est utilisé comme contréle positif pour chaque expérience
réalisée dans cette partie. Ce réactif est composé de lipides chargés positivement qui, en solution

aqueuse, forment des liposomes capables d'internaliser le siARN dans des cellules.

Les études de transfection présentées dans cette partie ont été réalisées en se basant sur des résultats
antérieurs a ce projet obtenus dans notre équipe et présentés Figure 62, ou des AuNCs-SG-R:
complexés avec un siARN anti-luciférase avaient été utilisés.
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Figure 62 : Activité de la luciférase chez des cellules A549-LUC apreés transfection avec des AuNC-SG-R. complexés
a un siARN anti-luciférase. Le siARN (10 pmol, 100 pmol, 500 pmol ou 1 nmol) a été complexé aux AuNC-SG-R. avec des
ratios de masse de 1:1 ou 10:1.

Dans les conditions testées I'expression de la luciférase a pu étre réduite jusqu'a environ 60%. Les

résultats de cette étude antérieure ont donc permis de valider I'efficacité de transport de SiARNs
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fonctionnels par AUNC-SG-Rzin vitro. lis ont pu fournir une base solide pour I'optimisation des conditions
de transfection du siARN ciblant TRF2 avec les nouveaux AuNCs synthétisés dans le cadre de mon projet

de thése.

I1.2.1 Etude de la protection du siARN par les AuNCs

Dans l'introduction, nous avons eu l'occasion de discuter des limitations quant a I'utilisation de siARN en
thérapie et plus particulierement leur vulnérabilité aux nucléases endogénes. En ce qui concerne ce projet
de these, les siARNs utilisés comportent une modification chimique de type 2'0-Methyl au niveau des
riboses. Comme on a pu le voir partie , en bloquant ces positions, on limite la fixation de certaines
nucléases et phosphatases sériques responsables des dégradations enzymatiques de la plupart des
siARNs dans la cellule. En plus de cette modification, le réle protecteur des AuNCs utilisés dans ce projet

a été étudié et la Figure 63 montre les résultats préliminaires obtenus.
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Figure 63 : Evaluation du rdle protecteur des AuNCs-CR: et CRg sur des siARNs incubés 15 min a 37°C dans H20 ou
dans RNase A par électrophorése sur gel d'agarose 4%. Les siARNs sont observés & une longueur d’onde d’émission de
537 nm apreés incubation du gel dans du GelRed.

En absence de complexation avec les AuNCs, les siARNs libres sont dégradés en présence d’'une
endoribonucléase (RNase A) et n'apparaissent donc plus sur le gel. Lorsque les siARNs sont complexés
avec AUNC-CRy, ils ne sont pas dégradés par les RNases : en effet la bande de siARN apparait toujours
au niveau du puit du gel d’agarose. On note aussi dans cette expérience que la complexation des siARNs
avec AuNC- avec un ratio de masse 3:1 au lieu de 5:1 conduit & une complexation partielle

contrairement a la complexation des siARNs avec le AUNC-CRg comme indiqué précédemment (11.1.7).
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Dans ces conditions, on note bien que les siARNs non complexés a AuUNC-CFR; sont dégradés car la
bande de siARN libres observée dans les conditions sans RNase disparait en présence de RNase. La
faible intensité de la bande correspondant au siARN complexé avec AUNC-CR: ne nous permet pas de
tirer de conclusion. Ces résultats suggérent donc un effet protecteur de AUNC-CRg vis-a-vis des siARNs

avec lesquels il est complexé.

Afin de confirmer ce réle protecteur des AuNCs, ces résultats doivent étre répétés notamment en faisant
varier les conditions d’incubations ainsi que les ratios avec les différents AUNCs. Pour aller plus loin, il
est aussi tout a fait possible de réaliser une complexation avec un siARN marqué avec un fluorophore et
de suivre sa survie en fonction du temps par microscopie a fluorescence. Ces résultats préliminaires vont
dans le sens de ceux de la littérature. En effet, des études utilisant des AuNPs comme agents de
vectorisation de siARNs ont montré que ces formulations favorisaient la pénétration cellulaire,
I'échappement endosomal (effet « éponge a protons ») et l'activité thérapeutique de ces acides
nucléiques grace a leur protection contre la dégradation par les nucléases [242] [243] [244]. De maniére
trés intéressante, ces mémes études précisent également le réle important du ratio AuNP/acide nucléique

sur lintensité de ces effets de complexation et de protection comme on a pu le montrer également.

I1.2.2 Etude de la pénétration cellulaire par microscopie confocale a
fluorescence

La Figure 64 représente un schéma simplifié de la procédure de transfection qui a précédé les études

microscopiques.
siARN marqué
cy5 avec Cyanine 5
\Y
AUNC-SG-R; AuNC- AuNC-CR, Lipofectamine
=
E - - 5
[ J
. cMm
30 min dans H,0 sans RNase
24 h; 37°C 4h37°C 15min; 37°C Microscopie
— — s confocale a
fluorescence
Ensemencement Ajout du mix de Marquage de l'actine
des cellules transfection avec CellMask (CM)

Figure 64 : Schéma simplifié représentant le protocole de transfection du systéme AuNCs/siARNs dans des cellules
cancéreuses A549 avant analyse par microcopie confocale a fluorescence.
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Le siARN est complexé aux AuNCs avec les ratios de masse précédemment déterminés ( ) pendant

30 minutes dans de I'eau sans RNase avant d’étre mis en contact avec les cellules cancéreuses de
poumon (A549). Pour la visualisation, le siARN est marqué avec un fluorophore de type Cyanine 5 et les
membranes cellulaires (actine) avec du CellMask green. En observant les clichés de microscopie
confocale aprés transfection (Figure 65), on confirme que les siARNs se retrouvent a l'intérieur des
cellules cancéreuses avec les trois AUNCs utilisés des 4 heures d'incubation. En effet du signal lié a la

cyanine 5, et donc aux siARNSs, est bien détecté a l'intérieur des cellules spécifiquement.
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Figure 65 : Clichés de microscopie confocale a fluorescence de cellules A549 incubées avec les complexes
AuNCs/siARNSs. Le siARN est complexé avec de la Cyanine 5 (Aem = 621-799 nm) et I'actine (membranes cellulaires) avec
du CellMask green (Aem = 486-617 nm). Ratios de masse : AUNC-SG-R2/siARN = 8:1; AuUNC-CR:/siARN = 5:1; AuNC-
CRe/siARN = 3:1 ; quantité siARN par condition = 300 pmol ; incubation 4h & 37°C.
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Une autre expérience a été réalisée dans des conditions similaires dans le but de visualiser une co-
localisation entre les AuNCs et les siARNs. Sur la Figure 66 les siARNs marqués a la Cy5 sont de

nouveau détectés a l'intérieur des cellules aprés leur complexation avec les AUNC-CR: et CRo.

Membranes

Cellulaires AuNC SIARN-Cy5 Merge

siARN-Cy5
+
AuNC-

siARN-Cy5
+
AuNC-CRq

Figure 66 : Clichés de microscopie confocale a fluorescence de cellules A549 incubées avec les complexes
AuNCs/siARNSs. Le siARN est complexé avec de la Cyanine 5 (Aem = 621-799 nm) et I'actine (membranes cellulaires) avec du
CellMask green (Aem=486-617 nm). Ratios de masse : AUNC-CR3/siARN = 5:1 ; AUNC-CRo/siARN = 3:1.

Dans cette expérience nous avons également pu détecter la fluorescence liée aux AuNCs en plus de
celle liee a la Cy5. Ainsi, en comparant les signaux des AuNCs et des siARNs nous pouvons noter la

proximité des deux composés a l'intérieur des cellules ce qui confirme leur forme complexée.

Pour aller plus loin il serait intéressant de réaliser cette expérience dans les mémes conditions a différents
temps d’incubation dans l'objectif de suivre et d’évaluer le relargage des siARNSs et leur séparation des
AuNCs dans la cellule. Finalement, d’autres expériences de microscopie a fluorescence ont été réalisées
ol nous marquions cette fois ci les endosomes précoces et tardifs pour voir si les siARNs suivraient la
voie du lysosome et seraient par conséquent dégradés sans avoir eu le temps de faire leur action. Les
premiers résultats de ces études ne montrent pas de co-localisation systématique des siARNs avec les

endosomes tardifs mais ces expériences se doivent d'étre répétées actuellement.
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I1.2.3 Etude de l'inhibition de 'expression de la protéine TRF2 par les
complexes AuNCs/siARNs et conséquence sur la survie cellulaire

Afin d’étudier I'impact des complexes AuNCs/siARNs sur I'expression de la protéine TRF2 dans des
cellules tumorales, la quantification de I'expression relative de la protéine TRF2 a été analysée par

western blot apres avoir effectué le protocole de transfection décrit ci-dessous. (Figure 67).

M SiARN anti-TRF2

AuNC-SG-R, AuNC- AuNC-CR, Lipofectamine

|
r 30 min dans H,0 sans RNase —;

2 3 1 2 3 1 2 3
24 h; 37°C A N ‘ ; 24 h; 37°C A i T 24 h; 37°C
— — : ' —

B I [ I B W i B

Western
Blot

Ensemencement 1% dose du mix 2tme dose du mix
des cellules de transfection de transfection

Figure 67 : Protocole de transfection du systéme AuNCs/siARNs avant Western Blot.

Pour ces transfections, et en se basant sur les résultats antérieurement obtenus dans I'équipe (Figure
62), plusieurs quantités de siARN allant de 10 pmol a 1 nmol ont été testées, toujours en appliquant les
ratios de masse AuNCs:siARNs déterminés précédemment lors des tests de complexation sur gel

d’'agarose.

Aprés 48h d'incubation avec les complexes AuNCs/siARNs ciblant TRF2, I'expression relative de la
protéine TRF2 dans des cellules cancéreuses A549 est quantifiée (Figure 68). La quantification
(histogrammes) a été faite sur trois expériences réalisées de maniére indépendante et dans les mémes

conditions.

Les résultats montrent que I'expression de la protéine TRF2 est significativement réduite dans les
conditions AuNCs/siARNs ciblant TRF2 comparé aux controles des cellules non traitées, incubées
seulement avec le siARN ciblant TRF2 ou avec le AuNCs/siARNs CTRL. Le siARN CTRL n'est dirigé
contre aucun ARNs exprimés dans les cellules tumorales utilisées. L'expression de la protéine TRF2 a
été normalisée avec celle du la protéine GAPDH utilisée ici comme contréle de charge. La diminution
d’'expression de TRF2 est de I'ordre de 50% avec les AUNCs SG-R2 et , et elle est d’environ 60%
avec le AuNC-CRo.
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Figure 68 : Etude de I'expression relative de la protéine TRF2 aprés transfection avec les AUNCs complexés a un
siARN anti TRF2 ou siARN contréle (n=3). A) Analyse western blot ; B) Quantification de I'expression relative de la protéine
TRF2 normalisée avec I'expression relative de la protéine GAPDH. Quantité de siARN complexée avec les AuNCs = 300 pmol
(4,7 pg). Quantité de AUNC complexée avec les siARNs = 37,6 ug pour le AUNC-SG-R2 (ratio de masse 8:1); 23,5 ug pour
le AuNC-CR3 (ratio de masse 5:1); 14,1 pg pour le AuNC-CR9 (ratio de masse 3:1).

Suite a ces résultats prometteurs nous avons décidé d’évaluer limpact de cette inhibition de I'expression
TRF2 sur la radiosensibilité cellulaire. Pour cela nous avons réalisé des essais clonogéniques et évalué
la survie cellulaire aprés irradiation chez des cellules pré traitées avec notre nanosystéme AuNCs/siARNs
ciblant TRF2. Ces premiers tests ont été réalisés avec le AUNC-SG-R2 avec lequel l'inhibition de TRF2

était la plus importante (Figure 68).

L'essai clonogénique (ou essai de formation de colonies) est un essai de survie cellulaire in vitro basé sur
la capacité d'une cellule a se développer en formant une colonie. Dans ce cas une colonie est définie
comme étant composée d'au moins 50 cellules. Ce test évalue la capacité de chaque cellule de la
population a se diviser de maniére illimitée. C’est la méthode de choix pour déterminer si la mort des
cellules aprés un traitement par radiations ionisantes est reproductible [245]. La Figure 70 montre la
procédure générale du test qui a été réalisé, allant de la transfection du complexe AuNCs/siARNSs ciblant

TRF2 jusqu’au dénombrement des colonies.
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Figure 70 : Schéma simplifié de la procédure du test clonogénique réalisé sur des cellules A549 irradiées a différentes
doses et préalablement transfectées avec le nanosystéme AuNCs/siARNs anti TRF2.

Aprés transfection, les cellules sont ensemencées a différentes concentrations (200, 1000 ou 2000
cellules par puits) puis sont ensuite irradiées a différentes doses d'irradiation allant de 0 & 10 Gy. Elles
sont ensuite laissées deux semaines en culture pour former des colonies qui sont alors fixées avec du
glutaraldéhyde (6,0 % v/v), colorées avec du cristal violet (0,5 % w/v) et comptées a l'aide d'une caméra.

Suite a ce dénombrement, on trace les courbes de survie cellulaire (Figure 69).

Dose de radiation (Gy)
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1072

Fraction de survie cellulaire

103

Figure 69 : Courbes de survie de cellules A549 ensemencées aprés traitements avec le nanosystéme AuNCs-SG-
R2/siARNSs et irradiation a des doses croissantes (n=4).
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Nous observons une diminution de la survie cellulaire pour toutes les conditions @ mesure que I'on
augmente la dose d'irradiation. Lorsque I'on ajoute les AUNCs-SG-R2 cette diminution de la survie
cellulaire est un peu plus prononcée, ce qui résulterait de I'action radiosensibilisante liée aux AuNCs
comme expliqué en partie introduction (I!1.3.2). Lorsqu’on traite au préalable les cellules avec le
nanosystéme AuNCs-SG-R2/siARNs anti TRF2 on note une diminution de la survie cellulaire plus
importante a n'importe quelle dose d'irradiation. La encore ces résultats vont tout a fait dans le sens de
ce que I'on a abordé en introduction et viennent confirmer le role non négligeable de TRF2 dans la

radiorésistance cellulaire.

Finalement, une étude morphologique a également été réalisée en paralléle dans le but de confirmer les
résultats ci-dessus. Les cellules irradiées précédemment ont été visualisées par microscopie et des

champs représentatifs de la population cellulaire dans chaque condition sont représentés Figure 71.
0Gy 5Gy 8 Gy

Cellules non
traitées

AuNC-SG-R,

AuNC-SG-R,
¥
SiARN CTRL

AuNC-5G-R,
+
SiARN TRF2

irradiation a des doses croissantes en Gy.

Cette derniére étude nous permet de comparer I'état des cellules en fonction des différentes conditions.

Au fur et a mesure que la dose d’irradiation augmente, les cellules ont tendance a apparaitre globalement
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plus large, plus écartées et moins nombreuses. Comme on a pu le voir en partie introduction (Figure 12)

cet état est caractéristique d'une sensibilité cellulaire et est relativement plus prononcé dans les

conditions ou les cellules ont été traitées avec les AUNCs et le siARN anti-TRF2.
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[I.3 Conclusion chapitre 2

Cette deuxiéme partie a été 'occasion d'utiliser les AUNCs synthétisés dans la premiére partie afin de les
complexer avec un siARN anti-TRF2 pour former un autoassemblage. Ce nanosystéme a ensuite été
incubé avec des cellules pulmonaires cancéreuses dans l'objectif d'inhiber I'expression de la protéine

TRF2, impliquée dans la radiosensibilité cellulaire suite a une radiothérapie.

Nous avons confirmé par électrophoréses sur gel que les trois différents AUNCs testés étaient capables,
par interactions électrostatiques, de complexer une quantité de siARN définie. Cette complexation a par
la suite été caractérisée et apparait sous forme de structures globalement chargées positivement, avec
des tailles sensiblement différentes comprises entre 100 et 200 nm. Des modifications des propriétés
spectrales des complexes AUNCs/siARNs comparé aux AuNCs seuls ont également été observées et
attribuées a la formation d’espéces de plus grande taille allant dans le sens de la formation de complexes
AuNCs/siARNS.

La pénétration cellulaire des AuUNCs/siARNS ainsi que leur fonctionnalité ont été validées par microscopie
a fluorescence et western blot. Apres incubation des trois différents complexes avec des cellules
tumorales, le siARN ciblant TRF2 se retrouve bien dans le cytoplasme des cellules et entraine une baisse
significative de I'expression de TRF2 allant jusqu'a 50%. Pour évaluer I'impact de cette inhibition sur
linduction d’une radiosensibilité accrue, des premiers tests visant a évaluer la survie cellulaire ont été
réalisés. Au terme d’'une expérience d’essai clonogénique avec le AUNC-SG-R2, une réduction de la
survie cellulaire a été observée aprés irradiation des cellules incubées avec le complexe comparé a celles
non traitées. Les autres AUNCs doivent aussi étre testés. En ce qui concerne les dommages a I'ADN, des
western blot visant a évaluer I'expression de la forme phosphorylée de la protéine histone H2A (largement
exprimée et impliquée lors de cassures double brin de 'ADN) ont été réalisés. Bien qu’une tendance a
laugmentation des taux de phosphorylation de cette protéine ait été observée chez des cellules
transfectées avec les complexes AuNCs/siARNs comparé aux cellules non traitées lors d’expériences

préliminaires, les résultats doivent étre reproduits.
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Les AuNCs et plus particulierement les structures autoassemblées permettent un ciblage tumoral passif
via I'effet EPR [246]. Pour apporter un ciblage plus efficace des cellules cancéreuses, le dernier axe de
mon projet de thése a été consacré a I'ajout d’'un ligand contenant des sucres au nanosystéme
AuNCs/siARNSs. En effet, comme expliqué en introduction, il a été montré que dans la plupart des cancers
nous retrouvons une forte proportion de transporteurs de sucres GLUTs exprimés a la surface des cellules
tumorales (effet Warburg), liée a un niveau élevé d’absorption de glucose par les cellules cancéreuses
pour assurer leur croissance incontrélée. Dans le but de tirer avantage de ce phénoméne, de nouveaux
ligands constitués de glucose, qu'on appellera glycoconjugués, ont donc été synthétisés et greffés au

nanosystéme.

Dans l'objectif d’étudier 'apport de la multivalence en Glc sur l'efficacité de ciblage et de l'interaction avec
les GLUTSs, nous avons décidé de synthétiser et de tester des glycoconjugués porteurs de 1 ou 4 Glc.
Pour cela, un cyclodécapeptide appelé RAFT (Regioselectively Adressable Functionnalized Template) a
été utilisé en guise de plateforme de présentation de ces sucres dans un espace géométrique bien défini.
Une chaine de polyéthyléne glycol (PEG) a été conjuguée sur les molécules tétravalentes et
monovalentes pour favoriser 'accés au glucose quand celui-ci sera greffé aux AuNCs. L'impact de la
position de la fonctionnalisation des glucoses, via leur hydroxyle du carbone 1 (C1) ou 6 (C6), a également

été analyse.

Pour évaluer la bonne capacité de ciblage des cellules tumorales de ces glycoconjugués, nous avons
d’abord décidé de les tester in vitro avant de les greffer aux AuNCs. Pour cela, des fluorophores de type
fluorescéine (FITC) ou cyanine 5 (Cy5) ont été greffés sur les chaines PEG, permettant de les suivre par

cytométrie en flux et microscopie confocale a fluorescence.
En résumé, voici les glycoconjugués qui ont été synthétisés :

- Composé n°12: 1 Glucose fonctionnalisé par une fluorescéine via un PEG et le carbone 1
(1GIc(C1)-PEG ; Figure 72).

» PEG Glc
O 0 J l ! | 12

NN o C4yHsoNgO;5S

(o]
AL i
O ”)Lu/\/\o/\/ov\o/\/\NkN\/)\/%iH MW : 910,31 g/mol
(e]
HO

H
OH
HO

Figure 72 : Structure du composé n°12, une chaine PEG conjuguée avec un Glc via le C1 et de la FITC.

119/208



Synthése de glycoconjugués pour I'optimisation du ciblage du nanosystéme AuNCs/siARNs

- Composé n°13: 1 Glucose fonctionnalisé par une fluorescéine via un PEG et le carbone 6

(1Glc(C6)-PEG ; Figure 73).

Glc
PEG
HO | OH
O o° J ! " 13
o Ca2HsoNgO15S
OH MW :910,31 |

HO

Figure 73 : Structure du composé n°13, une chaine PEG conjuguée avec un Glc via le C6 et de la FITC.

- Composé n° 17 : 4 Glucoses fonctionnalisés par une fluorescéine via un PEG et les carbones 1

(4GlIc(C1)-RAFT-PEG ; Figure 74).

OH

HO 0 wkém
HO 0. o) o
Glc OH
\

N
H%o 0 o}§ N’(N wH
OH j/‘
G] Lys\ Y ~pro 17
L /Lys\ /Ly II C113H161N25043S
MW : 2589,69 g/mol

PEG «— O
o 0/\'}'2 NH

Figure 74 : Structure du composé n°17, une chaine PEG conjuguée avec un RAFT-4Glc via le C1 et de la FITC.

- Composé n°18 : 4 Glucoses fonctionnalisés par une fluorescéine via un PEG et les carbones 6

(4Glc(C6)-RAFT-PEG ; Figure 75).
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Figure 75 : Structure du composé n°18, une chaine PEG conjuguée avec un RAFT-4Glc via le C6 et de la FITC.

Les composés 12 et 13 seront appelés « glycoconjugués monovalents », les 17 et 18 « glycoconjugués

tétravalents ».
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I11.1 Synthese des glycoconjugués

Comme indiqué ci-dessus, les glycoconjugués sont constitués de plusieurs parties (Glucose, RAFT, PEG,
fluorophore) qu'il a fallu synthétiser et assembler entre elles. Les méthodes de synthése utilisées reposent
essentiellement sur la synthese et le couplage peptidique, ainsi que sur la chimie « click » (ou

cycloaddition azoture-alcyne catalysée par le cuivre, CUAAC).

II.1.1 Généralités sur la chimie « click » ou cycloaddition azoture-
alcyne catalysée par le cuivre (CuAAC)

La chimie « click » regroupe une multitude de réactions chimiques qui permettent le couplage efficace de
deux molécules de maniére chimio- et régiosélective [247]. Dans notre cas, la réaction utilisée est la
cycloaddition azoture-alcyne catalysée par le cuivre (CUAAC). Le Schéma 1 résume cette réaction ou
nous avons un alcyne, porté par une molécule 1, qui réagit en présence de cuivre 1 avec un azoture (Ns),
porté par une molécule 2, ce qui permet la formation sélective d’un lien triazole 1,4 disubstitué entre
molécules. Sans le cuivre, il y a une perte de la régiosélectivité et on obtient alors un mix de régioisomeres
1,4 et 1,5. Ce type de réaction de conjugaison présente également 'avantage de ne nécessiter aucun

groupe protecteur.

Nous souhaitons utiliser cette réaction pour lier les Glc soit a la chaine PEG pour les composés Glc
monovalents, soit au cyclodécapeptide RAFT pour les composés Glc tétravalents. Pour cela, nous avons

d’abord d greffer un alcyne sur les Glc et des azotures sur les PEG et RAFT.,

2
Cu(I == 51
_ o ® [/ & 4 e
R, — + N=——N——=N B —— / 2
N=—_

3 N

2
Alcyne Azoture Triazole 1,4 disubstitué

Schéma 1 : Réaction de cycloaddition azoture-alcyne catalysée par le cuivre (CuAAC).

[I1.1.2 Synthese des Glucoses propargylés en 1 et en 6

A partir du D-Glucose commercial, nous avons ajouté un groupement propargyle soit sur le carbone 1,

soit sur le carbone 6, pour obtenir respectivement les composés 1 et 5.
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Le composé 1 avait déja été synthétisé dans notre équipe en suivant la procédure décrite par Abellan

Flos, Garcia Moreno [248], et dont la structure est représentée Figure 76.

H°m0/

Figure 76 : Structure du composé n° 1.

Le composé 5 a quant a lui été synthétisé en suivant et en adaptant le protocole décrit par Ekholm,

Pynndnen [249]. La Schéma 2 ci-dessous décrit les étapes de synthése.
~ d
il ZnCl,, H,SO0, i Br/\ 7
Ho ] Acetone p G NaH o o AcOH ]
— - > » HO
HO oo >L° J/o >L° J/O 85% HO

2 3 4

Schéma 2 : Synthése du composé 5.

Pour ajouter un groupement propargyle spécifiquement sur le carbone 6 du Glc, les alcools sur les autres
positions sont d’abord protégés avec des groupements isopropyldiene. Pour cela, de l'acide sulfurique
(H2S04) et du D-Glucose (2) ont été ajoutés a une solution de chlorure de zinc ZnCl2 anhydre dans de
I'acétone. Le mélange a été agité a température ambiante pendant 16 h et du bicarbonate de sodium
(NaHCOs) est ajouté pour neutraliser I'excés d’acide. La solution obtenue a été filtrée a travers une
couche de célite et lavée avec de I'acétone. Le filtrat a ensuite été concentré sous pression réduite pour
éliminer I'excés d'acétone puis extrait avec de I'éther diéthylique. On obtient alors le résidu 3 sous la

forme d'un solide blanc qui a été utilisé directement sans purification supplémentaire.

Pour obtenir le composé 4, 3 a été solubilisé dans du N, N-diméthylformamide (DMF) avant ajout
d’hydrure de sodium (NaH) pendant 30 minutes dans un bain de glace afin de déprotoner le OH situé en
position C6. Du bromure de propargyle est ensuite ajouté et laissé pendant 30 minutes, puis le mélange
réactionnel est ramené a température ambiante. Finalement le mélange est dilué dans du

dichlorométhane (DCM) et plusieurs lavages avec du NaHCOs sont réalisés afin d’obtenir le composé 4.

Le composé 5 est obtenu par déprotection des groupements isopropyldiénes dans de l'acide
trifluoroacétique (TFA). Il est finalement précipité dans de [Iéther diéthylique et purifié par
chromatographie sur colonne de silice. Le produit purifié est récupéré sous forme de cristaux blancs avec
un rendement global de 98% (0,98 g).
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II1.1.3 Synthese d'une plateforme cyclodécapeptide (RAFT)

Pour obtenir les glycoconjugués tétravalents, nous avons synthétisé une plateforme cyclodécapeptidique
couramment utilisée au sein de notre laboratoire et nommée RAFT. Il s'agit d’'un peptide cyclisé, composé
de 10 résidus d’acides aminés, qui permet la formation de deux faces avec des chaines latérales d’acides
aminés fonctionnalisables de maniere régiosélective. Le peptide linéaire précurseur a d’'abord été
synthétisé manuellement par la technique de synthese peptidique sur support solide (SPPS) en stratégie

fluorénylméthoxycarbonyle (Fmoc)/tert-butyoxycarbonyle (Boc), dont le principe est détaillé Figure 77.

@ Déprotection . (0] Acide aminé suivant
0.0
Pe i g
R Fmoc~ ? @

Fmoc ~ ? '
g v
Résine R .
SASRIN-Gly-Fmoc ? 1 g @ Couplage
Fmoc .. 9.
0 (o) R,

\
= Groupement protecteur

Figure 77 : Représentation schématique de la procédure de Synthése Peptidique sur Support Solide (SPPS) stratégie
Fmoc/tBu.

Nous avons utilisé comme support une résine commerciale de SASRIN qui est liée a un résidu de glycine.
Alors que I'acide carboxylique de la glycine est lié a la résine, 'amine est quant a elle protégée par un
groupement Fmoc. Ainsi, I'élongation du peptide est réalisée via une succession de cycles de
déprotection de I'amine du premier acide aminé, c’est-a-dire le retrait du groupement Fmoc, suivi du
couplage avec le second acide aminé ayant son amine de nouveau protégée par un Fmoc. Les chaines
latérales des acides aminés ajoutés sont quant a elles protégées par d’autres groupements protecteurs

dits permanents (GP), en général acido-labiles comme le groupement Boc.

En suivant cette stratégie on obtient la séquence décapeptidique souhaitée comme détaillé dans le

Schéma 3.
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i) i)

Fmoc —Gly—— — NH, —Gly—— — Fmoc — Pro — Gly——
Résine
N3 Ns N N; .
i) | | | | v)
——)» H—Lys — Lys — Lys— Pro —Gly — Lys— Ala — Lys — Pro—Gly—— _—
> I
Boc

Décapeptide linéaire 1

N3 N;
N, I N3 |
N; N; N; N; |/Lys\ _Lys
| | [ | V), vi) Gly Ala oy
H—Llys — lys —Lys — Pro—Gly—Llys — Ala— Lys —Pro—Gly — OH —% 4 Lo —lrsg VA
| Lys Gly
Boc Décapeptide linéaire 2 6

Cyclodécapeptide
RAFT-4N3

Schéma 3 : Synthése du RAFT-4N3 (6).

Réactifs et conditions : i) DMF / pipéridine (80:20), 2x10 min ; ii) Fmoc-Pro-OH (2éq), PyBOP (2éq), DIPEA (4éq), DMF, 45min;
i) DMF / pipéridine (80:20), 2x10 min puis Fmoc-AA-OH (2éq), PyBOP (2éq), DIPEA (4éq), DMF, 45 min ; iv) TFA / DCM
(1:99), 10x10 min ; v) PyBOP (1.2éq), DIPEA (3éq), DCM, 20h ; vi) TFA / DCM (50:50), DCM, 15min.

Comme on I'a vu dans la partie , ce RAFT doit étre composé de 4 azotures (N3) pour permettre le
greffage de 4 unités de glucose par chimie click. Pour cela des acides aminés de type Fmoc-Lys—(N3)-
OH sont utilisés lors de la synthése du peptide par SPPS. Les étapes de déprotection des groupements
Fmoc sont réalisées grace a un mélange DMF/pipéridine (80:20 ; Schéma 3 étape i). Pour ajouter 'acide
aminé suivant, nous réalisons un couplage peptidique PyBOP/DIPEA (Schéma 3 étape ii). Ces
différentes étapes sont répétées pour chaque acide aminé. Une fois la derniere Lys ajoutée, nous
obtenons le décapeptide linéaire n°1. Ce peptide est alors détaché de la résine par plusieurs lavages
dans un mélange TFA/DCM (1:99 ; Schéma 3 étape iv) et la solution est récupérée puis le solvant est
évaporé pour obtenir le décapeptide linéaire n°2 qui est ensuite précipité dans de I'éther diéthylique. La
cyclisation du peptide est réalisée dans du DMF par couplage peptidique PyBOP/DIPEA entre 'amine de
la premiére glycine et I'acide carboxylique de la derniere lysine en milieu dilué pour éviter la dimérisation
du peptide (Schéma 3 étape v). Aprés évaporation et une nouvelle précipitation, le groupement Boc
présent sur I'avant derniere lysine est déprotégé par ajout d’'un mélange TFA/DCM (50:50 ; Schéma 3
étape vi). On obtient finalement un RAFT-4 azotures (composé 6) qu'il est nécessaire de purifier par RP-
HPLC semi-préparative pour éliminer les différentes impuretés (sels et peptides tronqués notamment)

accumulées au cours de ces différentes étapes de synthése sur support et en solution.
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[l1.1.4 Synthese des glycoconjugués monovalents

Les glycoconjugués formés d’une seule molécule de Glc fonctionnalisée & un PEG ont été synthétisés

suivant le Schéma 4.

La premiére étape consiste a greffer un azoture sur une chaine PEG pour pouvoir greffer par chimie click
les molécules de glucose propargylées synthétisées plus haut (composeés 1 et 5). A partir d'un PEG dont
une extrémité est protégée par un groupement trityle (7), nous avons réalisé un couplage entre 'amine
libre de l'autre extrémité et un ester activé de I'acide azidoacetique (8) afin de greffer un azoture et obtenir
le composé 9. Sur ce dernier composé a été réalisé deux cycloaddition azoture-alcyne catalysée par le
cuivre (CuAAC) avec les deux isoméres de glucose précédemment synthétisés (1 et 5). Pour cette
réaction de CuAAC, une solution de CuSOs-5H20, de THPTA et d'ascorbate de sodium dans du tampon
PBS 1X a été ajoutée a une solution contenant le composé 9 et les composés 1 ou 5 dans un mélange
DMF/PBS 1X (50 :50). Le mélange est ensuite dégazé sous argon et agité a température ambiante. Pour
éliminer le cuivre résiduel, une résine Chelex® est ajoutée au mélange réactionnel. On libére ensuite
I'amine tritylée avec un mélange TFA/H20/Triisopropylsilane (TIS) pour obtenir des PEG mono-
glycosylées (composés 10 et 11). Finalement de l'isothiocyanate de fluorescéine (FITC) est greffée sur
I'amine de ces composés dans du DMF en milieu basique (pH8) pour obtenir les glycoconjugués glucose
monovalent fluorescents finaux (composés 12 et 13). Ces produits ont finalement été purifiés par
chromatographie en phase liquide a haute performance en phase inverse et lyophilisés avec des
rendements finaux de l'ordre de 12% pour le composé 12, et 16% pour le 13. Ces rendements
relativement peu élevés sont dus a la haute polarité de ces composés les rendant difficiles a purifier sans

perte avec les parameétres et les conditions utilisées.
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Schéma 4 : Synthése des glycoconjugués glucose monovalents.

Réactifs et conditions : i) DIPEA, DMF, 1h, 92% pour 9; ii) CuS04.5H20, THPTA, ascorbate de sodium, DMF/PBS (pH 7.5) (50:50), 1h, 58% pour 10, 90% pour 11; iii) TFA (95%), TIS (2.5%),
H20 (2.5%), 2h; iv) DIPEA, DMF, 30min, 12% pour 12, 16% pour 13.
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Ces deux composeés ont par la suite été caractérisés par UPLC couplée a la spectrométrie de masse. Les
UPLC sont réalisées a différents temps et les analyses ont été réalisées avec un suivi UV a 214 nm et
250 nm en utilisant un gradient linéaire de solvant A-B (solvant A : 0,1 % de CF3COzH dans I'eau ; solvant
B : 0,1 % de CFsCOzH dans l'acétonitrile). Concernant la spectrométrie de masse a haute résolution
(HRMS) ou ionisation par électronébulisation (ESI), les analyses ont été effectuées sur le plateau de
spectrométrie de masse PCN-ICMG du DCM NanoBio a Grenoble. La Figure 78 montre les profils

obtenus pour le composé 13.

A

B 454.14574

909.29824

¢l L‘ Ll e e | e L
Figure 78 : A) Chromatogramme RP-UPLC du composé 13 purifié. Purification par RP-HPLC avec un contréle UV a 214 et
250 nm en utilisant un gradient linéaire de solvant A-B (solvant A : 0,1% d'acide formique dans I'eau ; solvant B : 0,1% d'acide

formique dans l'acétonitrile). Gradient utilisé = 5-100% en solvant B ; temps de rétention = 6 min. B) Analyse de spectrométrie
de masse a haute résolution du composé 13 purifié. m/z calculé pour [M+H]+ = 910,3 ; m/z trouvé = 909,30.

I[II.1.5 Synthese des glycoconjugués tétravalents

Les glycoconjugués tétravalents ont été synthétisés en réalisant une réaction CUAAC entre les glucoses

propargylés (composés 1 et 5) et le RAFT-4Ns (composé 6) (Schéma 5).
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Schéma 5 : Synthése des glycoconjugués tétravalents.

Réactifs et conditions : i) DIPEA, DMF, PyBOP, 1h, 93% pour 14 ; ii) DMF / pipéridine (80:20), 20h ; iii) CuSO4.5H20, THPTA, ascorbate de sodium, DMF/PBS (pH 7.5) (50:50), 1h, 92% pour 15, 90%
pour 16; iv) DIPEA, DMF, 30min, 84% pour 17, 90% pour 18.

129/208



Syntheése de glycoconjugués pour I'optimisation du ciblage du nanosystéme AuNCs/siARNs

Dans un premier temps, un PEG possédant un acide carboxylique a une extrémité et une amine protégée

par un groupement Fmoc a été greffé sur un RAFT-4Ns par couplage peptidique sur 'amine libre de la

lysine présente sur le RAFT. Le groupement Fmoc du PEG est alors déprotégé dans un mélange

DMF/pipéridine (80/20) pour obtenir le produit 14. Les composés (1) et (5) sont greffés au RAFT la encore

par CuAAC dans les conditions décrites précédemment pour obtenir respectivement les composés 15 et

16. On obtient enfin les glycoconjugués glucose tétravalent fluorescents 17 et 18 comme précédemment

par ajout de l'isothiocyanate de fluorescéine sur 'amine de PEG dans du DMF en présence de DIPEA

(pH 8).

A l'instar des glycoconjugués monovalents (12 et 13), les glycoconjugués tétravalents 17 et 18 ont été

purifiés et caractérisés par RP-UPLC et spectrométrie de masse. La Figure 79 montre le

chromatogramme HPLC et le spectre de masse pour le composé 17.
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Figure 79 : A) Chromatogramme RP-UPLC du composé 17 purifié. Purification par RP-HPLC avec un contrdle UV a 214
et 250 nm en utilisant un gradient linéaire de solvant A-B (solvant A : 0,1% d'acide formique dans I'eau ; solvant B : 0,1%
d'acide formique dans l'acétonitrile). Gradient utilisé = 5-60% en solvant B ; temps de rétention = 9 min. B) Analyse de
spectrométrie de masse a haute résolution du composé 17 purifié. m/z calculé pour [M+H]+ = 2590,69 ; m/z trouvé =

2589,08.

La Figure 81 montre ceux obtenus pour le composé 18.
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Figure 81 : A) Chromatogramme RP-UPLC du composé 18 purifié. Purification par RP-HPLC avec un contrdle UV a 214 et
250 nm en utilisant un gradient linéaire de solvant A-B (solvant A : 0,1% d'acide formique dans l'eau ; solvant B : 0,1% d'acide
formique dans I'acétonitrile). Gradient utilisé = 5-60% en solvant B ; temps de rétention = 9 min. B) Analyse de spectrométrie
de masse a haute résolution du composé 18 purifié. m/z calculé pour [M+H]+ = 2590,69 ; m/z trouvé = 2589,08.

Pour les analyses microscopiques de pénétration cellulaire, et en suivant le méme protocole que ci-
dessus, le glycoconjugué Glc tétravalent 16 a été en parallele greffé avec un fluorophore de type cyanine

5 (20) a la place de la fluorescéine, pour obtenir le composé 19 (Figure 80). En effet la cyanine 5 a été
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Figure 80 : Structure du glycoconjugué 4Glc-RAFT-PEG-Cya5 (composé 19).
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privilégiée pour les études en microscopie confocale a fluorescence notamment en raison des problémes

de perte de fluorescence induite par photoblanchiment souvent observés avec la fluorescéine [250] [251].

Ce composé 19 a été caractérisé par spectrométrie de masse (ESI ; Figure 82).
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Figure 82 : Analyse ESI-MS du composé 19 purifié. m/z calculé pour [M+H]+ = 2825,07 ; m/z trouvé = 2824,23
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[11.2 Etude de l'interaction et de la pénétration
cellulaire des glycoconjugués

Comme décrit dans la partie II1.1, cing glycoconjugués ont finalement été synthétisés et seront notés

comme ci-dessous par la suite pour faciliter la lecture :
a) 1 Glc(C1)-PEG-FITC (composé 12).
b) 1 Glc(C6)-PEG-FITC (composé 13).
c) 4 Glc(C1)-RAFT-PEG-FITC (composé 17).
d) 4 Glc(C6)-RAFT-PEG-FITC (composé 18).
e) 4 Glc(C6)-RAFT-PEG-Cy5 (composé 19).

Dans la partie qui suit nous nous intéresserons a I'évaluation des capacités de ciblage et d’internalisation
de cellules cancéreuses par ces composés. Pour cela, des études de cytométrie en flux et de microscopie

confocale a fluorescence ont été réalisées.

[I1.2.1 Interaction des glycoconjugués avec des lignées cancéreuses
pulmonaires

Nous avons étudié, dans un premier temps, les capacités d’interaction des glycoconjugués marqués a la

fluorescéine (composés 12, 13, 17 et 18) avec des cellules A549 (adenocarcinome pulmonaire).

Pour cela, les cellules ont été incubées pendant 3 heures avec les composés et analysées par cytométrie

en flux (Figure 83).
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Figure 83 : Etude de 'interaction des glycoconjugués marqués a la fluorescéine avec des cellules A549. Incubation
avec chaque glycoconjugué 3 h a 50 uM. A) Intensités de fluorescence des différents glycoconjugués par analyse en
cytométrie en flux. Filtre FL1-A : Emission a 488nm. B) Tableau reprenant les moyennes d'intensité de fluorescence par
glycoconjugués.

Tout d’abord, on observe que l'intensité de fluorescence de la fluorescéine couplée aux glycoconjugués
possédant 4 Glc détectée au niveau des cellules est plus importante que celle des glycoconjugués
couplés a un seul Glc. Ceci se voit clairement lorsqu’on compare les moyennes d’intensité (Figure 83-B)
ol I'on passe d’environ 5 000 et 11 000 pour les monovalents, a plus de 60 000 pour les tétravalents. On
peut aussi noter un effet de la position de fonctionnalisation du Glc sur l'efficacité d'interaction des
glycoconjugués avec les cellules. En effet, le glycoconjugué 13, fonctionnalisé au niveau du carbone 6,
semble mieux interagir avec les cellules, en comparaison avec le composé 12, ou la fonctionnalisation
est située sur le carbone 1. Ce constat est tout a fait en adéquation avec les données de la littérature
présentées dans la partie introduction ) ou il avait été observé que le C6 du glucose n’était pas
impliqué dans l'interaction avec le transporteur GLUT1 et ou une affinité parfois préférentielle était
constatée avec des glycoconjugués fonctionnalisés via cette position [208] [212] [215] [216]. Avec les
composés multivalents, la position de fonctionnalisation des Glc ne semble pas affecter I'efficacité

d’'interaction avec les cellules.

Suite a ces résultats, et toujours dans l'objectif d’apporter le meilleur ciblage possible des cellules
cancéreuses, nous avons sélectionné le composé 4Glc(C6)-RAFT-PEG (18) comme étant le plus

prometteur pour étre greffé au nanosysteme AuNC/siARN.
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Par la suite, des tests complémentaires ont donc été réalisés sur ce produit 18 seulement dans I'objectif
d'affiner les conditions d'utilisation, a savoir les concentrations optimales de ce composé et ses temps
d’incubation avec les cellules. La Figure 84 montre des résultats de cytométrie en flux ol le composé 18
a été incubé 3 heures avec des cellules cancéreuses A549 a des concentrations croissantes allant de 0,5
a 50 pM.
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Figure 84 : Etude de l'interaction du glycoconjugué 4Glc(C6)-RAFT-PEG-FITC (18) avec des cellules A549. Incubation
3 h avec le glycoconjugué a des concentrations croissantes allant de 0,5 & 50 uM. A) Intensités de fluorescence du
glycoconjugué par analyse en cytométrie en flux. Filtre FL1-A : Emission a 488nm. B) Tableau reprenant les moyennes
d'intensité de fluorescence en fonction de la concentration en glycoconjugué.

Ce test nous a permis de déterminer qu’avec une concentration du composé 18 de 10 uM, la totalité des
cellules présentes dans I'échantillon interagit avec celui-ci. Cette concentration a donc été sélectionnée

pour les prochains tests avec ce composé.

Pour évaluer ensuite la capacité de cette molécule a pénétrer dans les cellules, des études de
microscopie confocale a fluorescence ont été réalisées avec le composé 19, qui pour rappel, posséde
également une configuration 4GIc(C6)-RAFT-PEG mais est marqué a la cyanine 5 moins sensible au
photoblanchiment que la fluorescéine [250] [251]. De plus, des études de cytométrie en flux ont été
réalisées en paralléle et ont validé que ce composé 19 interagissait tout aussi bien que son homologue
avec FITC (18) dans des conditions d'utilisation équivalentes (Figure 85). En effet, avec les deux

composés, plus de 80% des cellules montrent une intensité de fluorescence significative.
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Figure 85 : Comparaison des capacités d'interaction cellulaire des composés 18 et 19 par cytométrie en flux.
Incubation 3 h avec chaque glycoconjugué a 10 uM. A) Intensité de fluorescence du glycoconjugué 18 par analyse en

cytométrie en flux. Filtre BL1-A : Emission a 488 nm. B) Intensité de fluorescence du glycoconjugué 19 par analyse en
cytométrie en flux. Filtre RL1-A : Emission a 670 nm.

Les clichés de microscopie confocale a fluorescence (Figure 86) ont été réalisés sur des cellules
cancéreuses A549 apreés différents temps d'incubation a 37°C avec 10 uM de composé 4GIc(C6)-RAFT-
PEG-Cy5 (19) et confirment son internalisation dans les cellules.
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Figure 86 : Clichés de microscopie confocale a fluorescence représentant I'internalisation du composé 4Glc(C6)-
RAFT-PEG-Cy5 (19) incubé pendant 5, 15, 30 min ou 1h dans des cellules cancéreuses A549 a 37°C. Les membranes
cellulaires (actine) ont été marquées avec du CellMask (Aem = 486-617 nm) et le siARN avec de la cyanine 5 (Aem=621-799
nm).
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Des mesures de Fluorescence Cellulaire Totale Corrigée (CTCF ; Figure 87) ont également confirmé que

linternalisation du composé 19 augmente en fonction du temps d'incubation et est significative a partir

de 15min.
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Figure 87 : Quantification de I'intensité de fluorescence dans des cellules A549 incubées a différents temps avec le
composé 4Glc(C6)-RAFT-PEG-Cy5 (19). Fluorescence Cellulaire Totale Corrigée (CTCF) = Densité intégrée — (Aire de la
cellule . Fluorescence moyenne du bruit de fond). Les données exprimées sont la moyenne (+/- SEM) de CTCF quantifiée dans
chaque cellule (n=30). Pour les comparaisons statistiques, un test one-way ANOVA a été réalisé ; * p<0,05, **** p<0,001.

Par la suite nous avons voulu identifier quel était le mécanisme par lequel le composé 4Glc(C6)-RAFT-
PEG-Cy5 (19) entrait dans les cellules. En effet, nous avons vu précédemment que linteraction des
glycoconjugués avec les cellules variait en fonction du nombre de Glc portés, ce qui allait dans le sens
d’'une interaction sucre/transporteur. En revanche, l'internalisation elle-méme est-elle dépendante du

transporteur ou bien passe-t-elle par un autre mécanisme tel que 'endocytose ?

Pour répondre a cette question nous avons réalisé de nouveaux tests en cytométrie en flux et microscopie
confocale a fluorescence en utilisant a la fois un inhibiteur du transporteur GLUT1, différentes lignées

cellulaires et des conditions expérimentales ou les processus d’endocytose sont limités.

L’inhibiteur utilisé est « BAY-876 », représenté Figure 88. || . N Q
s'agit d'un inhibiteur compétitif et trés sélectif du transporteur S NH
GLUT1 [252] surexprimé dans les cancers ( ). Pour les =

différents tests réalisés par la suite, les cellules ont été pré 07 NH
incubées 5 minutes a 37°C avec cet inhibiteur avant ajout du 2 FF
glycoconjugué 4GIc(C6)-RAFT-PEG-Cy5 (19). N :\Q\/N_N

Figure 88 : Structure de I'inhibiteur BAY-
876 (496,1 g/mol; IC50 = 2 nM).
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Des résultats obtenus par cytométrie en flux tendent a dire que BAY-876 a un effet inhibiteur notamment
sur des temps courts d’incubation (15 minutes), ou une diminution de l'interaction du glycoconjugué avec
des cellules pré-traitées avec cet inhibiteur a été observée contrairement aux cellules non traitées (Figure
89).
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Figure 89 : Etude de I'interaction du glycoconjugué 4Glc(C6)-RAFT-PEG-Cy5 (19) avec des cellules A549 en présence
ou non d’inhibiteur de GLUT1 BAY-876. Incubation des cellules pré-traitées ou non 5 minutes avec 20 uM de BAY-876 puis
avec le glycoconjugué 15 minou 1 h & 10 uyM.

Suite a ces résultats, on peut supposer qu’une fois au contact des cellules, l'inhibiteur va se fixer aux
transporteurs, mais lorsque le glycoconjugué est ajouté dans le milieu, celui-ci va perturber l'interaction
de inhibiteur et pourra également se lier au transporteur. Apres ce constat, les études d'interaction et de
pénétration cellulaires avec cet inhibiteur ont surtout été menées sur des temps courts, autour de 15

minutes.

En paralléle, des essais ont aussi été réalisés avec des incubations des cellules a des températures

basses (4°C) dans l'objectif de limiter les processus actifs d’endocytose [253] [254].

Les clichés de microscopie confocale a fluorescence Figure 91 ont été réalisés sur des cellules
cancéreuses A549 preé-traittes ou non avec l'inhibiteur de GLUT1 BAY-876 et aprés 15 minutes
d’incubation avec le composé 4Glc(C6)-RAFT-PEG-Cy5 (19) a 4 ou 37°C. La encore l'internalisation a

été quantifiée par mesure de Fluorescence Cellulaire Totale Corrigée (CTCF ; Figure 90).
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Figure 90 : Etude du mécanisme de pénétration du glycoconjugué 4Glc(C6)-RAFT-PEG-Cy5 (19) dans des cellules
A549 par microscopie a fluorescence. L'intensité de fluorescence cellulaire totale corrigée (CTCF) a été quantifiée les
cellules A549 incubées ou non (NT) 15 minutes avec le glycoconjugué a 4 ou 37°C et en absence (-) ou en présence (+)
d'inhibiteur de GLUT1 BAY-876. CTCF = Densité intégrée — (Aire de la cellule . Fluorescence moyenne du bruit de fond). Les
données exprimées correspondent & la moyenne de CTCF quantifiée dans chaque cellule (n=30).

On remarque dans un premier temps 'effet drastique de la température d'incubation sur la pénétration
cellulaire du glycoconjugué. En effet, aprés une incubation de 15 minutes @ 4°C, trés peu de
glycoconjugués sont détectés dans les cellules contrairement aux conditions & 37°C ou presque toutes
les cellules contiennent du glycoconjugué 19. Ce résultat suggére une internalisation du glycoconjugué
dépendant principalement du mécanisme d’endocytose de la cellule. Avec une incubation des cellules a
37°C, on note une diminution de la fluorescence cellulaire liée au glycoconjugué d’environ 1,8 fois en
présence d'inhibiteur du transporteur GLUT1 BAY-876, ce qui suggére également une implication de ce

transporteur dans l'internalisation du glycoconjugué.
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Figure 91 : Clichés de microscopie confocale a fluorescence représentant I'internalisation du composé 4Glc(C6)-
RAFT-PEG-Cy5 (19) dans des cellules cancéreuses A549 aprés 15 minutes d’incubation a 4 ou 37°C et en absence ou
en présence d’inhibiteur BAY-876. Les membranes cellulaires (actine) ont été marquées avec du CellMask (Aem = 486-617
nm) et le glycoconjugué avec de la cyanine 5 (Aem=621-799 nm).
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Pour aller plus loin dans la compréhension du mode d’internalisation des glycoconjugués, nous avons
également mesuré les taux d’expression de GLUT1 a la surface d'autres lignées cellulaires cancéreuses
et l'impact sur l'interaction du composé 19. Plusieurs lignées ont été testées (A549, A375, OVCARS,
HELA, HT29 et SKMEL28) et seules celle exprimant le moins et celle exprimant le plus GLUT1 ont été
retenues pour cette analyse. Ainsi, la Figure 92 représente des résultats ou les niveaux d’expression de
GLUT1 ont d’abord été estimés par western blot chez deux lignées cellulaires, HT29 (cancer colorectal)

et SKMel28 (mélanome) avant d'évaluer I'impact de I'interaction du composé 19 avec ces lignées-la.
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Figure 92 : Evaluation des taux d’interaction du composé 4Glc(C6)-RAFT-PEG-Cy5 (19) en fonction du taux
d’expression de GLUT1 chez des lignées cellulaires cancéreuses HT29 et SKMel28. Expressions relatives de GLUT1
chez des lignées HT29 et SKMel28 déterminées par western blot et normalisées avec I'expression de I'actine (n=3) (A).
Interaction du composé 19 (10 uM) 5, 10 ou 15 min avec les lignées HT29 (B) et SKMel28 (C) par cytométrie en flux.

Sur la Figure 92-A on voit que la lignée SKMel28 présente des taux de GLUT1 environ trois fois plus
élevés comparés a la lignée HT29. Ceci est tout a fait en cohérence avec le fait que par cytométrie en
flux, on observe que le composé 19 semble interagir de maniére plus conséquente avec la lignée
SKMel28 qu'HT-29. En effet, aprés 10 minutes d’incubation, 100% des cellules SKMel28 interagissent
avec le glycoconjugué la ou ce n'est pas le cas avec les lignées HT29 ou I'on a 100% d'interaction qu'a
15 minutes (Figure 92-B-C). Ces résultats semblent aller dans le sens d’une implication des transporteurs
GLUTSs dans linteraction préférentielle du composé 19. Finalement, on peut conclure que dans ces
conditions, le composé 4Glc(C6)-RAFT-PEG-Cy5 (19) semble pénétrer dans les cellules principalement
par des mécanismes d’endocytose. A noter également que linteraction de ce composé avec le

transporteur GLUT1 semble faciliter la cinétique de pénétration cellulaire de ce composé.

Pour aller plus loin dans la compréhension des mécanismes de pénétration, il serait intéressant de baisser
I'expression des transporteurs GLUT1 dans une population de cellules et de comparer ensuite les taux
de pénétration avec une population contréle. Dans cette optique, des expériences en utilisant des cellules
transfectées avec un siARN ciblant GLUT1 ont été initiées.
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[II.3 Formation du nanosysteme
AuNCs/siARNs/ glycoconjugués et étude de
I'inhibition de TRF?2

La partie précédente nous a permis de valider qu'un glycoconjugué de type 4Glc(C6)-RAFT-PEG

présentait de bonnes capacités d'interaction et de pénétration avec des cellules cancéreuses. Dans cette
derniére partie nous allons aborder la maniére dont nous avons greffé ce glycoconjugué aux AuNCs pour
former un nanosystéme AuNCs/siARNs/Glycoconjugués. Nous nous intéresserons ensulite a I'évaluation
de ses propriétés physico-chimiques ainsi que sa capacité a délivrer le siARN dans les cellules et inhiber
I'expression de TRF2 comme ce qui a été fait dans le chapitre 2 sur les complexes AUNCs/siARNs sans

la partie glycoconjuguée.

[I1.3.1 Synthese et caractérisations du nanosysteme
AuNCs/siARNs/glycoconjugués

Comme nous I'avons vu dans la partie |.1, pour synthétiser les AuNCs chargés positivement, nous devons

utiliser un ligand soufré et ayant une charge globale positive. Ici 'objectif a été de synthétiser des AuNCs

avec le glycoconjugué 4GIc(C6)-RAFT-PEG comme ligand. Il était donc nécessaire d’'apporter a ce

glycoconjugué une partie composée d’arginine pour apporter des charges positives et une partie soufrée

pour permettre le lien avec I'or et la formation d’un AuNCs/Glycoconjugués.
Pour cela, nous avons synthétisé le composé 26, dont la synthése est résumée Schéma 6.

De la méme maniére que pour les glycoconjugués précédents, le composé (5) a d’abord été greffé sur
un RAFT-4Ns (6) par CUAAC pour obtenir le composé 21. Par couplage avec un N-hydroxysuccinimide
(NHS) modifié (8), un bras azoture (N3) est ajouté au composé 21 pour obtenir le composé 22. Les
arginines sont apportées par couplage CuAAC avec le peptide 23 qui a été synthétisé manuellement au
laboratoire pour obtenir le composé 24. Les atomes de soufre nécessaires a la liaison avec les atomes
d’or sont finalement apportés par un couplage avec un NHS modifié (25) pour arriver au produit final 26,
constitué d'un RAFT tétravalent en glucose lié a un cycle disulfure par l'intermédiaire d’'une chaine de

deux arginines.
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Schéma 6 : Schéma de synthése du glycoconjugué glucose tétravalent (26, ligand) a greffer sur les AuNCs.

Réactifs et conditions :

i) CuS04.5H,0, THPTA, ascorbate de sodium, DMF/PBS (pH 7.5) (50 :50), 1h; ii) DIPEA, DMF,

30min; iii) CuSO%.5H20, THPTA, ascorbate de sodium, DMF/PBS (pH 7.5) (50 :50), 1h. iv) DIPEA, DMF, 30min.

Le choix de greffer 2 arginines a été guidé par les résultats obtenus en |1.2, ot le AUNC-SG-R2 présentait
des niveaux d'inhibition de la protéine TRF2 un peu plus efficaces qu'avec les autres AuNCs (Figure 68).

Ce composé 26 a par la suite été caractérisé et sera noté 4Glc-R2 pour faciliter la lecture. La Figure 93

représente le spectre UPLC-MS du composé 26 (4Glc-R2) aprés purification.
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Figure 93 : Spectre UPLC-MS du composé 26 purifié. m/z calculé pour [M+H]+ = 2720,28 ; m/z trouvé = 2719,94.

Une fois ce nouveau ligand obtenu et suivant la procédure de synthése décrite en 1.1, des AuNCs ont
donc été synthétisés en utilisant ce composé 26 comme ligand pour obtenir des AUNCs-4Glc-R2. A linstar
des AuNCs-SG-Rz, et CRo, ces nouveaux AuNCs-4Glc-R2 ont ensuite été mis en contact avec un
siARN ciblant TRF2 (30 minutes dans H20 sans RNase) dans I'objectif de former un auto assemblage.
La complexation entre les deux molécules a été évaluée par électrophorése sur gel d’agarose ou
plusieurs quantités en AuNCs-4Glc-R2 allant de 20 a 200 ug ont été ajoutées a la quantité de siARN

précédemment utilisée en transfection (300 pmol, 4,7 ug) (Figure 94).

A B
+SiARN +SiARN

NCAGICR A cAGIcRA AuNc_L\G\C‘R-\ cAGIcRA
c
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Figure 94 : Etude de la complexation des siARNs avec des concentrations croissantes de AuNCs-4Glc-R; par
électrophorése sur gel d'agarose 4%. Les AuNCs sont observés a une longueur d'onde de 705 nm (A) et le siARN est
observé a une longueur d'onde de 537 nm apres incubation du gel dans du SYBR gold (B). La quantité de siARNs par condition
est de 4,7 ug (300 pmol). Les quantités de AuNCs-4Glc-R: testés sont de 20, 60, 100, 160 et 200 ug.
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Comme précédemment, le gel de gauche représente le signal lié a la fluorescence des AuNCs et celui
de droite, celle du siARN marqué avec un intercalant SYBR. De maniére plutét inattendue, les AuNC-
4Glc-R2 n'ont pas été détectés dans le gel d’agarose, aucun signal lié a la fluorescence des AUNCs n’a
été observé. De plus, seul du siARN libre est détecté et aucune complexation entre les AUNCs et le siARN

ne semble étre observée dans les différentes conditions testées.

Afin de mieux comprendre ces résultats, les AUNC-4Glc-R2 mixés ou non a un siARN ont été analysés

par mesures de DLS et de Potentiel Zéta (Tableau 9).

Charge de surface déterminée par Taille Indice de
mesure de Potentiel Zéta déterminée DLS polydispersité
AuNC-4Glc-R2 -2AmV+0,5 - -
AuNC-4Glc-R2
+ siARN 123mV+23 169 nm 0,21

Ratio 8:1 (m/m)

Tableau 9 : Mesures de DLS et de Potentiel Zéta des AuNCs-4Glc-R2 seuls ou avec un siARN anti TRF2.

Les mesures montrent que le AuNC-4Glc-R: affiche une charge globale Iégérement négative. Mélangé
avec un siARN au méme ratio de masse que le ligand SG-R2 le mix est également chargé négativement
mais a une taille et un indice de polydispersité similaires aux autres formés avec les SG-Ro, et CRy,

a savoir une taille globalement comprise entre 100 et 200 nm.

Suite a ces derniéres mesures, plusieurs hypothéses ont été émises quant aux résultats précédents
obtenus par électrophorése ol aucun signal lié aux AuNCs et aucune complexation du siARN n’étaient

observés (Figure 94) :

1. Lacomplexation avec le siARN ne se réalise pas puisque le AUNC-4Glc-R2 a une charge globale

négative.

2. Lafluorescence liée aux AUNCs est cachée par le ligand 4Glc-R2 qui se situe a la périphérie des
AuNCs et de taille volumineuse (2719,28 g/mol).

3. Les concentrations/ratios de masse utilisés ne sont pas adaptés.

Pour aller plus loin concernant ce AUNC-4Glc-Rz2 et pour examiner 'hypothése 1, de nouveaux tests ont
été réalisés en mixant ce composé avec les autres AuNCs dans I'objectif d'augmenter la charge globale

afin de former des assemblages avec les siARNs qui seraient alors constitués de ces deux AuNCs.
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Ces différents mix ont ensuite été déposés sur gel d’agarose une nouvelle fois pour évaluer la capacité a
former un complexe avec les siARNs (Figure 95).
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Figure 95 : Etude de la complexation d'siARN avec les différents AuNCs par électrophorése sur gel d'agarose (gel 4%
; 45 minutes a 100 V). Les AuNCs sont observés a une longueur d’onde de 705 nm (A) et les siARNs observés a une longueur
d’onde de 537 nm apres incubation du gel dans du SYBR gold (B).

Sur ce gel, les AUNC-SG-Ry, et CRg avec ou sans siARN ont bien un comportement attendu, a savoir
une complexation avec le siARN. Le AuUNC-4Glc-R2 seul n’est pas capable de complexer le siARN comme
précédemment observé (Figure 94 ; condition 9). Cependant, lorsqu’on mixe ce AUNC-4Glc-R2 avec un
des trois autres AUNCs (AuNC-SG-R2, ou AUNC-CR3 ou AuNC-CRg), une complexation avec le siARN
est observée (conditions 10, 11 et 12). Cette observation suggére que le complexe obtenu est formé de
AuNC-4Glc-R2 + un des trois autres AUNCs + siARN, ou seulement d’'un des 3 AuNCs (sans 4GlIc) laissant

les AUNCs-4Glc-R: libres, ou soit les deux possibilités de complexes cohabitent ensemble.

Suite a ces constats, la capacité du AuUNC-4Glc-R2 a délivrer un siARN pour inhiber I'expression de TRF2
dans des cellules cancéreuses n'a été évaluée que via la formation de mix avec un autre AuNC pour
permettre la complexation du siARN. Des expériences d’évaluation de la survie cellulaire et de la

production de dommages a 'ADN sont actuellement en cours.
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[11.4 Conclusion chapitre 3

Cette derniére partie de mon projet de thése a été I'occasion pour moi de synthétiser différents
glycoconjugués dans l'objectif de cibler spécifiquement les cellules tumorales surexprimant le
transporteur GLUT1. Plusieurs types de glycoconjugués ont été synthétisés afin d’évaluer I'impact de la
valence ainsi que la position de fonctionnalisation des molécules de Glc qui les composent sur I'efficacité
d’interaction et de pénétration cellulaire dans des cellules tumorales. Le meilleur candidat, c’est-a-dire
celui qui avait la meilleure interaction avec les cellules cancéreuses a été sélectionné et greffé aux
AuNCs.

Les différents glycoconjugués ont été synthétisés majoritairement par synthése et couplage peptidique
associés a la chimie click. lls étaient composés d’une ou quatre molécules de Glc, fonctionnalisés via leur
carbone 1 ou via leur carbone 6. Des expériences de cytométrie en flux et microcopie électronique a
fluorescence ont permis de montrer que le glycoconjugué formé avec 4 Glc fonctionnalisés via leur
carbone 6 présentait les meilleurs taux d'interaction et de pénétration dans des lignées cellulaires
cancéreuses. Des études réalisées avec un inhibiteur de GLUT1, dans des conditions inhibant les
phénoménes d’endocytose ou utilisant des lignées cellulaires exprimant des niveaux variables en GLUT1
nous ont permis de conclure que la pénétration cellulaire de ce glycoconjugué se faisait majoritairement
par endocytose. De plus, la disponibilité et les taux de GLUT1 avaient également un impact sur la
cinétique de pénétration cellulaire du glycoconjugué. La structure correspondant au glycoconjugué formé
avec 4 Glc fonctionnalisés via leur carbone 6 a donc été retenue par rapport aux autres pour étre ajoutée

a la surface de AuNCs.

Pour pouvoir greffer le glycoconjugué sélectionné aux AuNCs, un peptide composé d’un enchainement
de deux arginines (pour apporter des charges positives nécessaires a l'interaction avec le siARN) et un
groupement composé de soufre (pour étre lié a I'or) a été ajouté au glycoconjugué. Une fois que les
AuNCs ont été greffés avec ce glycoconjugué, nommés AuNC-4Glc-Rz, leur capacité a lier un siARN anti-
TRF2 a été étudié. Cependant les résultats obtenus ont montré que, seuls, les AUNCs-4Glc-R2 ne
permettaient pas une complexation efficace du siARN. Cette absence de complexation a été attribuée a
la charge globale négative de ces AuNCs. Voulant néanmoins tirer parti de ces nouveaux AuNCs
glycoconjugués ayant une capacité de ciblage des cellules tumorales, ceux-ci ont été mélangés avec les
AuNCs synthétisés précédemment et capables de se lier au siARN dans I'objectif d’obtenir des complexes
hybrides AUNCs/siARN. En réalisant ces AuNCs hybrides, une complexation avec le siARN a finalement
été observée et des études de transfection, de survie cellulaire et d’évaluation de la production de

dommages a I'ADN ont été initiées
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L'objectif de ce projet était de développer un traitement multimodal permettant de lutter contre les
mécanismes de radiorésistance activés dans le cadre des cancers pulmonaires a cellules non petites
suite @ un traitement radiothérapeutique. Un systéme théranostique radiosensibilisant innovant de
vectorisation de siARN via des nanoparticules d'or a été synthétisé et caractérisé. Le siARN utilisé était
dirigé contre la protéine télomérique TRF2, dont I'implication dans la radiorésistance des cellules
cancéreuses a été démontrée a plusieurs reprises. Les nanoparticules d’or ont été choisies comme
vecteurs en raison de leurs propriétés biologiques et physico-chimiques uniques, et en particulier leur
effet radiosensibilisant et leur capacité a s'accumuler passivement dans les tumeurs. Dans le but
d’apporter une amélioration du ciblage spécifique des cellules tumorales de poumon, nous avons
également décidé d’ajouter a ce systéme des glycoconjugués dans l'objectif de cibler les transporteurs
GLUTs surexprimés dans les cellules tumorales. Différentes fonctionnalisations ont été apportées a ce
nanosysteme afin d’optimiser ses propriétés physico-chimiques et biologiques. Aprés caractérisation et
sélection des nanosystémes présentant les propriétés les plus intéressantes pour notre projet, leur
capacité a inhiber I'expression de la protéine télomérique TRF2 dans des cellules pulmonaires
cancéreuses a été analysée. Les conséquences sur la radioresistance cellulaire suite & une irradiation

des cellules tumorales traitées ou non avec ces nanosystémes ont été ensuite évaluées.

Les synthéses chimiques ont été divisées en deux parties : la synthése des AuNCs et la synthese des
glycoconjugués. Les AuNCs ont été obtenus en utilisant plusieurs ligands peptidiques lors de la synthése
qui ont apporté aux AuNCs des propriétés physico-chimiques différentes. Ces ligands étaient composés
d’atomes de soufre permettant la liaison avec les atomes d'or (liaisons Au-S) et d’'un nombre croissant
d’arginines apportant des charges globales positives aux AUNCs nécessaires pour leur complexation
avec du siARN anti-TRF2 par interactions électrostatiques. Concernant les glycoconjugués, le choix s’est
porté sur le Glc car celui-ci est le substrat principal du transporteur GLUT1, surexprimés dans les cellules
tumorales. Plusieurs configurations de glycoconjugués ont été synthétisées afin de tester I'impact du
nombre de Glc (1 ou 4) ainsi que leur position de fonctionnalisation (via le carbone 1 ou carbone 6) sur
I'efficacité d'interaction spécifique avec des cellules surexprimant le transporteur GLUT1. Ces composés

synthétisés ont été également caractérisés au niveau de leurs propriétés chimiques et structurales.

Aprés synthése des AuNCs, les conditions expérimentales pour obtenir une complexation totale des
siARN dirigés contre TRF2 avec ces AUNCs ont été déterminées. Différentes conditions de ratio de masse
AuNCs:siARNSs, de quantité de siARN et de charge globale des AuNCs ont été testées en utilisant des
techniques de spectroscopie et d'électrophorese et ont montré que les AuNCs étaient capables de se
complexer aux siARNs jusqu'a 100%. La capacité des AuNCs a délivrer le siARN dans les cellules
tumorales pour inhiber I'expression de TRF2 a ensuite été étudiée par microscopie confocale a

fluorescence. Mes résultats ont montré que le siARN anti-TRF2 a bien été délivré a l'intérieur des cellules
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traitées avec les différents complexes AuNCs/siARNSs dés 4 heures d'incubation. Suite a des transfections
de ces complexes dans les cellules tumorales, les niveaux d’expression relative de TRF2 ont été
quantifiés par western blot et une réduction de I'expression allant jusqu’a 60% a été mise en évidence.
En paralléle, l'impact de cette inhibition de TRF2 sur l'induction d’une radiosensibilité cellulaire a été
évaluée par essai clonogénique et une survie cellulaire plus basse a été observée chez les cellules

traitées avec le nanosystéme par rapport a celles non traitées.

Concernant les différents glycoconjugués que nous souhaitions ajouter aux AuNCs, ceux-ci ont dans un
premier temps été liés a des fluorophores de type FITC ou Cy5. Suite a des études de cytométrie en flux
et de microscopie confocale, le glycoconjugué 4GIc(C6)-RAFT-PEG a été retenu car il présentait les
meilleurs niveaux d’interaction et de pénétration dans des cellules tumorales surexprimant le transporteur
GLUT1. Le mécanisme de pénétration se ferait principalement par endocytose et des tests
complémentaires seraient nécessaires pour conclure quant a l'implication de GLUT1 ainsi que sur la
pénétration des cellules tumorales spécifiquement. Pour greffer ce glycoconjugué sur les AuNCs, la
synthése d’un nouveau ligand a di étre réalisée. Ce ligand était constitué de la configuration 4GIc(C6)
liée a un acide lipoique (composé de deux atomes de soufre pour permettre la liaison I'or) par
lintermédiaire d'une chaine de deux arginines (apportant des charges positives). Ce AuNC-
glycoconjugué a été caractérisé chimiquement et sa capacité a se complexer avec un siARN a été
étudiée. Néanmoins, jai montré que ce AuNC-glycoconjugué ne permettait pas de lier un siARN par
interaction électrostatique a cause de sa charge globale négative. Dans I'objectif d’augmenter la charge
globale pour garantir une complexation avec le siARN, ce AuNC-glycoconjugué a été mélangé avec les
autres AUNCs composés seulement de ligands arginines formant ainsi un AUNC /siARN hybride. Dans
ces conditions, les siARN se complexent avec ces nanosystemes hybrides. L'étude de ['efficacité
d’inhibition de I'expression de TRF2 et de la radiosensibilisation des cellules traitées avec ces complexes

hybrides et soumises & une irradiation est en cours.

151/208



Discussion et perspectives

Le choix de I'interférence par ARN comme stratégie d’inhibition

Pour ce projet de thése, la technique utilisant I'interférence par ARN a été retenue afin de diminuer
I'expression de la protéine TRF2 pour lutter contre les mécanismes de radiorésistance des cellules
cancéreuses de poumon. Il existe d’autres outils biotechnologiques permettant de cibler 'expression d’'un
géne dont les plus connus sont les nucléases a doigts de zinc (ZFNs) ou effectrices et activatrices de
transcription (TALEN), et le systeme CRISPR-Cas.

Les ZFNs sont composées de deux parties. La premiére consiste en des enzymes de restriction générées
artificiellement et résultant en des domaines de liaison a 'ADN a motifs doigts de zinc. Les domaines a
doigts de zinc peuvent étre modifiés pour cibler des séquences d'ADN spécifiques d’'une longueur allant
de 9 a 18 paires de bases [255]. La deuxiéme partie des ZFNs est un domaine de clivage de I'ADN, il
s'agit généralement d'une endonucléase nommée Fok1. Fok1 fonctionne en dimére et va reconnaitre des
séquences 5-GGATG-3' sur I'ADN cible pour induire un clivage des groupement phosphodiesters [256]
(Figure 97-A).

A Tinstar des ZFNs, le systéme TALEN est aussi composé d’enzymes de restriction possédant des
domaines de liaison a 'ADN (appelées « TALE ») et d’'un domaine de clivage de 'ADN. Il est possible de
concevoir des TALE qui se lient a n'importe quelle séquence d'ADN cible souhaitée en utilisant un
domaine de liaison a ’ADN approprié [257]. On retrouve généralement Fok1 comme domaine de clivage
de 'ADN, qui est alors fusionné a TALE pour former le systeme TALEN, ce qui apporte une activité

endonucléase formant des cassures double brin de la séquence d’ADN cible [258] (Figure 97-B).

Pour le systtme CRISPR-Cas9, brievement, il se compose d'un ARN guide simple brin couplé a une
endonucléase appelée Cas9. L'ARN guide, généralement de 17 a 20 nucléotides de long, va reconnaitre
des séquences d’ADN complémentaires qui vont alors étre dégradées par l'activité endonucléase de
Cas9. En concevant artificiellement la séquence de 'ARN guide, il est possible de cibler les séquences

d’ADN souhaitées pour induire la dégradation spécifique de celles-ci (Figure 97-C).
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Figure 96 : lllustration du fonctionnement des systémes ZFN, TALEN et CRISPR Cas?9. /ssue de Shim et al. 2017.

Ainsi, la premiére différence notable entre ['utilisation du siARN et les différentes méthodes décrites ci-
dessus est que contrairement aux autres, l'interférence par ARN dégrade 'ARNm dans le cytoplasme et
non 'ADN. Ceci permet notamment d'étudier les effets fonctionnels qui découlent de la transcription en
tant que telle [257]. L'ARNi a un effet hypomorphe, c’est-a-dire qu’elle réduit I'expression du géne sans
pour autant l'arréter de maniére permanente, comme c'est le cas pour les autres méthodes. Cette nature
réversible de 'ARNi nécessite donc un maintien de l'activité des siARNs au sein de la cellule si I'on veut
garder le phénotype inactif, la ou ce n'est pas nécessaire avec les autres systémes étant donné la
permanence de la Iésion génétique. Le fait que l'inhibition de I'expression du géne avec 'ARNi soit
transitoire réduit donc drastiquement les éventuels effets secondaires qui seraient dus a un mauvais
ciblage, un ciblage de cellules saines par exemple, ou bien liées a des mésappariements. De plus, '’ARNi
est généralement plus facile d'utilisation comparée aux méthodes ZFN et TALEN puisqu'ils ne nécessitent
que l'achat ou la synthése d'ARN a la séquence souhaitée suivie d'une transfection dans les cellules
cibles, sans passer par des étapes de conception et de clonage des domaines de liaisons a 'ADN. La
taille des siARNs est également trés bien adaptée dans le cadre de la formation de complexe et de la
vectorisation via les AuNCs, la ou le systéme CRISPR-Cas utilise des ARNs plus longs, ce qui pourrait

entraver la vectorisation et/ou induire des problémes de transcription.
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Intérét des nanoparticules d'or comparé aux nanoparticules
lipidiques pour la vectorisation de siARN

Les nanoparticules d'or font partie des molécules a fort potentiel théranostique et présentent des atouts
rivalisant avec ceux des nanoparticules lipidiques (LNPs) largement utilisées notamment pour le transport
des ARNm. Les LNPs ont été développées a l'origine comme vecteurs pour les médicaments a base
d'ADN. Par la suite, elles ont été de plus en plus utilisées pour I'administration de siARN car elles
présentent plusieurs avantages notamment I'encapsulation du siARN, le protégeant des attaques
enzymatiques et de I'élimination rénale, mais aussi sa facilité de transport du SiARN vers les tissus et
cellules cibles (EPR). En effet, nous avons pu lillustrer notamment en présentant brievement dans cet
ouvrage les traitements Patisiran et Givosiran approuvés par la FDA et connus pour la vectorisation de
SiARN, tous deux utilisant des LNPs.

Pour ce projet de thése les AuNPs (NPs de type inorganiques) ont été privilégiées comme vecteurs. Ce
choix a été fait a la fois pour pallier certaines limitations des LNPs, pour exploiter pleinement les
avantages des AuNPs dans le cadre de thérapie anti-cancer utilisant les radiations ionisantes et
finalement pour explorer une nouvelle méthode synergique de vectorisation de siARN. Effectivement
comme abordé en partie introduction, malgré leurs nombreux avantages, les LNPs présentent encore
quelques limitations notamment en terme de biocompatibilité, de sensibilitts aux rayonnements
thermiques et électromagnétiques [85], d'insolubilité dans les solvants aqueux [259] et parfois de faibles
taux d’encapsulation de la drogue [86] [260]. De plus, bien que I'encapsulation protége l'intégrité du
siARN, ceci impacte parfois son relargage dans la cellule via notamment des limitations provenant de
I'échappement des endosomes ou une étape de dégradation de la LNP est au préalable nécessaire [87].
Avec la méthode que nous proposons, nous nous affranchissons de cette étape supplémentaire étant
donné que le siARN est directement lié au vecteur par des interactions électrostatiques ce qui rend son
relargage moins contraignant. De plus, contrairement aux LNPs, la surface des AuNPs est facilement
modifiable chimiquement ce qui permet d’adapter les conditions physico-chimiques du vecteur par rapport
a la drogue mais aussi de greffer d’autres molécules d'intéréts notamment pour le ciblage comme nous
en avons discuté pour les glycoconjugués. Finalement, I'utilisation des AUNPs permet aussi de profiter
de leurs propriétés physiques uniques notamment en ce qui concerne leur effet radiosensibilisant et leur

capacité a émettre de la fluorescence dans le NIR pour leur suivi in cellulo et in vivo.
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Etude plus approfondie de la radiosensibilité cellulaire apres
transfection avec les nanosystemes AuNCs/siARNs

Au terme de ce projet de thése, les AUNCs-SG-R: et ont finalement été sélectionnés en raison de
leur efficacité a réduire I'expression de TRF2 mais aussi de leurs meilleures stabilité et leur absence de
toxicité comparé aux AuNCs-CRa.

Dans un premier temps nous avons voulu quantifier 'induction de dommages a '’ADN apres irradiation
dans une population de cellules transfectées avec le nanosystéme AuNC/siARN. Pour cela, nous avons
cherché a doser la forme phosphorylée de la protéine histone H2AX, un variant de la famille des protéines
H2A faisant partie de 'octomére d’histones du nucléosome. En effet, il s’agit d’'un bon indicateur des
dommages a 'ADN puisqu’en réaction aux coupures double brin, cette protéine H2AX est phosphorylée
au niveau de la sérine 139 et constitue la premiere étape de recrutement et de localisation des protéines
de la réparation des dommages de I'ADN. Les niveaux d’expression de YH2AX ont été quantifiés par
western blot dans des populations pré-transfectées ou non avec le nanosystéme AuNC/siARN anti-TRF2.
Des résultats préliminaires ont montré des niveaux d’expression plus élevés de la protéine YH2AX chez
les cellules transfectées avec les nanosystémes comparé aux cellules non transfectées et restent a étre

confirmés par des analyses supplémentaires.

Concernant I'impact des nanosystémes sur la viabilité des cellules aprés irradiation, nous avons montré
dans la partie 0 que les AUNCs-SG-R2 favorisaient une baisse de la survie cellulaire. Ces résultats doivent

étre reproduits et les autres nanosystémes tels que AuNC-CR: doivent également étre testés.

Ces résultats sont en corrélation avec des résultats précédemment obtenus dans notre laboratoire. En
effet, I'effet radiosensibilisant des nanoparticules AUNCs-SG-R2 non complexées a des siARN a été testé

dans des cellules tumorales de glioblastome (Figure 97).
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Figure 97 : Amélioration de I'effet radiosensibilisant sur le nombre de cellules tumorales de glioblastome entrant en
nécrose aprés une exposition aux rayons ionisants en présence de AUNCs-SG-R>.
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L'activité de radiosensibilisation des AUNCs-SG-R: a été évaluée par quantification des taux de nécrose
cellulaire aprés exposition a différentes doses de radiation. Une augmentation significative de ces taux
de nécrose et dépendante de la dose de radiation appliquée aux cellules a été observée en présence de
AuNCs.

Nos résultats préliminaires ont montré que des cellules tumorales de poumon transfectées avec les
AuNCs couplés a des siARNs ciblant TRF2 présentaient une radiosensibilité importante comparé a celle

des cellules tumorales non transfectées suite a une irradiation.

Afin de compléter I'étude de I'impact des nanosystémes AuNCs/siARN sur la radiosensibilité des cellules
tumorales de poumon, il serait intéressant d’analyser ses conséquences au hiveau moléculaire sur la
stabilité des télomeéres. En particulier, une analyse de la formation de cassures double brin de 'ADN au
niveau des téloméres avant et aprés traitement des cellules avec les AUNCs permettrait de valider la cible
télomérique. La localisation de protéines impliquées dans la réparation des dommages de 'ADN comme
53BP1 ainsi que la phosphorylation de I'histone H2AX au niveau des téloméres pourraient étre

déterminées par microscopie a fluorescence aprés immunomarquage et ADN-FISH [261].

Finalement des tests complémentaires de transfection et d'irradiation avec ces nanosystémes pourraient
étre réalisés en utilisant des lignées cellulaires cancéreuses rendues résistantes aux rayons et avec des
cellules non cancéreuses, afin d’évaluer 'induction d’une radiosensibilité ainsi que le ciblage spécifique

respectivement.

Impact de la multivalence sur I'amélioration de l'interaction avec
GLUT1

Au cours des travaux sur I'axe n°4 de ce projet, traitant de la synthése de glycoconjugués pour améliorer
le ciblage tumoral, nous avons pu constater les différences notables d'interaction entre les composés
monovalents et les tétravalents en Glc, chacun utilisé dans les mémes conditions. En effet, les intensités
de fluorescence observées en cytométrie en flux étaient constamment plus élevées pour les
glycoconjugués tétravalents que pour les monovalents et étaient aussi corrélés a une meilleure

internalisation cellulaire.

Cependant, malgré le succes des stratégies de ciblage impliquant la multivalence, l'interprétation au
niveau moléculaire n’est pas toujours facile car il dépend fortement de la nature et de la fonction de la
protéine ciblée ainsi que de la géométrie du ligand. Elle est globalement attribuée a des effets de
concentration locale ou bien de chélation mais elle peut aussi impliquer des mécanismes beaucoup plus

complexes [262]. Dans la littérature, cet effet est également connu sous le nom de «Glycoside Cluster
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Effect» et il est défini comme un renforcement de I'affinité d’'un ligand multivalent pour son récepteur

pouvant étre modérée ou extrémement forte selon le mécanisme d'interaction (Figure 98) [263] [264].

Multivalent

Monovalent

‘ Affinity

Figure 98 : lllustration simplifiée représentant la différence d’interaction entre un ligand monovalent et un ligand
multivalent. Issue de Jeong et al. 2018.

D’une maniéere générale, la présence de plusieurs sites de liaison permet des liaisons simultanées fortes
si la géométrie du ligand le permet. De plus, au cours du processus de dissociation qui suit Ia liaison d’un
ligand avec son récepteur, ce méme ligand peut étre de nouveau reconnu par ce méme récepteur ou

bien par un autre avoisinant, ce qui peut augmenter son temps de rétention a la surface [265].

En ce qui nous concerne, nous pouvons expliquer les différences observées par une plus forte
concentration locale de Glc au niveau des transporteurs GLUTs qui fait que, statistiquement, plus de
liaisons sucre/transporteur sont réalisées, d'ou une amélioration significative du signal des
glycoconjugués tétravalents comparé aux monovalents. Cependant, la dynamique d'interaction peut
s’avérer complexe a décrire puisqu'il ne s’agit pas de protéines en solution ou d'un récepteur cellulaire
comme couramment décrit dans la littérature mais d'un transporteur transmembranaire dont l'impact
d'une interaction multivalente est trés peu documenté. Une étude intéressante portant sur GLUT1 a
toutefois montré sur des érythrocytes humains que le GLUT1 pouvait s’associer en dimére puis en
tétrameére et présenter de fait plusieurs sites de liaison pour les sucres [266], ce qui peut représenter une
autre explication quant a 'augmentation que I'on a observée et fournit une piste a explorer sur la

compréhension de l'interaction de glycoconjugué avec ce transporteur.
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Un AuNC-glycoconjugué hybride qui reste a caractériser

Au terme de I'axe 4, une partie glycoconjuguée composée de 4 Glc et d’'une chaine de 2 Arg a finalement

été greffée sur des AuNCs. La Figure 99 rappel la structure de cette partie glycoconjuguée.
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Figure 99 : Structure du composé 26, glycoconjugué formé de 4Glc(C6)-RAFT-PEG-2Arg-Acide lipoique, greffé sur les
AuNCs au cours de I'axe 4 du projet de thése.

Concernant ce AuNC-glycoconjugué (AuNC-4Glc-R2) nous ne sommes pas arrivés a détecter la
fluorescence liée aux AuNCs ainsi qu’a complexer un siARN par interactions électrostatiques a l'instar
des autres AuNCs (SG-R», et CRo). Comme discuté dans la partie résultat, nous avions émis deux

hypothéses pour expliquer ce phénoméne :
1. La complexation ne se réalise pas car le AUNC-4Glc-R2 a une charge globale négative.

2. Lafluorescence liée aux AuNCs est cachée par le ligand 4Glc-R2 qui se situe a la périphérie des

AuNCs et de taille volumineuse (2719,28 g/mol).
3. Les concentrations/ratios AUNCs:siARNs utilisés ne sont pas adaptés pour une complexation.

Concernant I'hypothése 1, il y a bien présence d’une chaine composée de 2 Arg sur chaque
glycoconjugué qui, comme pour le AuNC-SG-R», suffisent a fournir une charge positive globale
nécessaire a la bonne interaction avec un siARN. On peut supposer que I'absence d'interaction
proviendrait de la partie 4Glc-RAFT. Il est peu probable que les groupements OH de cette partie présents
sur les unités de Glc soient déprotonés dans les conditions utilisées étant donné leur pka élevé (16).
Concernant les acides aminés présents sur le RAFT, ceux-ci ne possédent pas de groupements chargés
sur leurs chaines latérales et il est aussi peu probable qu'ils interferent avec la charge globale du

composeé.
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Pour I'hypothése 2 il serait intéressant de compléter les résultats par des études d’analyse élémentaire
ou de microscopie afin de visualiser I'arrangement spatial de ces AuNCs ainsi que leurs niveaux de
colocalisation avec les glycoconjugués. Ces derniers pourraient « cacher » aussi bien la fluorescence
émise par les AUNCs que les charges positives apportées par les AUNCs empéchant ainsi le siARN de

se complexer.

Au niveau de I'hypothese 3 I'absence de complexation AUNCs/siARNs pourrait étre due a un mauvais
choix dans les concentrations ou les ratios AUNCs:siARN trop faibles ou non adaptés dans les conditions
testées. Une analyse plus compléte testant un plus grand nombre de conditions expérimentales est donc

nécessaire.

Finalement, le fait d’avoir utilisé ce AUNC-4Glc-R2 en combinaison avec les AUNC-SG-R> et (partie

) a permis la formation d’'un complexe avec le siARN. De plus, des résultats préliminaires utilisant
ces complexes hybrides ont montré une diminution de la survie cellulaire aprés irradiation chez les
cellules transfectées avec ces complexes comparé aux cellules non traitées. Néanmoins, l'interprétation
et la conclusion de ces résultats obtenus ne sont pas aisées puisqu'a ce stade nous ne sommes pas en
mesure de déterminer quelle est la contribution de chaque AuNC utilisés dans ces mix, et surtout si les
complexes formés sont bien composés du AuNCs-4Glc-R2 et non pas seulement des deux autres. La
encore des études complémentaires telles que de la spectroscopie de rayons X a dispersion d’énergie
(EDX) ou de la microscopie éléctronique pourraient nous aider a identifier respectivement la composition

élémentaire et la structure de ces tous nouveaux AuNCs

Pharmacocinétique et biodistribution du nanosystéeme AuNC/siARN in
vivo

Afin de valider les résultats obtenus in vitro sur les effets radiosensibilisants du nanosysteme créé, la
mise en place d’expériences in vivo représente les perspectives a moyen terme. En ce qui concerne la
capacité d'internalisation par les cellules et de réduction de I'expression de TRF2, 'assemblage AuNCs-
SG-Ro/siARNs serait le candidat le plus prometteur pour une injection par voie intraveineuse ou
intratumorale dans des souris immunodéficientes (nude) préalablement xénogreffées avec des lignées
cancéreuses A549. Dans un premier temps, une imagerie non invasive de fluorescence infrarouge serait
réalisée a différents moments afin de contréler la distribution, la pharmacocinétique et les voies
d'élimination du nanosystéme aprés administration systémique chez la souris. L'absence de toxicité aigué
sur les souris pourra également étre vérifiée en paralléle. Par la suite, 'accumulation de 'assemblage
AuNCs/siARNs dans les principaux organes pourrait é&tre mesurée par imagerie de fluorescence ex vivo

et par spectrométrie de masse. Les résultats ainsi obtenus pourraient fournir une base solide pour initier
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d'autres essais thérapeutiques basés sur I'administration de AUNC couplé a un siARN anti-TRF2 chez

des souris avec des tumeurs NSCLC orthotopiques, combinées a la radiothérapie.

La mise en place de ce genre de test est largement maitrisée au sein de notre laboratoire notamment
avec la proximité de la plateforme animale « OPTIMAL » de I'|AB & Grenoble dirigée par le Dr. Véronique
Josserand. Cette plateforme a déja travaillé sur des expérimentations animales en utilisant des AuNCs
et fournirait une assistance efficace pour cette étape. La Figure 100 illustre une étude in vivo sur des
modéles murins présentant des tumeurs cancéreuses xénogreffées en sous-cutanée et en orthotopique
qui a permis de démontrer la capacité de AUNC-SG-R2 a s'accumuler passivement (EPR) dans des
cellules cancéreuses avec des accumulations faibles dans les organes d’élimination tels que les reins et

le foie.

Figure 100 : Imagerie SWIR d’une souris avec une tumeur du sein implantée en orthoptique aprés injection
intraveineuse de AUNCs-SG-R: (200 pL ; 300 uM). Aexc. 808 nm ; Aem. =1250-1700 nm.

L’utilisation de siARNs pour le ciblage d’autres protéines d’intérét

Dans ce projet de thése, la protéine TRF2 a été désignée comme cible pour lutter contre les mécanismes
de radiorésistance des cellules tumorales. En tant que protéine du complexe shelterin, elle a un réle
essentiel dans la stabilisation de la boucle-T et dans le maintien de l'intégrité des chromosomes suite a
une exposition a des radiations. Bien que treés importante, TRF2 n’est pas la seule cible envisageable et
d’autres protéines peuvent étre de bonnes candidates pour cibler la réponse télomérique protégeant la
cellule des effets des irradiations. Nous avons notamment pu discuter de I'importance d’autres protéines
impliquées dans la protection de lI'intégrité chromosomique telles que TPP1 et POT1, et nous pourrions
tout a fait envisager ['utilisation de siARN dirigé contre ces protéines a la place ou bien méme en
combinaison de celui dirigé contre TRF2. En effet bien qu’ayant des séquences nucléotidiques variables
en fonction du géne a cibler, les propriétés physico-chimiques (tailles et charges notamment) des siARNs
restent toutes relativement proches et sont donc tout a fait compatibles dans le cadre d’une vectorisation
par nos AuNCs ce qui met en avant la flexibilité et I'adaptabilité de notre systéme a différentes cibles

biologiques.
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L'utilisation du nanosystéme AuNCs/siARNs pour le traitement des
patients

L’objectif a plus long terme de ce projet est d’utiliser les AUNCs complexés a des siARNs ciblant la
réponse télomérique dans le cadre d’une thérapie anti-cancéreuse multi-modale innovante et aux effets
synergiques chez le patient. En effet nous avons pu voir que le role des AuNCs est multiple car ils servent
. i) d'agents de transfection pouvant apporter une protection a la dégradation enzymatique des siARNs
anti-TRF2, ii) de sondes optiques pour le suivi non-invasif et en temps réel du traitement, et iii) d’agents

radiosensibilisants.

Ce systeme posséde des propriétés qui sont tout a fait adaptées pour une évolution vers des traitements
cliniques, et a ce jour, aucune étude n'a examiné l'association de la radiothérapie utilisant des AUNCs

transportant des siARN ciblant la réponse télomérique.

Effectivement, I'utilisation des AUNCs comme transporteurs de siARN présente des avantages car la
structure et la taille des AuNCs peuvent étre ajustées avec précision afin de relever le défi de
I'acheminement et de la protection du siARN vis-a-vis de la dégradation cellulaire. En terme de
formulation, leur excellente biocompatibilité et leur solubilité dans des solutions physiologiques sont tout
a fait adaptées pour des injections intraveineuses ou intratumorales. Une autre approche prometteuse
d’administration envisagée serait I'utilisation de I'aérosolisation (ou nébulisation) qui consiste en
I'administration de NPs sous forme microgouttelettes en utilisant des injecteurs a haute pression [267]
De plus, nous avons vu que ces nanosystémes pouvaient étre détectés par fluorescence dans les larges
fenétres spectrales NIR et SWIR facilitant ainsi leur suivi dans I'organisme. L'augmentation de la
radiosensibilité des cellules tumorales due au dysfonctionnement des téloméres mais également a la
propriété de radiosensibilisation des AUNCs devraient permettre de minimiser les effets secondaires
souvent associés a la radiothérapie grace a une baisse de la dose de rayons X administrée chez un

patient atteint de cancer du poumon.

En ce qui concerne les limitations éventuelles de notre stratégie, nous pouvons envisager que malgré
I'induction d’une radiosensibilité accrue en complément des traitements radiothérapeutiques, des cellules
cancéreuses peuvent subsister et finir par reformer une tumeur maligne aprés la fin de des traitements.
De plus, les télomeéres (et TRF2) étant également importants pour les cellules normales, il existe aussi
un risque de cytotoxicité si le ciblage spécifique des cellules cancéreuses n'est pas satisfaisant. A noter
cependant que des données rapportées dans la littérature révélent une plus forte résistance au ciblage
des téloméres dans les cellules normales que dans les cellules cancéreuses [268], ce qui réduit la toxicité

systémique. De plus, la focalisation du faisceau de rayons X sur les organes porteurs de la tumeur peut
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permettre de réduire ces risques. Finalement le caractére réversible de I'action du siARN permet

également de limiter dans le temps l'impact d'effets secondaires de ciblage non spécifique.

» Pour conclure, les résultats obtenus lors de ma thése ont permis de mettre en évidence un nouveau
nanosysteme capable de transfecter in vitro des siARNSs ciblant la réponse télomérique et de rendre plus
radiosensibles aprés irradiation des cellules tumorales traitées. Cette étude offre par la suite de belles
potentialités in vivo et a permis le développement d'une approche novatrice basée sur la multi-modalité

de traitements thérapeutiques contre le cancer du poumon.
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1. Synthése des nanoparticules d'or

La plupart des produits chimiques utilisés pour cette partie provient de Sigma-Aldrich (France). Les
peptides SG-R2 (Gly-Cys-Glu-Arg-Arg ; 619,71 g/mol), CR3 (Cys-Arg-Arg-Arg ; 589,76 g/mol) et CRy(Cys-
Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg ; 1526,97 g/mol) ont été préparés par GenScript (Pays-Bas) avec

un degré de purification >95%. Les synthéses ont été réalisées en utilisant de I'eau ultra pure.

Les nanoclusters d’or AUNC-CR3 stabilisées avec 25%vol de glutathion (SG) et 75%uvol de peptide CR3sont
synthétisées en utilisant un ratio molaire Au / Ligand / NaBH4 = 1/2/0.0125. Briévement, les peptides
CRs et SG sont mélangés dans 3 mL d’'eau puis 96 pL d’une solution de chlorure d’Au(lll) hydratée
(HAuCl4.3H20) a 20 mM sont ajoutés sous agitation a 500 rpm. Le pH a ensuite été ajusté a 9 avec une
solution d’NaOH 1 M avant I'ajout goutte a goutte de 24 pL d’une solution fraichement préparée de NaBH4
1 mM, le tout gardé sous agitation pendant 30 min. Finalement le pH est baissé jusqu’a 2 via addition
d’'HCL 1 M et la solution est laissée sous agitation a 350 rpm pendant 4 h supplémentaires. Aprés cela,
la solution subit une précipitation dans un mélange eau / éthanol (ratio volume 30 / 70) puis trois lavages
avec des filtres Amicron de 3 kDa sont effectués afin d'dter les produits résiduels et récupérer les AuNPs
passant a travers le filtre. Cette solution de AUNC-CRs3 est ensuite lyophilisée et stockée a 4 °C avant
utilisation. Le méme protocole est utilisé pour la préparation de la solution de AUNC-CRg. Les AUNC-SG-

R2et AUNC-SG (contenant 100%voi de SG) ont été préparées comme décrit dans le protocole [226].

2. Electrophorese sur gel d‘agarose

Afin d’évaluer la mobilité électrophorétique des AuNCs complexées ou non avec les siARNs, des
expériences d’électrophorése sont réalisées sur gel d'agarose a 4 %, préparé dans un tampon composé
de tris(hydroxyméthyl) aminométhane 0,2 M et de glycine 2 M dilués dans de I'eau ultra pure ajusté a pH
7 avec de 'HCI 1 mM. La complexation des siARNs aux AuNCs a différents ratios de masse et la formation
d’auto assemblage se fait dans 'eau sans RNAse a pH 7, pendant 30 min a température ambiante. Avant
dépdt dans le gel, 2 uL d’'une solution de glycérol sont ajoutés & 20 pL de solution de AUNCs (2 mg/mL).
Finalement, 20 L de ce mix sont déposés dans les puits du gel. La migration est réalisée avec le méme
tampon tris-glycine et avec un équipement BioRad PowerPac HC a 100 V pendant 45 min. Pour visualiser
le signal émis par les AuNCs, une premiére révélation du gel est faite avec un appareil BioRad Chemidoc
avec une excitation allant de 350 a 633nm (filtre infrarouge proche QDot705). Le méme gel est ensuite
incubé dans une solution de SYBR Gold (Invitrogen) dilué au 1/1000éme dans du tampon de migration
pendant 30 min sous agitation douce a température ambiante et une seconde révélation est réalisée avec

le méme appareil afin de visualiser cette fois ci les bandes liées aux siARNSs.
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3. Mesure de Potentiel Zéta et diffusion dynamique de la lumiére (DLS)

Les mesures de Potentiel z&ta et de DLS ont été réalisées via un Zetasizer (Malvern Panalytical) au
CERMAY de Grenoble. Les mesures ont été faites a chaque fois en triplicats, a 25 °C, en utilisant I'eau

comme dispersant (indice de réfraction = 1.33 et viscosité = 0,89 mPa).

4. Mesures optiques

Les spectres d’absorbance des AuNPs ont été mesurés de 200 a 900 nm avec un spectrophotométre
UV-visible Lambda 650 (PerkinElmer).

Concernant les spectres de fluorescence des AuNPs, les mesures sont faites avec un spectrofluorométre
FS 5 (Edinburgh Instruments) entre 470 et 870 nm (Aexc = 450 nm).

5. Culture cellulaire et transfection de siARN anti TRF2

Les lignées A549 (cellules épithéliales d'adénocarcinome pulmonaire ; ATCC CCL-185) ont été
maintenues dans du milieu de culture RPMI (Gibco-Life Technologies) supplémenté avec 10% de sérum

de veau feetal inactivé et gardées a 37 °C en atmosphére humide avec 5 % de CO..

Les lignées HT-29 (cellules épithéliales d’adenocarcinome colorectal ; ATCC HTB-38) ont été maintenues
dans du milieu de culture McCoy’s (Gibco-Life Technologies) supplémenté avec 10% de sérum de veau

feetal inactivé et gardées & 37°C en atmosphére humide avec 5% de COa.

Les lignées SK-Mel28 (mélanome ; ATCC HTB-72) ont été maintenues dans du milieu de culture DMEM
(Gibco-Life Technologies) supplémenté avec 10% de sérum de veau feetal inactivé et gardées a 37°C en

atmosphere humide avec 5% de COs..

Pour la transfection, les cellules sont ensemencées dans des plaques 6 puits a raison de 1.10° cellules
par puits. A environ 50 % de confluence, le milieu de culture est retiré et remplacé par 1 mL de milieu de
culture OptiMEM (Gibco-Life Technologies). En paralléle, 300 pmol de siARN anti TRF2 (Eurogentec ; 5™
CGGCUUUCAUUUCCACAGAAU-3') ou  siARN  contréle luciférase  (Eurogentec; 5'-
GCUUGAAGUCUUUAAUUA-3) sont mixés avec les AuNPs a différents ratios de masse. La
complexation des siARNs aux AuNPs et la formation d’auto assemblage se réalisent dans 200 pL d’eau
sans RNase a pH 7, pendant 30 min a température ambiante. Les produits de Lipofectamine RNAiMax
(Thermofischer) ou d'INTERFERIn (Polyplus) sont utilisés en guise de contréles positifs de transfection
et sont mixés aux siARNs selon les protocoles des fournisseurs. Les solutions de transfection sont ensuite

ajoutées goutte a goutte dans chaque puits et les cellules sont incubées pendant 4 h a 37 °C. Finalement,
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2 mL de milieu de culture RPMI 10% SVF sont ajoutés dans chaque puits et les cellules sont réincubées
a 37 °C. Apres 24h une deuxieéme dose du mix de transfection réalisé dans les mémes conditions est
ajoutée aux cellules qui sont alors laissées 24 h supplémentaires a 37°C. Chaque condition a été réalisée

a minima trois fois lors de manipulations indépendantes.

6. Cytotoxicité

Les cellules A549 sont ensemencées dans des plaques 96 puits a raison de 8.104 cellules par puits. A
environ 30-50 % de confluence, le milieu de culture est retiré de chaque puits et remplacé par 90pL de
AuNCs, préalablement filtrés avec des filtres stériles PVDF de 0,22 um (Perkinelmer), dilués dans du
milieu de culture a des concentrations allant de 25 a 100 mg/mL. Aprés 72h d'incubation a 37°C, 10uL
de réactif PrestoBlue (Invitrogen A13262) sont ajoutés dans chaque puits et la plaque est incubée 3h
supplémentaires a 37°C. Le signal d’absorbance lié & la réduction de la résazurine en résorufine
fluorescente est finalement mesuré dans chaque puits a 570 nm en utilisant 600 nm comme longueur

d’onde de référence avec un lecteur de plaque Tecan.

7. Western Blot

Les protéines totales ont été extraites des cellules aprés transfection avec les complexes AUNCs/siARNs
et quantifiées en utilisant un kit Micro BCA (Thermo Fisher). Briévement, 40 ug d’extraits protéiques sont
déposés sur un gel de polyacrylamide 10 %. Aprés leur migration dans un tampon de migration (Tris-
Glycine-SDS) ils sont électrotransférés pendant 1 heure a 100V sur une membrane de polyfluorure de
vinylidéne (PVDF) préalablement activée avec de I'éthanol 96 %. La membrane est ensuite saturée avec
un mélange TBS 1X Tween20 lait 5% et incubée toute la nuit a 4 °C avec un anticorps primaire anti TRF2
(souris, monoclonal ; Novus NB100-56506) ou anti YH2AX (lapin, polyclonal, Abcam AB11174). Aprés
trois lavages de 10 min avec du TBST 1X la membrane est incubée avec un anticorps secondaire couplé
a de la peroxydase de raifort (HRP) ciblant les IgG de lapin. Aprés ajout du substrat ECL (BioRad) de la
HRP, le signal correspondant au produit de la réaction catalysée par la HRP est détecté a 'aide d’une

caméra Vilber (Fusion FX) et quantifiée avec le logiciel ImageJ.
8. Microscopie confocale a fluorescence

Pour les études des auto-assemblages AuNCs-siARN et 24h avant I'expérience, 1.10% cellules sont
ensemenceées dans des lamelles Nunc Lab-Tek 4 puits (ThermoFisher; 155383). Le lendemain, le milieu
de culture est retiré et remplacé par 500 uL de milieu de culture OptiMEM (Gibco-Life Technologies). En
parallele, 300 pmol de siARNSs ciblant la luciférase marqué avec de la Cyanine 5.5 sont mis en contact

avec les AuNCs a différents ratios de masse AuNCs : siARNSs, 8 :1 pour le AUNC-SG-Rz, 5:1 pour le
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AuNC-R3 et 3:1 pour le AuNC-CRq. La complexation des siARNs aux AuNPs et la formation d’auto
assemblage se réalisent dans 200 L d’eau sans RNAse a pH 7, pendant 30 min a température ambiante.
Les réactifs Lipofectamine RNAiMax (Thermofischer) ou INTERFERIn (Polyplus) sont utilisés comme
contréles positifs de transfection et mixés aux siARNs selon les protocoles des fournisseurs. Les solutions
de transfection sont alors ajoutées goutte a goutte dans chaque puits et les cellules sont incubées 4 h a
37 °C. Par la suite le milieu de culture est retiré et les cellules sont lavées trois fois avec du tampon
phosphate salin (PBS) 1X (Gibco-Life Technologies). Les membranes cellulaires sont visualisées par
marquage de I'actine au CellsMask Green (ThermoFisher) dilué au 1/1000éme pendant 15 min a 37°C
dans du milieu de culture DMEM sans rouge de phénol (Gibco-Life Technologies). Les cellules sont
ensuite fixées avec du paraformaldehyde 4 % (Sigma-Aldrich) dilué dans du PBS 1X pendant 10 min a
37 °C et lavées trois nouvelles fois au PBS 1X. L'internalisation cellulaire des complexes AuNCs/siARNs
est visualisée en utilisant un microscope Zeiss LSM7 Live (dynascope) équipé de lasers qui excitent a
405, 488 et 561 nm a I'objectif x64 sous immersion (huile). La quantification de la fluorescence est réalisée
avec le logiciel ImageJ.

Pour les études sur les glycoconjugués et 24h avant I'expérience, 1.105 cellules sont ensemencées dans
des lamelles Nunc Lab-Tek 4 puits (ThermoFisher; 155383) en utilisant un milieu de culture pauvre en
glucose (DMEM, Gibco-Life Technologies, 1 g/L D-GIc). A environ 70 % de confluence, le milieu de culture
est retiré et les cellules sont incubées avec les glycoconjugués mono- ou tétravalents fluorescents dilués
dans du milieu de culture a une concentration finale de 10 uM et a différents temps d'incubation. Les
cellules sont ensuite lavées trois fois avec du PBS 1X (Gibco-Life Technologies) et les membranes
cellulaires sont marquées avec du CellsMask Green (ThermoFisher) dilué au 1/1000¢me dans du milieu
de culture DMEM sans rouge de phénol (Gibco-Life Technologies). Les cellules sont ensuite fixées avec
du paraformaldehyde 4 % (Sigma-Aldrich) dilué dans du PBS 1X pendant 10 min a 37 °C et lavées au
PBS 1X. L'internalisation cellulaire des glycoconjugués fluorescents est visualisée en utilisant un
microscope Zeiss LSM7 Live (dynascope) équipé de lasers qui excitent a 405, 488 et 561 nm a I'objectif

x64 sous immersion (huile). La quantification de la fluorescence est réalisée avec le logiciel ImagedJ.

9. Irradliation et test clonogénique

Des quantités croissantes de cellules A549 préalablement transfectées avec des AUNCs-siARN ont été
ensemencées dans des plaques 6 puits. Apres adhérence des cellules, celles-ci ont été irradiées a des
doses croissantes d'irradiation allant de 0 a 10 Grays. L'irradiation des cellules est réalisée a
I'Etablissement Frangais du Sang (EFS, La Tronche). Les plaques sont ensuite incubées a 37°C pendant
une durée équivalente & au moins six divisions cellulaires (environ deux semaines). Par la suite, les

cellules sont lavées avec du PBS 1X, fixées avec 1mL d’'une solution de glutaraldehyde 6% (Sigma-
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Aldrich G5882) et colorées au cristal violet 0,5% (MERCK, V5265-500ML). Les cellules sont incubées au

moins 30 minutes & température ambiante. Elles sont ensuite lavées précautionneusement a I'eau du

robinet. Finalement les plaques contenant les colonies sont laissées séchées a température ambiante et

les colonies ont été dénombrées 10 jours apreés la coloration.

La procédure standard consiste a compter a l'aide d'un stéréomicroscope et d'un compteur de colonies
automatique. On détermine dans un premier temps le facteur « PE » des cellules contréle, c'est-a-dire la
fraction des colonies provenant de cellules non exposées au traitement. Dans chaque expérience, le PE

doit étre déterminé, car de petits changements dans les conditions peuvent influencer ce facteur.

PE = (Nombre de colonies formées / Nombre de cellules ensemencées) x 100

La fraction de cellules survivantes aprés un traitement « SF » est ensuite calculée en tenant compte du

PE avec la formule suivante :

SF = Nombre de colonies formées apres le traitement x (Nombre de cellules ensemencées x PE)

10. Cytométrie en flux

La veille, 4.10% cellules sont ensemencées dans des plaques 6 puits en utilisant un milieu de culture
pauvre en glucose (DMEM, Gibco-Life Technologies, 1 g/L D-GIc). A environ 70 % de confluence, le
milieu de culture est retiré et les cellules sont incubées avec les glycoconjugués mono- ou tétravalents
fluorescents dilués dans du milieu de culture a une concentration finale de 10 uM et a différents temps
d’incubation. Les cellules sont ensuite lavées avec du PBS 1X (Gibco-Life Technologies), resuspendues
avec de la Trypsine-EDTA (Gibco-Life Technologies) et collectées dans des tubes Eppendorfs de 1.5 mL.
Aprés centrifugation 5 min a 1500 rpm et trois lavages avec du PBS 1X, les cellules sont ensuite fixées
au paraformaldehyde 4 % (Sigma-Aldrich) dilué dans du PBS 1X pendant 10 min & 4 °C. Finalement les
cellules sont de nouveau lavées au PBS 1X et I'interaction cellulaire avec les glycoconjugués fluorescents
est analysée par cytométrie en flux (Accuri C6 BD ou Attune NxT ThermoFisher). Les différents niveaux

d’intensité de fluorescence sont mesurés avec le logiciel FSC Express 6.

11. Synthéses chimiques

a. Matériels, méthodes et équipements

Tous les réactifs chimiques utilisés proviennent de SigmaAldrich (Saint Quentin Fallavier, France) ou
Acros (Noisy-Le-Grand, France) et ont été utilisés sans purification supplémentaire. Tous les acides

aminés protégés ainsi que la résine Fmoc-Gly-Sasrin® sont obtenus auprés d'Advanced ChemTech
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Europe (Bruxelles, Belgique), de BachemBiochimie SARL (Voisins-Les-Bretonneux, France) et de France

Biochem S.A. (Meudon, France).

Caractérisations analytiques :

Pour les suivis des réactions, des RP-HPLC sont réalisées a différents temps sur un module de séparation
Waters alliance 2695, équipé d'un détecteur UV/visible Waters 2489. Les analyses ont été réalisées a
1,23 mL.min"" (Waters XBridge Shield, C18, 3,5 um, 100x4,6 mm) avec un suivi UV a 214 nm et 250 nm
en utilisant un gradient linéaire de solvant A-B (solvant A : 0,1 % de CF3COzH dans I'eau ; solvant B : 0,1
% de CF3CO2H dans l'acétonitrile). Les échantillons ont été préparés dans I'eau avec un ajout éventuel

d’acétonitrile.

Les spectres RMN de proton sont réalisés avec un spectrométre BrukerAvance Il 500 MHz et les
déplacements chimiques (d) ont été rapportés en parties par million (ppm). Les spectres ont été
référencés par rapport aux pics de solvant de proton résiduel par rapport au signal de I'eau désionisée

(D20 ; 4,79 ppm pour 1 proton).

Les analyses de spectrométrie de masse a haute résolution (HRMS) ou ionisation par électronébuliseur
(ESI) ont été effectuées soit sur un Waters Xevo® G2-S QTof, soit sur un Thermo Scientific MS-ESI/LTQ
Orbitrap XL sur le plateau de spectrométrie de masse PCN-ICMG du DCM NanoBio a Grenoble.

Purifications :

La purification des composés est réalisée par chromatographie en phase liquide a haute performance
(RP-HPLC semi-préparative; Waters) composé d'un controleur Waters 600 et d'un détecteur double
absorbance Waters 2487. Elle a été effectuée a 22 mL.min-" (Waters XBridge PrepShield C18, 5 um,
250x19 mm) avec contréle UV a 214 nm et 250 nm en utilisant un gradient linéaire de solvant A-B (solvant

A 0,1% d'acide formique dans I'eau ; solvant B : 0,1% d'acide formique dans l'acétonitrile).

b. Procédures générales de synthése

Procédure générale 1: Cycloaddition azoture-alcyne catalysée par le cuivre (CUAAC)

Une solution de CuSO4-5H20 (0,1 éq par alcyne), de THPTA (0,2 éq par alcyne) et d'ascorbate de sodium
(1 éq par alcyne) dans du tampon PBS 1X (500 uL, pH 7,5) a été ajoutée a une solution contenant un
azoture (PEG ou RAFT, 1 éq) et du Glc propargylé (4,4 éq) dans 500 uL d'un mélange 1:1 de DMF / PBS
1X (pH 7,5). Le mélange est ensuite dégazé sous argon et agité a température ambiante pendant 2 h.
Afin d'éliminer le cuivre résiduel, une résine Chelex® est ajoutée au mélange réactionnel pendant 45 min

sous agitation. La résine est finalement filtrée et le brut réactionnel purifié par RP-HPLC semi-préparative.
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Procédure générale 2 : Synthese peptidique sur support solide (SPPS)

Les peptides utilisés ont été synthétisés manuellement par SPPS en stratégie Fmoc/Boc (9-
fluorenylmethoxycarbonyl/tert-butoxycarbonyl). La synthése a été réalisée dans un réacteur en
polypropylene (type seringue ; 150 mL #5147808 Grace SA, USA) fixé sur un agitateur (IKA Vibrax VXR
basic, USA) et équipé d’un filtre en verre fritté puis d’un robinet sur la partie inférieure pour le passage
des solutions de réactions. De la résine SASRIN-Gly-Fmoc (loading = 0,79 mmol/g) ou Chlorotrityle
(loading = 0,74 mmol/g) est ajoutée dans le réacteur et gonflée par ajout successif de dichloromethane
(DCM) et de dimethylformamide (DMF; 10 mL par gramme de résine pendant 10 minutes). Elle est ensuite
traitée avec une solution de DMF/pipéridine (80/20) (2 fois 10 minutes) pour enlever le Fmoc présent sur
la glycine. Du DMF (6 fois 10mL) est ajouté pour laver la résine et retirer les traces de pipéridine. Le
couplage avec 'acide aminé suivant est réalisé dans du DMF (10 mL par gramme de résine) dans lequel
sont solubilisés I'acide aminé protégé par un groupement Fmoc (2 éq) activé par ajout de PyBOP (2 éq.)
et de DIPEA (4-5 éq). Le mélange réactionnel est laissé sous agitation pendant 45 minutes. Finalement,
la résine est lavée 5 fois pendant 10 minutes avec du DMF (10 mL par gramme de résine) et de nouveaux
cycles de déprotection/couplage acide aminé suivant sont réalisés jusqu’a obtention du peptide linéaire

complet.
Procédure générale 3 : Décrochage de la résine

Les peptides synthétisés sur résine sont traités 10 fois 10 minutes (10 mL par gramme de résine) avec
une solution d’acide trifluoroacétique (TFA)/DCM (1:99). La solution est récupérée et I'excés de TFA est
neutralisé par ajout de DIPEA avant concentration sous pression réduite. Les peptides sont resolubilisés

dans un minimum de DCM et précipités avec de I'éther diéthylique.
Procédure générale 4 : Coupure des groupements protecteurs Boc

Les peptides protégés par des groupements Boc sont dissous dans 20 mL d'un mélange de TFA/DCM
(50:50) et le mélange réactionnel est laissé 15 minutes a température ambiante. Le mélange de solvants
est ensuite éliminé par évaporation. Les produits sont précipités dans de I'éther diethylique et séchés
sous vide pour obtenir un brut déprotégé. lls sont finalement purifiés par RP-HPLC semi-préparative afin

d'obtenir des produits déprotégés.
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c. Synthése et caractérisations

1-O-propargyl-D-Glucopyrannoside (composé n°1)

1 a été synthétisé suivant la procédure décrite par Abellan Flos, Garcia Moreno [248], ultérieurement

dans I'équipe.
OH

A

OH

1
CoH140s
MW : 218,21 g/mol

6-O-propargyl-D-Glucopyrannoside (composé n°5)

5 a été synthétisé suivant la procédure décrite par Ekholm, Pynndénen [249] a partir de D-Glucose (1

g, 5,55 mmol) et a été obtenu avec un rendement global de 98% (0,98 g).
~

HO

HO
OH OH

5
CoH140s
MW : 218,21 g/mol

RMN : Les données sont en accord avec ceux de la littérature Ekholm, Pynndnen [249].
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Synthése de la plateforme cyclodécapeptide (4N3-RAFT ; composé n°6)

Etape 1 : Peptide linéaire protégé.

Le peptide linéaire protégé P1 a été synthétisé par SPPS avec une résine SASRIN-Gly (500 mg) et

suivant la procédure générale 2.

N3 N3 N3 N
I I | I
H—Llys — Lys — Lys — Pro —Gly —Lys — Ala — Lys — Pro — Gly — OH
I

Boc

P1
CsoHgsN23012
MW : 1124,4 g/mol

Etape 2 : Peptide cyclisé protégé.

Le peptide P1 est décroché de la résine en suivant la procédure générale 3. Pour la cyclisation, il est
ensuite dissout dans un mélange DMF/DCM (10:90) et DIPEA (200 uL; 3 éq) puis du PyBOP (310 mg;
1,5 éq) est ensuite ajouté (calculé sur la base du loading de la résine). Le mélange réactionnel est
ensuite laissé sous agitation pendant une nuit. La solution est ensuite concentrée sous pression réduite
et le résidu est resolubilisé dans un volume minimale de DMF. Finalement, de I'éther diéthylique est

ajouté pour obtenir un produit brut P2 sous forme d’une poudre blanche aprés filtration et séchage.
N3 N3

N3 I N3 |

_|—"Lys —Lys
~N

-

Gly “Ala

Pro

S L
~ ys
Pro Lys/ NG{

Boc

P2
CsoHgsN23014
MW : 1206,4 g/mol

Etape 3 : Peptide cyclisé déprotégé.
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La plateforme cyclodécapeptidique (RAFT-4N3) 6 est obtenue en déprotégeant P2 via la procédure

générale 4. Aprés évaporation du solvant le produit est purifié par RP-HPLC.

Pro

N3 | N3|

Gly’\ SAla”

N3 N3

_~Lys _Lys

~

Pro
Lys Lys
~ g Y
Lys N(;{
6
CarH77N23010
MW : 1124,3 g/mol

RP-HPLC : 20% en solvant B pendant 3 min puis gradient 20-100% pendant 15 min, Rt =4 min
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Synthése du Glycocomposé fluorescent Glucose monovalent (1-O-prop-D-Glc-PEG-FITC;

composé n°12)

Etape 1 : PEG-N3 protégé (composé n°9)

Le produit 9 a été obtenu par couplage entre une chaine PEG protégée par un groupement trityl (7,6
mg; 1,66.10-# mol) et un ester d’acide azidoacétique (1,66.10-* mol) en milieu basique avec ajout de
DIPEA (58 pL; 2 éq) 2 h sous agitation a température ambiante. Le solvant est ensuite évaporé sous
pression réduite et le produit purifié sur une colonne de silice dans un mélange DCM/Méthanol (95/5).
Les fractions d’élution sont récupérées et évaporées sous pression réduite. Le produit est alors séché

sous pompe a vide et utilisé sans purification supplémentaire.

H
TrtHN \/\/OV\O/\/OWNY\Ns
o

9
C31H39N504
MW : 545,3 g/mol

Etape 2 : PEG monosubstitué avec un 1 Glc en C1 (composé n°10)

Le produit 10 est obtenu en greffant un 1-O-propargyl-D-Glc (30 mg; 1,37.10-# mol; composé 1) avec
le produit 9 (111,7 mg; 1,5 éq) précédemment obtenu par CUAAC en suivant la procédure générale
1. Le solvant est évaporé sous pression réduite et les groupement trityl sont retirés dans un mélange
TFA/H20/Triisopropylsilane (95/4/1) 20 min sous agitation a température ambiante. Aprés évaporation

du solvant le produit 10 est purifié par RP-HPLC et est obtenu avec un rendement de 96% (103 mg).

o) Ni’}Vo HO &K
Y
HO

10
C21H39N5010
MW : 521,3 g/mol

RP-HPLC : Gradient 5-80% en solvant B, Rt = 1,5 min
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Etape 3 : PEG monosubstitué avec un 1 Glc en C1 et marqué a la fluorescéine (1-O-prop-D-

Glc-PEG-FITC; composé n°12)

de 12%.

Le produit 10 (25 mg; 4,8.10-5 mol) précédemment obtenu est solubilisé dans 2 mL de DMF avant ajout
de DIPEA (25 pL; 3 éq). De lisothiocyanate de fluorescéine (28 mg; 1,5 éq) est ensuite ajouté et le
mélange réactionnel est laissé 15 min sous agitation a I'abris de la lumiére. Aprés purification par RP-

HPLC etlyophilisation le produit 12 pur est récupéré sous forme d’une poudre jaune avec un rendement

HO,

(0 o®
(0]
O 0 S o N=N
(0]

[}

O NXN/\/\O/\/O\/\O/\/\NKNJ\/ HO oH
HoH

HO ©

H
OH
HO
12
Ca2H50N6O15S
MW :910,3 g/mol

RP-HPLC : Gradient 5-100% en solvant B, Rt = 6 min

ESI-MS(+) : m/z calculé pour [M+H]+ =910,31; m/z trouvé = 909,28
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Synthése du Glycocomposé fluorescent Glucose monovalent (6-O-prop-D-Glc-PEG-FITC;

composé n°13)

Etape 1 : PEG-N3 protégé (composé n°9)

Le méme protocole que pour le composé 12 est suivi.

H
TrtHN \/\/O\/\()/\/O\/\/N\n/\N3

9
C31H39N504
MW : 545,3 g/mol

Etape 2 : PEG monosubstitué avec un 1 Glc en C6 (composé n°11)

Le produit 11 est obtenu en réalisant le méme protocole que pour le produit 10, en utilisant du 6-O-
propargyl-D-Glc (30 mg; 1,37.104 mol; composé 5). Aprés purification par RP-HPLC et lyophilisation

le produit 11 pur est récupéré avec un rendement de 100%.

OH
OH
(0]

N=N OH

1
H2N/\/\O/\/o\/\0/\/\ J\/N\/)\/ OH

11
C21H39N5010

MW : 521,3 g/mol

RP-HPLC : Gradient 5-80% en solvant B, Rt = 1,5 min

Etape 3 : PEG monosubstitué avec un 1 Glc en C6 et marqué a la fluorescéine (6-O-prop-D-
Glc-PEG-FITC; composé n°13)
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Le produit 13 est obtenu en réalisant le méme protocole que pour le produit 12 a partir du produit 11
(25 mg; 4,8.10-° mol) et de la fluorescéine (28 mg; 1,5 éq). Aprés purification par RP-HPLC et
lyophilisation le produit 13 pur est récupéré sous la forme d’une poudre jaune avec un rendement de

avec un rendement de 16%.

OH
O o—+° 0%
OH

13
Ca2Hs0NeO15S
MW : 910,3 g/mol

RP-HPLC : Gradient 5-100% en solvant B, Rt = 6 min

ESI-MS(+) : m/z calculé pour [M+H]+ =910,31; m/z trouvé = 909,28
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Synthése du Glycocomposé fluorescent Glucose tétravalent (1-O-prop-D-Glc-RAFT-PEG-

FITC; composé n°17)

Etape 1 : RAFT-4N3 portant un PEG (composé n°14)

Une RAFT-4Ns (50 mg; 4,71.10-5mol; composé n°6) obtenu précédemment est solubilisé dans 500 pL
de DMF. En paralléle, un Fmoc-PEG-COOH (41 mg; 2 éq) est solubilisé dans 500 uL DMF auxquels
on ajoute du PyBOP (49 mg; 2 éq) et de la DIPEA (25 pL; 3 éq) 30 min sous agitation a température
ambiante. Les solutions contenant le RAFT-4Ns et le PEG sont ensuite mixées et laissées 1 h sous
agitation a température ambiante. Aprés purification par RP-HPLC et évaporation sous pression réduite
lintermédiaire réactionnel est resuspendu dans un mélange DMF/pipéridine (80/20) pendant 2 h pour
enlever le groupement protecteur Fmoc présent sur le PEG. Aprés évaporation sous pression réduite
le produit 14 est repris dans 1 mL de DMF et 3 mL d’acétonitrile. Il est finalement purifié par RP-HPLC

et lyophilisé pour étre obtenu avec un rendement de 62% (37 mg).
N3 N3

L

N3 |ys Lys
Gy A

Pro
/ Lys Lys l
Pro™ 5 SLys™ d aly

0 O/\’to\/\NHz

14
CssHasN24014
MW : 1326,7 g/mol

(14 intermédiaire) RP-HPLC : Gradient 5-80% en solvant B, Rt = 11 min

(14) RP-HPLC : Gradient 5-80% en solvant B, Rt = 7 min

Etape 2 : RAFT tétrasubstitué avec 4 Glc en C1 et portant un PEG (composé n°15)
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Le produit 15 est obtenu en greffant un 1-O-propargyl-D-Glc (49 mg; 6 €q; composé 1) avec le produit
14 (50 mg; 3,76.10-5 mol) précédemment obtenu par CuAAC en suivant la procédure générale 1. Le

produit est finalement purifié par RP-HPLC et lyophilisé avec un rendement de 94% (48,3 mg).

N
HO : o)
or N " o OH
NN N”J) OH
N-N N
_Lys Lyss_
Gl Y ~pla—F ~Pro

15
Co2H150N24038
MW : 2200,3 g/mol

RP-HPLC : Gradient 5-60% en solvant B, Rt = 3 min

Etape 3 : RAFT tétrasubstitué avec 1 Glc en C1 et marqué a la fluorescéine (composé n°17)

Le produit 15 (23 mg; 1,04.10-° mol) précédemment obtenu est solubilisé dans 2 mL de DMF avant
ajout de DIPEA (3,6 uL; 2 éq). De l'isothiocyanate de fluorescéine (6 mg; 1,5 éq) est ensuite ajouté et
le mélange réactionnel est laissé 15 min sous agitation a I'abris de la lumiére. Aprés purification par
RP-HPLC et lyophilisation le produit 17 pur est récupéré sous forme d'une poudre jaune avec un
rendement de 72% (19,4 mg).

HO\\_—0 y, OH
HO o o ?//\X/on
OH
OH OH
k N—( N—(
o \ i\ H
HO o. N ) N D y OH
HO / N N o'\ OH
OH J N o
N7y N OH
N-N N—
_Lys Lys:—
Gy TAlaT ro

C113H161N25043S
MW : 2589,7 g/mol
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RP-HPLC : Gradient 5-60% en solvant B, Rt = 9 min

ESI-MS(+) : m/z calculé pour [M+H]+ = 2590,69 ; m/z trouvé = 2589,08

Synthése du Glycocomposé fluorescent Glucose tétravalent (6-O-prop-D-Glc-RAFT-PEG-

FITC; composé n°18)

Etape 1 : RAFT-4N3 portant un PEG (composé n°14)

Le méme protocole que pour le composé 17 est suivi.

N3 N3

§N3

N3 Lys Lys.
Gly” Yo~ ¥ Pro

/ L Lys
Pro— yS\Lys/ Y \Gly

o 0/\+20\/\NH2

14
Cs6HoaN24014
MW : 2589,7 g/mol

(14 intermédiaire) RP-HPLC : Gradient 5-80% en solvant B, Rt = 11 min

(14) RP-HPLC : Gradient 5-80% en solvant B, Rt = 7 min

Etape 2 : RAFT tétrasubstitué avec 4 Glc en C6 et portant un PEG (composé n°15)

Le produit 16 est obtenu en réalisant le méme protocole que pour le produit 15, en utilisant du 6-O-
propargyl-D-Glc (34,4 mg; 6 éq; composé 5) etle composé 14 (35 mg; 2,63.10-5 mol). Aprés purification
par RP-HPLC et lyophilisation le produit 16 pur est récupéré avec un rendement de 100% (35 mg).

180/208



Partie expérimentale

16
Co2H150N24038
MW : 2589,7 g/mol

RP-HPLC : Gradient 5-60% en solvant B, Rt = 3 min

Etape 3 : RAFT tétrasubstitué avec 4 Glc en C6 et marqué a la fluorescéine (composé n°18)

Le produit 18 est obtenu en réalisant le méme protocole que pour le produit 17 a partir du produit 16
(14 mg; 6,36.10-6 mol) et de la fluorescéine (3,7 mg; 1,5 éq). Aprés purification par RP-HPLC et
lyophilisation le produit 18 pur est récupéré sous la forme d’une poudre jaune avec un rendement de

avec un rendement de 33% (4,7 mg).

HOHO HOHO

OH OH
%w §OH
OHOH o} [} HO
OH
AN
Ho™ © N‘N N o
A N OH
Ny i oH
=N
_Lys Lys;—
Gly” 2 \Ala/;;f Pro

Lys /
Lys™ Y ~aly

Oj\/TO/\tOV\NH

o

NH

(o) i
&O @
HO (6} OH

18
C113H161N25043S
MW : 2589,7 g/mol

RP-HPLC : Gradient 5-60% en solvant B, Rt = 9 min

ESI-MS(+) : m/z calculé pour [M+H]+ = 2590,69 ; m/z trouvé = 2589,08
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Synthése du Glycoconjugué fluorescent Glucose tétravalent (6-O-prop-D-Glc-RAFT-PEG-

Cyab; composé n°19)

Le produit 16 (5 mg; 2,27.10-6 mol) préalablement obtenu est solubilisé dans 1 mL de DMF avant ajout
de DIPEA (1 éq). De la sulfo-Cyanine5 NHS ester (1,9 mg; 1,1 éq) est ajoutée et le mélange réactionnel
est laissé 30 min sous agitation a température ambiante et a I'abris de la lumiére. Le produit est alors
purifié par RP-HPLC avant d’étre lyophilisé et récupéré sous forme d’une poudre bleue avec un

rendement de 63% (3,2 mg). HO.HO, HO HO

19
Ci124H185N26045S2
MW : 2824,0 g/mol

RP-HPLC : Gradient 0-40% en solvant B, Rt = 20 min

ESI-MS(+) : m/z calculé pour [M+H]+ = 2825,07 ; m/z trouve = 2824,23
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Partie expérimentale

Synthése du Glycoconjugué Glucose tétravalent portant une chaine d’arginine (6-O-prop-D-

Glc-RAFT-Arg2-Acide lipoique; composé n°26)

Etape 1 : 2 Arginines portant un propargyle et un ethyléenediamine (peptide 23)

Le peptide 23 a été synthétisé par SPPS avec une résine Chlorotrityle (1 g; loading 0,74 mmol/g) eten
suivant la procédure générale 2. Une molécule d’'éthylenediamine (200 uL; 4 éq) est dans un premier
temps couplée a la résine avant ajout de deux acides aminés arginines. De I'acide pentynoique (150
mg; 4 éq) est ensuite ajouté du cdté N-ter de I'arginine par couplage peptidique avec du PyBOP (1,5
;4 éq) etde la DIPEA (128 pL; 4 éq) dans du DMF. Le peptide 23 est finalement détaché de la résine
en suivant la procédure générale 3, évaporé sous pression réduite puis repris dans un minimum de

DMF avant d’étre précipité avec de I'éther diethylique.
NH,

HN NH
o} H (0]
//\)’LN N\/U\N/\/NHZ
Z H g j H

HN

Ho,N SNH
23

C18H34N1003
MW : 438,3 g/mol

RP-HPLC : Gradient 0-10% en solvant B pendant 20 min, Rt = 5,4 min

Etape 2 : RAFT tétrasubstitué avec 4 Glc en C6 et portant un azoture (composé n°22)
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Partie expérimentale

Des molécules de 6-O-propargyl-D-Glc (17 mg; 4,4 €q; composé 5) sontdans un premier temps ajoutés
sur un RAFT-4N3 (20 mg; 1,78.10-5 mol; composé 6) par CuAAC en suivant la procédure générale 1
pour obtenir un produit intermédiaire RAFT tétravalent en Glc. Aprés purification par RP-HPLC et
lyophilisation ce produit intermédiaire est obtenu avec un rendement de 79% (15,9 mg). Ce RAFT-4Glc
(15,9 mg; 7,59.10¢ mol) est ensuite resolubilisé dans du DMF auquel on vient ajouter le produit 8 (2,3
mg; 1,5 éq) et de la DIPEA (2,6 uL; 2 éq). Le mélange est laissé 1 h sous agitation & température
ambiante avant d’étre purifié par RP-HPLC et lyophilisé pour obtenir le produit 22 avec un rendement
de 74% (11,9 mg). o HO

Ho . HO

OH
OH
o) o oH
OH
OH N N { o Lo
o N N
‘N N o
HO N
HO & % N° OH
N-N N OH
_Lys Lys;_
Gly’ Yo —pla— Pro

22
CesH136N26035
MW : 2092,9 g/mol

RP-HPLC : 5% en solvant B pendant 3 min puis gradient 5-80% pendant 20 min, Rt =12,5 min

Etape 3 : RAFT tétrasubstitué avec 4 Glc en C6 et portant 2 arginines (composé n°24)

Le peptide 23 (3,4 mg; 1,3 €q.) obtenu précédemment est greffé au composé 22 (11,9 mg; 5,5.106
mol) par CUAAC en suivant la procédure générale 1 pour obtenir le composé 24. Aprés purification

par RP-HPLC et lyophilisation, le produit 24 est obtenu avec un rendement de 50% (5,95 mg).
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Partie expérimentale
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24
C104H170N36038
MW : 2531,2 g/mol

RP-HPLC : 5% en solvant B pendant 3 min puis gradient 5-70% pendant 20 min, Rt =9,4 min

Etape 4 : RAFT tétrasubstitué avec 4 Glc en C6, portant 2 arginines et un acide lipoique

(composé n°26)

Le produit 24 (5,95 mg; 2,35.106 mol) préalablement obtenu est solubilisé dans 1 mL de DMF avant
ajoutde DIPEA (1 uL; 2 éq). Ensuite, le composé 25 (1 mg; 1,5 éq) est ajouté et le mélange réactionnel
est laissé 30 min sous agitation a température ambiante et & I'abris de la lumiére. Le produit 26 est
alors purifié par RP-HPLC avant d’étre lyophilisé et récupéré sous forme d’'une poudre blanche avec

un rendement de 33,7% (2 mg).
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HZNANH

26
C112H182N36039S2
MW : 2589,7 g/mol

RP-HPLC : Gradient 5% pendant 3 min puis 0-40% en solvant B pendant 20 min, Rt = 9,4 min

UPLC-MS : m/z calculé pour [M+H]+ = 2720,28 ; m/z trouvé = 2719,94

186/208



Annexes

187/208



Annexes

Communications et participation a des congres

“ Novembre 2021 : Les Oncoriales ; Cancéropdle Lyon Auvergne Rhone-Alpes ; La Charpiniére

Saint Galmier.

¢ Décembre 2021 : SF Nano 2021 ; Centre des Congres de Angers.

o Flash talk : Présentation de projet de thése en 3 minutes.

+» Juillet 2022 : Journée EUR CBH ; Campus Santé Grenoble

o Présentation de poster: “Development of gold nanoclusters, a sub-family of gold

nanoparticle, as innovative siRNA delivery and radiotherapeutic nanosystem”.

++ Décembre 2022 : SF Nano 2022 ; IRCAD Strasbourg.

o Présentation de poster : “Development of a new theranostic approach targeting telomeric

response in radio-resistant lung cancer cell”.

Formations doctorales suivies

+«+ Formations transversales (46 heures)

ENTRER DANS LA COMMUNAUTE DES CHERCHEURS - B2 - Fabriquer des
documents numériques longs, par exemple sa thése - Making long digital documents /
26 janvier 2023 / 3 heures.

ENTRER DANS LA COMMUNAUTE DES CHERCHEURS -B15- Atelier pratique de prise
en main du modele de these - Workshop : starting with your thesis template / 14 mars
2023/ 3 heures.

MOOC Intégrité scientifique dans les métiers de la recherche - Univ. Bordeaux- session
3 /1 septembre 2020 / 15 heures.

[Anglais] - Communication de base # session 3 (En distanciel) / 3 décembre 2020 / 21

heures.
Intervenir sur un départ de Feu - Manipulation des Extincteurs / 26 avril 2021/ 2 heures.

Gestes de premiers secours / 27 janvier 2022 / 2 heures.
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¢ Poursuite de carriére (24 heures)

o MOOC 'Doctorat et poursuite de carriere'- PADOOC / 13 janvier 2021 / 24 heures.
++ Formations disciplinaires (68 heures)

o Chimie des processus biologiques / 12 mars 2021 / 18 heures.

o Risques chimiques (CNRS) / 14 octobre 2021 / 10 heures.

o Formation a I'expérimentation animale pour les personnes concevant les procédures

expérimentales aux animaux des espéces rongeurs / 7 juin 2022 / 40 heures.
Articles en cours de soumission
+« Mai 2023 : Langmuir.

o « Gold Nanoparticle Translocation Across a Droplet Interface Bilayer via Dark-Field

Microscopy » - Jean-Baptiste Fleury, Sean Moro, Virginie Faure and Xavier Le Guével.
Articles en cours d’écriture

¢+ Pour les travaux réalisés sur la synthése de glycoconjugués et leur étude d'interaction et de

pénétration cellulaire :
o« Improving cellular accumulation of GLUT1-based drug delivery RAFT platform”

+» Pourles travaux réalisés sur la vectorisation d’'un siARN anti-TRF2 via des nanoclusters d’or pour

induire une radiosensibilité cellulaire.

+¢+ Suite a une collaboration avec le Département de Pharmacochimie Moléculaire (DPM, Grenoble)
concernant I'étude par cytométrie en flux de l'interactions cellulaires de cyclopeptides réactifs a

la lumiére :

o « Obtaining more spatiotemporal control in cellular uptake : photoinduced
macrocyclization of cyclopseudopeptides with fast internalization” - Leandro dos Santos,
Sean Moro, Virginie Faure, Myléne Pezet, Pascale Moser, Marie-Ange Lespinasse,

Baptiste Leforestier, Anne Milet, Basile Péres and Yung-Sing Wong.
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des le Master.
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