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Introduction

Le transfert de géne ou plus généralement la theérg@nique, est une approche
thérapeutique proposant d'utiliser des acides mpots (ADN, ARN, oligonucléotides)
comme médicament.

o La premiére stratégie consiste a remplacer un défieent par son homologue fonctionnel.
Celle-ci implique que la maladie a traiter soit duene anomalie de faible ampleur sur un
seul chromosome, gu’on puisse cibler le gene estimueavec un gene réparateur et que ce
dernier puisse s’insérer dans le génome des cell@ette stratégie n’est pas envisageable
dans I'état actuel des connaissances.

o La seconde stratégie consiste a ajouter un geme ldagénome de I'héte. Ce gene peut
s’insérer (au hasard) ou non dans le génome. Ingeda production d'une protéine
thérapeutique ou antigénique.

o La troisieme stratégie, en pleine expansion, sb@siu contraire a réguler I'expression d’'un
géne endogeéne, impliquée dans une pathologie. he géhiculé permet ici d'inhiber ou de
restaurer la production de la protéine correspotedam ciblant TARNm.

Dans les 2 dernieres stratégies, le gene est umcaméeht ou un vaccin. C'est dans cette

perspective que se situent les travaux que j'aeens.

Un des plus grands obstacles au développement ahsfeért cellulaire d’acide
nucléiques est l'absence de vecteurs efficacesoat toxiques. Les premiers vecteurs
développés, dérivés des virus, restent incontoleeabn terme d’efficacité, mais leurs
avantages se réduisent désormais face au contrelilgp démonstration de leur potentiel
toxique. D’autre part, de nouvelles générations\adedeurs synthétiques, parmi lesquels les
liposomes cationiques occupent la premiere plamegilient facilité d’utilisation mais surtout

sécurité et efficacité de plus en plus importante.

Dans le cadre de la thématique de la vectorisaiomavail présenté dans ce mémoire
consiste en l'optimisation et l'utilisation de lgpames cationiques pour le transport
d’oligonucléotides simple-brin, dans un modéievitro de correction d’épissage alternatif
anormal g-thalassémie), et double-brin dans un modéle diitibn de I'expression génique

dans des cellules de cancer du sein.

Dans le laboratoire, nous avons l'avantage de dgper 2 types de vecteurs

synthétiques tres différents : les peptides elipesomes, chacun ayant ses points forts et ses

10



Introduction

inconvénients. L'intérét de cette étude a aussdétéomparer les 2 stratégies permettant la
délivrance d’ON dans les cellul@svitro.

o Dans le chapitre des généralités, jexposeraidigsrses stratégies permettant de cibler
’ARNmM au niveau moléculaire puis je citerai lexhriques de vectorisation actuelles,
permettant le transport d’une molécule d’intér&. piésenterai ensuite les lipides et les
liposomes comme vecteurs d’acides nucléiques, ernvdét leurs structures, leur diversité,
les diverses techniques de formulation permettanted préparer, puis leurs mécanismes
d’entrée dans la cellule et leurs limitations. #erttai par la suite les applications des
systemes de délivrance DLS et des Neutraplex,dipes développés et optimisés dans cette
étude.

o Dans le chapitre des résultats, jexposerai lssltg&s obtenus qui ont fait 'objet de 4
articles publiés et un en préparation. J'y présantes résultats sur I'optimisation de la
délivrance de divers analogues d’oligonucléotides ges liposomes cationiques et la
comparaison entre la vectorisation par les pepttdss liposomes, dans le modele cellulaire
de correction de I'épissage alternatif anormal.déerirai aussi I'inhibition de la protéine
PAI-1, impliquée dans la progression du cancerail, par des siRNA spécifiques vectorisés
par les DLS. Enfin, je montrerai nos résultats nécesur le développement de lipoplexes
anioniques et sur I'étude des voies d’internalisaties complexes.

o Aprés une discussion générale, jannoncerai diffeas perspectives offertes par ces

travaux et je conclurai brievement.

11
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Généralités

l. CIBLAGE MOLECULAIRE DE L’ARNm.

La plupart des stratégies pour agir sur la syntttBsee protéine cible proposent
d’agir en amont de la protéine en bloquant la tcéda (voir Figure 1). A linverse, les

drogues conventionnelles se lient directement aotémes pour moduler leur expression.

Figure 1 : comparaison de diverses stratégies pour inhibee protéine.
D’aprés Kurreck 2003.

DNA
small interfering RNA
Antisense Ribozyme / LLEIIEUI’-n
Oligonucleotide DNA Enzyme
RISC
RNase H
I'ranslation S — e~
blocked
v ¥ 2
Protein
1) LARNmM.

Dans les cellules eucaryotes, on assiste a ditfeteamsferts d’informations :
1. ADN - ADN: c'est la réplication ou duplication, nécessaa la conservation de
I'information génétique ;
2. ADN - ARN : c’est la transcription, permettant le pagsdg I'information de 'ADN en
ARN ;
3. ARNm - protéines : c’est la traduction, permettant latls¢se de protéines, grace a
I'information contenue dans les ARNm.
Les 2 premiéres étapes ont lieu dans le noyau elkses, la 8™ a lieu dans le cytoplasme

apres translocation des ARNm.

13



Généralités

La transcription est le passage de I'’'ADN en pré-ARhon fonctionnel. Pour devenir
mature et constituer un ARNm fonctionnel, le préMR doit subir 3 étapes de maturation.

a. L’ajout d'une coiffe en 5’ du brin.

La coiffe ou « cap » consiste en l'ajout d’un nosiée guanylique : c’est une 7-
méthyl-guanine monophosphate en position inverség®MP, ajoutée en 5’ du brin du pré-
ARNm et reliée au % nucléotide. Cette étape, aussi appelée « cappingtervient
précocement au cours de la transcription. La caiffene fonction protectrice vis-a-vis des
phosphatases et des exonucléases, mais elle estiadispensable a linitiation de la
traduction. L'extrémité 5’ coiffée peut ensuiteréal’'objet de plusieurs méthylations.

b. La queue de polyadénylation en 3’ du brin.

Il existe en 3’ du brin du pré-ARNm une séquenaesensus riche en arginine, dite de
polyadénylation : AAUAAA. Une vingtaine de nuclétgs sont clivés par une endonucléase,
en aval de cette séquence consensus. Ensuitdy(@ppolymérase ajoute en 3’ du brin une
succession de 80 a 300 A chez les eucaryotest: la’'@gieue poly(A). Bien que clivage et
polyadénylation soient liés, les 2 réactions saalgsées par des enzymes distinctes, au sein
d’'un complexe qui fait également intervenir unetipate ribonucléoprotéique renfermant un

petit ARN nucléaire riche en uridine (U1).

Ces 2 modifications sont cruciales pour rendre NkR efficace pour son exportation
nucléaire, sa traduction, ainsi que pour maintsaistabilité (pour revue Wilugt al.2001).

C. L’épissage.

La derniere étape de maturation a pour but d’exdeseintrons présents au sein du
pré-ARNm. Ce mécanisme est catalysé par un compiidanucléoprotéique (SnRNP)
d’environ 60S, appelé spliceosome, qui se posigoam niveau de l'intron a exciser. Cette
enzyme fait intervenir les petits ARN U1, U2, U4 Bt U6 associés a des protéines, dans 5

étapes principales (voir Figure 2).

Des séquences nucléotidigues consensus au hiveapmeions exon-intron et a
I'intérieur de I'intron ont été mises en évidence :
- le doublet AG ou site donneur d’épissage

- le doublet GU ou site accepteur d’épissage
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- site de branchement: un AMP situé a 20-50 nuadéstide I'extrémité 3’ de

I'intron, qui intervient dans la formation d’uneuide.

Figure 2 : principales étapes de I'épissage.
D’aprés Tazi et al. 2005.
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Il y a tout d’abord un clivage en 5’ de I'intron @mont du site donneur d’épissage
GU. Le GMP engage son 5P (phosphate) dans ursofiatovalente avec le 2’0OH du A de
branchement, formant ainsi une structure en bollcjea ensuite un clivage a I'extrémité 3’
de lintron, constituée par le site accepteur dspge AG. Il se crée enfin une liaison du

3'0OH de I'exon amont avec le 5’P de I'exon aval.

L'extrémité 5’ (coiffe) de TARNm ou région 5’-UR (« untranslated region » : région
non traduite) et I'extrémité 3’ ou région 3-UTRu@ue poly(A)) sont des séquences non

codantes. L’ensemble des exons constitue la régidant pour la protéine.

Il existe plusieurs stratégies pour agir sur lalsgee d’'une protéine cible :
» au niveau du prée-ARNm (pré-ARN messager) : oligténtaes antisens (ASO)
au niveau '’ARNmM (ARN messager) : ASO, ARN inteeiéce (ARNI), ribozymes

» au niveau de la protéine : aptaméres.

A\
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2) La stratégie antisens.

a. Définition.

La thérapie antisens est une application particulegd rationnelle basée sur la chimie
des ON. En 1978, Zamecnik et Stephenson (Zametré 1978) ont appliqué pour l£"
fois cette stratégie, démontrant qu’'un ON antisargberait la réplication du virus du
sarcome de Rous dans un systeme cellulaire. Leipeinmpliqué par cette approche était
simple : I'inhibition de I'expression d’'un géne sg@ue au niveau de '’ARN peut étre atteint
en utilisant des ON complémentaires, appelés alig@otides antisens (ASO), ce qui
bloquerait I'expression de la protéine encodée’p&N cible. Si les protéines inhibées sont
liées a des maladies, alors les ASO deviennennauoeelle classe de médicaments (Gallo
al. 2003). Les ASO constituent un outil utile pourddun les pertes de fonction des génes et
les validations de cible, mais c’est également nmevelle stratégie thérapeutique potentielle
pour traiter les maladies liées a la dérégulatehiekpression génique (Cha al.2006).

L’ASO est un court déoxyribonucléotide simple-bda 15 a 20 bases. En théorie,
I'hybridation d’'un ASO sur TARNmM complémentaire® dype appariement Watson-Crick,
devrait étre de haute spécificité. De plus, ceftaetégie offre une approche thérapeutique
générale puisque toutes les protéines sont syséadtiselon le méme mécanisme : TARNmM
est l'intermédiaire de I'information et sert de n@ pour la synthése de la protéine par le

ribosome.

De nombreuses études ont démontré la capacité 8€s A bloquer la fonction de
genes spécifiguesn vitro et in vivo. Ces molécules sont étudiées comme agents
thérapeutiques pour traiter les infections virales, cancers, les maladies immunologiques,
les maladies génétiques et plusieurs essais ofigiggont en cours a ce jour
(http://clinicaltrials.gov/ct/guj Chanet al.2006).

b. Modes d’action.

L’hybridation de I'ASO peut mener a l'arrét de laduction de 'ARNm cible par
blocage stérique ou a sa destruction ciblée pauternent de la RNase H intracellulaire qui
clive alors TARNm cible au niveau du site du duygeARN / ADN. Elle peut aussi interférer
avec la maturation de 'ARNmM en inhibant I'épissagen déstabilisant le pré-ARNm dans le
noyau (Kurreck 2003, Chaet al. 2006). Cette enzyme dégrade 'ARNm et I'ON devient
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disponible pour un nouvel ARNm cible, ce qui peubduire et augmenter l'activité
biologique (Wuet al. 2004). Cette enzyme est aussi trés sensible &épatidns structurales
des ASO et la plupart des modifications ne sontcpagpatibles avec ce mécanisme. De plus,

cette enzyme aurait aussi des actions non spéeifBalloet al.2003).

La longueur et la stabilité des interactions enige ASO et 'ARNm cible
complémentaire dépendent de facteurs comme laligtatiiermodynamique, la structure
secondaire de ’ARNmMm cible transcrit et la proxindntre le site d’hybridation et les motifs
fonctionnels sur le transcrit, comme la région BFCou le site de début de traduction (Chan

et al. 2006). Plusieurs parametres entrent en jeu pamaunter le taux d’hybridation :

> la prédiction de la structure secondaire de I'ARN,

> I'identification des structures locales secondamesérables sur I'ARN,
> la présence de motifs et le taux de GC,

> le calcul de I'énergie de liaison.

Ainsi, en absence d’ASO (voir Figure 3), I'expressinormale du géne et de la
protéine correspondante sont maintenues (1). Usedfms la cellule, 'ASO peut s’hybrider
sur '’ARNm cible dans le cytoplasme. La formatiolurd hétéroduplexe entre 'ASO et
'ARNmM (2) induit I'activation de la RNase H, condant a une dégradation sélective de
'ARNmM ou interférant stériguement avec l'assemblatdy ribosome (3). Ces 2 actions
résultent en une diminution de la synthese ded&épre. En parallele, 'ASO peut entrer dans
le noyau et réguler la maturation de '’ARNm, eniliamt la formation de la CAP en 5’ (4), en

inhibant I'épissage de 'ARNm (5) et en activanRbase H (6).
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Figure 3: modes d’action des AS@’aprés Chan et al. 2006.
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C. Développement d’ASO modifiés chimiquement.

Les changements au niveau des sucres influercteséiion de la RNase H (2’-fluoro,
2’-méthyl, 2’-méthoxy). Les ON ainsi modifiés necreteraient pas I'enzyme ubiquitaire
(Kawasakiet al. 1993, Sproaet al. 1989). Les modifications de 'orientation du suste la
base peuvent aussi affecter I'activation de la RNds(Morvanet al. 1991, Gagnoeet al.
1989). De plus, les changements du squelette mdkre la capacité des ON a activer la
RNase H (Crooke 2004). Les modifications des ASOvert donc se faire a 3 niveaux : au
niveau des bases, au niveau des riboses (2°0OH) eivaau du squelette (phosphate). De ce
fait, on peut regrouper les ASO en 2 catégories :

> les « cliveurs » activant la RNase H

> les bloqueurs n’activant pas la RNase H.

Les Ftentatives ont utilisé des ON phosphodiesters modifiés, mais ceux-ci se

sont avérés rapidement clivés par les nucléasesldamilieux biologiques. Pour pallier a ce
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probleme, des efforts considérables ont été ré&atie@r développer des analogues d’ON plus
stables, avec une demi-vrevivo plus longue (Stein 1998).

Le développement d’'ON modifiés chimiquement espratessus complexe puisqu’en
plus de la résistance aux nucléases, des dupleeddes doivent étre obtenus. Ces
modifications peuvent concerner le squelette etles sucres (Luyteat al. 1998, Herdewijn
2000). L'importance de I'hybridation peut étre dénrée par la corrélation de l'activité
antisens observéa vitro et in vivo, avec l'affinité d’hybridation exprimée comme lenT
(Zellegeret al.2001, Altmanret al. 1996).

Figure 4 : diverses modifications chimiques des ASDaprés Chan et al. 2006.
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Les ON avec un squelette PS ont ensuite été démedoet constituent la®1
génération d’ASO. Les atomes d’oxygene du squebtitsphodiester sont remplacés par des
atomes de soufre (Eckstein 2000). Ces ON conferemplus grande résistance aux nucléases
que les ON phosphodiesters, mais ont cependangaffingé de liaison assez faible pour

’ARN et une diminution du Tm (Chaet al. 2006). lls sont aussi capables d’activer la RNase
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H et offrent des propriétés de pharmacocinétiquer&bles. Le développement de ces ASO
souffre cependant d’'une certaine activité non sécgispécifique (Lavignet al. 2002). Des
effets secondaires ont aussi été observeés chembhde laboratoire et seraient dépendants de
la séquence de I'ON (Agrawal 1999, Gad#lbal. 2003). Les PS-ON ont donc été associés a
d’autres modifications chimiques d’ON. Vitravéle(ou Fomivirsen, ISIS 2922), le®'1
médicament antisens approuvé par la « Food and Bdaginistration » aux Etats-Unis, est
un PS-ON destiné au traitement de la rétinite itedysar le CMV, chez les patients

immunodéprimés (Geast al. 2002).

La 2'% génération d’ASO est constituée principalement2igd-méthyl (2'0-Me) et
2’-O-méthoxyéthyl (MOE) ON. Ces modifications conuent les sucres en position 2’
remplacés par des 2-alkyl au niveau des riboses. sfuelette peut étre de type
phosphodiester ou PS. Ces ASO offrent une plusigraésistance aux nucléases et une plus
grande affinité pour ’TARNm cible. Ces analoguesntiainent pas le clivage de ’'ARNm par
la RNase H, ce qui tempere leur efficacité (Altmanal. 1996). Par contre, cette propriété en
fait des ON de choix pour leurs applications daes ohodeles de correction de I'épissage
alternatif ou de saut d’exoin vitro et in vivo: B-thalassémie, dystrophie musculaire de

Duchenne, progéria, Bcl-X.

La 3™ génération d’ASO concerne des chimies plus coneslet regroupe les PNA,
les PMO et les LNA. Ces ON modifiés n’activent pas plus la RNase H.
¢ Les PNA sont capables de former des complexetestabec les brins d’ADN ou d’ARN
complémentaires avec une grande affinité, résuttaria neutralité et de la flexibilité de son
squelette artificiel. lls possédent une résistatiegee a la dégradation enzymatique dans les
environnements biologiques (Eghobhal. 1993). Les qualités du PNA I'ont mené a étre tres
utilisé dans des stratégies antisens ; cependantObk pénetre peu dans les cellules
spontanément (pour revue Chiaranghal.2005) et nécessitent un vecteur.
+ Utilisés pour la 9 fois en 1997 dans une approche antisens (Summettah1997), les
PMO injectés seuls ont déja montré leur potentielivo chez plusieurs modéles animaux
(Ekker et al. 2001, McCaffreyet al. 2003). lls ne sont pas sensibles a la dégradation
enzymatique (Hudziaket al. 1996). A hautes doses, les PMO induiraient degtseff
secondaires inattendus comme la mort cellulair@adBat al. 2001, Leleet al. 2001). lls se
sont avérés efficaces et certains sont en essagud (Amantanat al. 2005, Aroraet al.
2004) : maladie de West Nile en phase |, cancéa geostate en phase | (lverseinal.2003).
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¢ Les LNA (Locked Nucleic Acids) ont été décrits ptai1°fois en 1998 (Singkt al. 1998).
Les LNA ont une forte affinité pour 'ARN due a lestructure contrainte. lls ont montré une
efficacitéin vitro etin vivo chez la souris, injectés sans vecteurs par vtia-peritonéale. Le
squelette des LNA est a l'origine d’une biodisttibn séquence- et organe-spécifique et sans

toxicité observée au niveau du foie (Robettal.2006).

Plusieurs études ont montré qu’une fois dans tesoy, les ON libres ont tendance a
s’accumuler dans le noyau (Leonetti al. 1991, Shoemarmt al. 1997, Chinet al. 1990,
Thierryet al. 1992). Les ON-PS, plus résistants aux nucléas@ggi@t en général intacts dans
le noyau alors que les ON phosphodiester ont égadés.

d. Essais cliniques.
A ce jour, on dénombre 37 essais cliniques comecerha stratégie antisens: 8
terminés, 21 en cours et 8 en recrutement. Quel@gsais intéressants sont regroupés
ci-apres (voir Tableau 1). Ces essais concernesinigjoritairement le traitement des cancers

(81%), mais aussi les infections virales, les makduto-immunes et I'asthme allergique.

Tableau 1: essais cliniques des ASO.
Données issues de I'U.S. National Institutes oflthe@ttp://clinicaltrials.gov/ct/gui) et
d’apres Chan et al. 2006.

PHASE NOMBRE INVESTI-
MOLECULE ON CLINIQUE | PATIENTS PATHOLOGIE | ANNEE GATEUR
Genasense L 2001-
(Bcl-2) PS /1l 49 Leucémies 2003 Genta
Alicaforsen " 2002- ISIS
ISIS 2302 PS (en cours) 150 Maladie de Crohn Pharmaceu
(ICAM-1) | | *“Y“oUUe<veep T ticals
ISIS 104838 | 2'0- Il 160 Arthrite 2002- Ph;?rlnsaceu
(TNF-0) Me (en cours) rhumatoide | ... :
ticals
National
OGX-011 2'0- 30 Divers cancers 2003- Cancer
(clustérine) Me | | T TUTEETEEETL L Institute of
Canada
LErafAON (c- I Cancers (tumeurs 2004-
raf / liposome) PS (en cours) 40 solides) | .. Neopharm
i Topigen
ASM8 PS (elnectc:LIJrs) 15 Asthme 2005 Pharmaceu
""" ticals
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ISIS 113715 ISIS
(|nh|b|t§ur 2 MOE ! 10 Diabéte de type 2 2006- Pharmaceu
tyrosine (encours)y | T | T OEEEET L :
ticals
phosphatase)
B Ps I 750 Mélanome 2007 Genta
(Bcl-2) (encours) | T | T L
I (en Cancer Enzon
EZN-2968 LNA 40 ’ 2007 | Pharmaceu
recrutement) lymphome ticals
let Il (en Dystrophie Imperial
AVI-4658 PMO 9 Musculaire de 2007 | College of
recrutement)
Duchenne London

Plusieurs médicaments basés sur les ASO-PS ontdéw&loppés par ISIS
Pharmaceuticals : Alicaforsen, Affinitak, GeneSen&&S 2105 / 2503 / 5132 / 14803,
Vitravené™ (Crooke 2004). Des études sur 5 de ces molécuiesnontré que les ASO
n'étaient pas mutagenes aux concentrations teg@exke et al. 1994). En effet, un
mécanisme de génotoxicité possible serait que IB® A’integrent dans le génome et
induisent des mutations, méme si cet évéenememaesta I'instar des rétrovirus. Ces études
ont montré que les ASO-PS sont en général de mmguastrats pour les ADN polymérases
et les enzymes comme les intégrases, les gyrases poisomérases. Un autre mécanisme
de génotoxicité serait que les ASO soient dégradésétabolites toxiques ou carcinogenes.
Les mémes études ont montré que les ON-PS déegetaiént a I'origine de bases normales et
qgue I'oxydation du squelette était non toxique dangriori non mutagene. Enfin, ces ASO
n'activeraient pas le complément (Crooke 2004).

3) La stratégie interférence.

L'’ARN interférence ou ARNi est un mécanisme phgnétiguement conservé qui met
en jeu des molécules d’ARN double-brin, qui vortiver la machinerie de I'épissage. Les
ARN interférents seraient impliqués dans diversessus chez les mammiféres, comme la
régulation de tous les ARNm, la défense contreviess et la méthylation de I'’ADN (pour

revue Scholzovat al.2007).

L’ARNi a été décrite pour 1a®f fois au début des années 90, avec I'auto-extinctio
d’'un géne introduit chez la plante (Napelial. 1990, van der Kroét al. 1990). Plus tard, des
travaux chez la drosophile et le nématode ont iéfablprincipe de ARNi comme un

mécanisme d’extinction de géne, avec un poterdig$ précédents (Fiet al. 1998). Depuis,
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notre compréhension de I'ARNi n’a cessé daugmengéra permis d’envisager le
développement de nouvelles thérapies (Metlal.2004).

L’ARNI est initieée par le clivage de duplexes d’NRen de petits fragments (21 a 23
nucléotides de long) nhommés siRNA (small interfgriRNA) par l'intermédiaire d’'une
enzyme appelé DICER, une RNase de type Il de 228 {Bernsteinet al. 2001). Cette
enzyme agit comme un dimere et clive les 2 brin§ARN double-brin, laissant des bouts
sortant aux 2 extrémités 3'. Les ARN double-brinlest SIRNA ainsi générés, trop petits,

n'activeraient pas la voie des interférons (Elbashal. 2001, Kumaet al. 1998).

a. Les siRNA.

Les petits ARN interférents ou siRNA (small ingmig RNA) sont donc des
molécules d’ARN en double brin de 21 a 23 nuclé@stjdjui ont la capacité de reconnaitre de
fagcon séquence spécifique un ARNm cible et de tgatter. Un nombre croissant d’études
suggere que les siRNA sont un outil rapide, sinaplefficace pour I'étude de la fonction d’'un
gene. De plus, les siRNA sont tres prometteursendue principes actifs thérapeutiques afin

de supprimer I'expression de geénes spécifiques Rigure 5).

Une fois dans la cellule (1), le duplexe de siRBig incorporé dans un complexe
protéique (2) appelé RISC (RNA-Induced Silencingmptex) et I'activité de I’ARN-hélicase
énergie-dépendante présente dans le complexe,lel@ARN double-brin pour libérer le brin
antisens du duplexe (3). Le brin antisens guidmfaplexe RISC & ’TARNm homologue cible
qui est alors clivé (4) par l'activité d’'une endmnucléase associée au complexe RISC,
réduisant ainsi au silence le géne correspondarfin,Hes nucléases dégradent les ARN

simple brin (5) et le complexe RISC est recyclé.
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Figure 5: étapes de I'ARN interférence menant a I'extinati d’un gene ciblé.
D’aprés Nature Reviews (http://www.nature.com/fédmas/index.htm).

mRHA cleavage

L’efficacité de cette stratégir vitro dans les cellules de mammiféres a été démontrée
pour la £ fois en 2001 (Elbashiet al. 2001). Le potentiel thérapeutique de 'ARNi n'& ét
déemontré qu’'en 2002, lorsque l'extinction du geresponsable d'une grave maladie
neurodégénérative a été un succes chez la soenggkt al. 2002). Cette année-la, la revue
Science a méme qualifié les siRNA de « molécultagée » (Couzin 2002).

Tout comme les ASO, des siRNA modifiés chimiquenwett été proposés, au niveau
des terminaisons 5’ et / ou 3’, ainsi qu'au niveles riboses en position 2’ (pour revue
Dorsettet al. 2004). Une des modification trés utilisée estit{dacétoxyéthoxy)méthyl ou
2’-ACE (Vermeuleret al.2005, Hamadat al.2002, Khvoroveet al.2003). Dans ces ON, les
5'- et 2’-hydroxyl, ainsi que les groupes aminestecteurs utilisés dans des chimies 5'-silyl-
2’-orthoester ont été affinés et optimisés (Scarifg00). Des siRNA liés a du cholestérol ont
aussi été testés (Soutscletlal. 2004).

Un des plus importants défis de cette approchd’iegntifier la séquence qui inhibera
le plus le gene en question et a la plus faibleceptration possible (Scheret al. 2004).
Statistiguement, 1 séquence sur 5 a été démontffiéace. Plusieurs algorithmes ont été
proposés pour aider a la sélection des siRNA les pfficaces pour une cible donnée.

Ceux-ci prennent en compte plusieurs facteurs: rqemiage de GC, stabilité

24



Généralités

thermodynamique, répétitions internes et d’autBlés et al. 2006, Reynoldt al. 2004).
Certains fournisseurs proposent méme de testerqbesées différentes de siRNA et de

déterminer la plus efficace (Ambion).

Des étudem vivo chez la souris démontrent gu'il est possible tagr ces molécules
comme outil thérapeutique, mais le passage a I'hemmose encore de nombreuses difficultés.
En effet, I'utilisation des siRNAn vitro etin vivo présente plusieurs limitations dont les plus
importantes sont certainement le faible taux deéfvation dans les cellules et les tissus, ainsi
que la biodisponibilité (Let al. 1998, Limaet al. 2004). Les avantages de cette stratégie sont
gue les siRNA peuvent étre produits rapidemenneajrande quantité, et qu'ils sont efficaces
dans l'extinction de gene méme a faible concewtnatiHuber et al. 2006). Plusieurs
techniques pour faire pénétrer les siRMAvivoont été validées : électroporation, injections

locales et systémiques (pour revue Dorsettl. 2004).

De nombreuses études ont montré que des siRNAtégjeseuls, par mécanisme
hydrodynamique c’est-a-dire par haute pressioneusa, chez la souris provoquaient une
extinction de géne cible de 90% dans le foie epemn moins dans les poumons, les reins, la
rate et le pancréas (Sorenstral. 2003, McCaffreyet al.2002, Lewiset al.2002, Giladiet al.
2003, Zendeet al. 2003, Songet al. 2003, McCaffreyet al.2003). Cependant, sans recours a
cette technique brutale servant de preuve de coifcewis et al. 2007), les siRNA injectés
seuls paraissent séquestrés dans les endosome®r(kinal. 2004) et doivent donc étre
vectorisés, avec des lipides cationiques par exang# loin les plus utilisés et efficaces
comme vecteurs de siRNA vitro etin vivo (Sorenseret al. 2003, Bitkoet al. 2005, Landen
et al. 2005, Nogawaet al. 2005, Sioudet al. 2003, 2004, Yanet al. 2004, Soutschekt al.
2004, McManust al.2002, Behlke 2006, Spagnetial.2004, Tagamet al.2007, Morrissey
et al. 2005, Khouryet al.2006).

Le mécanisme d’action de ces molécules est ertoesepeu connu et une meilleure
compréhension de ces mécanismes d’action nousaad®aieux cibler les génes que 'on veut
réprimer et a développer des séquences encore spiéisifiques. En effet, les siRNA
présentent eux aussi, comme les autres straté@iegles nucléiques qui les ont précédés
(ADN et ARN antisens, ribozymes), des effets noact#mues séquence-dépendants, dont
I'inhibition de protéines non ciblées et I'induatid’une réponse inflammatoire par activation

des récepteurs Toll-like (TLR) (pour revue Dorsdtal. 2004) La possibilité de délivrer les
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SsiRNA uniquement dans les tissus malades est sexus aloute un domaine de recherche en
expansion et déterminant pour I'avenir thérapeuatide cette nouvelle technologie. Méme si
elle ne peut pas étre utilisée directement commmédicament, I'ARN interférence est déja
identifiee comme étant 'outil idéal pour compremda fonction des genes (Dorsett al.
2004), par exemple pour élucider le r6le de cestgignes dans le développement post-natal
chez la souris (Lewist al.2002).

Une alternative du siRNA est l'utilisation de ptades qui codent les siRNA en
hairpin dits « en épingle & cheveux », en référ@nsa structure secondaire : c’est la stratégie
shRNA. L’ARN hairpin transcrit dans la cellule gsis en charge par DICER et génére un
siRNA fonctionnel qui sera incorporé dans le compl®ISC (Wacheclet al. 2006). La
transfection avec les plasmides est avantageusgujeile produit de nombreuses copies de
SshRNA et donc de molécules de siRNA endogénes hésulte un effet plus prononcé de
I’ARNi et plus long dans le temps, en comparaisegcda transfection de siRNA synthétisée
chimiquement (McCaffregt al.2002).

Le plus gros inconvénient de la stratégie ARNigselle ne peut pas s’appliquer a
toutes les cibles. En effet, par exemple inhiber piotéine intervenant au sein d’un complexe
protéique pourrait dissocier le complexe et induire « effet domino ». Celui-ci pourrait
passer inapercu si I'activité de la protéine ebthiée mais si le complexe reste intact. Dans
certains cas, d’autres inhibiteurs agissant auanivde la protéine, comme les aptameéres ou

les anticorps, pourraient représenter de meillewdeles (Thompson 2002).

Plusieurs molécules de siRNA font actuellemenbjéb d’essais cliniques (voir
Tableau 2). Ces essais concernent principalemsnnhédadies oculaires, ou le probleme de
biodisponibilité se pose de maniére moins aigu8.diBNA sont en général injectés par voie
systémique, tout comme les ON dans les stratégieseas et les ribozymes.
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Tableau 2: essais cliniques des siRNA.
Données issues de I'U.S. National Institutes oflthettp://clinicaltrials.gov/ct/gui) et
Journal of Gene Medicine (www.wiley.co.uk/genmedgal/).

NR : non renseigné. AMD : Dégénérescence Maculgiesa I'Age.

PHASE NOMBRE INVESTI-
MOLECULE CLINIQUE | PATIENTS PATHOLOGIE | ANNEE GATEUR
: 2004- : .
Sirna-027 I 26 AMD 2007 Sirna Therapeutics
IL-10 NR (en 100 Pre-eclampsie 2004- N.atlon.al Talwgn
recrutement)| | T TTUUETTL L University Hospital
: | 2004- Merck, Allergan,
Sty (en cours) NR AMD Sirna Therapeutics
Cand5 et 120 Dégénérescence 2005- Acuity
(anti-VEGF) (en cours) maculaire | ... Pharmaceuticals
. City of Hope
RIS ¢ ! NR HIV 2005- Medical Center
SiRNA (encours) | | 7| Ll
Duarte
Maladie
ALN-RSVO1 | NR infectieuse | 200°" Alnylam
L NR Pharmaceuticlas
respiratoire
Cand5 I 46 nqoaecduﬁg?ree 2006- Acuity
(anti-VEGF) diabéti 2007 Pharmaceuticals
iabétique
University of
I o 2006- | California, Medical
Sl (en cours) NR Hepatite B |~ " Center of San
Francisco
AGN211745 Il (en 135 AMD 2007 Allergan
recrutement)
svao/siRna|  NR(EN 25 Leucémies | 2007| HadassahMedical
recrutement) Organization
b. Les miRNA.

Les microRNA (miRNA) sont des oligoribonucléotidesnple-brin d’environ 20

bases de long, codés par les génomes des animadeseplantes. Ces petits ARN trés

conserves régulent I'expression des genes en rapriteur traduction (Hutvagnest al.

2002). Il y aurait 200 a 250 miRNA codés par leayga humain, correspondant a environ 1%

des génes, qui réguleraient potentiellement I'esgiod d’environ 10% des génes codant pour

des protéines (pour revue Scholzetal.2007).
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Chez les mammiféres, les miRNA sont encodés daggmhome par des précurseurs
ARN hairpin, formant des boucles dans leur strectsecondaire, qui sont transcrits
principalement par des ADN polymérases de typ€dls endonucléases nucléaires, appelées
Drosha, coupent les boucles des précurseurs pbéreti des pré-miRNA d’environ 70
nucléotides. Ceux-ci sont ensuite transportés gauneers le cytoplasme par un mécanisme
impliquant des exportines. Les DICER les cliventes fragments de 20 a 22 nucléotides, les

rendant ainsi matures (Dorsettal.2004).

Le mécanisme de répression (voir Figure 6) fairsalintervenir la fixation d’'un
complexe micro-ribonucléoprotéique (MiRNP), quilin@u moins 2 membres du RISC, par
hybridation imparfaite du miRNA mature sur les gé 3' non codantes (UTR) d’ARNmM
spécifiqgues. Le complexe miRNP interfere avec lacfion du facteur d’initiation de la
transcription (elF4G) sur la structure de la coiff&MP en 5’ de TARNm (Pillaiet al. 2005,
Humphreyset al. 2005), mais I'extrémité 3’ poly-adénylée de 'ARNaue elle aussi un réle
dans le mécanisme de répression. Ainsi, s'il yaparfaire complémentarité entre le miRNA
et TARNm cible, la molécule de miRNA agit comme 8iRNA et sera a l'origine de la

dégradation de 'ARNm spécifique (Dorsettal. 2004).

Figure 6 : mécanisme d’action des miRNA'apres Pillai et al. 2005.

Initiation block

C

elF4E

La 1°¢ description de miRNA date de 1993 (Lee al. 1993), mais l'importance
générale et la diversité de cette classe de petitd&cules régulatrices ne sont apparues que
dans les 5 derniéres années. De grands effortsastutllement entrepris pour comprendre
comment, quand, et ou les miRNA sont produits ettionnent dans les cellules, les tissus et
les organismes. Chaque miRNA régulerait I'exprassie plusieurs genes, et comme l'on
prédit 'existence de centaines de miRNA chez lesgyotes supérieurs (Liet al. 2003), le

réseau de régulation potentiellement offert pam@NA est énorme.
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Plusieurs groupes ont démontré que les miRNA pewdtee des régulateurs clés dans
des processus aussi divers que les étapes praedesnbryogenése (Reinhaat al. 2000),
la prolifération et la mort cellulaire (Brenneck&eal.2003), I'apoptose et le métabolisme des
lipides (Xu et al. 2003), la différentiation cellulaire (Dostiet al. 2003, Chen 2004). Les
mMiRNA ont été impliqués dans le développement aétéfKrichevsky et al. 2003), la
leucémie myeéloide chronique (Cabhal. 2004), le cancer du colon (Michaatlal. 2003), le
lymphome de Burkitt (Metzleet al.2004) et I'infection virale (Pfeffeet al.2004), suggérant
des liens possibles entre les miIRNA et les maladiesles, le cancer et le neuro-

développement.

Certains auteurs considerent que chez les eueargapérieurs, le mode de régulation
de I'expression des génes par les miRNA pourrait @une importance aussi grande que la
régulation exercée par les facteurs transcriptisn(ielipowicz et al. 2005). Etant donné
'importance de ce mode de régulation, les perspesbiomédicales ouvertes par ce nouveau
champ de connaissance sont nombreuses (\idr 2006). Cependant, les miRNA ne font

I'objet d’aucun essai clinique a ce jour.

4) Les ribozymes.
Découverts au début des années 1980 par Thom@sdR.et Sydney Altman (Ceeh

al. 1981, Guerrier-Takadat al. 1984), les ribozymes sont des enzymes particslidreur

centre catalytique est entierement constitué d’A&Ne requiert pas de protéines pour la
catalyse. Bien que la plupart des ribozymes soiards dans la cellule, leurs rdles sont
essentiels. Par exemple, I'activité de catalyséadmison peptidique du ribosome qui traduit

I'ARN en protéines, est fondamentalement un ribazym

De nombreux ribozymes naturels catalysent leupnercclivage, le clivage ou la
ligation d’autres ARN par trans-estérification ogdiolyse des groupements phosphate chez
les eucaryotes inférieurs, les bactéries et las\iDohertyet al. 2000). lIs se lient ainsi au
substrat ARN par liaison de type Watson-Crick, aepgrmet le clivage séquence-spécifiqgue
de la cible ARN. Certains ribozymes sont des nuatitéines et nécessitent des ions’Mg

ou d’autres ions métalliques divalents (par exera€) pour la liaison et la catalyse.
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Il existe de nombreux groupes de ribozymes, gésgmtent une grande variété de
structures chimiques et de réactions métaboligasscéées, mais le mécanisme de catalyse
de type acide-base semble conservé (Scott 200'h €tha. 2007). Par exemple, le ribozyme
de type Hammerhead (téte de marteau) comporte nd@rd nucléotides et consiste en 2
bras de liaison au substrat et un domaine catalytiyoir Figure 7); c’est un ribozyme
résistant aux nucléases (Usneral. 2000).

Figure 7 : structure secondaire d’un ribozyme Hammerheddlapres Kurreck 2003.

n
I i " s
Domaine catalytique Bras de liaison au substrat

| |
Ribozyme ARNmMm cible

Ces ribozymes sont potentiellement applicables thdeapie génique et moléculaire,
pour éteindre I'expression de génes. Leur avantagesiste en leur grande spécificité pour
’ARNmM et ils ne seraient pas a 'origine de répwimamunitaire (Shiotat al. 2004). Ce sont
des bons candidats pour le développement de noxnaggants thérapeutiques. Des stratégies
impliquant les ribozymes contre certains virus (HMrus de I'hépatite) et des maladies
cellulaires (cancer, diabetes, arthrite rhumatofae)r lesquelles la thérapie conventionnelle
est peu efficace, ont été proposées (Puerta-Feznagtdal. 2003). En 2002, Aigner et
collaborateurs (Aigneet al. 2002) ont montré un effet tres significatif dedieninution de la
taille des tumeurs par les ribozymes, en ciblariaééeur de croissance FGHfRvitro etin

vivo. Des cellules du cancer de la prostate PC-3 owsi aié injectées chez des souris Nude
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par voie sous-cutanée et au bout de 120 joursnadéveloppement de la tumeur n'avait été
palpable.

Tableau 3: essais cliniques des ribozymes.
Données issues de I'U.S. National Institutes oflthg@ttp://clinicaltrials.gov/ct/qui).

PHASE NOMBRE
MOLECULE CLINIQUE | PATIENTS PATHOLOGIE | ANNEE | INVESTIGATEUR
. Lymphome non
Anti-HIV Il 5 Hodgkin (SIDA) 1999 Rybozyome
Jonsson
Anti-FLT-1 Cancer Comprehensive
(anti- Il 40 métastatique 2001 Cancer Center,
cytokine) rénal National Cancer
Institute
Johnson & Johnsor
: Pharmaceutical,
A”(tg';'l\;‘l fon !ours) 74 SIDA 2002- Tibotec
""" Pharmaceutical
Limited

Ces resultats montrent des pistes encourageaoi@s I'ppplication de nouvelles
thérapies (voir Tableau 3), mais les ribozymesosd averés sans doute moins efficaces en
comparaison avec les nouvelles stratégies interéraque constituent les siRNA et les
MiRNA.

5) Les aptameres.

Les aptaméres sont typiguement des acides nueki{@N) simple-brin, entre 30 a 70
nucléotides. Ils peuvent étre composés d’ADN, d’ARM de nucléotides modifiés
chimiquement (2’-fluoro, 2’-amino, 2’-O-methyl olngsphorothioate) (Chaet al.2006). De
par leurs structures 3D, les aptameéres sont capalelese lier avec une haute spécificité et
affinité a une large variété de molécules, donplegéines. Les liaisons sont de type Van der
Walls, hydrogenes et électrostatiques (Pendergeasal. 2005). Un nombre croissant
d’aptaméres est décrit (Broay al. 2000, Jayasena 1999, Famuéikal. 2001, Sullengeet al.
2002).

La facon la plus efficace de sélectionner desmaptas de haute affinité pour une cible

donnée est la technologie d’Evolution Systématigqies Ligands par Enrichissement

Exponentielle, dite SELEX (voir Figure 8), mise paint en 1990. A partir d'un mélange
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d’ON (10" & 10° séquences différentes), les ON sont sélectionmélseriminant ON liés et
non liés. Aprés plusieurs lavages, les ON liés stunds de leurs cibles, amplifiés et utilisés
dans le cycle de sélection suivant. Apres 5 a l&seh d’amplification, des aptameres de
haute affinité sont généralement isolés. Aujour’leette technique est robotisée pour plus
d’efficacité (Rimmelleet al. 2003, Chauveast al.2006).

Figure 8 : principe général de la méthode SELER.aprés Chauveau et al. 2006.
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APTAMERES

Les applications des aptameéres sont multiplesdeétles interactions AN / protéines
ou des activités catalytigues des AN, purificatid@tection (utilisant la PCR et détection
optique, développement des puces a aptameéres, rimageléculairein vivo), régulation
(contréle de I'expression génique, inhibition dectivité protéique). Les aptameres sont aussi
utilisés comme agents thérapeutiques pour identifiertaines fonctions biologiques
régulatrices ou encore pour identifier les mécaasmoléculaires de maladies, en ciblant
certaines molécules virales intracellulaires ou &eteurs impliqués dans les maladies
auto-immunes et inflammatoires (anticorps, intédees). Contrairement aux stratégies
antisens et interférence, les aptaméres sont apatde reconnaitre des marqueurs
extracellulaires, pour lesquels le passage de dewxmntationin vitro a des applications
thérapeutiquesn vivo est plus facile que pour des cibles intracelleli(Chauveaet al.

2006). Leur manque d’immunogénicité fait a pricesdaptameres de bons candidats pour des
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approches thérapeutiques contre les maladies aunxies (Whiteet al. 2000, Kimet al.
2003, Droletet al. 2000, Rhodesgt al. 2000). lls ont également été utilisés pour caresee
les voies d’interaction au niveau biochimique, ddes systemes de cellules en culture et

méme dans des organismes pluricellulaires (Rimne¢ke. 2003).

Tableau 4: essais cliniques des aptameres.

Données issues de I'U.S. National Institutes oflthe@ttp://clinicaltrials.gov/ct/gui).
AMD : Dégénérescence Maculaire liée a I'Age.

PHASE NOMBRE
MOLECULE CLINIQUE | PATIENTS PATHOLOGIE | ANNEE | INVESTIGATEUR
: 2001- Eyetech
Anti-VEGF Il et 540 AMD 2002 Pharmaceuticals
. Eyetech
PEEEIIENIS Il et I 540 AMD 2001- Pharmaceuticals,
sodium 2007 .
Pfizer
Pegaptanlb CEdeme 2002- Eyetech
sodium 1] 176 maculaire .
P 2005 Pharmaceuticals
(Macugen) diabétique
Pegaptanib 2002- Eyetech
sodium et 125 AMD Pharmaceuticals,
2006 .
(Macugen) Pfizer
An;g\g/}ligF | 5 Von Hippel- 2003- National Eye
(EYE001) Lindau 2005 Institute
. . National Heart,
A T | 106 Maladies 2005 | Lung and Blood
IXa (REG1) cardiaques Insti
nstitute
. Eyetech
Pegaptanlb v 262 AMD 2006 Pharmaceuticals,
sodium Pfizer

Plusieurs dizaines daptameéeres a visée thérapmutigont actuellement en
développement contre diverses pathologies (camti@@mmation, maladies auto-immunes),
avec des propriétés anti-coagulantes, anti-angiqgés et anti-tumorales, anti-virales et anti-
infectieuses, anti-prolifératives, anti-inflammaés et modulatrices du systeme immunitaire
(Que-Gewirthet al.2007). lls ont déja montré des effets positifslearanimaux (Pestourgt
al. 2005). Certains sont en essai clinique (voir Taljest un aptamere dirigé contre le facteur
de croissance VEGF a obtenu l'approbation de laadFand Drug Administration » aux
Etats-Unis pour traiter la Dégénérescence Maculigieea I'Age (www.macugen.com
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Il A LA RECHERCHE D'UNE ADMINISTRATION OPTIMALE.

Le terme vecteur définit un ensemble de molécatasstituant un transporteur qui
permet la transmission d’un contenu particuliered@gargo (un acide nucléique, une protéine,
une biomolécule), tout en le protégeant de la digian et en contrélant sa libération dans le
temps et I'espace. Par extension, le terme veet@is s’applique aux processus mis en jeu
pour le transport de ces molécules (dossier sagaseidu CNRS : Nanotechnologies et santé

http://www.cnrs.fr/cw/dossiers/dosnano/accueil htm

Les diverses stratégies citées précédemment ezppedd a ce jour, par rapport au
nombre d’essais cliniques recensés en thérapiequgenfvoir Figure 9) : ribozymes et

aptameres (0.8%), stratégie interférence (1.0%lratégie antisens (6.5%).

Figure 9: essais cliniques concernant les diverses strag@ntisens, interférence,
ribozymes et aptameres.
Données issues de I'U.S. National Institutes ofltheg@ttp://clinicaltrials.gov/ct/gui) et
Journal of Gene Medicine (www.wiley.co.uk/genmeuddall/).

OTERMINES B EN COURS OEN RECRUTEMENT

] ]
75% |
50% -
9
25% -
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0% ‘

Stratégie antisens  Stratégie interférence Ribozymes et
aptaméres

L'engouement pour les nouvelles molécules de typiesens, ribozymes et aptameéres
a la fin des années 1990 et au début du siécies® Il place aux stratégies plus efficaces de

type interférence, qui présentent cependant pessdie cliniques a ce jour.
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La vectorisation constitue le probléme principalup I'application des stratégies

antisens et interférence, ainsi que pour la thérggnique. L'injection d’'acides nucléiques

nus s’est averée peu efficace, car une fois dangahisme, I'AN est rapidement dégradé par

les nucléases. De plus, seul il pénéetre tres nred e cellules et sa durée d’expression dans

la plupart des tissus est trés courte (Mountair0R08fin de protéger I’AN et favoriser son

transfert dans la cellule, il existe a ce jour @uss méthodes :

- les méthodes physiques et physicochimiques

- les vecteurs viraux

- les vecteurs synthétiques.

Ces vecteurs présentent chacun des avantagesietdegenients (voir Tableau 5).

Tableau 5: principaux procédés utilisés pour le transfertAN.

METHODES EXEMPLES AVANTAGES INCONVENIENTS
Coprécipitation
ylBulafolei= Electroporation
PHYSIQUE ET b + Efficacitéin vitro etex vivo | ¢ Nombre d’applications
PHYSICO- Micro-injection | ¢ Administration locale limité in vivo
CHIMIQUE
« Gene gun »
+ Grande efficacité de ¢ Insertion aléatoire dans le
o NP génome de I'héte pour les
Rétrovirus penetratlon_dan_s,la cellule FEITOVIrUS
VECTEURS ovi ¢ Bonne efficacite de + Immunogénicité
VIRAUX Adenovirus | transfectiorex vivoetin vivo o Toxicité 9
AAV ¢ Durée dexpression longue | | by ic1ion diffcile et
¢ Stabilité dans I'expression colteuse
du transgene 4 Tallle de l'insert limitée
Lipides :gr?]t;%t;ns?rilé Ncontrﬁlée + Transfection transitoire
cationiques et eyn rande u%niité ¢ Cytotoxicite
VECTEURS . N Efficgacité dg énétration | * Efficacité de transfection
SYNTHE- Polymeres + Efficacité de Itoransfectioex assez faible et variable selor
TIQUES cationiques vivo les vecteurs
. R ¢ Durée d’expression géniqy
Peptides + Non/peu immunogénes courte

¢ Taille de l'insert illimitée

N

e

Les vecteurs viraux, longtemps « a la mode », faitt'objet de nombreux essais

cliniques a l'origine du déces de plusieurs pasidRaperet al. 2003), les plus connus étant

ceux engageés par I'équipe d’Alain Fischer. Moinsnamogenes et toxiques que les virus, les

vecteurs synthétiques suscitent aujourd’hui un r@tégrandissant et de nombreuses

applications (voir Figure 10).

35



Généralités

Figure 10: essais cliniques concernant les divers vecteutiBsés en thérapie génique.
Données issues de Journal of Gene Medicine (wweyw.uk/genmed/clinical/

VECTEURS UTILISES EN ESSAIS CLINIQUES
DE THERAPIE GENIQUE
O Vecteurs viraux 68,7%
B ADN / plasmide nu 18,1%
O Lipofection 8,0%
O Transfert d'/ARN 1,2%
B Gene gun 0,4%
O Autres 0,5%

B Non connus 3,1%

Aujourd’hui, le développement de vecteurs poudéivrance d’AN est en pleine
expansion : on dénombre 232 essais cliniques eapgieégénique avec de I'’ADN / plasmide
nu, dont 147 en cours (4 en phase Il/1ll et llHaw.wiley.co.uk/genmed/clinicgl/ Ceci met

en évidence le principal probléme : trouver un @ecfiable, non toxique et non immunogéne,

pour délivrer les AN efficacement.

1) Les méthodes physiques et physicochimiques.

a. Coprécipitation au phosphate de calcium.

Cette méthode consiste a mélanger de '’ADN avectdorure de calcium, dans un
tampon phosphate, a l'origine de la formation demglexes. Cette solution permet
I'endocytose de I'ADN par phagocytose, une fois erisprésence avec les celluirsvitro.
Les premieres expeériences ont été réalisées daastees 70, pour introduire de I’ADN viral
(adénovirus de type V, HSV-1) vitro (Grahamet al. 1973, Stowet al. 1976).

b. L’électroporation.

L’administration d’'un courant électrique, de ceudurée et dans certaines conditions
d’'impulsions, augmente la perméabilité des memizraedulaires, ce qui permet le passage
de moléculesn vitro. En effet, le champ électrique polarise les mdexde la membrane
cellulaire et déstabilise transitoirement son iritégnoléculaire. Elle se dénude localement et
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des pores se forment laissant fuir des composémplagmiques et rentrer des composés
exogenes (Neumanet al. 1982, Helleret al. 2006). Un appareil efficace d’électroporation,
développé par Amaxa, est commercialisé sous ledwiMucleofector et destiné a transfecter

tous types de cellules (bactéries, cellules de m&mes, etc.).

L'amélioration de cette technique a permis solisation pour le transfert de geme
vivo, avec de nombreuses applications thérapeutigassentiellement cancers, mais aussi
régulation de protéines et vaccination. La méthdeectroporation intramusculaire s’est
avérée efficace et actuellement 2 essais clinigg@® en cours et 7 en recrutement
(http://clinicaltrials.gov/ct/gyi pour le traitement de divers cancers (téte / enélanome,

cancer du pancreas).

C. La micro-injection.

La micro-injection directe des genes dans les moyallulaires est une autre méthode
de transfection qui abroge I'exposition de 'ADN @onditions acides des endosomes. Bien
que limitée par rapport au nombre de cellules, ieravinjection est particulierement utile
pour délivrer 'ADN aux cellules embryonnaires ax @ocytes. L'injection directe de I'ADN
dans le muscle squelettique ou cardiaque est &ssadiinternalisation dans des cellules et a
I'expression du transgene. Des résultats semblableété obtenus aprés injection de 'ADN
dans les tumeurs solides chez des souris Nude. Detts étude, l'expression du gene
rapporteur a été stable pendant 5 jours et peaisperjusqu'a 10 jours apres injection (Yang
et al. 1995). De maniere significative, I'injection intwanorale du géne de l'interférgra été

associée a l'inhibition de la croissance tumoraisét al. 1995).

d. Le bombardement de gene ou « gene gun ».

La peau constitue une barriere au niveau de I'aduiété et de la visualisation pour la
délivrance de génes médicaments. Le «gene gumréléag des particules en or ou de
tungsten (environ 1um de diamétre), recouverteDNA0.5 a 5ug par mg d’or) jusqu’aux
cellules cibles ou dans les tissus. Grace a letitepeille, les particules peuvent pénétrer a
travers la membrane cellulaire. Une fois dans llalee ’ADN est dissocié des particules d’or
et peut étre exprimé (Liat al. 2000). Un systéme de délivrance via des partiduddistiques
a été mis au point par Bio-Rad et est actuelleroemmercialisé sous le nom de Helios, dont

le but est d’introduire des génes dans la peau.
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Le «gene gun » représente 0.4% des essais @mligo thérapie génique, avec 5
essais cliniques : un essai terminé en 2003 &t éagres en cours, aux stades | et Il, tous pour

le traitement du mélanome a base de cytokines (waisy.co.uk/genmed/clinicgl/

L’application de cette technique reste cependastlimitée, le facteur limitant étant le degré

de pénétration dans les cellules de mammiferesgiLiat. 2000).

2) Les vecteurs viraux.

a. Les adénovirus.

Ce sont des virus a ADN linéaire. Le génome viral pas la capacité de s’intégrer
dans celui de I'hdte et reste épisomal dans le unoyaut en utilisant les machineries
enzymatiques. Son expression est par conséquersittiee et faible, ce qui n’est pas un
avantage pour le traitement des maladies chronigues adénovirus de®f génération
avaient I'inconvénient d’induire de fortes répongesunitaires, limitant leur utilisation en
essai clinique. Une"¥ génération d’adénovirus « helper-dependent », ptogetteurs, se
sont avérés moins immunogéenes et permettant urressipn du transgene a plus long terme
(Jozkowiczet al. 2005). D’autres méthodes proposent d’atténuer’élindner leur toxicite,

ou bien de cibler les adénovirus (St George 2003).

Malgré la démonstration de leur efficacité vivo sur I'animal, les adénovirus
provoquent toujours des réponses inflammatoirdsuwgttoxicité, surtout au niveau du foie,
est problématique (Palmet al. 2005). Un essai clinique a été a l'origine de lartnd’un
patient traité avec un adénovirus d¥®yénération (Rapeet al. 2003). Les adénovirus
représentent aujourd’hui 25% des essais cliniqueshérapie génique, chiffre cependant

stable depuis les années 2000.

b. Les rétrovirus.
lls ont été utilisés pour 1a°% fois dans les années 80 (Elis al. 1989, Guildet al.
1988). Ce sont des virus a ARN. Apres internalisatiucléaire de I'’ARN rétroviral, celui-ci
est rétrotranscrit en ADN et est ensuite intégnéssdea génome de I'héte, d’ou son intérét
comme vecteur dans le transfert de gene (Zhetngl. 2006). Leur insertion permet leur
transmission a la descendance mais se fait de f@éatoire, d’ou la possibilité d’engendrer

des mutations.
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Les rétrovirus représentent 23% des essais cisigu thérapie génique. lls ont été les
premiers vecteurs testés en essai clinigues dananieées 90, dans le cadre de la thérapie
génique, qui n’ont pas donné les effets escomtés Ethomme ; des expériences préalables

chez I'animal n'avaient en effet pas été réalig8émese 1995).

L'équipe d’Alain Fischer a engagé des expériermed 999 (Fischeet al. 1999) sur

des enfants atteints de SCID (Severe Combined IrnbDeficiency) lieé au chromosome X,
une maladie rare a l'origine d’'une grave déficieaceniveau du systeme immunitaire des
enfants, alors appelés « enfants bulles ». L'idiét é'insérer un géne vectorisé par un
rétrovirus, ayant la capacité de s’insérer dargelgome humain. Le gene, une fois insére,
aurait été a l'origine de I'expression des réceptele cytokines, dont la voie de signalisation
est déficiente chez les enfants atteints. Cependantecteur viral s’est inséré dans un
oncogeéne et I'a activé, ce qui a déclaré une leieéans un ¥ temps, leur décés plus tard.
Ces effets non désirés n’avaient pourtant pas bBs&reés chez l'animal de laboratoire
(Cavazzana-Calvet al.2004, Cavazzana-Calhat al. 2005, Fischeet al.2002).

Depuis cet épisode et celui concernant les adamya communauté scientifique se
tourne plus vers les vecteurs non viraux, potdatient moins dangereux pour la santé

publique.

3) Les vecteurs synthétiques.

Pour permettre un systéeme optimal de transportyegaieur synthétique nécessite
certaines caractéristiques :

- former un complexe avec I'AN a vectoriser et le pawter,

- protéger 'AN des diverses sources de dégradatomee les nucléases,

- obtenir des particules vecteur synthétique / AN bgemes et de petite taille (<500nm),

- faciliter la fixation de I'’AN sur la cellule car ke-ci étant chargé négativement, il ne
peut adhérer spontanément a la membrane plasmadysnponique des cellules,

- favoriser le passage de I’AN hydrophile a traversnilieu hydrophobe constitué par
la membrane plasmique et/ou endosomique,

- permettre le trafic intracellulaire et la pénétratde I'AN dans le noyau,

- transfecter efficacemennt vivo.
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En considérant le vecteur comme transporteur gheipe actif, on distingue 3 grandes
classes de vecteurs synthétiques, ayant leurs téastiques propres: les lipides, les

polyméres cationiques et les peptides.

a. Les polymeres cationiques.

De la méme facon que pour les liposomes, I'atwacélectrostatique entre les charges
cationiques des polymeéres et les charges négatee$ADN résulte en un complexe
particulaire appelé polyplexe, capable de tranefede¢s cellules. Tous les polymeéres
cationiques se lient et condensent trés fortementAN. Parmi les polyméres naturels, on
peut citer les histones (Friet al. 1996), certaines protéines chromosomiques comm&HM
(Bottgeret al. 1988), le chitosan (Erbachet al. 1998). Les polymeéres les plus documentés

sont regroupés dans le tableau suivant (Bretad. 2001, De Smeditt al.2000).

Tableau 6: exemples de polymeéres cationiques.

POLYMERES ACTION SPECIFIQUE REFERENCE
Fusion membranaire Usteret al. 1985
Poly-L-lysine Wu et al.1987

Nécessite I'addition d’adjuvants Lemaitreet al 1987

Diméthylaminoéthyl- | Non fusiogénique
dextran (DEAE-dextran)| Nécessite I'addition d’adjuvants

Transfection de courts fragments d’AN | Chavanyet al. 1992
Protection des AN contre les exonucléasessodardet al. 1995

Takaiet al. 1990

Nanoparticules

PEI branchée Endocytose Boussifet al. 1995
Neutralisation des protons'H .
PE| linéaire Lyse des endosomes Ferrariet al.1997

Cheminet al. 1998
Tanget al. 1996
Kukowska-Latalloet al.
1996

Modification de I'acidification des

bl compartiments endosomaux

Ne nécessite pas la présence d'agents
Chitosan endosomolytiques Erbacheret al. 1998
Plus efficace que la PEI

Déstabilisation de la membrane des
endosomes

Poly-L-lysine histidylée Midoux et al. 1999

La PEI (Polyéthylenimine), polymeére le plus connu, est gpéére cationique de
divers degrés de polymérisation appelés dendrimétibs existe sous forme branchée de
25kDa, commercialisée sous le nom de jet-PEI (Ra$ypransfection, Strasbourg, France), et
linéaire sous le nom d’ExGen 500 (Fermentas Lifer®es, Ontario, Canada), moins toxique.

Bien que tres efficada vitro etin vivo, I'excés de charges positives favorise I'intei@tton
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spécifiqgue avec la membrane cellulaire. Ce polynagite-perméabilisant est en conséquence
trés toxigue, a cause de cet exceés de chargesoosueout dans la PEI libre (Clamrakal.
2003) et de la taille de la molécule. Ainsi, la oiotion de sa taille a 10kDa permis de
diminuer significativement sa toxicité tout en cemn@nt son efficacité de transfection
(Fischeret al. 1999, Godbet al. 1999).

Les polyamindodendriméres (PAMAM) sont une cladeepolymeéres synthétiques
fortement branchés en forme d’étoile sphérique (¥baal. 1999). Les dendriméres dits
fracturés (partiellement dégradés) ont un pouvar thnsfection 50 fois supérieur aux
dendriméres intacts de® génération (Tanget al. 1996). Ces PAMAM sont dailleurs

commercialisés sous le nom de SuperFect (QIAGEN).

Figure 11: structure des principaux polymeres cationiquésdaires (A-C) et branchés (D-
E). A : poly-L-lysine. B : PEI linéaire. C : Chitosab.: dendrimére PAMAM de i
génération. E : PEI branchée. D’apres De Smedi.2@00.

fedigsiant oy

Z—1I
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Certaines particules sont composées de polymetdssent au niveau de I'enveloppe.
Une nanocapsule est constituée d'une enveloppelg®aégre et d'un compartiment huileux ou
aqueux contenant le médicament : c'est un syste&ngpe réservoir. Une nanosphére est un
ensemble de polyméres enchevétrés pour formeragauématriciel dans lequel la molécule
d’intérét est piégeée (voir Figure 12). Certainesaspheres réalisées a partir de I'albumine du
sérum humain ont été développées pour véhiculefAd2N (Simoes et al. 2004). Les
vecteurs basés sur l'utilisation de molécules mdies (chitosan, albumine) minimisent les

interactions avec les autres composants intera@id.

Figure 12: images de synthése d'un polymeére de type nansabp(a gauche) et de type
nanosphére (a droite).
Images issues du CNRS (http://www.cnrs.fr/cw/dogsiesnano/accueil.htyn

A ce jour, les polymeres cationiques ne font palgdt d’essais cliniques en tant que

vecteur seul. Certains sont cependant utilisés pm#liorer I'efficacité de vectorisation de
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biomolécules : PEG (43 essais dont 7 en recruténmaitosan (3 essais en recrutement), PEI

(1 essai en recrutement) et polylysine (1 essaeemtement).

b. Les peptides.

¢ PEPTIDES VECTEURS.

Les CPP (Cell Penetrating Peptides) sont un groleppeptides vecteurs naturels ou
synthétiques, de 7 a 30 AA, capables de vectocestaines molécules d’intérét (AN, drogues,
protéines) pour assurer leur délivrance dans llkgles (Morriset al. 1999, 2001, Simeorat
al. 2003).

Le peptide le plus étudié, TAT fait partie des GRPlus précisément de la classe des
peptides riches en arginine, tout comme Antennap@dlintp) ou la Pénétratine (Torchilin
2005, Abeset al. 2007). TAT est le facteur activateur de transmiptissu du HIV-1 et
comporte 86 acides aminés (AA). Il comprend uneorégiche en cystéine et une région
basique impliquée dans la localisation nucléaireetiéolaire, ainsi que dans la liaison a
'ARN. Par conséquent, TAT est chargé positivemeatprotéine est encodée par 2 exons et
uniguement le 4 exon codant pour 72 AA de la partie N-terminal¢ ssfisante pour
I'activité de TAT. Le peptide utilisé dans les égdest en géenéral limité aux AA 48 a 60,

fragment permettant son internalisation (Vietsl. 1997).

Notre équipe a montré que le peptide TAT (48-6fa)it énternalisé par la voie
d’endocytose impliquant les clathrines et les prglgcans membranaires (Abes al. 2007,
Richard et al. 2003, 2005). Cependant, en fonction des concerigatexpérimentales
utilisées, des mécanismes indépendants de I'enolegemblent aussi intervenir (Simeeni
al. 2003).
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Tableau 7: exemples de peptides vecteurs.

PEPTIDES ORIGINE SEQUENCE REFERENCE
TAT (48-60) HIV-1 GRKKRRQRRRPPQC Vivest al. 1997
Pénétratine | Antennapedig RQIKIWFQNRRMKWKK Derossiet al. 1994

Transportan | Synthétigue | GWTLNSAGYLLKINLKALAALAKKIL Poogaet al. 1998

MPG Synthétique | GALFLGFLGAAGSTMGAWSQPKKKRKY Morrist al.1997
Pep-1 Synthétigue | KETWWETWWTEWSQPKKKRKYV Morrist al.2001
Oligo -~ Rothbardet al.
Arginine Synthétiqgue | (R)n 2000
Sazaniet al.2001
Oligo Lysine | Synthétique | (L)n Siwkowskiet al.
2004

Plus récemment, de nouveaux peptides riches anirsrgont été étudiés dans des
systemes biologiques vitro et in vivo : Rs-pénétratine, (R-Ahx-R)PNA et (R-Ahx-R)-
PMO (Abeset al. 2006, Abeset al. 2007a, 2007b, Resiret al. 2007, Moultonet al. 2007).
Ces CPP se sont avérés efficaces pour corrigepiesa@je alternatif défectueux ou induire un
saut d’exon (voir paragraphe sur les applicatiors),'absence d’agent endosomolytique.
Cependant, une grande partie de ces peptidestoegteirs séquestrée dans les endosomes,

d’ou une activité pas assez performante pour Bimist

La séquestration dans les endosomes des pepedésurs est la limitation de leur

utilisationin vivo et par conséquent de leur étude plus pousséesaincéinique.

¢+ PEPTIDES MICROBIENS.

Des peptides microbiens cationiques ont aussiugliéés et plus de 500 ont été
identifiés. On distingue les peptides linéairesrfant des hélices, ceux riches en cystéine et
ceux contenant un pourcentage élevé d’'un type d1465s. peptides microbiens ont la capacité
de perméabiliser les membranes plasmiques dedesepiar un effet de type détergent et de

créer des pores pour permettre leur entrée. Ce nis@éoa d’action est trés rapide,
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concentration dépendante et indépendante de Hictien avec une cible moléculaire unique
(Andreset al. 2007). Ces peptides n'utilisent donc pas les vdieadocytose pour pénétrer
dans les cellules. Cependant, ils doivent en géaémautilisés a trés forte concentration, d’ou
une toxicité élevée. A ce jour, seuls quelquesigeptantimicrobiens ont fait preuve d’une
efficacité potentielle dans le traitement des itifets systémiques. Plusieurs molécules sont
en stade avancé de développement dans le cadrectioms localisées, sous forme de
topique (Andrest al. 2005).

+ PEPTIDES DE FUSION.

A l'instar de certaines protéines virales, d’'asittgpes de peptides, de type fusiogéne,
ont été etudiés. lls ont la particularité de débtmp les membranes a pH acide et sont
souvent utilisés comme cofacteurs pour la transfea’ADN ou d’ON (Planket al. 1998).
Ces peptides peuvent étre riches en acide glutanfdidouxet al. 1998, Midouxet al. 1993,
Plank et al. 1994) ou en histidine (Midougt al. 1998, Melinoet al. 1999). Ces peptides
utilisent les voies d’endocytose classique, via &wlosomes et les lysosomes. Leur
protonation dans les compartiments acides conduiteadéstabilisation des membranes, puis

en un changement de conformation des peptideskBtaal. 1998).

Les peptides riches en glutamate, anioniquesusifit rapidement mais ont une
efficacité réduite en présence de protéines s&iqbependant, une fois fixés sur un vecteur,

ils ont tendance a perdre leur capacité a déstabikks membranes (Midoet al. 1995).

Dans le cas des peptides riches en histidine gébgpositivement, les groupements
imidazoles se protonnent a %H < 6.5 dans les endosomes. Utilisés a forte condenmtra
de la méme facon que les agents endosomolytiqudsrgquine, sucrose), ils sont trés

toxiques voire létaux pour les cellules. Leur gétionin vivo parait donc limitée.

C. Vecteurs utilisant les lipides.
Actuellement, les liposomes sont utilisés comménient pour la délivrance

d’anticancéreux, d’agents de contraste en scimigeset d’adjuvants vaccinaux.

Les liposomes sont des vésicules phospholipidiqutcielles, de taille variant entre
20nm et 2um, et pouvant enfermer de nombreusesaietesolubles (dans leur cceur aqueux,

voir Figure 13) et insolubles dans I'eau (dansdenpartiment hydrophobe de la bicouche
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phospholipidique) ; ils peuvent aussi étre liésea tholécules de PEG (polyéthyleneglycol),
greffées a leur surface. lls sont considérés conweeteur de médicaments les plus

prometteurs depuis 2 décennies (Torchilin 2005).

Figure 13: images de synthése d’'un liposome (en haut) eindiposome pégylé (en bas).
En bleu : molécule d’intérét hydrophile contenu@slée compartiment aqueux central.
Images issues du CNRS (http://www.cnrs.fr/cw/dossi@snano/accueil.htn

Malgré la démonstration de certains effets biajags des ON thérapeutiques (Soriano
et al. 1983, Thierryet al. 1993, Leonettet al. 1990), le rendement de transfection s’est avéré
un peu faible. De la sorte, les chercheurs seteaomeés vers des formulations permettant une

plus grande condensation des AN (Thieat\al. 1992).

Dans ce contexte de délivrance, les liposomesegut une attention toute particuliere
pour leur capacité a présenter un lipide cationigueonduire a des particules complexant
I’AN et donc le transporter : les lipoplexes (Lkes £ travaux pionniers pour la délivrance
de gene utilisaient des lipides avec une téte mplarotonée a pH physiologique (Felgeér
al. 1987). Depuis, un nombre trés important de lipidasioniques ont été synthétisés
chimiquement et étudiés pour la délivrance de d&mewn et al. 2001). Aujourd’hui, les
liposomes occupent I&"Eplace parmi les vecteurs synthétiques, avec 8%skes cliniques
en thérapie génique, de par leur rapport efficatitioxicité. En effet, les polymeéres

cationiques s’averent en général toxiques et Iptiges peu efficaces.
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La structure, 'historique et la diversité desdgs cationiques, puis I'entrée dans la

cellule des lipoplexes qui en sont constitues, détdillés dans le chapitre suivant.
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. LES LIPIDES COMME VECTEURS D’ACIDES NUCLEIQUES.

1) Structures des lipides, des liposomes et des kpegl

a. Structure des lipides.

Les lipides cationiques dans un liposome possademichaine hydrophobe. Une téte
polaire conduit a un auto-assemblage en bicoughesa une vésicule fermée et dispersée en
milieu aqueux. Ainsi, dans un milieu aqueux, latipahydrophobe est protégée et les
groupements amines sont exposeés. Ces derniers tpamimies interactions électrostatiques
avec I'’ADN et leur condensation en de petites palgis complexes (voir Figure 14), grace a

la réaction de condensation des contre-ions de MgrDosawa.

Figure 14: structure générale d’un lipide cationique.

NeANNNNN
|

Téte Bras Queue lipidique
cationique espaceur (hydrophobe)
(hydrophile)

Les lipides cationiques qui rentrent dans la fdation des liposomes sont de nature
chimique différente des phospholipides, mais ilkgzgent tous une structure commune : une
téte cationique hydrophile, un espaceur, un grogmende liaison (linker) et une partie
hydrophobe. La partie hydrophobe est souvent dogstipar 1 ou 2 chaines d’acide gras ou
groupements alkyls de 12 a 18 atomes de carbotwmgueur (Cn). Les acides gras utilisés le
plus fréguemment sont l'acide oléique (C18), l'acigpalmitoléiqgue (C16) ou l'acide
myristylique (C14). Dans une autre famille de Igsdccationiques, cette partie hydrophobe est

constituée par un noyau cholestérol ou un déritiérigue d’acide biliaire.

Les molécules lipidiques polaires (amphiphileshyemt s’auto-agréger et s’auto-
assembler pour former diverses particules colleglatn fonction de la température et de la
concentration ionique (pour revue Lasic 1998) aaigation en (voir Figure 15)

- micelles (savons, détergents, lysophospholipides)
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- bicouches (phosphatidylcholine, phosphatidylségm@sphatidylinositol, DODAC)
- micelles inverses (phosphatidyléthanolamine, CL).

Figure 15: organisation des lipidesAdapté de Lasic 1998.
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La symétrie de l'auto-assemblage du lipide a unflience sur les diverses phases
formées. Dans les micelles, les lipides ont unmé&de cone inversé et s’auto-organisent en
phases isotropiques et hexagonales inverses. Barsdouches, les lipides ont une forme de
cylindre et s’auto-organisent en phases lamella{ceiques). Enfin, dans les micelles
inverses, les lipides ont une forme de cbne ettg’atganisent en phases hexagonales
normales. Ces structures auto-organisées sont weeneristal liquide. La formation de
bicouches en présence d’'un excés d’eau conduifartation d’'une vésicule fermée appelée

liposome.

b. Structure des liposomes.
On distingue plusieurs types de liposomes seldaille des particules et le nombre de
bicouches (Loriret al.2004) :
» les SUV (Small Unilamellar Vesicles) : SU¥200nm ;
» les LUV (Large Unilamellar Vesicles) : 200nm < LUV1lpum ;
» les MLV (MultiLamellar Vesicles) : MLV > 200nm ;
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» les GUV (Giant Unilamellar Vesicles) : GUV > 1um.

Figure 16: classification des liposomes.
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A hautes concentrations en lipides, toutes leshau&s d’hydratation donnent des
MLV, non utilisables pour la plupart des applicagp a cause de leurs tailles et du faible
volume intérieur d’encapsulation de composeés. (pesdmes peuvent alors étre convertis en
SUV ou LUV par des méthodes mécaniques (pour rease 1998) :
e pour obtenir des SUV : sonication, extrusion
* pour obtenir des LUV : congélation / décongélatextrusion.
Du fait du grand diameétre des LUV, l'organisatioesdphospholipides est identique dans

chacune des monocouches (Schiereal. 1978).

Les liposomes sont des structures fermées codasitd’'une ou de plusieurs bicouches
lipidiques organisées entre 2 compartiments aqBaxghamet al. 1965, Johnsoret al.
1971). Leur taille varie de 20nm a plusieyrs. En général, les phospholipides naturels
forment spontanément des liposomes en milieu aq(fRoxnanskyet al. 1974, Lebeckt al.
1989). Les phospholipides sont des molécules arhpeégpqui possedent une téte polaire et
une queue apolaire. En milieu aqueux, I'organisate plus stable est celle qui permet de
minimiser les interactions entre composants hydsbph et molécules d’eau. Les lipides
s’organisent le plus souvent en bicouches avegueses apolaires au centre de la bicouche et
les tétes polaires exposées au milieu aqueux {eutéou intérieur). Cette structure est
refermée sur elle-méme en une vésicule, qui isoleampartiment interne aqueux. Le libre
passage de macromolécules hydrophiles d'un compamti a l'autre est quasiment

impossible, au contraire de celui de quelques éslitydrophobes ou de petits solutés
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hydrophiles qui diffusent liborement au travers débdicouche (Inoue 1974, Naei al. 1977,
Deameret al. 1986). L'épaisseur d’une bicouche est plus ou mémale a 2 fois la longueur
des plus grands lipides qui la composent. Le caentda la bicouche, et notamment la

présence de protéines, peut en augmenter I'épaisgeueste toutefois inférieure a 1 nm.

C. Structure des lipoplexes.

La complexation des AN aux lipides mene a la faromade particules de structure
tres différente, dont la charge en surface etille sont différentes des préparations originales
de liposomes, dépendant de la charge du ratioelipidDN (+ / -) (Pireset al. 1999). La
structure des complexes liposomes-ADN a été carseed par diffraction aux rayons-X
principalement (Radlegt al. 1997, Koltoveret al. 1998, 1999, Schmuiet al. 1999). Il existe
2 architectures basiques (Monkkonenh al. 1998), L, (organisation lamellaire avec des
chaines d’hydrocarbones fluides) ef fbhase hexagonale), avec des transitions possibles
d'un état vers l'autre (voir Figure 17). Ce sont dg/perstructures organisées, de nature
cristaux liquides, dont I'environnement et la dyngume de formation ne sont pas encore bien
expliqués (Schmutet al. 1999, Radleet al. 1997). L’architecture lamellaire est constituée de
brins paralléeles d’ADN entourés de bicouches Iipiis fluides. Les phases hexagonales
inverses Wl seraient préférables pour linternalisation dgsoplexes, moins sujettes a
'augmentation de la taille des particules (Simbetgal. 2004, Wasunguwet al. 2006). Des
structures hexagonales normales(Wasunguet al. 2006, Ewertet al. 2006) et des phases

cubiques (Koynovat al.2005) ont aussi été décrites.

Figure 17: ultrastructure d’'un complexe liposome cationiqueADN.
En jaune : couches phospholipidique du liposomeblEn : hélices d’ADN.
D’aprés Koltover et al. 1998.
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Les particules de liposomes obtenues aprés eatrgsiobservées en cryomicroscopie
électronique, ont une morphologie bilamellaire minée qui a été bien caractérisée
(Templeton 2002). Une hypothese possible seraitl’queraction initiale de 'ADN avec la
surface externe des vésicules unilamellaires iedun®e contraction de cette couche de lipides
a cause de la neutralisation des charges, graceéadtion de condensation des contre-ions de
Manning-Oosawa. Ceci méenerait a une inversion desecule autour de I’ADN et formerait
des vésicules de structure lamellaire ou s’intereant les chaines d’ADN. La complexation
avec les différents types d’AN, dont les ON, cohduides ultrastructures équivalentes,
suggérant un phénomene ubiquitaire de la condensd¢is AN (Schmutet al. 1999).

2) Historique et diversité de lipides dans le contekte¢ransport d’AN.

a. Historique.

Historiquement, le concept de liposome est raéaix observations d’A.D. Bangham
en 1965 (Banghanet al. 1965), qui étudiait les phospholipides membrasaiet le
regroupement des cellules sanguines. Il découw s phospholipides, composants
majoritaires des membranes cellulaires, ont la n#tp de former spontanément des
assemblages globulaires sphériques en contackede. ISi ces assemblages sont obtenus a
partir de lipides retrouvés dans les membranesilaglts, tels les phospholipides, ils sont

dénommés liposomes, et vésicules lorsqu’ils saomiés a partir de molécules de synthése.

Dés 1979, G.J. Dimitriadis (Dimitriadis 1979) ig#l les liposomes comme une «
enveloppe » pour y incorporer de '’ADN par encagsah, mais sans utiliser de lipide chargé.
Par la suite, J.P. Behr (Bebt al. 1986) démontra qu’un lipide cationique protonéHa p
physiologique et assemblé en liposomes pouvait texap’ADN et le condenser. L'année
suivante, Felgner et collaborateurs réaliserenptemiéres expériences de lipofection, terme
désignant une transfection cellulaire par le bides liposomes (Felgneat al. 1987). Ce
liposome, du nom de Lipofectine (Invitrogen) esvetai par la suite le premier vecteur
liposomal distribué commercialement et il est eradilisé de nos jours. C’est typiquement le
mélange d’'un lipide cationique et d'un lipide neutrespectivement le DOTMA (1,2-
dioléoyloxypropyl-3-triméthylammonium) et le DOPHidléoyl phosphatidyléthanolamine)

en proportion massique 1:1.
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Depuis ces études pionniéeres, de nombreux lipdé@eniques ont été développés et
testés avec succes, que ce soit en modifiant leenaationique du lipide (Felgnet al. 1994),
ses chaines d’acides gras (Rosenzweigl. 2000) ou la formulation avec le lipide auxiliaire
(Budkeret al. 1996). Ce champ de recherche reste tres act# éiversité des formulations

pouvant étre testées ou restant a découvrir esvaste.

La protection, le transport et I'activité d’ON pdes liposomes ont été démontreés,
mais le rendement de distribution dans le cytopéasiast avéré assez faible (Thieatyal.
1992, 1993). Dés 1993, les liposomes cationiquesnfuutilisés pour un premier essai de
thérapie génique humaine (Naletlal. 1993) et au total pres de 8% des essais menésgusq
maintenant ont utilisé cette technique démontrardi &on intérét. L’accident mortel survenu
dans le cadre d’'un essai de thérapie génique autilisn vecteur viral (Marshall 1999), a
relancé l'intérét de la communauté scientifique-aAgis des vecteurs synthétiques et en

particulier des liposomes cationiques.

Les travaux de vectorisation évoluent vers I'séition d’approches combinées entre
différents vecteurs synthétiques : liposomes liésled peptides, liposomes liés a des
polymeres cationiques. Les lipides sont ainsi des @n plus utilisés comme des agents
protecteurs tandis que les interactions électigsies avec I'ADN sont assurées par des

polyméres cationiques plus condensants.
b. Lipides cationiques dérivés des acides gras.
Ces lipides, qui comportent tous 1 ou 2 chaineacidés gras comme partie

hydrophobe, peuvent étre monovalents ou multivalent

+ Les lipides monovalents

Les lipides monovalents tirent leur charge positiune téte hydrophile portant un
seul groupement amine. Ce peut étre un groupemssgylp ammonium, une amine
quaternaire, comme pour le DOTMA (1,2-dioléoyloxypyl-3-triméthylammonium) ou le
DOTAP (1,2-dioléoyl-3-tri-méthylammonium propaneggliés aux chaines d'acides gras
respectivement par des liaisons éther et esteDDAB (diméthyl dioctadécyl ammonium
bromide) est un autre exemple de lipide cationiqumovalent utilisé avec succes pour la
lipofection (Das<et al. 2002). A la difference du DOTMA ou du DOTAP, s&et@olaire est

située au contact de ses chaines d'acides gradipiges cationiques monovalents dérivés
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des acides gras ont été les premiers lipides & étdiestés et restent encore tres utilisés pour
la transfection cellulairén vitro, en particulier couplés a des polymeéres catiosiquea des

systemes de ciblage cellulaire.

+ Les lipides multivalents

Les lipopolyamines sont des lipides multicatiomigjwbtenus par couplage avec de la
spermine ou de la polylysine. lls interagissentcaVADN et le condensent grace a leur
groupe polaire cationique. Cependant, les lipopulyas sont assez cytotoxiques a
concentrations élevées (Staeddl al. 1994). En terme d'efficacité de lipofection, c’'est
désormais les lipides multivalents qui sont le phauvent utilisés. Développés selon
I'hypothese qu’un plus grand nombre de chargedipesipeut renforcer les interactions avec
'ADN a transfecter, les lipides cationiques mudiients dérivés des acides gras se sont
révélés étre plus performants que les lipides maleots. Wheeler et collaborateurs (Wheeler
et al. 1996) ont ainsi montré que I'augmentation du naamines par molécule améliorait
I'efficacité de transfection en augmentant 'affindes contacts entre I’ADN et les molécules

de lipide.

La téte hydrophile de ces lipides peut étre caréi de polylysine (lipopolylysine) ou
plus souvent de spermine comme pour le DOSPA (di8leyloxy- N- [2(spermine-
carboxamido)éthyl]-N, N-diméthyl 1-propanaminiuriltioroacétate). Le DOSPA associé au
DOPE est distribué commercialement sous le nom ideféctamine (Invitrogen) et est le
lipide cationique commercial le plus utilisé poartiansfection actuellemeint vitro.

D’autres lipides cationiques multivalents dériviacides gras ont été synthétisés,
parmi lesquels : le DOGS (dioctadécyl amidoglyg@grsnine) commercialisé sous le nom de
Transfectam (Promega) ou encore le DOSPER (1,3doiytoxy-2-(6-Carboxy-spermyl)-
propylamide). Le DOGS et le DOSPER portent unegptrmine différente dans la nature et
la taille de I'espaceur et du linker. En raisonm#uéte hydrophile plus large, ces lipides de
forme conique s’assemblent plus facilement en reseju’en vésicules, contrairement aux
lipides monovalents (Behet al. 1989). Ces lipides sont donc souvent associés lipide
auxiliaire neutre (co-lipide) pour former des lipoges stables. La propriété de ces lipides
d’interagir plus efficacement avec '’ADN grace are multiples amines est cependant
contrebalancée par une plus grande difficulté rlicher une fois les lipoplexes entrés dans

la cellule (Ferraret al. 1998).
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Figure 18: structure de lipides cationiques dérivés d’acsdgras.
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C. Lipides cationiques dérivés du cholestérol.

L'utilisation du noyau stérol permet de moduleflladité de la bicouche lipidique des
liposomes pour favoriser la stabilité avec des nramds cellulaires, qui contiennent du
cholestérol. Comme pour les lipides dérivés d'asigias, il existe 2 classes de lipides dérivés
du cholestérol, distinguées selon leurs charges mlonovalents et les multivalents.

+ Les lipides monovalents

Les lipides a base de cholestérol cationisé renhttans les formulations liposomales
les plus récentes, mais dés 1991, Gao et collahosga{Gacet al. 1991) testerent avec succes
le DC-Chol (3-béta [N-(N',N'-diméthylaminoéthan@rsamoyl]cholestérol). Ce lipide
monovalent est constitué pour sa partie hydroptbiie noyau cholestérol, d’'un court lien
carbamoyl et d’'un espaceur avec un groupement @hiylporte une amine tertiaire. Le
DC-Chol a montré son efficacité pour le transféADN dans des cellules cancéreuses
(Farhoodet al. 1992, Cacet al.2000). Dans des expériences de comparaison direcieo, il
s’est montré nettement supérieur aux lipides caji@s plus «standards» dérivés des acides
gras qu’ils soient mono ou multivalents (Egilnetzal. 1996). Les propriétés stabilisatrices du
cholestérol dans les structures lipidigues et mandires (Bhattacharyat al. 1996)

constituent probablement une des raisons de l&fii€ de ce lipide et de ses dérivés.
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+ Les lipides multivalents

Comme pour les lipides dérivés d’acides gras,dfgés multivalents du DC-Chol
ont été synthétisés et portent tous une téte pahgnia spermine est le groupement
polyamine le plus souvent utilisé mais son squelegirboné peut étre plus ou moins long et
differemment orienté. La téte polyamine peut étnssaliée au noyau cholestérol selon
plusieurs types de liaison. Tout comme pour lesidip dérives d’acides gras, les molécules
multivalentes montrent une efficacité supérieune molécules monovalentes. Les travaux de
Lee et collaborateurs ont montré que pour la tetsin de I'épithélium pulmonaire, un
lipide cationiqgue a base de cholestérol et a tgegnsine était aussi efficace qu’'un vecteur
adénoviral (Leeet al. 1996). Cependant la présence d’'une téte polyaminée lipide élargit
sa structure et contribue a favoriser une assoaiatiicellaire au détriment d’'une association
en liposome. Par ailleurs, d'autres parameétreststraux : espaceur, linker, interviennent
dans l'efficacité finale du lipide et certains tips monovalents peuvent se révéler supérieurs
(Ghoshet al.2002).

Figure 19: structure d’un lipide cationique dérivé du chad&érol.
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d. Lipides neutres.

Les co-lipides ou lipides auxiliaires (dits « help), bien qu’étant une classe de lipide
non chargé a pH physiologique, se sont révelés dge composants essentiels dans la
formulation finale des liposomes et leur capacitéaasporter des AN. L’incorporation d’un
co-lipide neutre dans la formulation en synergiecann ou plusieurs lipides cationiques peut
diminuer la toxicité et augmenter I'efficacité dartsfectionin vitro etin vivo (Honget al.
1997, Lasic 1997).

Majoritairement, le co-lipide le plus utilisé dales formulations liposomales est le
DOPE (dioléoyl Le. phospatidylétanolamine). Plusieurs études (étual. 1996, Moket al.
1997) ont démontré que les liposomes composéslifige cationique associé au DOPE en

quantité équimolaire étaient bien plus efficacesr pa transfection d’ADN que les liposomes
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formés uniquement avec un seul lipide cationiques €avaux ont prouvé également qu’'un
autre co-lipide neutre, le DOPC (dioléoyl phospihdtcholine) était bien moins efficace dans

ce role de lipide auxiliaire.

Le role du DOPE est de favoriser la transitiorreenine structure en bicouche et une
structure hexagonale, et ce sous l'influence du(lgéitover et al. 1998). Cette particularité
rend les liposomes composés de DOPE « pH sensiblesil a été démontré que ces
liposomes peuvent fusionner ou déstabiliser une lon@ne cible comme par exemple celle
des endosomes (Felgnetral. 1994, Harvieet al. 1998, Zelphatet al. 1996). L'acidification
progressive de I'endosome favoriserait donc laolusentre sa membrane et celle de
liposomes composés de DOPE. Le DOPE serait égatem@tiqué dans la libération de
'ADN du liposome. En effet, son groupement éthanghe peut interagir avec les
groupements phosphates de I'’'ADN en affaiblissastitéeractions électrostatiques entre le
lipide cationique et I'ADN (Harvieet al. 1998). Le DOPE constitue le lipide neutre le plus
utilisé pour obtenir une activité optimale (Felgeeanl. 1994, Farhooet al. 1995).

Le cholestérol a aussi été utilisé comme co-ligidar préparer des liposomes. Ceux-
ci se sont révélés plus stables que ceux contehaBXOPE mais aussi moins efficaces. Par
contre, les liposomes contenant le cholestérol &g plus efficacesn vivo que ceux
utilisant le DOPE en association avec un lipidéocéque dérivé d’acide gras (Liet al. 1997,
Tavitianet al.2002).

Figure 20: structure de lipides neutres.

Si la diversité des formulations et lipides tesi@spermis d’augmenter nos
connaissances dans le domaine de la vectorisali®era eaussi paradoxalement compliqué
I'établissement de conclusions claires et défiegigur la relation structure/fonction/efficacité.

Malgré ce manque de clarté, I'efficacité avérée masvelles formulations et la possibilité
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d’optimisation motivent la réalisation d'études quémentaires pour obtenir un vecteur

lipidique polyvalent.

Pour obtenir une formulation optimale, on peuttcier :
¢ les lipides utilisés
¢ la thermodynamique

¢ |la technique de formulation.

3) Techniques de formulation des liposomes.

Une formulation caractéristique de liposomes iasid’abord a mélanger plusieurs
lipides différents avant hydratation. Puisque ip®domes sont constitués d’'une bicouche
lipidique et d’une phase interne aqueuse, ils petuveorporer des matériaux hydrosolubles
ou liposolubles (Tomii 2002). On utilise les teajumes classiques de formation de liposomes
utilisées pour la délivrance d’autres principesfact

Les méthodes conventionnelles comportent 4 phasegipales : débarrasser les
lipides des solvants organiques, la dispersionpildels dans un milieu aqueux, la purification

des liposomes obtenus et I'analyse des produits (gyue Mozafari 2005).

Pour encapsuler des agents bioactifs, les lipospe@gent aussi étre prépares par :

0 la technique d’inversion de phase

0 la dialyse de détergents

0 la technique d’injection / vaporisation a I'éther
0 la méthode de déshydratation — réhydratation
0 la méthode d’injection a I'éthanol

0 la technique de chauffage.
La plupart de ces techniques sont a I'origine devMiu de LUV et donnent en général des

mixtures de liposomes hétérogenes. Il est alorsilplesde rajouter une étape supplémentaire :

0 la technique d’extrusion
0 la méthode de congélation / décongélation
0 la technique de sonication.

La majorité des préparations de liposomes imphgukutilisation de solvants

organiques volatiles (chloroforme, éther, métharewl) premiere étape pour dissoudre les

58



Généralités

lipides. Ces solvants affectent la structure chiraiges substances encapsulées et influencent
la stabilité des vésicules, ce qui peut générer aytetoxicité. En général, ces résidus de
solvants, aussi appelés impuretés volatiles orgasign’ont aucun intérét thérapeutique et
peuvent affecter la santé humaine ainsi que I'emviement (Cortest al. 1999, Vemuriet al.
1995, Deameet al. 1983).

a. Méthode conventionnelle.

La méthode la plus simple pour préparer les lipgsoconsiste a évaporer le solvant
organique dans lequel sont dissous les lipidess puies remettre en suspension dans un
solvant aqueux (Banghaet al. 1965). Dans ce dernier, le film lipidique s’hydratt les
phospholipides s’associent de maniere a ne passexpeurs chaines acyles au solvant. Il en
résulte la formation de bicouches, qui se refermemtemprisonnant du solvant. Des
bicouches peuvent enfermer d’autres bicouches dg pétite taille. Ainsi, lors de cette
préparation, des MLV se constituent en bicouchgslitjues concentriques et séparées les
unes des autres par des couches de solvant. @ssrtigs ont des tailles trés hétérogenes et
posseédent un volume aqueux interne relativemeblefgiar rapport au poids du lipide (Lorin
2004). Si cette méthode est la plus simple, elidéiregée par le taux d’encapsulation souvent
faible (Mozafari 2005).

b. Inversion de phase.

Dans la méthode d’évaporation en phase inverssoluant organique non miscible
dans l'eau et dans lequel les vésicules préfornsées solubles est utilisé : diéthyléther,
isopropyléther, mélanges de ces éthers avec duothime ou du méthanol (Szoka al.
1978, Papahadjopoules al. 1967a, 1967b). Les substances a encapsuler sosiuda phase
agueuse et ajoutées puis le systeme est agitaa dain vortex ou soniqué brievement. Une
émulsion inverse stable est formée. Le taux d'esdagion est en général élevé, mais
I'élimination compléte des solvants est un probléh&es vésicules formées ne sont pas trés

homogenes en taille et en nombre de bicouches.

C. Dialyse de détergent.
Mélanger une solution aqueuse de lipides avecsohdion aqueuse micellaire d’'un
détergent en excés entraine la formation d'un ngélate micelles détergent-lipides, en
equilibre avec les molécules de détergent monomesiquon-micelles (Lunat al. 1977).

Aprés élimination du détergent par dialyse (Milsmaet al. 1978), les micelles se
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transforment en vésicules détergent-lipides puivésicules lipidiques sans détergent. Ces
vésicules sont principalement unilamellaires etr letaille dépend des conditions
expérimentales, comme la concentration en lipittesjtesse de dialyse ou le rapport initial
détergent-lipides (Rotenbeeg al. 1991, Tauskelat al. 1992).

d. Injection a I'éther.

Dans la méthode de vaporisation a I'éther, lesspholipides sont dissous dans du
diéthyléther ou dans un mélange diéthyléther-méthah sont injectés dans une solution
agueuse contenant le soluté a encapsuler chauii@niBret al. 1976, Schierert al. 1978).
Les LUV sont formés par évaporation du solvant pigze. La concentration lipidique dans
le solvant organique n’affecte pas la taille dg@domes. Une variante de cette technique
utilise de I'éther de pétrole a la place du diéthyer. Cette méthode permet d’encapsuler
aussi bien des protéines que des AN. Par contex, eette technique les liposomes neutres
tendent a s’agréger, la distribution de taille gdttét hétérogene et [Iefficacité

d’encapsulation est faible.

e. Déshydratation / réhydratation.

La déshydratation de vésicules suivie d’'une réation contrdlée (proche de la
température de transition de phase ou Tm), provdqudusion des petites vésicules
préformeées, résultant en vésicules multilamellainesc de hauts taux d’encapsulation (Kirby
et al. 1984, Deameet al.1982).

f. Injection a I'’éthanol.

L’injection d'une petite quantité d’'une solutiorthanolique, constituée de lipides
amphiphiles, dans une solution aqueuse induit espaht la formation de vésicules ou les
parties hydrophiles sont exposées a l'eau (Battral. 1973, Kremeret al. 1977). Du
méthanol peut étre utilisé a la place de I'éthanals est plus toxique. Ces 2 alcools sont
cependant miscibles dans I'eau. A moins de lesidéimpar dialyse, les alcools persistent
dans la préparation de veésicules. En fonction dasitions expérimentales (concentration en
lipides, vitesse d’ajout de la solution alcooligue¥ vésicules sont plus ou moins homogénes
au niveau de la taille et du nombre de bicouchesldéét al.2001).
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g. Chauffage.

Une méthode récente pour la production rapideigtessdmes, sans l'utilisation de
produits chimiques a risque a été décrite. Cettthodé implique I'hydratation des composés
lipidiques dans un milieu aqueux, suivi du chautfag ces composés en présence de glycérol
(3% v/v) jusqu’a 120°C (Mortazawt al. 2007, Mozafariet al. 2002, 2005). Le glycérol est
hydrosoluble, avec la capacité d’augmenter la lgi@alnies vésicules lipidiques, mais n'a pas
besoin d’étre éliminé du produit final. La méthatkechauffage n’implique pas de procédure

de stérilisation pour obtenir des liposomes avexsiructure intacte.

h. Extrusion.

Le principe est de faire passer une suspensiolipdsomes, dont le diametre est
supérieur ou égal a 1um, au travers d'un filtremeés$gique dont la taille des pores de la
surface interne est d'environ 1um, par forte poessinécanique (Hopest al. 1987,
MacDonaldet al. 1991). Les filtres peuvent étre par exemple eaméue, en polycarbonate
ou en oxyde d’aluminium. L'appareil utilisé est afgpcommunément extrudeur. Le systeme
d'extrusion comprend un appareil de filtration geet cartouche ainsi qu'une pompe et une
paire de récipients contenant les solutions destiptes a traiter. La pompe est connectée aux
récipients par l'intermédiaire d'une série de spapaour assurer I'écoulement du fluide de
l'avant vers l'arriere de I'appareil, ou dans lessiverse. Depuis le récipient, la suspension
de liposomes traités peut étre transférée verysterse de remplissage stérile. Les liposomes
traités ont une taille moyenne (80 a 400nm) dépeindia diamétre des pores du filtre utilisé

et du nombre de cycles de filtration.

I Congélation / décongélation.

La méthode de congélation / décongélation consisteépéter plusieurs fois la
congélation d’'une solution de MLV dans l'azote ldgpia -195°C, puis a la décongeler a une
température avoisinant le Tm (Pick 1981). Typiquetndes cycles de congélation /
décongélation sont répétés 3 a 6 fois. Cette tqalenéquilibre le cceur aqueux des vésicules
et la phase externe aqueuse, résultant en une atajioe du taux d’encapsulation et menant
a une plus grande population de vésicules multilames et I'élimination des petites
vésicules présentes (Wal@¢ al. 2001). Cette méthode méne aussi a la fragmentdisn
MLV en SUV en présence d’électrolytes (MacDonelcl. 1994).
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- Sonication.

Le traitement par ultrasons (sonication) d’unegpsuasion de liposomes de type MLV
produit des SUV, d’'un diamétre minimum de 20nm (kpd969). Certains sonicateurs (type
sonde a immerger) délivrant beaucoup d'énergie geu\créer une surchauffe de la
préparation et une dégradation des vésicules,atepé contaminer les préparations avec le
métal de la sonde. La taille et la distribution mioye sont influencées par la composition, la
concentration, la température ainsi que le volusmésmps et la puissance de sonication. Les
grosses particules persistantes peuvent étre &aniensuite par centrifugation. A cause du
haut degré de courbures de leurs membranes, lessddlinstables et vont spontanément

reformer de grosses vésicules par fusion, unesforskés en-dessous de leur Tm.

Ces techniques permettent d’obtenir des liposoetetes lipoplexes d’'une structure
stable, supportant bien les dilutions. Au contrailes systemes thermodynamiquement
réversibles, comme les micelles et les émulsionmistemdance a s’agréger ou a se désintégrer
(Chunget al. 2001). Les liposomes peuvent néanmoins s’agré¢auges concentrations en
lipides ou en présence de certains ions multival€¢hdnes 1995). Recouvrir les particules
colloidales non chargées avec des polymeéres hyiepion-ioniques, comme le PEG, rend
les liposomes plus stables contre les interactimmsspécifiques et les auto-agrégations (pour
revue Ulrich 2002).

4) Mécanismes d’entrée dans la cellule.

L’entrée des lipoplexes dans la cellule fait imérir principalement, en absence de
sérum, des interactions électrostatiques entredagplexes chargés positivement et la surface
cellulaire chargée négativement (Pires al. 1999). Plusieurs composants de la surface
cellulaire interviendraient: composants de la matr cellulaire, phospholipides,
glycoprotéines, protéoglycans (héparanes sulfates)ipoplexe peut fusionner directement
avec la membrane plasmique, ou étre pris en chmmgendocytose dans la cellule.
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Figure 21: principales étapes d’entrée d’'un liposome catigme complexé avec un AN
dans la celluleD’aprés Thierry et al. 1998.

1. Pénétration de la molécule dans la cellule

2. Relarguage de la particule dans le compartiment
cytoplasmique et entrée dans les endosomes

Sortie des endosomes

4. Dissociation du complexe et transit du
cytoplasme vers le noyau

5. Pénétration dans le noyau
6. Transcription puis traduction

7. Synthése de la protéine et expression du
transgene.

Dans le cas de I'endocytose (voir Figure 21) ggdlathrines, la voie d’internalisation
oblige les lipoplexes a traverser les compartimentdosomaux, précoces puis tardifs. Leurs
caractéristiques leur permettent de sortir de oespartiments et de ne pas étre dégradés par
les compartiments plus acides comme les lysosodres fois le complexe dissocié, les ON,
suffisamment petits, peuvent diffuser dans le n@myassant par les pores nucléaires. Dans
les cas de la fusion et des autres voies d’endseytes particules ne passent a priori pas par

les endosomes avant de pénétrer dans le noyau.

a. Endocytose.
Il est bien établi que les lipoplexes entrentalmh prédominante par endocytose dans

les cellules (Shet al. 2004, Harashimat al. 2001, Zelphatet al. 1996, Zuhorret al. 2002).
Les cellules eucaryotes exploitent diverses voiéndbcytose et linternalisation des
lipoplexes pourrait impliquer :

* |'endocytose médiée par les clathrines via lesspaitouverts (Kirkhamat al.2005),

» une voie d’endocytose indépendante des clathrioesld phagocytose (Ulrich 2002),

* la macropinocytose (Khaldt al.2006), et

* |'endocytose médiée par les cavéoles (Nichols 2003)
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La phagocytose ne concerne que certaines cellptasadisées comme les macrophages, les
monocytes et les neutrophiles (Wasumrgial. 2006). L’endocytose via les cavéoles, surtout

décrite pour les polyplexes, est peu commune psulipoplexes.

Un facteur important et déterminant la natureadedie d’internalisation d’endocytose
est la taille des lipoplexes (Rejma al. 2004). Lors d’'une endocytose médiée par les
récepteurs, les petites particules (< 250nm de éli@mh se lient non-spécifiquement aux
récepteurs de la surface cellulaire, sont intesgak par la voie impliquant les clathrines
principalement et forment des vésicules recouvertgsst un mécanisme non spécifique.
Ensuite, leurs manteaux sont éliminés et les viEsiduisionnent avec les lysosomes, ce qui
induit une rupture des membranes lipidiques, rekang leur contenu. Les particules de
500nm et plus seraient endocytées via les cavéosslipoplexes seraient protégés dans la
cellule dans des cavéosomes, et pourraient repenkuite les compartiments des endosomes
(Wasunguet al.2006).

Le lipoplexe peut étre dégradé dans un environnegéas pH, ou il peut fusionner
directement avec la membrane endosomale ou lysdsofpaur revue Ulrich 2002). I
semblerait que certains lipoplexes véhiculant deséGhapperaient aux endosomes (Zelphati
et al. 1996). Selon ces auteurs, des contacts se feramdrg les lipides cationiques des
lipoplexes et les lipides anioniques de la surfaeenbranaire des endosomes, résultant en un
flip-flop, puis en une déstabilisation des lipomexet dissociation avec les ON ou 'ADN
chargés négativement et enfin leur relargage dansytoplasme. Cependant, les lipides
anionigues ne seraient pas forcément nécessaivepponettre ce phénomeéne (Goraatral.
2005). Par contre, les lipides neutres comme le B{oReraient un réle crucial en améliorant
la sortie des endosomes, en adoptant une phasgdmese@ dans le lumen des endosomes, ce

qui déstabiliserait la membrane endosomale (Fettal. 2004, Zuhorret al.2005).

b. Fusion.

La fusion permettrait la délivrance de plus d’Aéhd la cellule car cette voie ne passe
pas par les endosomes tardifs (Templeton 2002, wezgt al. 1999). Des études
suggéreraient que la fusion permet de délivrer NA@irectement dans le cytoplasme
(Felgneret al. 1987). Cependant, pour d’autres auteurs, 'ADNaiseexclu a la surface

cellulaire lors de la fusion et ne rentrerait dpas dans la cellule (Elouahadtial. 2005).
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Certains lipides (DOTAP, DOTMA, DOPE, CL) et polgnes (PEG) facilitant la
fusion des lipoplexes avec la membrane plasmiglialaiee ont été décrits (Goryacheeaal.
2005, Pireset al. 1999, de Limeaet al. 1999, Zhanget al. 2007, Felgneet al. 1987). Ainsi, les
cations divalents induiraient la fusion des lipossnanioniques (Duzgunes al. 1999), les
anions multivalents, les ON et 'ADN, provoquerdiéa fusion des liposomes cationiques
(Duzguneset al. 1989, Rupert 1985, Gershon 1993).

Restant trés peu documentée dans la littératurecamparaison avec la voie
d’endocytose, les données restent incertaines ergeedisent souvent. A ce jour, la voie de
pénétration des lipides par fusion n'a pas étéanta@nt démontrée.

C. Pénétration dans le noyau.
Il existe plusieurs barriéres au trafic nucléospy@ismique d’'un plasmide (Lechardeur
et al. 2006).
¢ Le cytosquelette (microtubules et microfilaments$treint la mobilité par diffusion de
I’ADN dans le cytoplasme.
¢ L’ADN est soumis aux dégradations par les nuckedsas le cytosol.
¢ Le plasmide ne pénétre pas dans le noyau pasitiffiet le transport est peu efficace.

¢ L’activité transcriptionnelle de 'ADN est limitégans le noyau.

Les liposomes complexés aux AN permettraient [&mntles ON libres dans le noyau,
alors que les lipides restent localisés dans leptgsme en des zones périnucléaires, la ou les
endosomes sont recyclés et confinés. En fait, IHss® dissocient du complexe dans les
endosomes, et s’accumulent rapidement dans le raygénétrant par diffusion (Zelphati
al. 1996, Chiret al. 1990, Leonettet al. 1991, Thierryet al. 1992). En effet, jusqu’a 40kDa
les molécules diffusent passivement via le compldyepore nucléaire ; les molécules
supérieures a 60kDa doivent étre prises en chasigdéep protéines du complexe, dont les
importines, via un mécanisme énergie-dépendant@itadt al. 1999). Des AN de 250 paires
de bases (soit environ 160kDa) pourraient ceperglartdre traverser les pores nucléaires par
diffusion (Leonettiet al. 1991, Lukact al.2000).

5) Limitations.
Les principaux inconvénients des lipides catioagusont (pour revue Mountain
2000) :
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- leur toxicité,

- linstabilité et I'nétérogénéité des formulations,
- leur inactivation dans le sang,

- lafaible efficacité de transfection,

- leur faible ciblage.

L’inactivation des liposomes par les protéinesgsis a été déciii vitro etin vivo, et
concerne aussi bien les lipides cationiques quragies (Hoekstrat al. 1979, Leeet al.
1992). Ainsi, en présence de sérum leur intern@isaserait grandement diminuée voire
complétement inhibée. Dans la circulation sanguie®,opsonines, protéines plasmatiques,
sont adsorbées par des interactions hydrophobessfaux liposomes et leur conferent un
marquage du non-soi : ils sont donc reconnus pagdhisme comme des corps étrangers et
seront phagocytés par les macrophages hépatiques, appelés cellules de Kipffer, et le
systéme réticulo-endothélial.

La toxicité des particules est le principal fraifexploitation des liposomes en essai

clinique. Il existe une relation entre toxicités@tucture chimique du lipide cationique.

¢ Tétes hydrophiled_es propriétés physicochimiques de la téte polauraient une influence.

En effet, le caractere toxique est associé a lar@atationique des vecteurs (Moregtual.
2002), principalement déterminé par les groupesdpfdlies. Ainsi, les amines quaternaires
au niveau des tétes polaires sont plus toxiquedeguamines tertiaires. Le remplacement du
groupe amine par un hétérocycle, comme le pyridinau la guanidine, diminue la charge
positive de la téte cationique et diminuerait betigi significativement la toxicité du lipide

cationique.

¢ Bras espaceurseur nature aurait des conséquences sur laigtadhil lipide et donc sur sa

toxicité une fois dégradeé : les linkers de typeseteraient plus stables que les linkers de type
ester et amide (Freedlaetial. 1996, Leventi®t al. 1990, Farhooet al. 1992).

¢ Queues hydrophobeka longueur des chaines hydrophobes pourraitr av@ importance

capitale dans la cytotoxicité du lipide (Floehal. 2000, Lvet al. 2006). En effet, certains
lipides cationiques possedent de trés longues gubyérophobes, comme le DOTAP, le

DOTMA et le DOGS par exemple. Il y a 2 types deuges hydrophobes : les chaines
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aliphatiques et les chaines dérivées du cholestésichaines aliphatiques, constituées d’'une
seule queue, sont en général plus toxiques et nefficaces que les queues constituées de 2
chaines (L\et al.2006).

¢ Taille des complexes et potentiel zé&fa (a taille des complexes liposomes-AN a une

importance dans la cytotoxicité engendrée. Le pimled est aussi en cause, puisque qu’en
théorie plus le complexe sera chargé positivemersiueface, et plus il sera toxigurevitro et
in vivo (Friendet al. 1996, Dasgt al. 2002, Lvet al. 2006).

In vitro, les effets cytotoxiques dépendent en majeurdepdd la lignée cellulaire
utilisée et de la dose de lipoplexes ajoutée alinles. La cytotoxicité des liposomes est donc
probablement liee a une mauvaise adaptation ddeligi sa cible et le développement de

nouvelles molécules garantira leur plus grandednité.

In vivo, des études ont montré que linjection systémigeelipoplexes pouvait
provoquer une hypothermie sévere puis la mort ifigeer et al. 1996), une activation du
complément (Barronet al. 1998), une toxicité au niveau du foie (Mohkt al. 2001)
certainement due a la nature trés cationique ddgydas, une toxicité au niveau des reins
(Madry et al. 2001), des problemes cardio-vasculaires dus grégtion des particules dans
les artéres (Wrighet al. 1998), l'activation de cytokines accompagnée dendarose de
cellules pulmonaires (Freimait al. 1998) et une toxicité au niveau des globules rsuge
(données non publiées) chez les animaux de lali@ataes effets toxiques obsenvi@svivo
sont la conséquence directe d’'une injection mas$gvipoplexes. Patonséquent, une étude
de la biodisponibilité et de la dynamique des lipgpsin vivo, permettrait d’éviter des effets

secondaires. Une administration progrespeenettrait également de diminuer ces effets.
Si le caractére toxique delposomes est essentiellement d0 a une absence
d’optimisation de la transfectiorns-a-vis de sa cible, il ne constitue pas, seu limitation a

I'utilisation de cessecteurs.

6) Liposomes liés & des polymeres cationiques.

Plusieurs groupes ont tenté de cumuler les sp#égides liposomes et des polymeres
cationiques, en formant avec les AN des complexgselas lipopolyplexes. Quelques

exemples sont listés (voir Tableau 8).
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Tableau 8: exemples de lipopolyplexes utilisés pour la tséection.
CHEMS : cholestéryl hemisuccinate. DOPS : diolgadsphatidylsérine. pPDMAEMA :
poly(2-diméthyléthylaino) éthyl méthacrylate. HDHEhistidine-(N,N-di-n-
hexadécylamine)éthylamide.

COMPLEXES
REFERENCE
POLYMERE(S) LIPIDE(S) AN
Po| I?I_E-IGsine DOPE / CHEMS / Folate
yPE (33’ ADN Leeet al. 1996
Poly-L-lysine DOPE / DOPS / Folate
PEI Foglieniet al.
Poly-L-lysine DOTAP ADN 2000
Phosphatidylcholestérol / ,
pDMAEMA Phosphatidylcholine / ADN Mas;okz)ggistaat
Cholestérol )
Protamine DOTAP / Cholestérol ADN Tsstial. 2002
Protamine
PEG DSPE ADN Harvieet al. 2003
(+ motifs RGD)
PEI branchée ou linéaire DOCSPER Peliseket al.
Poly-L-lysine DOSPER ADN 2006
DOTAP
PEI branchée ou linéaire DOTAP / Cholestérol ADN régeet al. 2007
Poly-L-lysine DOCSPER ADN Goldet al.2007
Poly-L-lysine histidylée . ARNmM Mockeyet al.
PEG HDHE / Cholestérol ADN 2007

L’'ajout en surface des liposomes de molécules B&,Paussi appelé pégylation,
améliore I'efficacité de transfection en améliornsolubilité et la stabilité des complexes et
en réduisant les interactions aspécifiques avebitaaolécules (pour revue De Smeadtal.
2000). Le PEG masque les charges positives a facgudes complexes et augmente la
demi-vie des complexes SUV / ADN dans la circulateanguine (Gabizoet al. 1994,
Papahadjopulost al. 1991, Tranchargt al. 2004). Cette e génération de liposomes furtifs
offre 'avantage de ne pas étre reconnus commaggragar les opsonines dans la circulation ;
il N’y aura pas reconnaissance des particules ggmcellules de Kuppfer au niveau du foie,

donc les lipoplexes ne seront pas dégradés panae®phages hépatiques.

Globalement, le mélange liposomes / polymére®igtiies a permis d’améliorer tres

significativement l'efficacité de transfection obte avec les liposomes ou les polymeres
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seuls, tout en diminuant leur cytotoxicité (lbaretzal. 1996, Guoet al. 2000), ce pour
plusieurs types cellulaires testés et méme en mrésde sérum dans le milieu de transfection.
Des différences d’efficacité ont néanmoins été okess selon I'ordre de mélange des 3
composants des lipopolyplexes : lipides cationiqiieBN + polymeéres cationiques ou
polyméres cationiques / AN + lipides cationiqueanb certaines études une bonne résistance
a aussi été démontrée vis-a-vis des nucléasese@leral. 1996, Shangguaat al. 2000).
Récemment, une des études a méme montré une ifidadipopolyplexes a base d’ARNm

in vivo, dans le cadre d’une vaccination contre un mélanamrin (Mockeyet al. 2007).

La taille des particules obtenues est en généomhne suit: lipoplexes >
lipopolyplexes > polyplexes. Les polyméres catioes permettent en général une plus forte
condensation des patrticules. De plus, la chardeatgades particules complexées ou potentiel
{, peut devenir négative, selon la quantité de péhgs utilisée et le ratio appliqué. Cette
donnée est importante, car il est rare d'obtenis demplexes chargés positivement et

négativement, a partir de liposomes ou de polymgagsniques.

Ces études permettent d'allier les avantages @esomes et des polymeres
cationiques et s’avérent trés encourageantes, nsémeenombre d’expériences réalisées
vivo reste faible a ce jour. Comme pour les lipoplekesst rare d’obtenir avec les polyplexes
des particules négatives ou avoisinant la neudralie phénomene d’auto-condensation
respective des composés cationiques et de I’ANitpawaduire thermodynamiquement a des
complexes de charges globalement positives.

7) Liposomes liés a des peptides.

La membrane cellulaire représente une barrierevesaudifficile a pénétrer pour
permettre la délivrance d’AN ou de molécules théwjgues. En outre, les molécules qui
réussissent a pénétrer dans la cellule par unedieiglocytose peuvent étre dégradées dans
les compartiments des endosomes ou des lysosonaescdhsequent, de nombreuses
tentatives ont été réalisées pour détourner legsvaiendocytose, en permettant une

délivrance directe de macromolécules d’'intérét damytoplasme des cellules.

Plusieurs études permettant d’associer les stestdgposome et peptide pour la
vectorisation de molécules ont été proposées. aapgrde V.P. Torchilin possede une grande

expertise dans ce domaine. Il a tout dabord syisthédes liposomes de type
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phosphatidylcholine (PC) / cholestérol / polyétimgglycol (PEG) puis lié le peptide TAT, a
la surface de ces liposomes directement ou viabdes espaceurs. Ces particules, de taille
moyenne (150 a 200nm), pénétreraient rapidemeaffiehcement dans les cellulesvitro et
migreraient jusqu’a la zone périnucléaire (Torchdt al. 2001). Le méme groupe a ensuite
étudié des complexes peptide TAT / liposomes / ARNartir des mémes lipides utilisés
précédemment. Ces particules non toxiques pénaleard les cellules mais ne parviennent
cependant pas jusqu’au noyau. L’étude montre q@émenau bout de plusieurs heures, les

liposomes restent associées au peptide TAT (Torcéilal. 2003).

D’autres études ont montré que la Pénétratine Agt amélioraient l'efficacité de
pénétration des liposomes en fonction du nombrendécules attachées a la surface de la
membrane. L’internalisation, peptide- et type dalhe dépendante, pouvait étre améliorée
par seulement 5 molécules de peptides par liposfiseng et al. 2002). L'utilisation
d’inhibiteurs a confirmé que les liposomes-TAT étdi internalisés par endocytose,

impliquant les héparanes sulfates des protéogly@aetzet al. 2004).

Antp et TAT ont montré une internalisation pluspontante une fois couplés a des
liposomes unilamellaires de petite taille (100ndans les cellules tumorales et dendritiques.
L’internalisation était dépendante du temps etadeohcentration. Les liposomes-Antp ont été
considérés comme un systéme de transport a I'eriggn’augmentation de la délivrance des

molécules encapsulées dans les liposomes (Magl 2004).

Une étude récente a mis en évidence une augnuantidil'efficacité de transfection
des liposomes quand le peptide TAT était lié a teuface. Il a été observé en parallele une
toxicité significative, une diminution du potentieéta et une augmentation de la taille des
particules. Le processus d’entrée des complexest sarergie-dépendant, plus précisément
par une voie d’endocytose dépendante des clathfeslenbroucket al. 2007).

Enfin, des études originales ont mis en oeuvrecdagplexes constitués de liposomes
(LFA) ou de polyméres (PEI) commerciaux, et d’ofiggres PNA / ADN, pour augmenter
I'efficacité de transfection. Les PNA (Peptide NaiclAcid) sont une nouvelle chimie d’'ON
(voir Figure 22), ressemblant a 'ADN, avec un fpadtentiel pour la stratégie antisens. De ce
fait, une hybridation entre un PNA et un ADN ou OIN est possible par des liaisons

hydrogeénes. Les oligomeres veéhiculés par les 2stygee vecteurs ont montré une bien
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meilleure efficacité de transfection que les canatits du complexe seuls, avec une

internalisation jusqu’au noyau (Rasmusseal. 2006, Shiraishet al. 2006).

Figure 22: structures chimiques de ’ADN (chargé négativeniget du PNA (neutre).

ADN Base Base Base
qQ
o o o}
5. )ﬁ i ﬁ | ﬁ I3
"0 O P 0=~R=0 0=p=—0-3
PNA Base Base Base

0

Malgré ces études alliant liposomes et peptid@NA, les limitations rencontrées par

les liposomes ne sont toujours pas résolues : axitité, manque d'efficacité dans les

milieux biologiques.

8) Applications et utilisation en thérapie génique.

Sur 1.283 essais cliniques concernant la thémgdmeque, soit environ 3% des essais

totaux, 102 concernent les liposomes en tant queewed’AN, de molécules actives ou de

drogues. Quelques essais cliniques intéressantpEsentés ici (voir Tableau 9).
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Tableau 9: essais cliniques des liposomes dans le cadriadieérapie génique.
Données issues de I'U.S. National Institutes oflthe@ttp://clinicaltrials.gov/ct/gu.
NCI : National Cancer Institute ; NIDDK : Nation#hstitute of Diabetes and Digestive and
Kidney Diseases ; NCRR : National Center for Rede&esources.

MOLECULE CEH'IA\QSLIJEE FL\IAOT'\I/IEBNRFES PATHOLOGIE | ANNEE | INVESTIGATEUR
Complexe
lipide / CFTR 1995-
administré par, | 9 Mucoviscidose 2006 NIDDK, NCRR
voie
intranasale
Complexe | 1995-
lipide / gene (en cours) 9 Mucoviscidose NIDDK
pGT-1 | (€ncours) ) T T
ADN antisens .
EGFR et DC- ! 20-36 Carcinome | 1999- NCI
chol (en cours) (téte,cou) | ...
Complexe
cr?o(l)e-l;":/el':?ol / . 80 Carcinome |~ 2000- NCI
. (en cours) (téte,cou) | ...
plasmide
interleukine-2
LErafAON Cancers 2001-
tumeurs eopharm
(ON/ I 30 ( 2005 Neoph
liposome) solides)
DOTAP:Chol- IV (en 30 Cancer des 2003- M.D. Anderson
fusl recrutement poumons | ... Cancer Center
. Lymphome de
Cytarabine Il (en . .~ | 2006-
liposomale | recrutement 30 BurI;gtgls\foue ..... NCI

Ces essais concernent principalement (www.wileykdgenmed/clinica)/:

¢ les cancers (81.4%) : tumeurs solides, carcinomélnomes, cancers du cerveau, du sang,
du sein, de la prostate, des poumons, du colorp\care
¢ la mucoviscidose (9.8%)

¢ les maladies cardiovasculaires (3.9%).
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V. UTILISATION ET APPLICATIONS DES DLS ET DES NEUTRAPL EX.

1) Historigue du développement des DLS et des Newxapl

Les DLS et les Neutraplex sont 2 formulations ioates a base de liposomes et
réalisées a partir de la technigue d’injectionéhlanol. Dans les 2 cas et une fois complexé
avec de I'ADN, des particules lamellaires, hexadgmeet la coexistence de particules
lamellaires et hexagonales, ont été observées.hypethese pour expliquer la présence de

ces 3 phases a été proposée (voir Figure 23).

Figure 23: hypothese de la formation des lipoplexes a padié vésicules lipidiques (en
bleu) et d’AN (ici ADN, en noir)L : particules lamellaires. H : particules hexagdes. L-H :
coexistence de particules lamellaires et hexagaddapres Thierry et alen préparation).

a. Les DLS.

Le systeme DLS (Delivery Liposomal System) a étg au point par le Dr Alain R.
Thierry et basé sur la formation d’'un complexe @nitn AN et un lipide cationique. Le lipide
cationique est une lipopolyamine dérivée de ladggmine, le DOGS (Dioctadécyl Amido
Glyco Spermine ; Behr 1994). Un lipide neutre deetphospholipide, le DOPE (DiOleoyl L-
a PhospatidylEtanolamine) ayant la propriété dealdster les membranes cellulaires (dont

celles des endosomes) et donc fusiogénique, ot @& la préparation.

Le DOPE affecte profondément la structure des lga@s et induit une transition de
la phase lamellaire vers hexagonale, dépendanHddela composition et de la température,

ce qui faciliterait sa fusion avec la membrane ecibl au contraire sa déstabilisation. Sa
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présence induit la neutralisation des charges rigties par ses charges négatives (Koltover
et al. 1998). De plus, ses groupes amines entreraientoempétition avec les lipides
cationiques pour les groupements phosphate de I'Ad@\jui causerait une accélération de la
dissociation du complexe et permettrait plus facéat I'échappement de I'ADN du
compartiment des endosomes (De Liebal. 1999, Harvieet al. 1998). En présence de NaCl,
ceci ménerait & une diminution du potentiel deaefdes complexes, ce qui faciliterait les

interactions inter-membranaires et induirait lendfement de phase.

Le mélange de ces lipides avec un exces d’eal Bstigine de particules de type
SUV, dont le diamétre est inférieur & 200nm et damharge globale est positive (voir Figure
24). Les rapports entre les lipides et lipide / ADdUt comme la méthode de préparation ont
été optimisées pour obtenir le maximum d'efficacite transfectionin vitro, méme en
présence de protéines sériques, poisvivo (Thierry et al. 1997a, 1997b). Le procédé
d’obtention des particules complexes DLS / ADN paection a I'éthanol a été breveté en
1995 (WQO96/03977).

Figure 24: images de cryo-microscopie électronique de pares DLS (a gauche) et de
complexes DLS-ADNp (a droitep’aprés Thierry (en préparation).

La formation de complexes peut étre mise en écel@ar I'aspect plus opalescent des
particules en comparaison avec les SUV non compléxéir Figure 25). Les particules
formées sont ainsi capables de dévier la lumieog, léur aspect opalescent.

74



Généralités

Figure 25: particules de DLS (a gauche) et de DLS-ON (a ided.

Dans des expériences vivo chez la souris (Thierrgt al. 1995), la délivrance d’AN
par les DLS a montré une expression a long termdrahsgene (jusqu’a 3 mois apres
injection) pour la 9 fois avec un vecteur synthétique. Cette expressiavere dépendante
du promoteur plasmidique utilisé, de la dose d’ADi¢ctée et de la voie d’administration
(Aksentijevishet al. 1996, Thierryet al. 1995). L’expression du transgéne a ainsi été mrse
évidence principalement dans les poumons, le fegereins et le coeur. Ces liposomes ont
aussi montré une efficacité de transfeciiowitro supérieure a certains lipides commerciaux
comme le Transfectame seul (Promega), la Lipofedtirt, Invitrogen) ou la Lipofectamine
(LFA, Invitrogen), en présence ou non de sérumditiiiet al. 1997).

De nombreux travaux avec les DLS / ADN plasmidi¢@BNp) ont été menés dans
diverses stratégies thérapeutiques : transfertede mdr-1 (MultiDrug Resistance) dans les
cellules progénitrices de la moelle osseuse chenuas (Aksentijevislet al. 1996, Baudard
et al. 1996), transferin vivo du genehcg de la glucocérébrosidase humaine (Baudral.
1996). D’autres travaux ont été menées avec deplemss DLS / ON : utilisation d’ASO
pour inhiber la réplication du HIV-1 (Lavigret al. 1997, 2001, 2002), transfert du gene du
facteur IX chez la souris (Takkt al. 1997), inhibition de la tumorogénicité du sarcodee
Kaposi (Samanieget al. 1999, Lavignest al. 2004).

b. Les Neutraplex.

L’'approche lipoplexe s’est montrée efficace pautrnsport d’ADN plasmidiquim
vitro. L'application clinique semble plus difficile a «use de la toxicité engendrée par le
caractére globalement cationique des complexe®ififet al. 1998). De plus, les particules
positives se lient rapidement avec des particul@saiement négatives, comme les protéines

sériques circulantes, ce qui conduit a leur inatinin vivo.
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La difficulté a formuler des complexes globalemen#igatifs ou proches de la
neutralité est liée a des problemes galéniquesmeutation. En effet, les réactions mises en
jeu lors de la formation des lipoplexes impliquéntformation de liaisons électrostatiques

entre des constituants polyanioniques difficilesaitriser.

Le Neutraplex (Nx), dérivé des DLS, est basé apréparation de complexes stables
liposomes / ADN de charge globale négative ou avan la neutralité. Cette caractéristique
permet d’amoindrir les barrieres pharmacologiqués pbysiologiques. Un lipide, la
cardiolipine (CL) de type diphosphatidylglycérob{w Figure 26), est ajouté a la préparation
de base des DLS ; c’est un phospholipide chargativegnent présent dans la membrane

bactérienne ainsi que dans la paroi mitochondnézne.

Figure 26: structure de la cardiolipine.
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Comme pour les DLS, un exces d’eau permet la foomae particules de type SUV.
Cette formulation a donné lieu a un dép6t de breret997 (W099/06026). C’est a ce jour le
seul systeme permettant d’obtenir des complexedatgment positifs, proches de la
neutralité ou négatifs, en fonction de la quardifN au sein de la formulation. Une étude de
pharmacocinétique et de PET (Tomographie par Eanigd¢ Positons) a mis en évidence une
biodistribution de I'’ADN principalement dans le épiles poumons, le cceur, la rate, les reins
et les muscles. La disponibilit¢ de 'AN est aimsnéliorée par rapport a l'utilisation de

vecteurs synthétiques cationiques conventionnelsitinet al. 2002).

L’analyse des Nx en cryo-microscopie électronigeSAXS (analyse au rayon X a
petits angles) a partir d’ADNp, a montré des palis multilamellaires (une dizaine de
couches) et sphériques, présentant une organisabogentrique, avec un espacement

répétitif et une nature de cristal liquide (voigiie 27). Il a aussi été mis en évidence la
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présence de phases lamellaires et hexagonalegispadexistantes au sein des mémes
particules de Nx. Cette structure a été observée fous les AN testés (circulaire, linéaire,
simple brin, double brin) (Schmué al. 1999).

Figure 27: a gauche, image de cryo-microscopie électronigliene particule
multilamellaire de Nx-ADNp. A droite, schéma réadisx partir des observations en cryo-
microscopie électronique, d’une portion de Nx-ADNpP’aprés Schmutz et al. 1999.

La délivrance d’ON par les DLS et les Neutraplé&xgependant pas été optimisée. Le
but de mon projet de thése est justement de dgwelagt d’optimiser la délivrance d’ASO
(ADN et ARN simple brin) et de siRNA (ARN doubleihy a visée thérapeutique, appliqués

respectivement a la correction de I'épissage altdrat au cancer du sein.

2) Application aux ON antisens : correction de I'épigs alternatif anormal.

a. La p-thalassémie.

Les thalassémies sont un groupe de maladies cibalgéncaractérisées par une
anomalie de synthése des chaines de globines, degpposantes de I'hémoglobine.
L'hémoglobine normale adulte est composée a 97%mdiglobine A (2 chaines et 2
chainesf), 2-3% d'hémoglobine A2 (2 chaines et 2 chainesf) et moins de 1%
d'hémoglobine feetale (2 chaine®t 2 chaine§). Lesp-thalassémies sont dues a un déficit
de synthése de la chaifie La plupart des hémoglobines anormales n'ont fEgmrEssion
clinique. Les thalassémies sont les maladies ggrediles plus fréquentes, de répartition
mondiale. La fréquence de If-thalassémie est maximale au niveau de la région
méditerranéenne (d’'ou le nom d’anémie méditerram&endu Moyen-Orient, du Sud-Est
asiatique et des populations migrantes et ethrmigiaires de ces régions (Schwaetzal.
1988).
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La plupart des hémoglobinopathies sont liées a degations, généralement
responsables de la substitution d'un acide amin&paautre. La variabilité des anomalies
biochimiques est responsable de la variabilitéedgsessions cliniques :

- p-thalassémie _majeure(forme homozygofe ou anémie de CooleylL’'exces de

production des chainas entraine leur précipitation. Ces précipités somiques pour les
erythroblastes, d'ou une anémie précoce surveramérglement des I'age de 3 mois. Cette
anémie entraine une hypersécrétion d’érythrop@étnia prolifération massive de la moelle
osseuse : fractures, déformation des os du créammpressions médullaires... Il existe
également un retard de croissance, une pubertédéetasouvent incompléte, qui
s’accompagne d’'une cardiomégalie et d’'une hépatosphégalie. Non traitée, la maladie est
mortelle avant 4 ans. Pour les formes les plusreéy@ne transfusion de globules rouges est
nécessaire environ une fois par mois. Ce traitertransfusionnel permet de maintenir un
taux d'hémoglobine aux alentours de 12 g/l et &dggparition des signes cliniques. Les
greffes de moelle sont toutefois possibles, avperagant des risques de mortalité post-greffe.
Aux transfusions s’ajoute un traitement a basehdateurs de fer. Les enfants régulierement
transfusés grandissent normalement mais sont tatteiés la 2" décennie de troubles
cardiaques et endocriniens, ainsi qu’une fibrog@mtigue pouvant se transformer en cirrhose.
Non prévenus, ces symptdmes peuvent provoquercas @&ant 30 ans.

- B-thalassémie_intermédiaire anémie spontanée. Les sujets homozygotes ont une

expression résiduelle plus importante des chgin&ymptémes : retentissement plus modéré
sur I'état général, splénomégalie, hémochromatasmnslaire, ulcéres de jambe.

- p-thalassémie mineure (forme hétérozygote) :fréequence tres diminuée des

complications qui peuvent cependant survenir.

- p-thalassémie silencieuseforme hétérozygote sans expression clinique.

b. Le modéle de Ryszard Kole.

Le gene de I@-thalassémie est porté par le chromosome 11 chemie. Le gene
est composé de 3 introns et de 2 introns aber@uitprésentent plus de 200 mutations
différentes identifiées dues a la substitutiomsértion ou la délétion d’un nucléotide, mais
seulement 10 seraient responsables de 90% desecks rdaladie (Huismaet al. 1997,
Laceraet al. 2000). Il en résulte un site cryptique de I'épigsalternatif, a I'origine de la
conservation d’'un morceau d’intron et donc d’'ursépge anormal et incomplet (Olivietial.
1999).
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A partir de I'intron aberrang-thalassémique, R. Kole et collaborateurs (Kah@l.
1998) ont proposé un modele pour corriger cet agessanormal. Dans un plasmide, l'intron
aberrant de I@-globine a été inséré entre 2 exons d’'un gene régyog ici la luciférase. Ce
plasmide appelé pLuc705 ou pRec2-705 (voir Fig@g & été transfecté de maniere stable
dans des cellules HelLa. Ce plasmide comporte umgeur fort de type CMV
(CytoMégaloVirus).

Figure 28: carte du plasmide pRec2-705.
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L’hybridation de I’ASO correcteur au niveau de rtautation (ici en position 705)
masque le site cryptique et réoriente I'épissage e site accepteur le plus proche ; la

protéine fonctionnelle est alors synthétisée (Fagure 29).
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Figure 29: modéle de correction de I'épissage alternatieavdes ASO.
D’apres Kang et al. 1998.
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Contrairement a 'EGFP (Enhanced Green Fluoredesstein), la luciférase présente

tres peu de bruit de fond et n’est pas synthéhséerellement par les cellules de mammiferes.

Ce systéme nous permet donc d'évaluer I'efficaititéitro et in vivo de vectorisation des

ASO jusqu’au noyau, lieu de I'épissage alterndtif. signal positif facilement quantifiable

par mesure de la luminescence est obtenu.

De la méme fagon, l'utilisation d’ASO peut induue saut d’exon, comme dans le cas

de la dystrophie musculaire de Duchenne, de laéni@get de la mucoviscidose pour la

mutation CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane cotathae Regulator) (voir Figure 30).

Figure 30: comparaison entre les systemes de correctiofigf@ssage alternatif (a gauche)
et de saut d’exon (a droitelp’aprés Sazani et aR003).
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L'identification de mutations dans les séquencésensaires a |'épissage ou a son

contrble a permis de déterminer les modificationgpidsage en

relation avec le

développement de maladies héréditaires ou can@reus5% des mutations répertoriées

dans HGMD (Human Gene Mutation Database) affe@rtdiépissage (Corcost al. 2005,
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Sazaniet al. 2003). D’autres mutations de ce type ont été ifiées et sont a I'origine de
maladies génétiques, de cancers et de patholog@®lagiques (Mercatantet al. 2001,
2002).

En effet, on estime qu’environ 15% des mutatiofieriggine de maladies génétiques
seraient dues a un I'épissage alternatif déficaantpré-ARNmM (Krawezalet al. 1992) et
gu’'environ 50% des maladies géneétiques sont duetesa mutations qui causent des
dysfonctionnement de [I'épissage alternatif (Sazai al. 2003). Certains troubles
neurologiques seraient aussi associés a une défice I'épissage alternatif. Enfin, il existe
de nombreux exemples dans des cas de cancersn(raecihépatocellulaire, cancer de la
prostate, du sein, de I'ovaire, myélome multiplenéur gastro-intestinale) ou les altérations
de I'épissage alternatif sont liées a des mutatipigréent ou éliminent des sites d’épissage,
comme des sites activateurs ou suppresseurs (8rediral 2006, Brinkmanet al. 2004,
Venableset al.2006).

Les applications pour réparer un épissage deéfexiueétourner un épissage

différentiel, ou imposer un saut d’exon avec de©ASctorisés sont donc nombreuses.

C. Les oligonucléotides modifiés.

Dans ce systeme, les ON doivent étre stables ésepce de sérum, s’hybrider avec
une affinité élevée, étre résistants aux nucléasesuvoir entrer dans le noyau des cellules,
lieu de I'épissage alternatif des pré-ARNm (Thiegtyal. 2003). Les ON simple brin et non
modifiés, s’hybrident sur le prée-ARNm et recrutémtRNase H. Pour corriger I'épissage

alternatif anormal, les ASO ne doivent donc pas gconnus par la RNase H.

Des ON de 18 mers ont été modifiés chimiquemantnigeau de leurs sucres, des
liaisons inter-nucléotidiques et des bases nudiptes (voir Figure 31) : 2’0-méthyl (2'0O-
Me) avec un squelette phosphorothioate (PS) ou Be@®-méthoxyéthyl-phosphorothioate
(MOE), phosphorodiamidate morpholino oligomeres (MCes ON ont été appliqués a la
correction d’épissage (Furdan al. 1989, Mercatantet al. 2001, Sazanét al. 2001, 2002).
Récemment de nouvelles chimies intéressantes dinkges ont été proposées pour corriger

I'épissage alternatih vitro etin vivo: c’est le cas des LNA (Robersal. 2006).
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Figure 31: structures chimiques de divers ON utilisés parorriger I'épissage alternatif
déficient. A : ARN. B : 2’0O-Me. C : MOE. D : PMOAdapté de Resina et &007b.
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Il en résulte des ON plus stables dans les mili@ologiques (présence de protéines
sériques), stables au niveau de I'hybridation sypré-ARNm et résistants aux nucléases. Par
conséquent, ces ON modifiés corrigent mieux I'éqgss alternatif anormal. Ces ASO
s’hybrident et masquent la mutation spécifiquempat, encombrement stérique, d’ou leur
appellation de « steric-block ON ». Cependantddmandent toujours a étre délivrés via des
vecteurs pour pouvoir traverser la membrane plaseigar ils pénétrent trés peu seuls
(Remautet al. 2006).

3) Application aux siRNA : inhibition de PAI-1 dansdentexte d’'une approche

anticancéreuse.

a. Le systeme PAs.
Au niveau cellulaire, 3 partenaires constituensytsteme activateur du plasminogene
(PAs). L'activateur du plasminogéne appelé urolengsPA) est I'enzyme capable de
transformer le plasminogene en plasmine. Cettersazse lie a un récepteur membranaire

spécifique, le récepteur de I'urokinase (UPAR).

Le 3™ partenaire du systéme PAs est I'inhibiteur deokimase de type 1 (PAI-1).
PAI-1 est une glycoprotéine de 50kDa, de la supgla des inhibiteurs de sérine protéase
(SERPIN), le principal inhibiteur du PAs et acteat de 'uUPA ainsi que du tPA (tissue type).
Il est sécrété sous une forme active qui est ctievigrontanément en une forme latente, mais

il peut se stabiliser sous une forme active efesg¢ & la vitronectine plasmatique.

82



Généralités

Sous sa forme soluble, PAI-1 se lie a 'uPA, elléme fixée a son récepteur
membranaire, 'UPAR. Cette interaction aboutit arrét de la protéolyse péricellulaire
dépendante de I'uUPA. La fixation de PAI-1 condulttadocytose du complexe uPAR—-UPA—
PAI-1 par le biais d'un récepteur spécifique datérnalisation. Le complexe uPA-PAI-1 est

dégradé tandis que le récepteur uPAR est recyalén@mbrane.

Figure 32: systeme PAs.
VEC : cellule endothéliale vasculaire.

Plasminogen

VEC uPAR] uPA

Plasmin
PAI-1

Des études suggerent que PAI-1 est impliguétro dans :

* l'adhésion cellulaire (Chazawd al. 2000, 2002)

e la réorganisation du cytosquelette d’actine, le plexe (UPAR-uPA-PAI-1)
permettant d’augmenter la rigidité du cytosquel@fanget al. 1995)

* le changement de morphologie des cellules (Makal. 2006, Marquelot 2006)

* l'angiogénése (Bajoat al.2002)

» la migration cellulaire, en la favorisant ou erdifavorisant (Chazauet al. 2002,
Walt et al. 1997, Lazaet al. 2004, Czekagt al. 2004, Wanget al. 2005)

* le processus cancéreux (Bagtal. 1998, Duffyet al. 2004, Umedat al. 1997).

b. Implication de PAI-1 dans la migration cellulaire.

Sous sa forme associée a la matrice, on parle déoRAl-1 matriciel, PAI-1 est lié
principalement a la vitronectine. Lorsque le comeltripartite (UPAR—-UPA-PAI-1) se forme
avec le PAI-1 matriciel, il constitue alors un panoléculaire liant la cellule a la matrice
extracellulaireln vitro, le PAI-1 matriciel module les interactions enaeellule et la matrice
au cours de la migration cellulaire et plus pattrement lors des processus d’adhésion et de
mobilité (Bonavauckt al. 1997, Planust al. 1997, Chazaudt al. 2000, 2002).
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Le processus de migration cellulaire requiert umdgusnce répétée de phases
d’adhérence, d’'ancrage, de dé-adhérence, aindadrenslocation de la cellule. Ce processus
implique, dans le cas de cellules adhérentes,ndesactions complexes entre la membrane et
la matrice extracellulaire, la réorganisation dtosguelette et la mise en ceuvre de moteurs
moléculaires. PAI-1 parait étre un important régula de 'homéostasie vasculaire. Par
exemple, les plaques d’athérosclérose humainesnesmir PAI-1 et des niveaux élevés de cet
inhibiteur sont associés avec l'athérosclérose maenne. Dans le but de supprimer
I'expression de PAI-1, en collaboration avec unaigg de Goettingen, notre laboratoire a
démontré le blocage de I'expression du gene de IPAkns des cellules endothéliales

vasculaires humaines a I'aide de siRNA (Heekal.2006).

C. Implication de PAI-1 dans I'angiogénese tumorale.
Les tumeurs et les capillaires endothéliaux expminge plus hauts taux de PAI-1 que
les autres types cellulaires (Bajeual. 1998). De ce fait, PAI-1 pourrait servir de proi@c

pour le stroma de la tumeur contre la dégradataordp forts taux d’'uPA.

Durant l'angiogénese, les cellules endothélialéiésernt le systeme activateur du
plasminogene et PAI-1 pour migrer puis dégradendanbrane basale entourant les vaisseaux
capillaires sanguins. Les cellules tumorales inessproduisent une grande quantité de uPA
qui pourrait se lier avec le récepteur membrangirecifique uUPAR présent a la surface des
cellules endothéliales pour faciliter leur invasidha été démontré que les interactions
existant entre les cellules tumorales du cancesealn et les cellules endothéliales peuvent
moduler I'angiogénese tumorale au moins par 2 mggs | une augmentation de la liaison
a la surface des cellules de uPA et PAI-1 et leqpression dans les cellules endothéliales

(Bajouet al.2002). PAI-1 participerait donc a induire I'angérgse tumorale.

Plusieurs études ont montré un fort taux de PAllabs le cytosol ou le lysat de
nombreuses tumeurs invasives : cancer du sein gbdat al. 2002, Grondahl-Hansest al.
1993, Janickeet al. 1994, Foekenst al. 1994, Reillyet al. 1992, Tsuchiyaet al. 1997), des
poumons (Pederseat al. 1994), du colon (Miseljicet al. 1995, Nielsenet al. 1998),
carcinome rénal (Wagneat al. 1996). D’une maniére générale, il apparait uneétation
entre le niveau élevé d’expression de PAI-1 et &ivais pronostique de cancer, du sein en

particulier (Grondahl-Hanseet al. 1997). Le systéme d'activation du plasminogeneuest
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systéme protéolytique impligué dans la migration mEmbreuses cellules, mais plus
particulierement dans celle des cellules cancéseuBé\l-1 apparait ainsi comme une
molécule «promigratoire». L’hypothése de certaimsrcheurs est qu’il représente un facteur
clé susceptible de déclencher le comportement tadtgae (Delaplacet al. 2004, Chazaud
et al. 2002, Maloet al. 2006).
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CHAPITRE 3 : RESULTATS
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ARTICLE |

« Comparaison de la vectorisation d’oligonucléotide corrigeant

I'épissage a I'aide de peptides et de lipides »

Biochimica et Biophysica Acta
Volume 17583):364-374, 2006
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l. INTRODUCTION.

Notre laboratoire a la chance de développer sanéthent 2 approches de
vectorisation pour les ON : l'utilisation de pem#det de lipides cationiques. Le modele de
correction de I'épissage alternatif, contenanttdibn 2 de lap-globine et dont le gene
rapporteur est la luciférase (Kargg al. 1998), nous a permis d’évaluer l'efficacité de
vectorisation des ONh vitro, pour une stratégie antisens. L’efficacité de emesation des
CPP (TAT-PNA, K-PNA) a été comparée a celle des lipides catiosidUEA, DLS). Cette
technique d’analyse est intéressante car elleratafhit d’interférences avec la toxicité des
produits, contrairement a la stratégie antisenssae. En effet, la correction de I'épissage
induit un signal positif, directement liée a I'efficité de vectorisation des ON jusqu’au noyau.
Le test est basé sur le fait que plus les ON argis®rrigent I'épissage au niveau du pré-

ARNmM dans le noyau, et plus la quantité de protkio#erase mesurée sera €éleveée.

Les PNA utilisés sont conjugués a une séquenchl d@recteur de 18 mers. Dans la
stratégie basée sur l'utilisation de lipides catgoes, des ON de type 2’0O-Me ont été
complexés aux DLS ou a la LFA (Invitrogen). Dansstdes cas, les ON utilisés n’activent

pas la RNase H, ce qui est nécessaire pour ce enodel

Il existe plusieurs techniques pour quantifiergomalifier la pénétration des ON et leur

activite :

¢ luminométrie: mesure de la protéine luciférase présente dansytoplasme des
cellules (quantitatif),

¢ RT-PCR: observation de TARNm luciférase présent danadgau et le cytoplasme
des cellules (qualitatif),

¢ microscopie: observation des ON fluorescents (FITC, Alg¥apénétrés dans la
cellule (qualitatif),

¢ cytométrie en flux (FACS) mesure de la fluorescence des ON a la surfageésénts

dans le noyau et le cytoplasme des cellules (cpadifti

Sans correction de I'épissage, 'ARNmM synthétisétient toujours un fragment
d’intron et ne peut étre a 'origine d’une protéfoactionnelle. En présence des ON antisens,
I'épissage s’effectue normalement et TARNm prodsgra a l'origine de la synthése d’'une
protéine luciférase fonctionnelle. Les 2 ARNm, ahet et corrige, se distinguent par leur

taille : 268 et 142 nucléotides, respectivementafise de la faible différence des 2 ARNm

88



Résultats : ARTICLE |

synthétisés, la RT-PCR quantitative, aussi appe@R en temps réel, ne peut étre appliquée
a ce modele. De ce fait, 'analyse des ARNm parf R ne peut étre que qualitative.

Les ONyos antisens utilisés ont été concgus pour s’hybridefgitement au niveau de la
mutation en position 705 de l'introfrthalassémique de 'ARNm de la luciférase. Comme
controle de spécificité, une version brouillée d8N7os a été déterminée, appelée SC

(scrambled).

. CONTRIBUTION.

Dans cet article visant a comparer les 2 types atdeurs, lipides cationiques et
peptides, j'ai réalisé les expériences de corred® I'épissage (Figure 4) avec les lipoplexes
DLS-ON que jai formulés. Les essais concernant deptides ont été effectuées par le
doctorant de I'équipe travaillant avec les vectqueptidiques, Said ABES. Les expériences
de microscopie ont été réalisées par un étudiagtaste et par Paul PREVOT, le spécialiste

de la microscopie a épifluorescence de I'équipe.

Il CONCLUSION.

¢ Les peptides

Les PNAs libres et les K-PNA utilisés a forte concentration (1 a 2uM) oagent tres
peu I'épissagén vitro dans le modéle de R. Kole. En effet, ces peptoes seéquestrés dans
les vésicules des endosomes, comme le montre lagesnobtenues par microscopie de
fluorescence. Seule une partie infime et non déidetde peptides se retrouve dans le noyau.
L’ajout d’'un agent endosomolytique comme la chlaoliog, libere les peptides et permet la
correction de I'épissage des-RNAzos mais pas des &PNAsc, hi des PNAgs libres. Cette
correction est donc séquence-spécifique pour |eB. ®Rr contre, ils permettent de délivrer
des ON neutres de"¥ génération comme les PNA ou les PMO, ce qui rpest possible

pour les lipides cationiques.

¢ Les lipides cationiques

Méme en absence de sérum, les DLSgbbrrigent 2.5 fois mieux I'épissage que la
LFA-ON7gs. Cette correction est aussi séquence-spécifiquauti® part, la correction
d’épissage est significative a partir de 1nM d’Od¢, qui est tres peu par rapport aux
concentrations utilisées dans la littératurelQOnM). Les DLS permettent une protection et

une délivrance efficace des ON dans la cellulevéctorisation par le systeme DLS est donc
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efficace dans ce modele. Par contre, de par leangehcationique, ils s’averent cytotoxiques
dés 300nM d’ON délivrés en milieu sans sérum et poe transfection de 24h.

+ Peptides versus lipides cationiques

Les peptides testés sont donc limités d'une part Ipur séquestration dans les
endosomes contrairement aux lipides cationiquetaetre part, par une activité inférieure a
celle des DLS. De ce fait, les DLS paraissent plysropriés que TAT-PNA etdPNA pour
corriger I'épissage alternatif des cellules HeLai@IO5in vitro. La synthese de nouveaux
conjugués peptidiques originaux parait donc néaessafin de bénéficier de leurs avantages
pharmaceutiques en terme de synthése et de #abilit

IV.  ARTICLEI.
Comparison of basic peptides- and lipid-based stragies for the delivery of splice
correcting oligonucleotides.
Thierry A.R., Abes S., Resina,Sravo A., Richard J.-P., Prevot P. and Lebleu B.
Biochimica Biophysica Acta, 200,583):364-374.
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Abstract

Expression of alternatively spliced mRNA variants at specific stages of development or in specific cells and tissues contributes to the
functional diversity of the human genome. Aberrations in alternative splicing were found as a cause or a contributing factor to the development,
progression, or maintenance of numerous diseases. The use of antisense oligonucleotides (ON) to modify aberrant expression patterns of
alternatively spliced mRNAs is a novel means of potentially controlling such diseases. Oligonucleotides can be designed to repair genetic
mutations, to modify genomic sequences in order to compensate for gene deletions, or to modify RNA processing in order to improve the effects
of the underlying gene mutation. Steric block ON approach have proven to be effective in experimental model for various diseases. Here, we
describe our experience in investigating two strategies for ON delivery: ON conjugation with basic peptides and lipid-based particulate system
(lipoplex). Basic peptides or Cell Penetrating Peptides (CPP) such as the TAT-derived peptide appear to circumvent many problems associated
with ON and drug delivery. This strategy may represent the next paradigm in our ability to modulate cell function and offers a unique avenue for
the treatment of disease. Lipoplexes result from the intimate interaction of ON with cationic lipids leading to ON carrying particles able to be
taken up by cells and to release ON in the cytoplasm. We have used as an experimental model the correction of a splicing alteration of the mutated
R-globin intron causing thalassemia. Data on cell penetration and efficacy of correction of specific steric block ON delivered either by basic
peptides or lipoplex are described. A comparison of the properties of both delivery systems is made respective to the use of this new class of
therapeutic molecules.
© 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Steric-block oligonucleotides as tools for splicing
modulation and for aberrant splicing correction

Conservative estimates suggest that over 75% of all pre-
mRNAs are spliced to yield alternative variants, the translated
products of which may have very different functions (review in
[1]). How the cell decides which alternative splice site to utilize
is not fully understood. However, it is generally believed that
splice site selection is controlled by the binding of trans-acting
protein factors to cis-acting sequences within pre mRNA
during spliceosome assembly. Aberrant splicing can result in
deleterious consequences for the organism. In fact, approxi-
mately 15% of all mutations that cause genetic diseases result
in defective splicing of pre-mRNA. For example, aberrant pre-
mRNA splicing occurs in genetic diseases such as B-
thalassemia, cystic fibrosis, neurofibromatosis type 1, ataxia-
telangiectasia, and congenital lipoid adrenal hyperplasia,
Alzheimer disease, myotonic dystrophy, and several cancers
[2].

The potential of sequence-specific recognition between
complementary nucleic acid sequences (Watson—Crick base
pairing) to control gene expression was first exploited over two
decades ago and has since been used in basic (e.g., as a tool to
assess gene function) and applied (e.g., to downregulate the
expression of genes causing human diseases) research. The
paradigm of the antisense strategy relies upon the hybridization
of a small single-stranded DNA fragment to a complementary
mRNA (or viral genomic RNA) target sequence, leading to the
inactivation of the latter by steric blockade or by RNase H
activation. Antisense approaches have been widely applied for
target validation or therapeutic purposes, and approximately 25
phase II/III clinical trials using these approaches are now in
progress (review in [3]).Catalytic RNA (ribozymes) and DNA
(DNAzymes) are also being considered as tools for the specific
degradation of an RNA target [4]. More recently, small
interfering RNAs (siRNAs) have shown great potential to
specifically trigger the destruction of an RNA target (review in
[5]). Finally, synthetic DNA or RNA fragments can be used to
compete for DNA- (transcription factors) or RNA-binding
proteins, respectively, in the decoy approach [6]. New and
increased attention has recently focused on antisense com-
pounds as a tool for correcting mutation leading to splicing
alteration [2].

To control pre-mRNA splicing patterns, antisense ON must
hybridize with specific splice sites and block spliceosome
assembly at the targeted splice site. This, because of the
flexibility of splicing machinery, does not result in total
inhibition of splicing, but in a shift of the spliceosome to
another splice site. As a consequence, an alternative splicing
pattern is established or a normally used alternative splice site
is used with increased efficiency. It has been shown in this and
other laboratories that antisense ON modify the splicing

patterns of pre-mRNAs that harbor aberrant splice sites or
aberrant sequence elements involved in splicing [2]. For
example, antisense ON have been used to restore correct pre-
mRNA splicing patterns of P-globin in P-thalassemia and
cystic fibrosis transmembrane receptor (CFTR) in cystic
fibrosis [2]. Antisense ON have also been used to induce an
alternative splicing pattern in a dystrophin pre-mRNA in
Duchenne’s muscular dystrophy and to affect the level of
expression of Bel-x splice variants in cancer cells (reviewed in
(7D

It therefore seems that manipulating the splicing pattern of
pre-mRNAs can be effective as a means to control a variety of
diseases.

2. Requirements for efficient splicing correction by
steric-block oligonucleotides

Implementation of antisense strategies has faced a number
of problems (some unforeseen) such as nuclease sensitivity,
target accessibility, target affinity, toxicity and delivery.
Numerous ON analogs have been designed in order to improve
target affinity and metabolic stability in a biological environ-
ment. Another frequently encountered drawback is the diffi-
culty of distinguishing an authentic antisense effect from non-
specific or toxic effects [8]. Steric block antisense for splicing
correction and siRNA are new classes of ON with higher
specificity, stability and consequently with higher potential
compared with the conventional antisense molecules.

As described in Section 1, splicing correction by the
hybridization of steric-block ON analogues (also called
splicing-switching ON) to cryptic splice sites has been
convincingly documented in several cases. Basic requirements
and problems experienced with all nucleic acids-based strate-
gies hold through in this case and will not been reviewed here.
To be effective the correcting ON should hybridize the pre-
mRNA in a sequence-specific fashion without activating a
nuclease. The use of phosphorothioate ON derivatives (whose
binding to complementary RNA recruits RNase H) or of
siRNA (which trigger the degradation of the target RNA
through a RISC complex-associated nuclease) is therefore
precluded. RNase H-incompetent ON analogues as charged
2'Oalkyl ON derivatives, or neutral PMO (Phosphorodiamidate
Morpholino Oligonucleotides) and PNA (Peptide Nucleic
Acids) analogues have therefore been used in this aim [3].
These analogues have favourable pharmacologic properties in
terms of nuclease resistance and affinity for the targeted RNA
sequence. High affinity is particularly important since RNaseH
incompetent ON analogues will at best act in stoichiometric
amounts. Interestingly, RNaseH incompetent ON might be
acting more specifically than RNaseH activators. Indeed
RNaseH activation by antisense ON hybridized on a few
consecutive positions only to the target RNA sequence has
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been proposed as a source of non-specific effects. Along the
same lines unmethylated DNA stretches and phosphorothioate
ON derivatives bind to Toll-like receptors on denditic cells
thereby triggering inflammatory responses in vivo. This has
not been reported to our knowledge for PMO and PNA
analogues.

Since pre-mRNA maturation takes place in nuclei, the
correcting ON should be delivered in this cellular compart-
ment. ON delivery is achievable in cell culture experiments
with the physical (scrape loading, electroporation or microin-
jection) or chemical (formation of complex to commercial
cationic lipids or to polyethylene-imine (PEI)) transfection
agents, which are commonly used for plasmid DNA delivery
(reviewed in [9,10]). Unfortunately, uncharged ON analogues
such as PMO or PNA cannot be transfected with cationic lipids
or PEI, and unassisted cellular uptake is very poor. Moreover,
most commercial cationic lipids formulations are not adapted to
systemic in vivo administration [9,11]. New lipoplex formula-
tions [12—14] and peptide-based delivery vehicles (reviewed in
[15,16]) with promising properties have been described by our
group as detailed in Section 4.

An alternative potential strategy for splicing correction
could capitalize on the fact that cis-elements governing
alternative splicing often work at a suboptimal level and
strictly require recognition by enhancer SR proteins [17].
Downregulation of these trans-acting elements can therefore be
envisaged by an siRNA strategy [9]. Again, however, the
implementation of in vivo siRNA strategies requires adequate
siRNA modification (to improve metabolic stability) and more
importantly suitable delivery vectors.

3. Present status with the delivery of steric block
oligonucleotides

Several approaches were explored in the way in develop-
ing steric block ON for correction of splice alterations. In
order to demonstrate the proof of principle of this strategy
various mechanical methods were used (i) Concentrating
PMO (45 pM) with cells by repetitive passages through
syringe with a 25-gauge needle [18]; (ii), electroporation with
2'-O-methoxyethyl modified ON [19]; (iii), or percutaneous
coronary intervention with PMO [20]. Interestingly, PMO
delivered by streptolysin O permeabilization (at 20 pM in
serum-free medium) induced missplicing of c-myc mRNA
[21].

Polymers forming polyplexes with nucleic acids were used
in a few studies. PANAM dendrimers are of interest as they
form stable particles in the presence of serum. However,
micromolar concentrations were needed and the heterogeneity
of particle size will probably preclude systemic injection. The
use of triblock copolymer F127 for the intramuscular admin-
istration of 2’-O-methyl phosphorothioate antisense ON was
described to efficiently restore dystrophic expression in skeletal
muscles [22]. Recently, antisense ON have also been used to
restore the disrupted reading frame of dystrophin mRNAs in
Duchenne muscular dystrophy (DMD). DMD patients suffer
from severe muscle degeneration due to frame-disrupting

mutations in the DMD gene that prematurely abort the
synthesis of the dystrophin protein [22]. ON-induced restora-
tion of the DMD reading frame is based on inducing the
skipping of specific exons. This was successfully applied in
cultured muscle cells from DMD patients and in the mdx
mouse model [22,23]. High exon skipping levels of up to 90%
were achieved, allowing the synthesis of significant levels of
dystrophins in over 75% of treated cells. Stable long term
expression of antisense ON via AAV administration into
skeletal muscle generated sustained therapeutic levels of
rescued dystrophin in entire group of muscles [24].

Conjugation with basic peptides was reported to improve
significantly the activity of steric block ON. Sazani et al. [25]
reported that PNA-4K oligomers (PNA carrying 4 lysine
residues) lead to in vitro (30—300 nM) or in vivo (daily i.p.
injection of 50 mg/kg in mice) steric block activity in the -
globin Kole’s assay (Fig. 1). Abes et al. (in press and section 5)
demonstrated that the same PNA-4K was able (at submicro-
molar concentration) to restore correct 3-globin intron splicing
in cultured cells but only when endosome-disrupting agents
were concurrently administered to cells. Moulton et al. [26]
investigated the ability of the Tat-derived CPP (pTat) to deliver
PMO into cultured cells. pTAT-PMO conjugate targeted to c-
myc mRNA downregulated c-myc reporter gene expression
with an IC50 of 25 uM. pTat appeared to be 7, 5, and 6 times
more efficient than three other CPP: pep-1, KFC, and NLS,
respectively [26].

Lipoplexes are to date the most employed tools to deliver
steric block ON. PMO delivered with the Lipofectin system
(Invitrogen Corp, Carlsbad, CA) were active at 100 nM in
cultured muscle cells and in vivo following intramuscular
administration of 50 pg/kg in mdx mice [27]. Likewise,
splicing correction was achieved with 2'-O-methyl phosphor-
othioate ON and PMO delivered with the Lipofectamine
reagent (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA) [18,25]. Those
commercially available delivery systems suffer of instability;
and serum-free medium is therefore recommended for trans-
fection. In vivo use of lipoplex in delivering steric block ON is,
consequently, poorly documented in the literature.
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Fig. 1. Splicing correction assay: HeLa pLuc 705 cells were stably transfected
with a construction in which the coding sequence of the luciferase gene is
interrupted by a mutated intron 2 of the human R-globin gene. This mutation
creates a 5’ splice site and activates a 3’ splice site, leading to the production of an
aberrant non-functional protein (X). Masking of the 5 splice site by an RNase H-
incompetent antisense ON7os restores the production of functional luciferase
mRNA and protein [2]. Adapted from Kang et al. [50].
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4. Our experience with delivery strategies

Delivery within the appropriate intracellular compartments
remains a limiting factor for all nucleic acids-based
strategies used for the control of gene expression. Endocy-
tosis of free material into most cell types is an inefficient
process. Instability in a biological environment and poor
cellular uptake are limiting factors in the therapeutic
development of ON [28-30]. Appropriate delivery or
chemical modification of synthetic ON should, in principle,
improve their pharmacological properties through protection
from nucleases and by easing their passage through
biological barriers. Basically, three strategies are under
examination: (i) ON chemical modification, (ii) association
with a particulate delivery system, and (iii) conjugation with a
hetero-component. We describe below our experience regard-
ing the use of lipoplex-formulated ON and ON-conjugated
CPPs.

4.1. ON delivery via Tat peptide conjugation

Much excitement has been generated by the serendipitous
discovery by Prochiantz et al. [31] of the transmembrane
passage of the Drosophila (Antp) protein. Membrane translo-
cation and nuclear delivery has rapidly been assigned to a
relatively small (16-mer) basic amino acid-rich peptide
belonging to the DNA binding domain of Antp transcription
factor [31]. Along the same lines, and to the surprise of
virologists, an HIV-1 promoter could be transactivated by
incubation of intact cells with the purified Tat protein. An 11-
amino acid arginine-rich (GRKKRRQRRRC) peptide belong-
ing to the RNA binding domain of Tat has been defined by our
group and shown to be able to cross membranes [32]. Other
peptides or peptide-mimics have since been engineered for
drug delivery under the generic name of cell penetrating
peptides, or CPP. CPPs can be internalized in most cell types
and, more importantly, allow the cellular delivery of conju-
gated (or fused) biomolecules. A wide range of biomolecules
such as antigenic peptides, PNA, antisense ON, full-length
proteins, or even nanoparticles and liposomes have been
delivered this way [15,16]. Most peptide- and nucleic acid-
based drugs are poorly taken up in cells, and this is considered
a major limitation in their development as therapeutic agents
[32]. Conjugation of therapeutic agents to CPPs could thus
become a strategy of choice to improve their pharmacological
properties.

Langel et al. have provided the key initial data in the field
through conjugation of a galanin receptor-specific PNA to
transportan, a synthetic CPP [33]. The PNA-transportan
complex was delivered within intact neurons in culture and
was shown to downregulate the galanin receptor. Most
impressively, these same conjugates inhibited galanin receptor
expression after injection into mice. PNA delivery into neurons
within the brain implied that transportan—PNA conjugates
crossed the blood—brain barrier. This may have wide applica-
tions in neurobiology and in the treatment of central nervous
system-associated diseases [34].

Similarly, a PS-antisense ON conjugated via a disulfide
bridge to Antp or Tat peptide has been used to downregulate
the expression of the MDRI1 gene in cultured cells [15,35].
Although biological responses could be achieved at sub-
micromolar concentrations, cationic lipid-mediated delivery is
more efficient than the CPP-driven delivery in this assay.
Interestingly, the biological response was enhanced in cells
cultured in serum-rich medium in contrast to data obtained with
cationic lipid-mediated delivery. The low toxicity of CPPs and
their effectiveness in the presence of serum appear advanta-
geous for in vivo applications [16]. CPP were initially thought
to be internalized by energy-independent translocation through
the plasma membrane. We re-evaluated the mechanisms of
cellular uptake of TAT 48-60 and (Arg)e. Fluorescence
microscopy on live unfixed cells shows characteristic endoso-
mal distribution of peptides [36]. Peptide uptake is inhibited by
incubation at low temperature, by cellular ATP pool depletion
and by inhibitors of endocytosis [37]. Similar data were
obtained for Tat-conjugated PNA. These data are consistent
with the involvement of endocytosis in the cellular internali-
zation of CPP and their conjugates to PNA. Although much
remains to be done to delineate the CPP mechanism of uptake,
entrapment within endocytic vesicles may be limiting in this
strategy as indicated in Section 5.

Numerous methods have been reported for the synthesis of
CPP—ON conjugates. The few previously claimed successes
for cell delivery and biological activity of CPP—ON conjugates
have all used disulfide linkages between oligonucleotide and
peptide moieties [38]. We have defined a simplified method for
oligonucleotide activation leading to high yield synthesis of
peptide-ON chimera through a disulfide bridge [39].

An example of the intracellular trafficking of ON when
delivered with Tat conjugation is given in Fig. 2. We carried
out fluorescence microscopy analysis of endothelial HUVEC
and HeLa live cells treated with Tat—PNA. Alexa labeled
Tat—PNA conjugates (green fluorescence) rapidly enter cells
and essentially distribute in a punctuate pattern in the
cytoplasm (Fig. 2A). This localization corresponds to
endosomic vesicles as attested by co-localization with the
transferrin-alexa 546 (red fluorescence, Fig. 2B) endosomes
marker (yellow staining) (Fig. 2C). This distribution pattern is
not modified and fades upon a longer incubation period.
Intracellular fluorescence is not detected when free PNA is
used suggesting no (or poor) PNA cell uptake (data not
showed). However, there is no detectable release of PNA into
the cytosol, and consequently, no apparent distribution in the
nuclear compartment.

While investigating the role of arginine rich motifs in gene
delivery, it was demonstrated that oligomers of TAT CPP
compacted plasmid DNA to nanometric particles and stabi-
lized DNA toward nuclease degradation. Such TAT peptide
complexes were superior to PEI in terms of transfection
efficiency. In addition, gene transfer was enhanced due to
TAT nuclear localization sequence. TAT CPP interacted with
plasmid DNA electrostatically and the resulting complexes
were transferred to mammalian cells by an endocytosis-
mediated pathway [37,40,41].



368 A.R. Thierry et al. / Biochimica et Biophysica Acta 1758 (2006) 364—374

A B C
..

D E

Fig. 2. Fluorescence microscopy images in unfixed HUVEC (panels A—C) or HeLa pLuc 705 (panels D—F) cells. HUVEC cells incubated with 1 uM of Tat—PNA
(Alexa 488) (green color) for 30 min at 37 °C (panel A) and thereafter with 25 pg/ml transferrine-alexa 546 (red fluorescence) (panel B) for 5 min. HeLa pLuc 705
cells incubated with 2 pM Fam tagged (green fluorescence (Lys)8—PNA-os—Lys (panel D) for 4 h and thereafter with Alexa 546-tagged (red fluorescence)
transferrin (panel E) for 5 min. Nuclei were stained with Hoechst (blue fluorescence) for 5 min. Co-localization was revealed in panels C and F (yellow staining).

TAT—PNA conjugates were synthetized and characterized as described in [36].

4.2. Lipoplexes

As previously stated, the association of antisense ONs (and
more recently of siRNA) to several commercially available
cationic lipid formulations is, for the time being, the most
reliable and easy strategy to transfect these ON into cells in vitro,
despite occasional side effects and resistance of several primary
cells. Careful optimization should however be completed for
each application as the efficacy (and importantly the toxicity) of
different formulations vary depending on the cell type and ON
analog utilized. Complex formation of DNA with cationic lipids
[42] leads to the respective condensation of both entities by
electrostatic interactions. As a consequence, control of the
thermodynamic parameters of complex formation is crucial to
obtain homogeneous and reproducible particles. In addition,
lipoplexes global net charge is cationic leading to unstability in
the presence of serum and toxicity [9—11]. Positively charged
lipoplexes indeed bind to anionic serum proteins. This leads to
inactivation and toxicity (for instance to red blood cells) and first
pass effect in lung [ 10]. This is the reason why most successful in
vivo data were obtained with using local administration of
nucleic acids. Pharmacologically efficient synthetic vectors are
therefore still lacking for most in vivo applications and clinical
developments, especially for systemic administration.

Our initial goal was to obtain pharmaceutically suita-
ble vectors regarding stability and reproducibility. We have

designed and developed an efficient lipidic vector termed as
DLS [11,12]. We have set and defined the optimal thermody-
namic conditions either for the lipids or the nucleic acid
presentation. Lipids were presented in a liposome forming
specific Small Unilamellar Vesicles (SUV) composed of a
poly-cationic lipid (DOGS) and a neutral lipid (DOPE)
[11-13]. DLS SUVs interacted with DNA to form highly stable
(up to 3 months at 4 °C) and homogeneous (120 nm=20%;
polydispersity=20) complex particles [11,43]. Uptake and
intracellular distribution were studied in various cell culture
models with various ON types (modified or unmodified)
[29,43,44]. Our observations suggested that complete DNA
release from the endocytic vesicles can be achieved and support
the notion of the complete or partial release of the DNA from
the lipidic carrier [28,29,44].

We have evaluated the specificity and activity of antisense
ON against HIV infection with regard to dose—response range,
number and choice of experimental controls, ON backbone
modifications, type of cell infection, length of assays and
delivery approach by the DLS lipoplex system [8]. The highest
potency (ICsq level at picomolar range) was observed in a
short-term chronic infection model with DLS-delivered ON
where the DLS delivery improved the ON activity up to 10°
times compared to free chemically modified ONs [8,43].
Likewise, we recently reported the use of antisense ON
directed against VEGF RNA for treating AIDS Kaposi’s



A.R. Thierry et al. / Biochimica et Biophysica Acta 1758 (2006) 364—374 369

Sarcoma in vitro and in vivo setting [29]. Up to 93% of sequence
specific inhibition of tumorigenesis was observed with using a
clonogenic assay. Significant activity (39% inhibition) was
observed at nanomolar range dose (10 nM). Daily intra-tumoral
administration of VEGF-ON conduces to a marked change in
tumor growth, in cell proliferation and in the number of mitotic
figures as observed in thin tissue sections [29].

Biophysical examination of Neutraplex and DLS revealed a
specific ultrastructure consisting of liquid crystals composed of
lamellar or hexagonal phases [46]. This specific ultrastructure
may be responsible for the high reproducibility and homoge-
neity of these lipoplex particles. Remarkably, the concentric
and lamellar structure with different packing regimes was also
observed with linear double-stranded DNA, single-stranded
DNA and circular double-stranded plasmid DNA [46].

Systemic administration of plasmid DNA delivered with the
DLS system led to widespread and long-lasting reporter gene
expression [12]. We further demonstrated increased DNA
plasma half-life and efficient uptake in blood cells following
intravenous administration in mice [13]. The DLS system was
applied in various in vivo models for therapeutic gene transfer
such as human MDRI1 expression in mouse bone marrow
progenitor cells [47], and glucocerobrosidase gene transfer [48].

Despite their very low positive charge ratio (1.7 compared
to 4.0—8.0 for commercially available formulations), DLS still
suffer from drawbacks inherent to lipoplex vectors for in vivo
application, especially when considering systemic administra-
tion of nucleic acids [10 11]. Whereas DLS mediated gene
transfer is not inhibited by serum [11,13,47,48], DLS-ON
activity is slightly inhibited in serum containing medium.
However, high level ON activity was observed at concentra-
tions in serum-containing medium to which no effect could be
detected with commercially available cationic lipids such as
Lipofectamine.

We have therefore developed for the first time an anionic
lipoplex delivery system named Neutraplex™ [14]. These
particles are composed of a poly-cationic lipid (DOGS), a
neutral lipid (DOPE), and an anionic phospholipid (cardiolipin)
that interacted with DNA [46]. The pharmacokinetics and
bioavailability following intravenous administration in
baboons of an ON delivered either in a free form, or using a
cationic or the Neutraplex carrier system were compared [14].
Whole body distributions and metabolism was monitored using
Positron Emission Tomography and an enzyme-based compet-
itive hybridization assay. Free phosphodiester ON showed
typical pharmacokinetics, e.g., high liver and kidney concen-
tration, rapid plasmatic degradation and elimination from the
body. The cationic vector slightly protected ON against
degradation and enhanced uptake by the reticulo-endothelial
system but not by other organs. In contrast, the anionic vector
dramatically enhanced the uptake in several organs, including
the lungs, spleen and brain, with a prolonged accumulation of
radioactivity in the brain. Using this vector, intact ON were
detected in the plasma for up to 2 h after injection, and the T1/
2( (ON half life) and distribution volume increased by 4- and
7- fold, respectively [14]. No evidence of toxicity was found
upon administration of 100 pg/kg every week over a 4-week

period. The anionic vector thus improved significantly the
bioavailability and the pharmacokinetics profile, and appears as
a promising delivery system for in vivo administration of
therapeutic ON.

As delivery to cells is not enough to ensure ON activity, ON
bioavailability in cellular compartments was investigated
[29,44,45]. Our long experience in studying nucleic acids
intracellular distribution proved to us the need of observing
labeled ON solely in live cells as fixing agents modify integrity
of intracellular membranes and modify intracellular trafficking
[13,29,36,44]. An example of uptake in live cells with lipoplex
systems is presented in Fig. 3. Epifluorescence images of
unfixed HeLa ovarian cancer cells incubated with 2-O-methyl
modified ON delivered with the DLS system are presented.
Following 2-h incubation FITC (green fluorescence) labeled
ON distribute nearly exclusively in small cytoplasmic vesicles
in the cytoplasm (Fig. 3A). This vesicular localization
corresponds to endosomes since Transferrin-alexa 546 (red
fluorescence) nearly completely co-localizes with ON (yellow
fluorescence) (Fig. 3B and C). Following 12-h incubation, the
green fluorescence mainly distribute in the nucleus whereas
punctuate Transferrin red fluorescence remains in cytoplasmic
vesicles (Fig. 3D and E). This suggests a rapid escape of ON
from the endosomes, release in the cytosol and apparent
complete diffusion of ON into the nucleus as previously
described [13,29,44]. It was shown that ON have a “natural
tropism” to the nucleus since ON microinjected in cytoplasm
rapidly localize in the nucleus [49]. Optimal nuclear penetra-
tion was observed after a 12-h incubation time period, the
overall fluorescence intensity being markingly decreased
following 24 h incubation (data not shown). Whereas free
ON poorly penetrate in cells and mainly distribute in endocytic
organelles [28,29], DLS lipoplexes thus facilitate ON delivery
in the nuclear compartment.

5. Basic peptides and lipoplexes for the delivery of splice
correcting oligonucleotides

The efficiency with which CPP and lipoplexes allow for the
delivery of splice correcting ON has been assessed in the
elegant model proceeded by Kole et al. [2]. In this assay, a
mutated intron carrying an aberrant splice site has been inserted
within a luciferase reporter gene, thus preventing the produc-
tion of a functional mRNA. The hybridization of a RNaseH
incompetent ON analogue to this cryptic splice site restores
correct splicing and consequently the production of luciferase
(Fig. 1). This assay is now considered as the most valuable to
assess in vitro or in vivo nuclear delivery of an antisense ON
since it provides a positive readout. In this assay, we use 18
mer 2"-O-methyl ON (ONqs) or PNA (PNA-gs)as designed by
Kole and co-workers [50].

5.1. Use of DLS lipoplex for delivering steric block ON in
Kole's model

Luciferase activity in DLS-Antisense sequence (DLS-
ONgs) treated cells was 22- and 28-fold higher than that of
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Fig. 3. Fluorescence microscopy images of live HeLa pLuc 705 cells. Cells were incubated with 200 nM FITC ON-s (green color) (panels A and D), using the DLS
delivery system, in optiMEM medium for 2 h (panels A—C) or 12 h (panels D—F) or with 25 pg/ml transferrin-alexa 546 (red fluorescence) (panels B and C). Co-
localization was revealed in panels C and F (yellow staining). DLS lipoplexes were prepared as described in [43].

cells treated with the scrambled control sequence or untreated
cells, respectively (Fig. 4A). No detectable activity was
observed with free antisense ON (data not shown). Kinetic
study enabled us to determine an optimal treatment time between
12 and 24 h. Dose response experiments showed an optimal
sequence specific activity at 100 nM with no detectable toxicity
up to 300 nM. A statistically significant difference (Student’s
t-test, P <0.05) between the DLS-ON~(5 and the DLS-ON, was
observed at ON doses as low as 1 nM (Fig. 4B). Moreover, the
DLS-ON,os was approximately 2.5 times more effective than
lipofectamine-ON5gs5 (LFA) in optiMEM medium (Fig. 4A).
High level luciferase expression was observed in cells incubated
with DLS-ON5s in serum-containing medium while no activity
was found in cells treated with Lipofectamine (LFA)-delivered
ON at a concentration of 100 nM (data not shown). The marked
increase of luciferase activity in cells incubated with a scrambled
control ON (ONy,) delivered with LFA compared with that of

untreated cells illustrates toxic effect or metabolic changes
arising from the use of the LFA lipids. Correction of splicing
alterations in thalassemia transgenic mouse models will be
evaluated with these lipoplex formulations.

5.2. Use of basic peptides for delivering steric blocking ODN
in Kole's model

As mentioned in section 3, the conjugation of a small
oligolysine tail to the C-terminus of an uncharged steric block
PNA was able to mask a splice site and to re-orient pre-mRNA
maturation (PNA-gs). This elegant and simple strategy could
provide an alternative to lipoplexes or CPPs delivery.

As shown in Fig. 4, free PNA 705-Lys did not increase
luciferase activity in keeping with the inefficient cellular uptake
reported in previous studies [50,51]. Surprisingly however,
splicing correction by the (Lys)s—PNA79s—Lys conjugate was
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Fig. 4. Luciferase activity in pLuc705 HeLa cells transiently transfected during 24 h with antisense ON7(s or scrambled ON (ONj,), using the DLS delivery system,
in optiMEM medium. (A) Comparison of transfection efficiency between the DLS delivery system and lipofectamine (LFA), at a concentration of 30 nM ON. (B)
Effect of ON doses in DLS. ON-ys (black columns) and scrambled ON (shaded) are compared. The experiment corresponding to non-treated cells is showed (white
column). Values are means (+S.D.) of triplicate Luciferase determinations from three independent experiments. Bar between two columns represents multiplication
factor. The activity of luciferase was normalized in total cellular protein and is presented in relative luminescence units (RLU) per ng of protein. Statistical
differences between RLU/pg values from scrambled and antisense oligonucleotides treated cells were evaluated: *P <0.05; ***P <0.001. Luciferase expression was

monitored as described in [50].

barely significant as compared to luciferase expression achieved
with lipoplex-delivered 2’OMet ON analogues. Likewise, a
(Lys)s—PNA;os—Lys construct of appropriate sequence was
ineffective in a TAT/TAR transactivation inhibition assay in a
parallel study [60].

Since FACS analysis established that (Lys)s—PNA5¢s—Lys
conjugates were internalized efficiently by an energy-depen-
dent mechanism, the low biological activity in the splicing
correction assay could result from sequestration in endocytic
compartments and/or from degradation by lysosomal enzymes
(although the modified backbone of PNAs renders them rather
resistant to proteases and nucleases).

Accordingly, fluorescence microscopy analysis of live
unfixed HeLa pLuc 705 cells incubated with (Lys)s—PNA7ps—
Lys (Fam) revealed a characteristic cytoplasmic punctate
distribution. Little if any (Lys)s—PNA,¢s—Lys (Fam) staining
could be detected in cell nuclei (Fig. 2D—F).

The most commonly used pharmacological agent to
promote increased delivery of drugs sequestered in endocytic
compartments is chloroquine, a lysosomotropic amine acting as
a buffering agent and as a consequence preventing endosome

acidification [51]. It has, in particular, been used to improve the
functional delivery of plasmid DNA by non-viral vectors
[53,54]. Cells were co-incubated with the (Lys)s—PNA7os—Lys
conjugate and 100 pM chloroquine for 4 h, a protocol in which
no significant chloroquine-induced cytotoxicity was observed
(as monitored by the absence of propidium iodide labeling). As
shown in Fig. 5A, chloroquine co-treatment very significantly
increased splicing correction by (Lys)s—PNA-os—Lys conju-
gates and correction reached comparable levels observed with
2'OMet ON delivered with DLS lipoplexes. Chloroquine did
not increase the efficiency of free PNA as expected since
neutral PNAs are very poorly internalized [55]. The sequence-
specificity of splicing correction was verified with a scrambled
version of the (Lys)s—PNA;os—Lys construct (Fig. 5). Rela-
tively high concentrations (500 nM or more) of the conjugate
were nevertheless required to achieve a significant increase in
luciferase activity even in the presence of chloroquine.
Although it is difficult to compare steric block agents which
differ in their chemistry, 2’OMet ON were active in the low
nanomolar range when delivered with DLS lipoplexes (Fig. 4).
On the other hand, correction by (Lys)s—PNA5¢s—Lys con-
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Fig. 5. Effect of chloroquine on splicing correction by (Lys)8 —PNA;s—Lys conjugate. (A) HeLa pLuc 705 were incubated in the absence of correcting ON (1), in
the presence of 30 nM ON5gs (2) and ON(3) delivered with DLS lipoplex, 1 pM free splice correcting PNAqs without (4) or with (5) chloroquine (100 uM), or in
the presence of 1 pM (Lys)8 —PNAs—Lys without (6) or with (7) chloroquine (100 pM). Data are expressed in RLU/ug protein. Experiments have been made in
triplicate and averaged. Error bars are indicated. (B) Specificity of splicing correction. Cells were incubated in presence of 1 pM (Lys)8—PNAs scrambled-Lys
without (2) or with (3) chloroquine (100 pM), or in presence of (Lys)8 —PNA7¢s—Lys 1 uM without (4) or with (5) chloroquine (100 uM). Control in with no

addition (1). Data are expressed as in panel A.

jugates was as efficient when the entire experiment was carried
out in serum-containing culture medium while lipoplex
delivery was partially inhibited by serum proteins in keeping
with previous studies with cationic lipid formulations [30].

Likewise, cell incubation in the presence of high sucrose
concentration is known to promote endosome swelling and to
increase release of endosome-sequestered material [52]. Co-
incubation with 0.5 M sucrose largely increased luciferase
expression in (Lys)s—PNA,os—Lys treated cells but not in
cells treated with the scrambled version of the conjugate (Abes
et al, in press). These experiments clearly establish that
sucrose or chloroquine treatment very significantly increases
splicing correction by (Lys)s—PNA;9s—Lys in a sequence-
specific manner, in line with the well-established endosome-
destabilizing activity of these two drugs. Likewise, endosome
destabilization by lysosomotropic agents or by fusogenic
peptides improved the functional delivery of Cre recombi-
nase—TAT fusion proteins [56,57]. Moreover, chloroquine
treatment significantly enhanced the inhibition of HIV-1 Tat-
dependent trans-activation by PNA 16-mer either, stably
polyether linked, or disulfide linked to several cell-penetrating
peptides [60].

6. Future directions

In optimal experimental conditions, basic peptides or
lipoplexes efficiently deliver splice correcting ON in nuclei.

The apparent instability of most lipoplex formulations in serum
containing medium appears as a drawback for in vivo applica-
tions. The development of negatively charged [9,14] or sterically
stabilized lipoplexes will be required for systemic administra-
tion. However, cationic lipoplexes could potentially be useful
when local administration is appropriate to achieve disease
treatment. Second, more has to be done to reduce the toxicity of
cationic constituents for red blood cells, for instance.

Basic peptides or CPP are advantageous vector system
compared to particulate systems regarding synthesis, cost, and
pharmaceutical development, in particular for quality control
and scalable process production. In contrast to lipoplexes, basic
peptides make possible delivery of uncharged PNA or PMO.
One of the basic peptides drawback appears to be the need of
the concurrent treatment of endosomes releasing agents in
order to concentrate ON in the nucleus where splice correction
occurs. Although lysosomotropic agents such as chloroquine
are pharmacologically well known, the presence of a third
constituent, in addition to the steric block ON and the basic
peptide heteroconjugate, might decrease the tolerated clinical
doses. Multifunctional basic peptides containing for instance an
hydrophobic part or a nuclear localization signal [58] might be
a solution to improve intracellular trafficking and their efficacy
[59]. Basic peptides hetero-conjugation for ON delivery seems
as well to partially protect ON towards degradation and activity
requires higher doses compared to lipoplex (10- to 100-fold).
All those parameters should be taken into consideration in
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order to evaluate their use in therapy. Despite severely
complicating formulation process, combining both approaches
might improve delivery parameters, and this is under investi-
gation in our laboratory.
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l. INTRODUCTION.

Dans la stratégie utilisant les lipides cationgjyeur corriger I'épissage alternatif
anormal, plusieurs analogues d’ON de 18 ou 19 omerste testés et complexés aux DLS :
¢ ON de 3™ génération 2'0-Me, 2'0-Me-PS, MOE-PS
¢ ON de 8™ génération PMO.

Tous ces ON modifiés n’activent pas la RNase Hguieest nécessaire pour ce modele. De

par leur hybridation par encombrement stérique Gidsont qualifiés de « steric-block » ON.
En utilisant le méme vecteur pour la délivrance @#¢ modifiés, on obtient la méme

pénétration cellulaire, I'intérét étant de compatieectement I'activité des divers ON.

Tout d’abord, I'optimisation de la délivrance d’Odhtisens par les DLS dans les
cellules pLuc705 a été mise en ceuvre a partir demetres suivants : durée de transfection
et de post-transfection, concentration d’'ON fin&#y contrdles négatifs (Obkyv avec une
seule mutation ou O), ratios utilisés entre les lipides cationiquekestON.

Par ailleurs, 2 sites ont été ciblés par les G positions 705 et 623. Le site 705
correspond toujours au site cryptique d’épissagst-@-dire a la mutation qu’il faut masquer.
Le site 623 de l'intronB-thalassémique correspondrait & un site impliqués da&pissage
alternatif et le cibler corrigerait aussi I'épiseafGemignaniet al. 2001 et données non

publiées). Les 2 sites ont été ciblés séparémestnedtaneément.

Ensuite, nous avons congu un modeéle original gpglia des cellules HeLa non
transformées. Dans ufi'temps, le plasmide pLuc705 a été transfecté uisectonplexé aux
DLS. Dans un 2" temps, les ON correcteurs ont été délivrés avemdme vecteur : une
nécessité pour la thérapie génique. Les délivradt®BNp et d’'ON ont été optimiséas

vitro. Le but ici est d'utiliser les ON pour contrél&xpression d’un transgene, la luciférase.

Transfection avec les Changement Transfection avec les
DLS-pLuc705 de milieu DLS-ON

20H 4H 24H

. CONTRIBUTION.
Dans cet article, j'ai réalisé la totalité des eigréces dont les résultats sont présentés,
excepté celles de microscopie, qui ont été réaipée un étudiant stagiaire de MASTER que
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jai encadré, Adrian TRAVO. Les oligonucléotides @t morpholino nous ont été fournis
par le Dr. Ryszard KOLE, qui a largement particip@d compréhension de I'ensemble de ces

résultats.

[l CONCLUSION.

La délivrance d’ON antisens par les DLS conduiina transfection efficace des ON
jusqu’au noyau, et de la sorte a une correctioicafé de I'épissage. Les liposomes et les
lipoplexes montrent comme pour le passé (Thietrgl. 1997) des formulations de particules
inférieures a 200nm, avec une dispersion monomodais DLS sont un vecteur d’AN
efficace méme a de faibles concentrations en Qitigiatif a partir de 10nM dans le milieu
contenant 10% de sérum) et toxiques a partir de.ldd MOE-PS ON se sont avérés les
analogues les plus efficaces avec le systeme Dé&&isement les plus résistants vis-a-vis

des nucléases et les plus stables au niveau deylbridation sur le pré-ARNm.

La formulation des DLS avec des analogues neatasne les PMO et les PNA s’est
avéree impossible (données non publiées). En d#st,charges positives des liposomes
nécessitent des charges négatives pour former ataplexes. De méme, la délivrance de
DLS-ON (2'0-Me, 2'0-Me PS, MOE) est beaucoup pléfscace que la transfection par les
mémes ON libres, c’est-a-dire non complexés, auxneseconcentrations (données non

publiées).

Les DLS-ON ont pu efficacement corriger I'épissdgedele des Hela pLuc705).
L’effet a été potentialisé par le ciblage simultales sites 623 et 705 et un effet synergique a
méme été observé, pour des concentrations de 20@@M d’ON. Le site 623 de l'intron
serait un site activateur d’épissage (Gemigearail. 2001) ; notre hypothese est qu’un site 5’
donneur d’épissage est situé non loin de la posBR23. Une fois masqué, I'épissage va alors
se reorienter vers le site 5’ donneur suivant Ues roche, situé a la limite entre I'intron et le
2°™ exon.

Nous avons démontré qu'il était possible de madigepression d’'un transgéne, la
luciférase, en utilisant des DLS-ON dans le modeéleellules HeLa non transformées. De la
méme facon que pour la correction de I'épissagdélarance a été optimisée et I'effet a été

potentialisé en ciblant a la fois les sites 623@4. De ce fait, 'administration d’'ON « steric
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block » pourrait permettre de réguler I'expressitun transgéne spécifique, intégré dans le

génome ou bien sous forme épisomale, pour répa@andne nécessité de la thérapie génique.

IV.  ARTICLEII.
Switching on transgene expression by correcting ab@ant splicing with using multi-
targeting steric block oligonucleotides.
Resina S.Kole R., Travo A., Lebleu B. and Thierry A.R.
Journal of Gene Medicine, 20®[6):498-510.
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Abstract

Background Mutations leading to aberrant splicing are found as a cause
of numerous pathologies. Splice-switching oligonucleotides (SSOs), which
modify aberrant expression patterns of alternatively spliced mRNAs, are a
novel means of potentially controlling such diseases.

Methods We used an experimental model in which a mutated B-globin
intron, carrying an aberrant splice site at nucleotide 705, interrupts the
coding region of the luciferase reporter gene inserted in HeLa pLuc/705 cells.
We have optimized delivery of splice correcting, steric-blocking 2’-O-methyl
SSOs targeting the 705 mutated region (2’-O-Me SSO7ps) with DLS (DLS:
delivery liposomal system) lipoplexes.

Results Optimal luciferase activity for DLS/2’-O-Me SSOy¢s was achieved
at 100 nM and was detectable at concentrations as low as 10nM in
serum-containing culture medium, confirming the potential of DLS lipoplex-
mediated nuclear SSO delivery as observed in cellular uptake studies. We
confirmed by cytofluorometry and epifluorescence microscopy the high poten-
tial of the DLS lipoplex for cellular and nuclear oligonucleotide uptake. The
DLS lipoplex was then used to directly compare the intracellular efficacy
of various SSO chemistries and sequences in correction of aberrant splicing.
2'-0-Methoxyethyl-oligodeoxyribonucleoside phosphorothioates had a greater
activity than 2’-O-methyl phosphodiester or 2'-O-methyl-phosphorothioate
oligoribonucleotides. Targeting the splicing enhancer 623 region upstream
was as efficient as targeting the 705 splice site, and, remarkably, simultaneous
targeting of both sites was more efficient than treatment of the cells either
with 2’-O-Me SSQO7qs5 or 2'-0O-Me SSOgo3 alone.

Conclusions We demonstrated that SSOs can switch on luciferase activity
in Hela cells previously transfected with the pLuc/705 plasmid via the same
DLS vector and provides a novel approach to modulate the expression of a
transgene. Copyright © 2007 John Wiley & Sons, Ltd.

Keywords oligonucleotides; antisense; drug delivery; splicing; liposomes; gene
therapy

Introduction

Functional diversity of the human genome is expanded by the
expression of alternatively spliced mRNA variants, particularly at spe-
cific stages of development or in specific cells and tissues. More-
over, up to 50% of all mutations that cause genetic diseases may
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result in defective pre-mRNA splicing [1]. Manipulating
the splicing pattern of mutant pre-mRNAs with steric-
blocking splice-switching oligonucleotides (SSOs) can
be effective as a means to control many diseases such
as B-thalassemia, cystic fibrosis, or Duchenne muscular
dystrophy (DMD) [1-4].

The paradigm of antisense oligonucleotide (ON)-
based therapeutics relies upon the hybridization of
a small single-stranded DNA or RNA fragment to
a complementary mRNA [5]. Initial enthusiasm for
gene silencing by ONs in clinical trials subsequently
diminished, partly because of unspecific, non-antisense
effects and toxicity [6]. However, the use of novel
backbone modifications included in chimeric and gapmer
ONs has recently brought ONs back into the scientific
spotlight [7]. A particularly interesting application of
fully backbone-modified ONs is to block spliceosome
assembly at the targeted splice site or other splicing
elements in pre-mRNA [2]. Due to highly degenerate
nature of the mammalian pre-mRNA splicing signals,
blocking of the splicing elements by the SSO does
not result in a general inhibition of splicing, but in
a shift of the spliceosome to another splice site. As a
consequence, an alternative splicing pattern is established
or a normally used alternative splice site is used
with increased efficiency. For instance, SSOs have been
used to restore correct pre-mRNA splicing patterns of
B-globin in B-thalassemia [2,8-11]. Alternatively, SSOs
were designed to promote exon skipping in dystrophin
pre-mRNA originating from frame-disrupting mutations
in the DMD gene that prematurely abort the synthesis of
the dystrophin protein [12,13]. SSO-induced restoration
of the DMD reading frame was observed in cultured
muscle cells from DMD patients and in the mdx mouse
model [14,15].

In order to shift splicing patterns, SSOs must be stable
in serum, hybridize with high Tm, and form duplexes
with the targeted RNA, which are not processed by RNase
H and/or other nucleases. This is usually achieved by 2’
modification of the sugar with O-methyl, O-methoxyethyl
or O-aminopropyl groups or by backbone modifications
such as in N3’ — P5’ phosphoroamidate, peptide nucleic
acids (PNAs), phosphorodiamidate morpholino (PMO), or
locked nucleic acids (LNAs) [2,9,13,16].

Despite improved pharmacological properties these
modified ONs are poorly delivered into cells and cell
nuclei. In cell culture, negatively charged ONs are
therefore co-administered in complex with cationic com-
pounds, in particular cationic lipids. Various commer-
cially available cationic lipid formulations are, for the
time being, the most reliable strategy to deliver nucleic
acids into cells in vitro. However, formation of complexes
between nucleic acids and cationic lipids (lipoplexes) [17]
are difficult to control in terms of stability and size, lead-
ing to non-reproducible activity, especially when high
dose is needed. As a consequence, the invivo use of
lipoplexes formed with commercially available cationic
lipids or other co-polymers is limited to local adminis-
tration [6]. This is due to their high net positive charge,
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leading to non-specific binding to anionic serum proteins
and, as a consequence, to inactivation. Although modi-
fied SSOs were effective in systemic delivery in mouse
models [10,16,18,19] there is still a need for effective,
non-toxic, cost-competitive ON delivery agents that will
improve SSO bioavailability in vivo in animals and in
clinical applications.

We have designed a formulation process allowing the
preparation of stable and homogenous lipoplex particles
of low positive net charge (DLS: delivery liposomal
system) [20]. ON delivery by the DLS was first established
in cell culture models such as inhibition of HIV-1 [7,21,22]
or in vivo to treat AIDS Kaposi’s sarcoma in mice [23].
The DLS was also applied to gene transfer in vitro
[20,24] and in vivo in various experimental therapeutic
models [25,26]. Importantly, widespread and longlasting
reporter gene expression could be achieved [20,24].

The main objective of the present study is to
demonstrate that an SSO can switch on the expression of
a transgene previously transfected in cells via the same
vector as used for SSO delivery providing an approach to
modulate transgene expression, in the way of carrying out
in vivo experiments with the same in vivo efficient delivery
system. To achieve this goal we used an experimental
model system for correcting the aberrant g-globin pre-
mRNA splicing [9,11,24,27] and studied the parameters
to produce optimal correction of splicing alteration, such
as the choice of the target site, the sequence and the type
of chemical modification of the SSO using DLS lipoplexes
as delivery vehicle. In this assay the mutated S-globin
intron carrying an aberrant splice site is interrupting
the coding region of a luciferase reporter gene. The
hybridization of steric-blocking SSO analogues at the
aberrant splice site is re-directing the splicing machinery
towards correct splicing and consequently allows for the
production of functional, easily quantitated luciferase.
Interestingly, a combination of two SSOs targeting the
705 splice site and the splicing signal at position 623
[28] of the mutated intron had a seemingly synergistic
effect. Importantly, splicing correction in transformed and
transfected HeLa cells can be achieved in the presence of
serum suggesting SSO-induced modulation of transgene
expression as an alternative to the use of conditional
promoters.

Materials and methods

Cells and plasmid DNA

Hela pLuc/705 cells were stably transfected with
pLuc/705 plasmid where the luciferase sequence, used
as a reporter gene, was interrupted by the thalassemic
aberrant B-globin intron [27]. Non-modified HeLa cells
and HeLa pLuc/705 cells were cultured as exponentially
growing subconfluent monolayers in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM) (Gibco, Invitrogen SARL, Cergy
Pontoise, France) supplemented with 10% fetal calf serum

J Gene Med 2007; 9: 498-510.
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(FCS), 1% sodium pyruvate and non-essential amino
acids.

Oligonucleotides

The 2’-O-methyl- (2'-O-Me) and phosphorothioated
2’-0-methyl-oligoribonucleotides (2'-O-Me-PS) were pur-
chased from Eurogentec SA (Seraing, Belgium). 2'-O-
Methoxyethyl-oligoribonucleoside-phosphorothioates (2'-
O-MOE) were a gift from ISIS Pharmaceuticals (Carls-
bad, CA, USA). Morpholino oligomers were purchased
from GeneTools (Philomath, OR, USA). Oligonucleotide
sequences are listed in Table 1. SSOygs is targeted to
an aberrant splice site that is created in B-thalassemic
patients by a T to G mutation at nucleotide 705 of intron
2 of the human B-globin gene [27]. SSO¢23 is centered
at nucleotide 623, on a sequence which appears to have
splicing enhancing properties [28]. Three mismatches in
NSgs4 (654-3MM) prevent its hybridization to pLuc/705
pre-mRNA; consequently, NSgs4_3ymm does not interfere
with splicing and is considered as nonsense sequence.
SCR7s is the scrambled version of SSOvqs, corresponding
to a random ON. For fluorescence microscopy and flow
cytometry, 5'-FITC-labelled SSO795 ONs were used. All
ONs are 18-mers except for the 19-mer phosphorodiami-
date morpholino SSOg23 (Table 1).

Lipoplex preparation

Lipoplexes were prepared as previously described [22].
Briefly, DLS liposomes were formed by mixing 1 mg
of dioctadecylamidoglycylspermidine (DOGS, Promega
France, Charbonnieres, France) and 1 mg of dioleoyl
phosphatidylethanolamine (DOPE, Sigma-Aldrich Chimie
SARL, St. Quentin Fallavier, France) in 40 ul of 90%
ethanol. Formation of unilamellar liposomes was carried
out by adding an excess of 360 ul of HyO. After
homogenization by mixing, the mixture was incubated for
at least 15 min. Complex formation (lipoplex particles)
was achieved by mixing the preformed DLS (delivery
liposomal system) liposomes (75 ul) into a solution
of nucleic acids (50 ul). In an Eppendorf tube, DLS

S. Resina et al.

liposomes (38 or 25 ul for SSOs or plasmid DNA (pDNA),
respectively) were added to nucleic acids in 150 mM NacCl
(37 or 50 ul) to a final concentration of 45 or 60 mM
NaCl. The mixture was gently mixed and incubated for
15 min at room temperature. We obtained a nucleic acids
concentration of 80 mg/ml in complexes and a final lipid
concentration of 1.5 or 1.0 mg/ml for ONs and pDNA,
respectively. Ratios used were 80 ug pDNA/mg lipid and
50 ug ON/mg lipid, thus leading to lipoplexes with a
global net positive charge ratio of 3.3 in both cases.
Lipoplexes were kept at 4 °C until use and can be stored
up to 2 months as previously described [24]. Complexes of
SSO with Lipofectamine® reagent (Invitrogen SARL) were
prepared according to the manufacturer’s instructions.

Particle size distribution analysis

Particle size was measured by dynamic light scattering
using a Malvern 4800 Autosizer apparatus (Malvern
Instruments, Orsay, France). Average diameters were
evaluated as a Z-average using a monomodal method
(a cumulant analysis). The intensity-based distributions
were obtained in the Gaussian-fit mode using the 7132
digital correlator PCS software. Width (width at half
peak height) is indicative of the homogeneity of size
distribution.

Transfection of cultured cells and
reporter gene assays

Cells (2.5 to 3.5 x 10°/well) were seeded in 6-well
dishes with 10% FCS-containing medium. After overnight
culture, the cells were rinsed twice with phosphate-
buffered saline (PBS) and the medium was replaced with
2 ml optiMEM or DMEM containing decomplemented
serum (Invitrogen SARL). For 100 nM ONs, 15 pul of
lipoplexes (1.2 pg of ON) were added to the cells and
luciferase activity was monitored 24 or 48 h later. Each
experiment was performed in triplicate.

Firefly luciferase activity was measured using a
luciferase assay kit (Promega France). Following trans-
fection and post-incubation, cells were rinsed twice with

Table 1. Sequences and backbone modifications and target sites of the oligomers synthesized

Oligomers Sequence 5" 3’ Target site Backbone
2’-0-Me SSO7¢5 CCU CUU ACC UCA GUU ACA 705 2’-0-Me
2'-0-Me ON7gsm CCU CUU ACA UCA GUU ACA 2’-0-Me
2'-0-Me SCR7¢s ACU ACC CGA UAU Cuc cuc 2'-0-Me
2'-0-Me SSOg38 UUA UUC UUU AGA AUG GUG 623 2’-0-Me
2'-0-Me PS SSO7¢5 CCU CUU ACCUCA GUU ACA 705 2'-0-Me, P=S
2'-0-Me PS SCRy05 ACU ACC CGA UAU Cuc cuc 2'-0-Me, P=S
2'-0-Me PS SSOg>38 UUA UUC UUU AGA AUG GUG 623 2’-0-Me, P=S
2'-0-MOE SSOgy3a TGT TAT TCT TTA GAA TGG 623 2’-0-MOE, P=S
2'-0-MOE SSQg)38 TTATTC TTT AGA ATG GTG 623 2'-0-MOE, P=S
2'-0-MOE SSO7¢s CCT CTT ACC TCA GTT ACA 705 2'-0-MOE, P=S
2'-0-MOE NSg54—3mm GCT ACT ACA TTA AAC CAG 2’-0-MOE, P=S
Morpholino SSOg;3 GTT ATT CTT TAG AAT GGT G 623 Morpholino
Morpholino NSgs4—3mm GCT ACT ACA TTA AAC CAG Morpholino

Copyright © 2007 John Wiley & Sons, Ltd.
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PBS. Reporter lysis buffer (Promega France) was then
added to the cells. After 15 min incubation at room
temperature, the cells were scraped from the culture
plate and the cell homogenate (300 ul) was placed in
a 1.5 ml Eppendorf tube. Cell lysates were mixed vig-
orously in a vortex homogenizer, tubes were placed in
ice and stored at — 80°C until use. After thawing, tubes
were mixed vigorously and centrifuged for 30 s at 900 g.
Luciferase activity in the supernatant was quantified with
a Centro LB 960 luminometer (Berthold Technologies,
Berthold France SA, Thoiry, France). The protein concen-
tration in the extract was measured by the BCA™ protein
assay kit (Pierce, Perbio Science France SAS, Brebieres,
France) at 560 nm. Luciferase activity in cultured cells
was expressed as relative light units (RLU) per pg of pro-
tein. Splice-correcting activities were compared either as
total luciferase activity or as sequence-specific luciferase
activity (values minus SCR or mismatched SSO). Each
data point was averaged over three replicates.

Flow cytometry

Cells (3.5 to 5 x 10°/well) were plated in 6-well dishes.
After overnight culture, HeLa cells pLuc/705 were treated
with free 5’-FITC-labelled ON or with lipoplexes obtained
with SSO in optiMEM or in decomplemented serum-
containing DMEM. Each experiment was performed in
duplicate.

After 4h incubation at 37°C, cells were rinsed
twice with PBS, dissociated with trypsin-EDTA (Gibco),
centrifuged, resuspended in 300 pl PBS, in polystyrene
tubes, and kept on ice until analysis. Flow cytometry
was performed by fluorescence activated cell sorting
(FACS) (BD Biosciences France, Le Pont De Claix).
Fluorescein green fluorescence intensity of 20 000 events
was observed on the FL1 channel and recorded at 520 nm
after excitation at 488 nm. Results were analyzed with
WinMDI software.

Epifluorescence microscopy of live cells

Cells (3 x 10°/well) were plated in 35 mm single wells.
Following overnight culture, HeLa pLuc/705 cells were
treated with lipoplexes obtained with 5-FITC-labelled
SSO in optiMEM or in decomplemented serum-containing
DMEM. Living cells were directly observed in the dishes,
in 1.5 ml of PBS supplemented with 5% FCS, after
4 to 24h of transfection. Fluorescence distribution
was analyzed on a Zeiss Axiovert 200M fluorescence
microscope without fixation. Images were first acquired
with AxioVision software. After exportation, images were
finally superposed and analyzed with Abobe Photoshop
software.

Cytotoxicity assay

Cell viability and cytotoxicity studies were performed
by plating HeLa pLuc/705 cells into 96-well plates at

Copyright © 2007 John Wiley & Sons, Ltd.
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3 x 10* cells/well. Cells were incubated with lipoplexes
for 24 h in optiMEM or in serum-containing decomple-
mented DMEM. Viable cells were counted using the trypan
blue exclusion test (data not shown). The proportion of
live cells was alternatively determined by the tetrazolium-
based colorimetric cell proliferation assay (MTS, Promega
France) by reading the absorbance at 560 and 630 nm.
The amount of live cells was obtained by subtracting 560
and 630 nm values. Data are expressed as the percentage
of cytotoxicity (relative to untreated cells).

Statistical analysis

Data were expressed as mean + standard deviation.
Statistical analyses were performed using Student’s test
for comparison of means. A probability of less than 0.05
was considered to be statistically significant: *p < 0.05;
*p < 0.01; ***p < 0.001.

RESULTS
Lipoplex preparation

SSOs formed stable particles of high homogeneity with the
DLS liposomes. DLS liposomes (Figure 1A) and DLS/2'-O-
Me SSOg23 (Figure 1B) exhibited a mean size of 137 nm
(149 width) and 160 nm (117 width), respectively. No
particles larger than 400 nm were detected in both
samples. Particle size did not significantly vary over time.

A tetrazolium-based colorimetric assay showed that
DLS/2'-O-Me SSOygs did not significantly perturb HeLa
pLuc/705 cell proliferation at concentrations lower than
1 uM (Figure 1C). Similar data have been confirmed with
the trypan blue exclusion assay which indicated that
3.8% of dead cells were detected at 1 UM concentration
(data not shown). In addition, no significant decrease in
protein concentration in DLS-treated HeLa pLuc/705 cells
compared to untreated cells was observed throughout this
study when evaluating splicing correction levels.

Correction of splicing alteration by
2’-0-Me SSO

We initially optimized conditions for employing the
DLS system by measuring splicing correction by 2'-O-
Me SSOyps in the HeLa pLuc/705 cells [29]. In cells
treated with 100 nM 2’-O-Me SSO7qs delivered with the
DLS lipoplex and further incubated for 24 h in serum-
containing medium, luciferase activity was increased by
10.7-fold over that in untreated cells (Figure 2A). Cells
incubated with control 2’-O-Me SCR (scrambled) or 705M
SSOs were unaffected; luciferase activity was only 1.1-
and 1.3-fold higher, respectively, over untreated cells.
There was no statistical difference between 2'-O-Me SCR
and 705M SSOs (p > 0.05) thus establishing the high
sequence specificity of splicing correction (Figure 2A).

J Gene Med 2007; 9: 498-510.
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Figure 1. Characterization of DLS lipoplexes. Mean diameter of DLS particles as measured by dynamic light scattering. DLS
liposomes (A) and DLS/2’-O-Me SSOgy3 complexes (B) were prepared as described in the ‘Material and methods’ section at
80 mg/1.5 mg/ml of SSO and lipids concentration, respectively, in 45 mM NaCl. Average diameters were evaluated as a Z-average
using intensity-based distributions (% in class). (C) Cytotoxicity in HeLa pLuc/705 cells by increasing concentrations of DLS/2'-O-Me
SSO70s5 in serum-containing cell culture medium for 24 h. ON concentrations complexed with the DLS are indicated. The level
of cytotoxicity was determined by the tetrazolium-based colorimetric cell proliferation assay and expressed as percent of the
cytotoxicity level in treated cells reported to that in non-treated cells. Control, cells incubated with 1% Triton X-100 as positive

control

No activity was detected in HelLa pLuc/705 cells treated
with free 2’-O-Me SSO7ps under the same experimental
conditions (data not shown), indicating that delivery
using the DLS was essential for the effect.

Figure 2B clearly demonstrated a time-dependent
increase in the luciferase activity in HeLa pLuc/705
cells treated with 130 nM DLS/2’-O-Me SSO7gs. A 24 h
incubation time period appeared optimal and was chosen
in subsequent experiments and has also been described
as optimal when using other experimental protocols for
SSO administration [12,27].

Dose-curve experiments showed statistically significant
luciferase activity at concentrations as low as 10 nM.
Luciferase activity increased up to 100 nM DLS/2'-O-Me
SSOygs (Figure 2C), and levelled off at higher concentra-
tions (data not shown). Cells treated with 100 nM DLS/2’-
0O-Me SSOyqs exhibited 10.1- and 13.3-fold increases in

Copyright © 2007 John Wiley & Sons, Ltd.

luciferase activity compared with SCR and untreated cells,
respectively.

Optimal luciferase activity for DLS/2’-O-Me SSO7¢s was
observed for a formulation with 0.08 SSO/lipids (w/w)
and 3.3 global net charge ratios (Figure 3A). In serum-
containing media, in contrast to DLS particles, lipoplexes
formed with 2’-O-Me SSO7¢s and Lipofectamine® reagent
(LFA) were not active at a concentration of 100 nM
(Figure 3B). All subsequent experiments were carried out
in 10% serum-containing cell culture medium.

Cellular uptake

The cellular uptake of DLS-associated FITC-labelled
ONs was detectable by FACS analysis in HeLa cells

J Gene Med 2007; 9: 498-510.
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Figure 2. Splicing correction in the HeLa pLuc/705 cells by using
DLS/2’-O-Me SSO. (A) Sequence specificity of the luciferase
activity was evaluated by treating cells with 100 nM 2’-O-Me
SSO705, 2’-0O-Me SCR or 705M SSO delivered with the DLS
lipoplex in serum-containing medium and further incubated
for 24 h. NT, non-treated cells. (B) Time-curve experiment was
determined by incubating cells with 130 nM DLS/2’-O-Me SSOv¢s
in optiMEM for the indicated times. (C) Dose-response was
measured by treating cells for 24 h in serum-containing medium.
Filled bars, luciferase activity determined following DLS/2’-0O-Me
SSO7¢5 treatment. Empty bars, luciferase activity determined
following DLS/2’-O-Me SSO7¢sm treatment. NT, non-treated
cells. The activity of luciferase was normalized to total cellular
protein and is presented in relative luminescence units (RLU)
per pg of protein. Error bars show standard deviation (n = 3)

treated for 4 h with as little as 50 nM DLS/FITC-2'-
O-Me SSOgy¢s (Figure 4). Cell-associated fluorescence
intensity increased gradually up to a concentration
of 250 nM. There is a discrepancy with dose-curve
experiments as fluorescence increases up to 250 nM,
whereas activity levels off at 100 nM. It suggests
that cell-associated fluorescence could not directly be
comparable to effective intracellular SSO concentration.
There was no significant increase at 500 nM. When
treating cells with 0.2 M glycine (pH 2.8) to ensure
stripping off of membrane surface binding, it appears

Copyright © 2007 John Wiley & Sons, Ltd.
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Figure 3. (A) Optimization of DLS lipoplex formulation. 200 nM
DLS/2’-O-Me SSO705 were prepared with varying SSO/lipid
ratios and incubated with HeLa pLuc/705 cells in optiMEM.
Preparations are defined either by their SSO/lipid ratios
(w/w) or by their corresponding global net charge (+/-).
NT, non-treated cells. (B) Comparison of the splice-correcting
activity of 100 nM 2’-O-Me SSO7os (filled bars) or SSO7osm
(empty bars) delivered either with the Lipofectamine® reagent
(LFA) or with the DLS in 10% serum-containing cell culture
medium for 24 h. NT, non-treated cells. Error bars show standard
deviation (n = 3)

that around 80% of the cell fluorescence analyzed here
corresponds to internalized FITC-labelled ON (data not
shown).

Epifluorescence images of unfixed HeLa pLuc/705 cells
incubated with 200 nM FITC-labeled 2'-O-Me SSOyqs
delivered with the DLS are presented in Figure 5.
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Figure 4. Cell association of 5’-FITC-labelled SSO deliv-
ered with the DLS lipoplexes. Following 4 h incubation in
serum-containing culture medium, HeLa pLuc/705 cells were
rinsed in PBS and subjected to flow cytometric analysis. Flu-
orescein green fluorescence intensity was determined in cells
treated with increasing concentrations of DLS/5’-FITC-labelled
SSO. Two samples were analyzed for each tested concentration
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Following 2h incubation, FITC (green fluorescence)
labeled SSO was distributed nearly exclusively in
small cytoplasmic vesicles (Figure 5A). This vesicular
localization probably corresponds to endosomes since
Alexa 546-labelled transferrin nearly completely co-
localizes with the SSO (data not shown and [29]).
After 6 h incubation, fluorescence mainly accumulated
in the cell nuclei (Figures 5C-5F). This suggests a
rapid and efficient escape of ON from the endosomes,
its release in the cytosol and its concentration into
the nucleus. Note that charged ONs have a nuclear
tropism and rapidly localize in the nucleus after
microinjection in the cytoplasm [30]. Maximal nuclear
accumulation was observed after 12 h incubation and the
overall fluorescence intensity decreased following 24 h
incubation (data not shown). Free ONs poorly penetrated

S. Resinaetal.

in cells and mainly remained entrapped in endocytic
vesicles (data not shown).

Comparative study of various SSO
backbones and sequences

In this study we have used SSOgp3 targeted to the
splicing enhancer region at nucleotide position 623
of intron 2 (IVS2) of human p-globin pre-mRNA.
Treatment of HeLa pLuc/705 cells with free 2’-O-Me and
morpholino SSOgz3 (Figure 6A) or 2’-O-Me PS SSOg235
(data not shown) did not show any significant effects.
Treatment with free MOE PS and morpholino SSOs
promoted a slight but statistically significant production
of luciferase luminescence (p < 0.01). When delivered

Figure 5. Epifluorescence images of unfixed HeLa pLuc/705 cells incubated with 200 nM FITC-labeled 2’-O-Me SSO7¢s delivered
with the DLS. Living cells were directly observed in PBS supplemented with 5% FCS, after 2 h (A, B) or 6 h (C-F) incubation.
Images of cells observed under green epifluorescence (A, C), visible light (B, D) and under superposition of green epifluorescence
and visible light (E, F). (A) and (B) on the one hand as well as (C), (D) and (E) on the other are images of the same field of
microscopical observation. All images are presented with 160x magnification except image (F) (320x)

Copyright © 2007 John Wiley & Sons, Ltd.
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with the DLS, MOE PS SSOg3p generated 25-fold more
specific luciferase activity (relative to SCR MOE ON) than
in the free form (Figure 6A).

The influence of backbone chemistry was further
compared with DLS-delivered SSOs targeted to two
different but adjacent sequences, which both play a role
in the same splicing event. When targeted to the 623B
sequence, MOE PS SSO appeared to be far more active
than 2’-O-Me or 2’-O-Me PS SSOs (Figures 6A and 6B).
When targeting the 705 sequence, 2'-O-Me SSOygs was
as effective as MOE PS, and 2'-O-Me PS SSO was poorly
active (Figure 6B). For either target, 2’-O-Me PS SSO
corrected splicing less efficiently than 2’-O-Me and MOE
PS SSOs. The MOE PS SSO analogue was slightly but
systematically more potent than the 2’-O-Me SSO, and its
activity was similar when targeting 623B or 705 sequences
(Figure 6B). These results were confirmed in more than
three independent experiments.
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Figure 6. Comparative study of various SSO chemistries
and sequences. (A) HeLa pLuc/705 cells were treated with
100 nM 623B directed SSO sequence synthesized with various
chemistries: 2’-O-Me, 2’-O-Me PS, MOE and morpholino at
100 nM concentration for 24 h. Splice-correcting activity was
measured following incubation with free SSO (black column),
free SCR or NS (dark gray column), DLS-delivered SSO
(gray column), and DLS-delivered SCR or NS (white column).
(B) Comparison of steric-blocking activity of the 623B and
705 sequences synthesized with various chemistries (2'-O-Me,
2’-0-Me PS and MOE) delivered with the DLS. HeLa pLuc/705
cells were treated for 24 h with 100 nM SCR or NS (empty
column); 100 nM SSOga3p (light gray column); 100 nM SSOvgs
(dark gray column), 50 nM SSOgy3p + 50 nM SSO7gs (filled
column). NT, non-treated cells. Error bars show standard
deviation (n = 3). Statistical differences between RLU/.g values
from scrambled and SSO-treated cells were evaluated: *p < 0.05;
**p <0.01; **p < 0.001
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Figure 6B also compares the correcting activity of SSOs
with different backbones targeted to 623B and 705
regions. SSO7ps with a 2’-O-Me modification increased
luciferase activity 6-fold and sequence-specific activity
12-fold more than SSOgy3p. With the 2/-O-Me PS
chemistry, SSO7ps and SSOga3p were similarly effective.
The same observation was made for MOE SSOyos and
SSOe23p, although much higher activities were observed,
in comparison with 2’-O-Me PS analogues as previously
described. MOE SSOg234, which differs by a single
nucleotide from MOE SSOgy3p (Table 1), was 1.5-fold
less effective than MOE SSOg23 (p < 0.05) (data not
shown), despite full sequences hybridizing to the RNA
target.

Targeting simultaneously 705 and
623B sites

When co-treating the cells with 50 nM DLS/2'-O-Me
SS0O7ps5 and 50 nM DLS/2’-O-Me SSOg23g, total luciferase
activity was at least 4-fold higher (Figure 7) than
expected. Indeed luciferase activity should in theory
be between values obtained with 100 nM DLS/2'-O-
Me SSO705 and with 100 nM DLS/Z’-O-MG SSOéggB
(Figure 7). Likewise, the co-encapsulation within DLS
lipoplexes made of a mix of 2’-O-Me SSO targeting 623B
and 705 sequences at 100 nM total SSO concentration led
to a luciferase activity 3-fold higher than obtained with
100 nM DLS/2’-O-Me SSO7ps or 100 nM DLS/2-O-Me
SSOe23p (Figure 7). Surprisingly, there was no increasing
effect in combining 705 and 623B sequences when using
either 2’-O-Me PS or MOE analogues (Figure 6B, filled

bars).
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Figure 7. Effect of targeting simultaneously 705 and 623B
regions in HeLa pLuc/705 cells. Cells were incubated for
24 h with 50 nM (empty column) or 100 nM DLS delivered
2'-0-Me SSO (filled column). Luciferase activity was assayed
in cells treated with 100 nM DLS/SSO7osm control sequence,
100 nM DLS/2'-O-Me SSOga3p, 100 nM DLS/2’-O-Me SSOqs,
50 nM DLS/2’-O-Me SSO7ps plus 50 nM DLS/2’-O-Me SSOg23B,
and 100 nM of DLS lipoplex made of a equivalent mix of 2’-O-Me
SSOg23p and 2’-O-Me SSO7gs. NT, non-treated cells. Error bars
show standard deviation (n = 3)
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Switching on transgene expression by
steric-blocking SSOs

SSO activity was evaluated here for its ability to
correct splicing and as a consequence to allow luciferase
expression from episomal plasmid DNA containing the
IVS28-globin 705 intron mutation. Thus, wild-type
HeLa cells were first transfected with DLS/pLuc705
pDNA, incubated for 24 h and further incubated for
24 h with the splice-correcting SSO (Figure 8A). Both
pDNA and splice-correcting SSO were delivered with
DLS lipoplexes. Optimal luciferase activity was reached
with 200-300 nM DLS/2’-O-Me SSO7¢s. RLU/ug protein
values obtained following treatment with 100 or 200 nM
DLS/2’-O-Me SSOy¢s were 3.3- and 7.7-fold higher than
those obtained with SCR SSO at 100 and 200 nM,
respectively (Figure 8A). Incubation with 50 nM leads
to a detectable but not statistically significant (p = 0.26)
increase, suggesting as well a dose-dependent effect of
the splice-correcting SSO on the modulation of transgene
expression.

However, total luciferase activity levels were 5- to 7-
fold lower than previously observed in SSO-treated HeLa
pLuc/705 cells. Moreover, the luciferase activity obtained
following 500 nM DLS/2’-O-Me SSOygs treatment was
lower indicating toxicity at this dose. When cells were not
treated with SSO following pDNA transfection, luciferase
activity was detectable but similar to that obtained with
2/-0-Me SCR SSO. This reveals that pLuc/705 leads to
a basal constitutive expression of luciferase as previously
observed [27].

Incubation times for both the transfections of
DLS/pLuc705 and of 200 nM DLS/2'-O-Me SSOy¢s5 were
optimized (Figure 8B). A 24 h treatment of cells with
DLS/pLuc705 followed by a 24 h treatment with DLS/2'-
O-Me SSOyps was found optimal to achieve efficient
luciferase expression. Similar effects on specific luciferase
activity were observed when transfecting cells with either
2 or 3 ug pLuc/705 plasmid per well. Post-incubation
with 200 nM DLS/MOE SSOygs or DLS/MOE SSOg23a
leads to similar luciferase activity (10.7- and 12.0-
fold higher than in cells treated with 705M control
ON with no statistical difference) (Figure 8C). An 18.8-
fold increase in luciferase expression was obtained with
200 nM DLS/MOE SSOgz3p. For the MOE SSO analogue,
the 623B sequence was routinely more active than the
623A (p = 0.0008) or 705 sequences (p = 0.0018) in
inducing luciferase expression in pLuc/705-transfected
cells. Splice correction was statistically significant with
the three MOE analogues (p < 0.001) in comparison with
pLuc/705 only (Figure 8C).

Targeting simultaneously 705 and 623B target sites was
also used to correct splicing alteration from the episomally
expressed pLuc/705 plasmid in transfected HeLa cells
(Figure 8D). Cell treatment with a combination of 50 nM
DLS/2’-O-Me SSOvygs plus 50 nM DLS/2'-O-Me SSOg235
or 100 nM of DLS lipoplex made of a equivalent mix of
2/-0-Me SSOgo3p and 2'-O-Me SSO7gs led to luciferase
activity statistically higher than that obtained in cells

Copyright © 2007 John Wiley & Sons, Ltd.
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treated with 100 nM DLS/2’-O-Me SSOyps (p < 0.05)
(Figure 8D). As previously observed when using HelLa
cells stably expressing the IVS2 construct (Figures 6A
and 7), treatment with DLS/2’-O-Me SSOy¢s promoted
higher splicing correction than treatment with DLS/2’-
O-Me SSOgosp. It is interesting to note that a similar
splice-correcting activity profile is obtained either using
the transformed HeLa pLuc/705 cells or the transiently
transfected HeLa cells. When simultaneously treating cells
with 623B and 705 SSO sequences, data reveals that the
MOE analogues were more potent than 2’-O-Me or 2'-O-
Me PS analogues for switching on luciferase expression
(data not shown). This was also shown above when using
the HeLa pLuc/705 cell experimental model.

Discussion

Here, we used an efficient ON delivery system to
directly compare the intracellular efficacy of various SSO
backbones and sequences for correcting splice aberration.
Use of the DLS lipoplex makes it possible to detect splice
correction in the HelLa pLuc/705 cells treated in serum-
containing medium.

Several synthetic vectors were explored for the admin-
istration of SSOs. Conjugation with basic peptides was
reported to improve the SSO activity [11] but entrapment
within endocytic vesicles remains a limiting factor [31].
Polymers forming polyplexes with nucleic acids were used
in a few studies, as for example PANAM dendrimers [32]
or polyethyleneimine (PEI) [12], but in vivo toxicity was
observed. The use of the triblock copolymer F127 for
the intramuscular administration of 2’-O-methyl phos-
phorothioated SSOs was described to efficiently restore
dystrophic expression in skeletal muscles [18]. Lipoplexes
remain to date the most employed tools to deliver ONs.
Splicing correction was achieved with 2'-O-methyl phos-
phorothioated SSO delivered with the Lipofectamine®
reagent (LFA) [8,11,15]. However, most commercially
available delivery systems suffer from instability and
serum-free medium is therefore recommended for trans-
fection. Systemic administration of lipoplex for ON deliv-
ery is, consequently, poorly documented in the literature.
Local administration such as intramuscular injection was
successfully used for the delivery of 50 pg/kg leash
(partially hybridized with charged oligonucleotides) mor-
pholino with the Lipofectin system (Invitrogen SARL) in
mdx mice [33]. Annealing leash SSOs to the neutrally
charged morpholino leads to negatively charged SSOs
making possible the formation of lipoplexes. It has to be
indicated here that authors mentioned that the toxicity
of those delivery systems significantly limited their in vivo
use [12,34].

As previously described [20,22], the DLS makes
possible the formation of stable, reproducible particles
of low and homogenous size with nucleic acids. These
particles show a specific highly ordered ultrastructure
of liquid crystal in a lamellar phase [35]. Formation
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Figure 8. Switching on transgene expression in HeLa cells transiently expressing luciferase by steric-blocking SSOs. HeLa cells
were transfected with the plasmid DNA containing the IVS2 g-globin 705 mutated intron inserted in the luciferase gene using
the DLS vector. Following incubation for 24 h cells were further treated for 24 h with SSO. Luciferase activity was determined as
described in the ‘Materials and methods’ section. (A) Dose-curve experiment when using DLS/2’-0-Me SSOv¢s (filled column) and
DLS/2’-0-Me SCR SSO (empty column). (B) Study of the optimal conditions for switching on functional luciferase expression. Cells
were transfected with DLS/pLuc705 (2 or 3 u gpDNA) for 12, 24 or 48 h and then incubated for 24 or 48 h with DLS/2’-O-Me SSO¢s
(black column) or DLS/2’-O-Me SCR SSO (gray column). (C) Switching on transgene expression by MOE SSO. Following transfection
with DLS/pLuc705 for 24 h, HeLa cells were incubated for 24 h with 200 nM DLS/MOE SSOg¢234, DLS/MOE SSOg23p or DLS/MOE
SSO7ps. Statistical differences between RLU/pg values from only pLuc/705- and SSO-treated cells were evaluated: ***p < 0.001.
(D) Effect of targeting simultaneously 705 and 623B regions. Cells were incubated for 24 h with 50 nM (empty column) or 100 nM
DLS-delivered 2’-O-Me SSO (filled column). Luciferase activity was assayed in cells treated with 100 nM DLS/SSO SCR, 100nM
DLS/2'-0-Me SSOgz35, 100 nM DLS/2’-0-Me SSO7gs, 50 nM DLS/2’-0O-Me SSO7qs plus 50 nM DLS/2’-0O-Me SSOgy35, and 100 nM of
DLS lipoplexes made of a equivalent mix of 2’-O-Me SSOg¢y3p and 2’-O-Me SSOv¢s. Statistical differences between RLU/pg values
from 100 nM DLS/2’-O-Me SSOyqs treated cells and cells treated with both 2’-0O-Me SSOgy3 and 2’-O-Me SSO7¢s5 sequences at
100 nM equivalent concentration were evaluated: *p < 0.05. NT, non-treated cells. Error bars show standard deviation (n = 3)

of these lipoplex particles appears as an emergent used either without serum or with optiMEM in this splicing

process which might lead to a auto-organized complex
system [36]. Controlling the thermodynamic parameters
of the formation of these lipoplexes and optimizing their
formulation toward obtaining fully ordered particles is
a prerequisite in obtaining high levels of nucleic acid
delivery and activity. DLS/SSOs were shown here to be
non-toxic to cultured cells at optimal concentrations and
to be very efficient at restoring correct splicing in HeLa
pLuc/705 cells.

DLS efficiency appears to be originating from first
the high SSO activity observed and second from their
biological stability. Here, we show that SSO activity was
significantly detectable at concentrations as low as 10 nM
even in serum-containing medium. Splicing correction
was not detectable under these conditions when the SSO
was delivered with LFA. Accordingly, LFA delivery was

Copyright © 2007 John Wiley & Sons, Ltd.

correction assay and luciferase activity was detected at an
SSO concentration of 30 nM [27]. The high SSO potency
observed here in serum-containing medium confirmed our
previous data where ICsg levels ranged within nanomolar
concentrations when monitoring antisense activity [7,22].
In order to bind RNA targets, SSOs must enter the nucleus
where correction of splicing will occur. As observed
here, the DLS vector effectively penetrates into cells by
endocytosis but cytosol release and nuclear accumulation
efficiently occur within a few hours.

Delivery using the DLS made possible the direct
comparison of the splice-correcting activity of SSOs
varying in terms of backbone chemistry or target
sequences. MOE ONs were more active than 2'-O-
methyl ONs, thus confirming the results of Sazani et al.
[9,11]. When directed to the 623 region, 2’-O-Me PS
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SSO had a slight but statistically significant higher
activity than 2’-O-Me SSO. In contrast, 2'-O-Me SSO7qs
promoted a high level of splice-correcting activity
comparable to 2’-O-MOE. This might explained by the
fact that the phosphorothioate modification, considered
to normally stabilize SSOs [33], reduces their affinity
for this specific target sequence. Interestingly, a low
but statistically significant correction of splicing was
detected with free MOE and morpholino SSO in serum-
containing medium while free 2’-O-Me derivatives were
not active. Accordingly, 2’-O-methyl MOE and uncharged
morpholino SSO showed to be the more efficient SSOs
in vivo [11]. It was previously demonstrated that injection
of 2’-O-MOE in mice was more active than morpholino in
most tissues but in skeletal muscle morpholino was equal
or possibly better [11]. This may explain the high value of
exon skipping in muscle cells described in the very recent
reports when administrating morpholino SSO in a free
form [18,19,34]. DLS-delivered 2'-O-MOE induced a far
greater splicing correction in our in vitro assay than free
MOE or morpholino SSO suggesting the potential role of
this delivery vector for further in vivo applications.

The HeLa pLuc/705 cell culture model was used to
investigate putative activity of steric-blocking SSOs to
treat B-thalassemia [27]. B-Thalassemia is a serious
genetic blood disorder in which production of g-globin,
a subunit of hemoglobin, is partially or entirely ablated
by mutations in the g-globin gene. Mutations that cause
splicing defects are common among thalassemic patients.
For example, mutations at positions 654, 705, or 745
of intron 2 (IVS2) of human B-globin pre-mRNA lead
to creation of an aberrant 5’ splice site and activation
of a cryptic 3’ splice site within the intron. The result
is the inclusion of part of IVS2 (creating an in-frame
stop codon) into the spliced mRNA. HeLa pLuc/705
cells contain, within the luciferase gene, IVS2 which
include the aberrant splice site created in thalassemic
patients by a T to G mutation at nucleotide 705 [19].
In addition, Gemignani et al. [28] demonstrated that
there must be an important splicing signal upstream
at position 623. This sequence behaves as a splicing
enhancer because its insertional disruption interferes with
splicing. Accordingly, targeting this region with an SSO
interferes with aberration and restores correct splicing of
the IVS2-705 thalassemic 8-globin pre-mRNA (Gemignani
and Kole, unpublished). It was postulated that when the
donor 5’ splice site at a mutated region (705 or 654) is
shifted beyond a critical distance from this signal, splicing
no longer occurs [28]. We confirm here that SSOg3 is
effective in restoring correct splicing and that it could
be as potent as SSOygs in particular when synthesized
with the MOE chemistry. Moreover, we demonstrated
that targeting two different regions (e.g. sequences 623
and 705) in the same S-globin pre-mRNA intron enhances
splicing correction. However, this has been observed only
with 2’-0O-Me SSO. Nevertheless, it would be of interest to
evaluate again this multi-targeting approach in a different
experimental model aimed, for instance, at correcting the
654 region [19], or in an in vivo setting [10,11].

Copyright © 2007 John Wiley & Sons, Ltd.
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Pharmacological considerations are of importance
when considering the therapeutic use of SSOs. Significant
progress has been described in the treatment of Duchenne
muscular dystrophy by exon skipping [12]. 2'-O-Methyl
ribonucleotides [18] and morpholino [35] analogues
were administered by systematic routes and were found
to restore dystrophin expression in body-wide skeletal
muscle by using the block co-polymer F127 as a delivery
agent. Alter etal. [19] recently reported that weekly
intravenous injections of free morpholino SSO induce
expression of functional levels of dystrophin in body-
wide skeletal muscles of the dystrophic mdx mouse.
However, high doses of morpholino SSO (100 mg/kg)
had to be administered [19] with associated problems of
cost and potential toxicity. Likewise, ex vivo correction of
B-globin pre-mRNA was accomplished in human erythroid
progenitor cells [7] but splicing correction required high
doses (45 uM). In an alternative and potentially longer-
term strategy, the antisense sequences were incorporated
into lentiviral [35] or AAV (adeno-associated virus) [37]
expression vectors and found efficient for the delivery
of splice-correcting SSOs in erythropoietic progenitors
or muscle cells, respectively. These impressive data
should not mask however difficulties which would be
encountered in scaling up and more importantly safety
considerations. Non-viral delivery vectors are therefore
worth further evaluation as an alternative strategy. Use
of the EGFP-654 transgenic mouse model [11,29] will
hopefully allow defining whether the DLS formulation
leads to efficient splicing correction in various organs
after systemic in vivo administration.

We suggest that splice-correcting SSOs might be used
for switching on or for modulating the expression of
a transgene. Integrated or episomal expression of a
specific transgene of interest (such as the luciferase
reporter gene tested here) might be regulated upon
administration of a steric-blocking SSO. Indeed, the
expression of heterologous genes in mammalian cells
or organisms for therapeutic or experimental purposes
often requires tight control of transgene expression [38].
Specifically, the following criteria should be met: no
background gene activity in the off-state, high gene
expression in the on-state, regulated expression over an
extended period, and multiple switching between on-
and off-states [39,40]. Turning on gene expression at
a post-transcriptional step as described here might thus
be an alternative to the use of conditional promoters
such as the tetracycline-regulated ones. The regulation
of transgene expression by exogenously or endogenously
driven controllable promotors might be limited by the
potential disturbance in the expression of endogenous
genes [41]. It might be speculated that the approach of
switching on the expression of a transgene through an
SSO could lessen those drawbacks, owing to their highly
specific mechanism of action. Using the same vector
to vectorize the transgene, and subsequently the SSO,
might ensure more effective targeting since DLS particles
delivering pDNA or oligonucleotides are similar in size and
ultrastructure [35], and consequently distribute similarly
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in

the body following in vivo administration. A gene

therapy approach using the same synthetic vector for the
delivery of a therapeutic transgene as well as of an SSO
might provide better spatial, temporal and quantitative
control of gene expression.
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l. INTRODUCTION.

Outres les ON simple-brin, les formulations de DS aussi été développées et
optimisées pour la délivrance d’'ON double-brins $#RNA. Ici, le but de cette délivrance est
non plus de rendre une protéine fonctionnelle cordares la correction de I'épissage, mais au
contraire d’éteindre un gene donné en ciblant threent son ARNm. Cette stratégie
interférence, ayant des similitudes avec la stratégtisens « classique », a cependant la
particularité de former un hétéroduplexe avec 'ARNMeconnu et dégradé immédiatement
par le complexe RISC, qui dégradera ensuite taI®\RNmM similaires dans la cellule, d’ou

I'effet d’extinction.

PAI-1 est tres impliqué dans les processus dernboge, mais aussi d’angiogénese,
d’adhésion et de migration des cellules tumorddes travaux récents du laboratoire (Hecke
et al. 2006) avaient permis de choisir une séquence fgariniéressante et tres efficace d’'un
SiRNA (SiRNA #3),in vitro dans un modéle humain de cellules vasculaires HU\&E
HASMC. Plusieurs lignées cellulaires du cancer €in €taient disponibles et notre intérét
s’est focalisé sur les cellules MDA-MB-231, unenkg tres invasive et exprimant de forts
taux de protéines PAI-1. Le challenge pour éteingregene PAI-1 était d’autant plus
important. Ces travaux sont donc la démonstratetiutilisation des siRNA anti-PAI-1 dans

une stratégie anticancéreuse.

Les formulations de DLS ont été développées padeélivrance de siRNA anti-PAI-1.
Ces ON étant double-brin, les formulations adaptégsionc été mises au point avec 2 fois
moins (en rapport massique) d’AN efficaces poumime quantité de lipides cationiques.
Pour contrdle, un duplexe de siRNA « controle négaiversel » (Eurogentec), aussi appelé

NS (non sens) a été utilisé.

L’activité de PAI-1 a été évaluée a plusieurs nivea

¢ ELISA : mesure de la protéine PAI-1 sécretée par leklesl dans le milieu
(quantitatif),

¢ RT-PCR guantitativee mesure de I'ARNm PAI-1 présent dans le noyauleet

cytoplasme des cellules (quantitatif),
¢ western-blot observation de la protéine intracellulaire (¢asf).
Ces 3 techniques nous ont permis de comparerugsgiaproteines, sécrétée et intracellulaire,

ainsi que le taux d’ARNm de PAI-1 obtenus apresdiection avec les DLS-siRNA.
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. CONTRIBUTION.

Dans cet article, les résultats obtenus sont ledmstage d’'un étudiant de MASTER
que jai encadré, Matthieu MERYET-FIGUIERES. Jaopédé a la mise au point de la
technique ELISA visant a mesurer la protéine PAlfisi qu’'a I'optimisation de la délivrance
des siRNA avec son aide. J'ai aussi réalisé leswdtations & base de DLS qui ont été
utilisées et qui ont permis I'obtention de I'ensédentbe ces résultats.

[l CONCLUSION.
Les formulations de lipoplexes mises au point d88GiRNA montrent une répartition
tres homogéne et monomodale des particules, avediamétre supérieur aux particules
obtenues avec des ON simple-brin. Ces lipoplexesefticaces méme en présence de sérum

dans le milieu, en comparaison avec le lipide cororakutilisé (LFA).

La transfection avec 300nM de DLS-siRNA anti-PApfiovoquent une extinction
de (voir Figure 33) :
» 89% de 'ARNmM en milieu sans sérum
91% de la protéine sécrétée en milieu sans sérum
39% de ’'ARNmM en milieu avec 10% de sérum (donm&gspubliées)

35% de la protéine sécrétée en milieu avec 10%ers(données non publiées)

YV V VYV V

les images de western-blot sont en concordancecge@sultats.

Les taux obtenus d’extinction des protéines et’ABNIm sont donc en totale adéquation.
Mais le taux d’extinction du géne sont fortememeatédants de la présence ou non de sérum :
les particules de lipoplexes DLS-siRNA sont doncpamtie inhibées par la présence de

protéines sériques dans le milieu de transfection.
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Figure 33: extinction de la protéine PAI-1 sécrétée obterere présence (en blanc) ou en
absence (en noir) de sérum dans le milieu de tratsion. Résultats obtenus aprés 48h de
transfection puis analysés par ELISA.
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L’extinction maximale est obtenue avec 300nM d&NsA et un temps de transfection
de 24 a 48H. Cependant, des effets significatiftdobservés a partir de 1nM de siRNA, au
niveau de la protéine sécrétée, ce qui montreeti@nt I'efficacité de la stratégie interférence

méme a de faibles concentrations.

Ces résultats montrent une grande efficacité deN/A transportés par les DLS et
suggerent un tres fort potentiel au niveau de liappon de ce systéme dans des thérapies
anticancéreuses. Une extinction de 90% de 'ARNmeeta protéine PAI-1 prouve que le
systéme de vectorisation DLS est un systeme fialffieace méme en présence de sérum, non

toxique pour les concentrations utilisées et dgpieablein vivo.
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nanomolar range.
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Abstract

Plasminogen activator inhibitor type I (PAI-1) plays a central role in metastatic behavior by increasing cells’ migratory capacities as shown in
several tumoral cell lines. Moreover, in vivo high expression of this factor helps tumoral growth, both by its role in extracellular matrix remod-
eling and by favoring angiogenesis. High levels of PAI-1 are correlated with bad prognosis in several cancers, particularly in breast cancer. The
effect of PAI-1 upon angiogenesis is also involved in atherosclerosis, in which high levels of PAI-1 expression are observed. Breast carcinoma
MDA MB 231 cells are known for both having important metastatic capacities and expressing high levels of PAI-1. We have demonstrated in
these cells that the transfection of PAI-1 specific small interfering RNAs (siRNA) specifically inhibited the expression of this factor by 91%. We
evaluated siRNA activity by determining PAI-1 mRNA level, as well as intracellular and extracellular PAI-1 protein by using RT Q-PCR, West-
ern blot and ELISA analyses, respectively. Data confirmed inhibition at mRNA levels (primary aim of interference), intracellular protein, and
secreted PAI-1, the latter being operative successfully in the cell microenvironment. The lipidic vector Delivery Liposomes System (DLS) used
was adapted to siRNA delivery as observed by particle size distribution analysis, confocal microscopy and transfection into MDA MB 231, in the
presence of serum. SiRNA activity was clearly detected at concentrations as low as 10 nM. Moreover, the low cytotoxicity of this vector makes it
a good candidate for future in vivo siRNA delivery.
© 2007 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Keywords: siRNA; Plasminogen activator inhibitor type I; Breast cancer; Delivery

1. Introduction considered to be a key regulator in tumoral invasiveness, me-
tastasis and also in tumoral angiogenesis [1—3]. As an exam-
ple, breast carcinoma cells MDA MB 231 have an elevated

metastatic potential and express very high levels of PAI-1.

Plasminogen activator inhibitor type I (PAI-1) is the main
regulator of plasminogen activation and is considered an

essential factor in the in vivo regulation of the physiological
balance between thrombosis and fibrinolysis. PAI-1 interacts
with integrins and extracellular matrix components, and
regulates cellular adhesion and migration. PAI-1 is therefore

* Corresponding author. Tel.: 433 4 67 14 92 05; fax: +33 4 67 14 92 O1.
E-mail address: alain.thierry @univ-montp2.fr (A.R. Thierry).

0300-9084/$ - see front matter © 2007 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

doi:10.1016/j.biochi.2007.03.017

In keeping with this hypothesis bad prognosis in cancer, breast
cancer particularly, is correlated with high PAI-1 expression
[1]. These recent observations point out PAI-1 as a new and
relevant target in anti-tumoral therapy [4].

In a preliminary study, we demonstrated inhibition of PAI-1
expression with RNA interference in human vascular cells [5].
The present study was aimed at: (i) demonstrating PAI-1 inhi-
bition in breast cancer cells using these previously tailored
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small interfering RNAs (siRNA) sequences; (ii) demonstrating
the ability of the lipoplex vector system [6] developed in our
laboratory to efficiently deliver siRNA; and (iii) evaluating
the feasibility of this approach in terms of duration and level
of PAI-1 inhibition.

siRNA are double-stranded RNA molecules usually of 21 to
23 nucleotides long. They have the capacity to recognize and
degrade, in a sequence-specific manner, a targeted messenger
RNA [7,8]. This mechanism implies the uptake of siRNA by
RISC (RNA Induced Silencing Complex) proteic complex in-
side the cell. This proteic complex has a sequence-specific en-
donuclease activity, this specificity depending on the sequence
of the siRNA used. An increasing number of studies suggest
that siRNA are a quick, simple and efficient tool to study
a gene function [9]. Moreover, siRNA are really promising
as active therapeutic agents to specifically control the expres-
sion of particular genes. However, the in vitro and in vivo use
of siRNAs is limited by their weak penetration into cells and
tissues, and by their poor biodisponsibility [9,10]. We used
the DLS (Delivery Liposomes System) lipidic vector previ-
ously developed in our laboratory, for its proven efficacy in
transfecting plasmid DNA or oligonucleotides, in the presence
of serum, and for its lower toxicity than most commercial lip-
oplex formulations [11—14]. In the present study, siRNA effi-
ciency was evaluated by measuring the inhibition of PAI-1
expression at different cellular levels. PAI-1 mRNA, intracel-
lular and extracellular PAI-1 protein amounts were determined
by quantitative RT—PCR, Western blotting and ELISA tests,
in MDA MB 231 breast cancer cells.

2. Materials and methods
2.1. Cell culture

MDA MB 231 cells were obtained from ATCC and were
cultivated in DMEM (Gibco, Invitrogen SARL, Cergy Pon-
toise, France) medium supplemented with 10% decomple-
mented fetal bovine serum (FBS), 1% sodium pyruvate, 1%
non-essential amino acids and 0.04% antibiotics solution
(PSN antibiotic mixture) (Gibco), at 37 °C with 5% CO,. Cells
were assayed between passages 5 and 10.

2.2. siRNAs

Duplex siRNA (siRNA #3) were prepared from the follow-
ing antisense strand sequence UG AAG CAC AAC UCC CUU
AAG GUC and sense strand sequence GA GAC CUU AAG
GGA GUU GUG CUU, as previously described by our group
[5]. They were purchased from Eurogentec SA (Seraing, Bel-
gium). Universal Negative Control is a non-sense (NS) se-
quence siRNA purchased from Eurogentec SA.

2.3. Lipoplex preparation
SUV (small unilamellar vesicles) were prepared as previ-

ously described [11,13]. Briefly, an ethanol solution of a lipid
mixture containing 1 mg dioctadecylamidoglycylspermidine

(DOGS, Promega France, Charbonnieres) and 1 mg of dio-
leoyl phosphatidylethanolamine (DOPE, Sigma-Aldrich Chi-
mie SARL, St Quentin Fallavier, France) was injected in
aqueous solution. Resulting SUV have a final concentration
of 5mg/ml lipids. This preparation can be kept for over
9 months at 4 °C (data not shown).Then, SUV were com-
plexed with PAI-1 specific control siRNA to form DLS siRNA
lipoplexes. DLS/siRNA complexes were formed by mixing
50 pl of a solution containing 12 ng of siRNA (in de-ionized
water sterilized on 0.2 um filter), and 75 pl of a solution re-
sulting from a mixture of 25 pl of SUV and 50 pl of NaCl
150 mM. After 15 min incubation at room temperature the
mixture was slightly mixed and kept at 4 °C until use. Com-
plexes of siRNA with Lipofectamine® reagent (Invitrogen)
were prepared according to the manufacturer’s instructions.

2.4. Particle size distribution analysis

Particle size was measured by Dynamic Light Scattering
using a Malvern 4800 Autosizer apparatus (Malvern Instru-
ments, Orsay, France). Measurements were carried out using
the contin mode. The intensity-based distributions were ob-
tained in the Gaussian-fit mode using the 7132 digital corre-
lator PCS software. Particle average diameters were
determined as a Z-average using a monomodal method (a cu-
mulant analysis). Width (width at half peak height) is indica-
tive of the homogeneity of size distribution.

2.5. siRNA transfection

Cells were split into 6-well culture plates at 3.5 x 10° cells
per well. At transfection time, the culture medium was re-
placed with 1 ml transfection medium (optiMEM for transfec-
tions without serum, DMEM with decomplemented serum for
transfections with serum) containing lipoplexes. For transfec-
tions with optiMEM, cells were incubated for 8 h into trans-
fection medium. The medium was then replaced with 1.5 ml
of serum-complemented cell culture medium. Twenty-four
hours before the end of the experiment, cells were washed
with 2 ml PBS (Gibco) and 1.5 ml culture medium was added.
The cell culture medium was harvested and the cells were dis-
sociated from the wells with 300 ul per well of Cell Dissoci-
ation Solution (Sigma), and washed in 200 pl PBS. Samples
were kept at —80 °C until analysis.

2.6. Quantitative RT—PCR: analysis of PAI-1 mRNA

Cells were transfected for 8 h with 200 nM PAI-1 siRNA
and post incubated for various time points. 24 h before being
harvested, cells were rinsed with PBS and fresh culture me-
dium was added, except for 8 or 24 h time point. Cells stored
at —80 °C were resuspended in 200 pul PBS, and mRNA was
extracted with the High Pure RNA Isolation kit (Roche Diag-
nostics France S.A., Meylan) according to the supplier’s pro-
tocol. mRNA purity was checked on 1% agarose gel. mRNA
retrotranscription into cDNA was made by retrotranscriptase
Superscript III (Invitrogen) with random decamer primers
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(Ambion Europe Ltd., Huntingdon, UK). Retrotranscription
products were re-purified with the PCR product purification
kit (QIAquick, QIAGEN S.A. France, Courtaboeuf).

cDNA transcripts were analyzed by Q-PCR (Quantitative
PCR) for PAI-1 mRNA using TGC TGG TGA ATG CCC
TCT ACT as sense primer and CGG TCA TTC CCA GGT
TCT CTA as antisense primer. For GAPDH, mRNA analysis
ACA GTC CAT GCC ATC ACT GCC was used as sense
primer and GCC TGC TTC ACC ACC TTC TTG as antisense
primer. All primer oligonucleotides were obtained from Euro-
gentec (Seraing, Belgium). Primer sequences for PAI-1 [5] and
GAPDH [15] have been previously described. Q-PCR was per-
formed with a Lightcycler (Roche) using a Q-PCR mix com-
position as previously described [16]. PAI-1 mRNA amounts
were standardized to GAPDH mRNA quantities. Specific inhi-
bition of mRNA PAI-1 level in PAI-1 siRNA-treated cells was
expressed as percentage of the PAI-1 mRNA level determined
in non-sense siRNA-treated cells.

2.7. Immunochemical detection of PAI-1 protein

Extracellular PAI-1 concentration was determined in the cell
culture medium by an ELISA test, according to the supplier’s
protocol (Kit ELISA PAI-1, DakoCytomation S.A.S., Trappes,
France) and intracellular PAI-1 was estimated by Western blot.
In both cases, frozen cells were resuspended in 200 pl extrac-
tion buffer (M-PER, Pierce, Perbio Science France SAS, Bre-
bieres). After 5 min incubation at room temperature, cell
lysates were centrifuged for 5 min at 8000 rpm and the superna-
tants were tested for protein concentration by the BCA test
(Pierce). Proteins were fractionated on an SDS—PAGE gel
electrophoresis (10% polyacrylamide, 180 V, 1 h). Proteins
were transferred electrophoretically on a nitrocellulose mem-
brane at 35 V and 4 °C overnight. Membranes were blocked
in a TBS solution with 0.05% Tween-20 and 5% milk and incu-
bated with a rabbit polyclonal anti-PAI-1 antibody (1:3000
dilution, Polyclonal, Santa Cruz, CA, USA). The membranes
were then incubated with the secondary horseradish peroxi-
dase-coupled anti-rabbit antibody (1:10,000 dilution, Sigma)
and revealed with the West Dura Supersignal kit (Pierce). The
signal was analyzed the Lumi Imager (Roche).

3. Results and discussion

Our group has previously designed and tested various
siRNA sequences to inhibit PAI-1 expression in HUVEC (hu-
man umbilical vein endothelial cells) and HASMC (human ar-
terial smooth muscle cells) cell lines as a novel approach to
control cardiovascular diseases [5]. With the objective of con-
trolling breast cancer, we have used in the present study the
most potent siRNA sequence tested (siRNA #3). This siRNA
activity showed a specific decrease of up to 90% of PAI-1 ex-
pression in both types of cells [5].

In our initial study, siRNAs were vectorized with the com-
mercially available Lipofectamine Reagent (LFA) lipoplex
formulation. Here, we have adapted to the delivery of siRNA
the DLS lipoplex formulation, which we previously developed

for gene transfer [17,18] or antisense oligonucleotides thera-
peutics [14,18,19]. The DLS/siRNA formulation was opti-
mized by measuring extracellular PAI-1 following treatment
and by particle size distribution. A 10.4 lipid-to-siRNA weight
ratio was found to be optimal (data not shown). The “Dynamic
Light Scattering” analysis of DLS/siRNA particles showed an
average size of 248 nm and a half-height width of 145 nm
(Fig. 1). The auto-assembling process between the lipids and
siRNA gave rise to an increase of the mean size of DLS/
siRNA particles, compared to that of empty liposomes
(137 nm, 149 width, data not shown), as previously described
for other types of nucleic acids [12,13,20,21]. We previously
demonstrated that stable lipoplex preparation of low mean
size could reproducibly be obtained with using circular, dou-
ble-stranded or single-stranded linear DNA and oligonucleo-
tides ([21] and data not shown). We show here that stable
lipoplex made from double-stranded RNA could be obtained
by this method, the optimal lipid/siRNA ratio (10.4 lipid-to-
siRNA weight ratio) being in the vicinity of that employed
for antisense oligonucleotides (12.5 lipid-to-oligonucleotides
weight ratio) [13,14]. DLS/siRNA lipoplexes are slightly
larger (248 nm, Fig. 1) than DLS/oligonucleotides ones
(150—180 nm) [13,14]. However, the low mean size and the
polydispersity index obtained for DLS/siRNA lipoplexes is
compatible with in vivo administration. siRNA labeled with
DLS lipoplexes showed high and rapid uptake in MDA MB
231 cells, as intracellular fluorescence was clearly observable
as early as 4 h incubation time, in serum-containing medium,
at a DLS/siRNA concentration of 50 nM (data not shown).
Fluorescence was distributed throughout the cells following
24 h incubation with higher concentration in the perinuclear
regions and some cytoplasm regions (data not shown). It
should be noted that this intracellular distribution pattern is
somewhat different to that of oligonucleotide present in DLS
lipoplex, which showed clear accumulation in the nucleus
compartment [14,26]. This is under investigation. Nonetheless,
this study demonstrates that siRNA was distributed in
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Fig. 1. Characterization of DLS lipoplexes. Mean diameter of DLS/siRNA
particles as measured by dynamic light scattering. Average diameters were
evaluated as a Z-average using intensity-based distributions (% in class).
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cytoplasm, consequently being available for RNA interference
(data not shown).

PAI-1 mRNA levels were quantified by RT Q-PCR. Inhibi-
tion could be detected as early as 8 h of transfection, reached
a maximum of 89% inhibition at 24 h and lasted at least up to
96 h after a single addition of DLS/PAI-1 siRNA lipoplexes
(Fig. 2A). Following 48, 72 and 96 h after addition of DLS/
siRNA, the specific activity of siRNA appeared to decrease
by 1.1%, 2.2% and 4.5%, respectively. This suggests that in
these cell culture conditions, siRNA activity might last for
up to more than a week. It has to be noted that this siRNA ef-
fect appears longer than that of antisense oligonucleotides, as
investigated using the same delivery system but with another
cell culture experimental model [13,14]. In the presence of se-
rum, siRNA at a concentration of 300 nM and vectorized by
DLS still gave rise to 39% inhibition 24 h after transfection
while no effect was observed when using the LFA (data not
shown). Use of DLS/non-sense siRNA do not lead to any de-
tectable inhibition of PAI-1 mRNA as compared to non-treated
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Fig. 2. (A) Specific activity of PAI-1 siRNA in MDA MB 231 breast cancer
cells. PAI-1 mRNA level was determined by RT Q-PCR in cells incubated
for 24 h with 200 nM (AS) anti-PAI-1 siRNA or (NS) non-sense siRNA.
siRNA were delivered with the DLS lipoplexes, in optiMEM. (CONT), non-
treated cells. PAI-1 mRNA level were standardized to GAPDH mRNA level
and expressed in percentage of the level found in non-treated cells. Levels
are average values + standard deviation of triplicate determination, except
for CONT (duplicate). (B) Time course of PAI-1 mRNA inhibition after a sin-
gle addition of DLS/siRNA lipoplexes. siRNA were vectorized by DLS in op-
tiMEM at a siRNA concentration of 200 nM. Cells were harvested at indicated
times post transfection. PAI-1 mRNA levels were analyzed by RT Q-PCR.
PAI-1 mRNA amounts were standardized to GAPDH mRNA amounts and ex-
pressed in percentages compared with respective controls (non-sense siRNA).
Values are average values =+ standard deviation for triplicates.
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Fig. 3. Intracellular PAI-1 protein levels after incubation with DLS/siRNA lip-
oplexes in the presence of serum. siRNA were vectorized by DLS (A and B) or
Lipofectamine® Reagent (C) in the presence of serum at siRNA concentrations
of 100 nM (B and C) or 10 nM (A). MDA MB 231 cells were harvested 48 h
post transfection. PAI-1 levels in cellular extracts was analyzed by Western
blot. AS, antisense DLS/siRNA; NS, non-sense DLS/siRNA; CONT, non-
treated cells. Two electrophoretic lanes of Western blot analysis at the region
of PAI-1 protein migration, are presented for AS, NS and CONT.

cells (Fig. 2B), demonstrating sequence-specific activity and
absence of cytotoxicity at 200 nM concentration.

The down-regulation of PAI-1 by siRNA was confirmed by
Western blot analysis of the inhibition of intracellular PAI-1 in
MDA MB 231 cells. Fig. 3B shows an important inhibition of
intracellular PAI-1 following treatment in serum-containing
culture medium with a siRNA dose of 100 nM. A noticeable
inhibition remains with a siRNA concentration as low as
10 nM (Fig. 3A). At variance, the delivery of PAI-1 siRNA
with LFA is inefficient (Fig. 3C), in keeping with RT
Q-PCR data. Control non-sense siRNA had no effect on
PAI-1 protein levels, whether delivered with DLS lipoplexes
or with LFA.

The quantification of secreted PAI-1 levels is critical as the
PAI-1 physiological effect is extracellular. Indeed PAI-1 is
found either in a soluble form or a matrix-bound one. There
is increasing evidence of a PAI-1 role pivotal in cancer cell mi-
gration, including in its matrix-bound form. Thus, targeting
the totality (both forms) of the secreted PAI-1 seems essential
for our purpose. siRNA effect was detected at concentrations
as low as 1 nM (Fig. 4) with an ICsy around 10 nM DLS/
siRNA. A maximal inhibition (91%) of secreted PAI-1 in the
culture medium was achieved, 48 h post transfection, with
a siRNA concentration of 300 nM, in optiMEM culture me-
dium. Nevertheless, at this concentration, cytotoxicity be-
comes detectable according to the protein levels (inhibition
level > 20% of total protein, data not shown). At 200 nM
and lower concentrations DLS/siRNA did not lead to any cy-
totoxicity as no significant difference was found either in
terms of total proteins in treated and non-treated cells, or in
terms of secreted PAI-1 between control non-sense siRNA
and non-treated cells. At 200 nM siRNA secreted PAI-1 inhi-
bition reached 86%. It has to be noted that this level of inhib-
itory activity (=90%) of this siRNA sequence is similar to
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Fig. 4. Dose effect on PAI-1 protein secretion after incubating MDA MB 231
cells with DLS/siRNA. siRNA were vectorized by DLS and incubated in opti-
MEM at indicated concentrations. Cells were harvested 48 h post transfection.
PAI-1 protein levels in the culture medium was analyzed by ELISA and ex-
pressed in percentage compared to respective controls (non-sense siRNA). Pre-
sented values are average values =+ standard deviation for duplicates.

that obtained in endothelial cells with using LFA in a culture
medium without serum [5]. In the literature, siRNA treatment
was shown to lead to transient complete or incomplete block-
ade of the target protein expression, depending on the cell cul-
ture model used [22—25]. In the presence of serum and 48 h
post transfection, a 34% inhibition was achieved for a siRNA
concentration of 300 nM (data not shown). No cytotoxicity
was observed even at a siRNA concentration up to 500 nM,
in serum-containing medium. Use of serum-containing me-
dium is poorly documented and to our knowledge no complete
blockade via RNA interference has been reported thus far in
mammalian cells.

Data obtained here are concordant and show clearly inhibi-
tion of PAI-1 expression by RNA interference in tumoral cells.
A maximal inhibition was achieved 24 h post transfection for
PAI-1 mRNA (Fig. 2A), and 48 h post transfection for intracel-
lular and secreted PAI-1 protein, as expected (data not shown).

In the absence of serum, DLS lipoplexes are as efficient as
commercial lipidic formulations for antisense oligonucleotides
[12] and for siRNA intracellular delivery, as shown here. It
should be noted that LFA provided somewhat similar delivery
efficiency of PAI-1 siRNA delivery compared to the DLS sys-
tem when treatment was carried out in optiMEM instead of se-
rum-containing medium. The inhibitory effect was found to be
11% and 54% using the DLS vector and, 36% and 41% with
LFA, at 1 and 10 nM concentration, respectively (data not
shown). This delivery system was also applied for vectorizing
steric block oligonucleotides to correct aberrant splicing in an
experimental cell culture model using the mutated B-thalasse-
mia intron [26]. Activity was detected at concentrations as low
as 1 nM and 10 nM in optiMEM and serum-containing me-
dium, respectively, while no activity was observed using the
LFA when treatment was carried out in serum-containing me-
dium [26].

The DLS formulation is advantageous on several points.
First, DLS lipoplexes are less cytotoxic than commercially
available lipid transfection reagents [11,12,14,20] such as
LFA. Second, DLS-mediated transfection is possible in the
presence of serum, while serum-free conditions are usually

required for siRNA delivery, with commercial lipoplex formu-
lation. When cells were treated in fetal bovine serum-contain-
ing medium, siRNA activity was observed but at a lower level
(34% vs. 86% maximal inhibition at the non-cytotoxic concen-
tration). This sensitivity toward biodegradation was not ob-
served for the DLS-mediated delivery of plasmid DNA or of
antisense oligonucleotides, for which serum had no limiting
effect [13,20]. This could be due to incomplete complex for-
mation between the lipids and siRNA leading to instability
of DLS/siRNA particles and consequently to siRNA exposure
to serum nucleases. Reasons for this specific sensitivity are un-
der investigation, particularly the study on the lipoplex particle
ultrastructure when using siRNA in order to optimize this de-
livery system for siRNA. Third, DLS/siRNA particles are sta-
ble, homogeneous and reproducible, in terms of size.

In order to apply this strategy for controlling breast cancer
and cell invasion capacity, it would be relevant to conduct the
same study with other breast cancer cell lines. Use of MCF-7
cells, which express PAI-1 at a lower level than that found in
MDA MB 231 cells and have a reduced migratory capacity,
could make possible to observe whether PAI-1 siRNA might
knock out rather than knock down gene expression of PAI-1.
Although we clearly demonstrated that siRNA could be a po-
tentially powerful therapeutic tool for PAI-1 inhibition, this
study lacks physiological data. Cellular motility assays, espe-
cially in 3D-Matrigel cell culture, are under way. Finally,
a positive outcome for in vivo administration into SCID
mice transplanted with MCF-7 or MBA MB 231 cells will
be envisaged, since in vivo DLS delivery of nucleic acids
has already been documented [11,12,19,20].
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l. INTRODUCTION.
A la suite du 1 article, cette étude propose de comparer lestgiest basées sur les
lipides cationiques et sur de nouveaux peptidegraux :
¢ peptides PNA, PNA-4K, TAT-PNA, K-PNA et (R-Ahx-R)-PNA
¢ lipides cationiquesDLS associés a des 2’0O-Me et des MOE.

Dans ce but, les divers systémes de délivrancétérgvaluéi vitro lors de la correction de
I'épissage alternatif déficient, et leur internatisn intracellulaire a été observée par

microscopie a fluorescence.

D’une part, le peptide (R-Ahx-RPNA, a la différence des autres peptides testés,
préconise pour 1a®F fois des résultats prometteurs sans I'ajout d’agemlosomolytique.
D’autre part, I'association de lipides cationiquEsnplexés a des PNA n’avait jamais été
réalisée. La comparaison des systéemes prometéiedhtéressante, les 2 ayant leurs points
faibles :

> peptides seéquestration dans les endosomes, efficacittoxatité a fortes
concentrations (> 1uM), inactivation en présencpradééines sériques

> lipides cationiques toxicité a faibles concentrations {uM), inactivation en

présence de protéines sériques.

Il. CONTRIBUTION.
Dans cet article, jai réalisé toutes les expémsncle correction de I'épissage,
impliquant les vecteurs DLS, le Tat et le PNA (Fagi2 et 3). Les essais concernant le
peptide (R-Ahx-R)-PNA ont été effectués avec l'aide de Said ABES érpériences de

microscopie ont été réalisées par Paul PREVOT.

Il CONCLUSION.
La formulation de liposomes avec des ON de chgigbalement neutre n’est pas
possible et ne donne pas lieu a la formation décpées. En effet, contrairement aux ON
chargés négativement comme les 2’0O-Me et les M@&fdrmulations a base de DLS et de

PNA ou de PNA-4K n’ont pas donné lieu a la formatite complexes stables.

Comme la majeure partie des CPP, les TAT-PNA pénetrapidement dans les
cellules, certainement par endocytose médiée pasiéades clathrines, via les protéoglycans

membranaires (Richardt al. 2003, Abeset al. 2007). lls sont ensuite séquestrés dans les
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endosomes jusqu’a leur dégradation et ne peuvemt gas pénétrer dans le noyau des
cellules, a I'inverse des ON véhiculés par les DLS.

D’aprés ces observations, il semble logique ggedBP ne corrigent pas I'épissage,
ou trés peu, sans agent endosomolytique. C'estleles PNA, des TAT-PNA et deg-RNA.
Le peptide original (R-Ahx-R)PNA sort cependant du lot et corrige efficaceni@pissage,
sans ajout de chloroquine, pour des concentratienkordre du puM. Ce peptide ne montre

pas de toxicité a de telles doses.

1pM de (R-Ahx-Rj}-PNA est aussi efficace que 50nM de DLS / MOE. lijgssomes
restent donc plus efficaces et a de plus faiblexautrations : 100 a 200nM d’ON. Des
résultats paralléles ont montré que le (R-Ahx-R)A restait toujours en majorité séquestré
dans les endosomes et que seule une petite paniepides parviendrait a pénétrer jusqu’au
noyau. La correction d’épissage obtenue corresgond a une infime partie du peptide. Leur
délivrance dans le noyau des cellules peut doecagteliorée. L'avenir de nouveaux CPP est
donc trés prometteur mais de nombreux progrésasuhimie des peptides restent encore a

étre réalisés.

IV.  ARTICLE IV.
Lipoplex and peptide-based strategies for the delery of steric-block oligonucleotides.
Resina S.Abes S., Turner J.J., Prevot P., Travo A., CRair Gait M.J., Thierry A.R. and
Lebleu B.
International Journal of Pharmaceutics, 20B44(1-2):96-102.
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Abstract

Synthetic oligonucleotides offer interesting prospects for the control of gene expression but clinical applications have been severely limited by
their poor bioavailability.

Cationic lipids have been widely used for the delivery of charged oligonucleotide (ON) analogues but most of the commercial formulations are
toxic and poorly stable in the presence of serum proteins. We have developed a DOGS/DOPE liposome formulation named DLS (for delivery
liposomal system), that allows for the efficient nuclear delivery of negatively charged antisense ON analogues as monitored by fluorescence
microscopy and by their ability to correct deficient pre-mRNA splicing, even in serum-supplemented cell culture.

Uncharged DNA mimics such as peptide nucleic acids (PNA), or phosphorodiamidate morpholino (PMO) ON are particularly interesting for
their high metabolic stability and affinity for complementary RNA targets but they cannot be delivered with cationic lipids. Cell penetrating
peptides (CPP), such as Tat or penetratin, have been used widely as conjugates for the delivery of various biomolecules and might be appropriate
for neutral ON analogues. However, entrapment within endocytic vesicles severely limits the efficiency of PNA delivery by CPPs in the absence
of endosomolytic drugs, such as chloroquine. The conjugation of new arginine-rich CPPs to PNA allows efficient nuclear delivery in the absence
of chloroquine as monitored in a splicing correction assay.

Both strategies have their advantages but DLS-mediated delivery remains more efficient than CPP delivery for the nuclear targeting of splice

correcting ON analogues in vitro.
© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Antisense oligonucleotide; Splice correction; Lipoplex; Cell penetrating peptide

1. Introduction

The majority of human genes undergo alternative splicing
by a complex and tightly regulated machinery involving the
sequence-specific binding of a vast collection of proteins to
nuclear pre-mRNA. Steric interference by transfected RNase-H
incompetent oligonucleotides (ON) analogues named steric-
block ON or splice switching ON has been proven efficient to
re-orient the splicing machinery towards the preferential syn-
thesis of a given mRNA species (Mercatante et al., 2001; Sazani

* Corresponding author. Tel.: +33 4 67 14 92 03; fax: +33 4 67 14 92 01.
E-mail address: bernard.lebleu @univ-montp2.fr (B. Lebleu).

0378-5173/$ — see front matter © 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.ijpharm.2007.04.039

et al., 2002b; Sazani and Kole, 2003). Clinical applications may
be envisaged as for instance in the treatment of cancers through
alterations of the balance between anti- and pro-apoptotic forms
of bcl-X, or in the treatment of Duchenne muscular distrophy
through skipping of the mutated exons in dystrophin pre-mRNA
(Lu et al., 2005; Kole et al., 2004a,b).

Splice switching requires the sequence-specific binding of
nuclease-resistant and high affinity RNase-H incompetent ON
analogues to pre-mRNA. Both charged (such as 2’-O-methyl
or 2’-0-methoxyethyl-phosphorothioate ON) or neutral (such
as peptide nucleic acids or phosphorodiamidate morpholino
oligomers) are well suited as splice switching ON (Abes et al.,
2006a,b, 2007; DeLong et al., 1999; Kang et al., 1998; Sazani et
al., 2001, 2002a; Thierry et al., 2006; Youngblood et al., 2007).
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As for other ON-based strategies for gene regulation, efficient
delivery within the appropriate cellular compartment remains a
major roadblock (Thierry et al., 2003).

Negatively charged ON analogues are most generally trans-
fected as complexes with cationic lipids. However, cytotoxicity
and instability in the presence of seric proteins seriously limit
their in vivo use. New formulations with a lower positive net
charge and high particle size homogeneity as the DLS (deliv-
ery liposomal system) liposomes developed by our group have
proven efficient for the delivery of nucleic acids in serum-
containing medium and even in vivo in animal models (Lavigne
et al., 2001, 2004; Thierry et al., 1997; Schmutz et al., 1999;
Tavitian et al., 2002).

Lipoplexes formulations are not suitable for uncharged ON
delivery. Cell penetrating peptides (CPP) have been investigated
by several groups. Unfortunately, entrapment within endocytotic
vesicles has been a major limitation with most CPPs (Abes et
al., 2006a, 2007; Bendifallah et al., 2006; El-Andalousi et al.,
2006; Koppelhus et al., 2002; Kaihatsu et al., 2004; Richard et
al., 2003; Shiraishi et al., 2005; Turner et al., 2005a).

The present study aimed at comparing the splicing correction
efficiency and the intracellular distribution of CPP-conjugated
PNAs and lipoplexes-associated 2'-0O-Me and MOE ON within
the same system which has not been done previously. We have
made use of the splicing correction assay proposed by Kang et
al. (1998), in which the mutated intron 2 of the human 3-globin
gene has been inserted within the coding sequence of a luciferase
reporter gene. The activation of a cryptic splice site in this intron
prevents its complete removal unless the mutated site is masked
by a steric-block ON analogue.

2. Materials and methods
2.1. Cell line

The HeLa pLuc/705 cell line was stably transfected with the
pLuc/705 plasmid, in which the coding region of the luciferase
sequence is interrupted by the mutated (3-globin intron (Kang et
al., 1998). HeLa pLuc/705 cells were grown at 37 °C, 5% CO,
in minimal essential DMEM medium (Gibco, Invitrogen SARL,
Cergy Pontoise, France) supplemented with 10% fetal calf serum
(FCS), 1% sodium pyruvate, non-essential amino acids and a
mix of penicillin, streptomycin and neomycin (100x, Gibco).

Cells were checked routinely for the absence of mycoplasma
contamination.

2.2. Antisense oligonucleotides

Antisense ON sequences are listed in Table 1. The
2'-0-methyl-oligoribonucleotides (2'-O-Me) were purchased
from Eurogentec SA (Seraing, Belgium). 2'-O-Methoxyethyl-
oligoribonucleoside-phosphorothioates (MOE) were a gift from
Dr. Ryszard Kole (Lineberger Comprehensive Cancer Center,
University of North Carolina, Chapel Hill, USA). ON7os is the
antisense sequence hybridizing to the (3-globin intron mutation.
SCR7s is the scrambled version of ON7gs. NSgs4 1S a nonsense
sequence hybridizing on 654 position in the 3-globin intron.

2.3. PNA and PNA-CPP conjugates
Peptide conjugates sequences are listed in Table 1.

2.3.1. Synthesis of peptides

(R-Ahx-R)4C with free N-terminus and C-terminal amide
was synthesized on a PerSeptive Biosystems Pioneer peptide
synthesizer (100 wmol scale) using standard Fmoc/tert-butyl
solid phase synthesis techniques as C-terminal amide peptides
using NovaSyn TGR resin (Novabiochem). Deprotection of all
peptides and cleavage from the solid support was achieved by
treatment with trifluoroacetic acid (TFA) in the presence of
triethylsilane (1%), ethane dithiol (2.5%) and water (2.5%).
Purification was carried out by reversed phase HPLC as pre-
viously described (Turner et al., 2005b) and analyzed by
MALDI-TOF mass spectrometry with the same matrix as for
PNA.

2.3.2. Synthesis of PNA and PNA-peptides

N-terminal bromoacetyl-containing PNA79;s was obtained
from Panagene (www.panagen.com). PNA7p5-4K and PNA7os
were synthesized as previously described (Abes et al., 2006a).

Stably linked Kg-PNA79s and Tat-PNA7os conjugates were
synthesized by continuous PNA/peptide synthesis as previously
described (Turner et al., 2005a). FAM-labelled Tat-PNA7s
was synthesized by 6-carboxyfluorescein diacetate conjugation
to the N-terminus during solid phase Tat-PNA synthesis as
previously described (Turner et al., 2005a). To prepare (R-Ahx-

Table 1

Antisense oligomers

Oligomers Sequences

2'-0-Me ON7ps CCU CUU ACC UCA GUU ACA

2'-0-Me SCR79s ACU ACC CGA UAU CUC CcUuC

MOE ON7os CCT CTT ACC TCA GTT ACA

MOE NSgs4 GCT ATT ACC TTA ACC CAG

PNA7¢s5 H-CCT CTT ACC TCA GTT ACA-NH,
PNA705-4K H-CCT CTT ACC TCA GTT ACA-K4-NH;
Tat-PNA705 NH;,-GRKKRRQRRRP-(O-linker)-CCT CTT ACC TCA GTT ACA-NH,
Ksg-PNA70s NH,-Kg-CCT CTT ACC TCA GTT ACA-K-NH,

(R-Ahx-R)4-PNA70s

NH;-R-Ahx-RR-Ahx-RR-Ahx-RR-Ahx-R-Ahx-R-C-thioacetyl-K-CCT CTT ACC TCA GTT ACA-KKK-NH»

Ahx = 6-aminohexanoic acid.
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R)4-PNA70s5, 50 nmol bromoacetyl PNA was dissolved in 45 .l
formamide and 10 w1 BisTris. HBr buffer (pH 7.5) and 15.6 1 C-
terminal-Cys-containing peptide (8 mM, 125 nmol, 2.5 equiv.)
was added. The solution was heated at 40 °C for 2h and the
product was purified by reversed phase HPLC at 45 °C using
water bath heating and analyzed by MALDI-TOF mass spec-
trometry. MALDI-TOF mass spectrometry was carried out on a
Voyager DE Pro BioSpectrometry workstation with a matrix of
o-cyano-4-hydroxycinnamic acid, 10 mg/ml in acetonitrile/3%
aqueous trifluoroacetic acid (1:1, v/v). The accuracy of the mass
measurement in linear mode is regarded by the manufacturer
as +0.05%, but since internal calibration was not used, the
determined values varied in a few cases from the calculated
by £0.1%.

2.4. Lipoplex formulation

DLS (delivery liposomal system) lipoplexes consist of small
unilamellar vesicles, which can complex negatively charged

ON. DLS were formed by mixing 1 mg of dioctadecylami-
doglycylspermidine (DOGS, Promega France, Charbonnieres)
and 1mg of dioleoyl phosphatidylethanolamine (DOPE,
Sigma—Aldrich Chimie SARL, St. Quentin Fallavier, France)
as described previously (Lavigne and Thierry, 1997). ON were
rapidly mixed with the liposomes in sterile dionized water at a
final concentration of 45 mM NaCl. The final lipoplex prepa-
ration contained 10 wg of ON for 38 ul of DLS liposomes.
Lipoplexes were stored at 4 °C until use. Complexes of ON with
the Lipofectamine™ Reagent (Invitrogen SARL, Cergy Pon-
toise, France) were prepared according to the manufacturer’s
instructions.

2.5. Transfections and reporter gene assays

For CPP conjugates, 1.75 x 10° cells/well were seeded in 24-
wells dishes with 10% FCS-containing medium. After overnight
culture, the CPP conjugate were incubated at indicated concen-
trations for 4h, in 1 ml optiMEM medium with the cells. The
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Fig. 1. Structure of oligonucleotides and peptides tested in this work. (A) RNA, (B) 2'-O-Me, (C) MOE, (D) PNA, (E) Tat-PNA, (F) Kg-PNA, and (G) (R-Ahx-R)4-
PNA, R =S (phosphorothioate) or O (phosphodiester).
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Fig. 2. Comparative study of splicing correction by DLS (for delivery liposo-
mal system) lipoplexes complexed with various ON analogues. HeLa pLuc/705
cells were treated for 24 h in 10% serum-containing cell culture medium, with
200 nM 2’-O-Me ON7ys (negatively charged), PNA79s-4K (positively charged)
or PNA705 (neutral), complexed to the DLS liposomes. NT, non-treated cells.
Error bars show standard deviation (n=3).

CPP conjugates were then diluted with 0.5 ml complete medium
(FCS-containing medium) and luciferase activity was monitored
20h later.

For lipoplexes, 2.5-3.5 x 10° cells/well were seeded in 6-
well dishes with 10% FCS-containing medium. After overnight
culture, the cells were rinsed twice with PBS and the medium
was replaced with DMEM medium-containing decomple-
mented serum (Invitrogen SARL, Cergy Pontoise, France). The
lipoplexes were then added to the cells and luciferase activity
was monitored 24 h later.

Following transfection, cells were rinsed twice with PBS
and Reporter Lysis Buffer (Promega France, Charbonnieres)
was added. Protein concentrations in the extracts were mea-
sured by the BCA™ Protein Assay Kit (Pierce, Perbio Science
France, Brebieres) at 560 nm. Firefly luciferase activity was
measured using a Luciferase Assay Kit (Promega) and was
quantified in the supernatant with a Berthold Centro LB 960
luminometer (Berthold France SA, Thoiry). Luciferase activity
in cultured cells was expressed as relative light units (RLU)
per pg of protein. Each data point was averaged over three
replicates.

2.6. Fluorescence microscopy

5 x 10° cells/well were plated in 35 mm single wells. Follow-
ing overnight culture, pLuc/705 HeLa cells were treated with the
fluorescently FAM-labelled Tat-PNA7¢s5 or with lipoplexes for-
mulated with 5'-FITC-labelled 2’'-O-Me ON7¢5 (aminohexanoic
linker, Eurogentec SA, Seraing, Belgium), in optiMEM medium.
Cells were rinsed twice with PBS. Living cells were directly
observed in the dishes, in 1.5 ml of PBS supplemented with 5%
FCS, after 1-24 h of transfection. Fluorescence distribution was
analyzed on a Zeiss Axiovert 200M fluorescence microscope
without fixation (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany). Images
were first acquired with AxioVision software. After exporta-
tion, images were analyzed with Abobe Photoshop and ImageJ
softwares.

3. Results

In order to compare CPP conjugation and lipoplex association
as delivery strategies for steric-block ON, we have made use of
the model initially proposed by Kang et al. (1998). This model
is advantageous in providing a sensitive positive read-out over a
low background when the correcting ON has been delivered in
the nuclear compartment.

As already stated, the most currently used RNase-H-
independent ON analogues described for splicing correction are
either charged (2'-O-Me or MOE analogues) or neutral (PNA
or PMO analogues) (Fig. 1) (DeLong et al., 1999; Kang et al.,
1998; Sazani et al., 2001, 2002a).

As shown in Fig. 2, lipoplex formulation of 2’-O-Me ON7gs
leads to a very significant increase in luciferase activity even at
low concentration (200 nM in this experiment) while uncharged
PNA7¢s or positively charged PNA-4K70s (in which a four lysine
residues tail has been appended to PNA7¢s5) have no effect, as
expected.
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Fig. 3. Comparison of splicing correction by DLS or CPP-formulated ON
analogues. (A) Splicing correction by PNA7os, Tat-PNA705 or Kg-PNA70s con-
jugates. HeLa pLuc/705 cells were incubated for 4 h in optiMEM in the absence
or in the presence of 0.5 uM (white bars) or 1 uM (black bars) free PNA7os
or CPP-PNA7os conjugates. Luciferase expression was quantified 20h later.
(B) Splicing correction by 2'-O-Me or MOE ONygs analogues delivered with
the DLS system. HeLa pLuc/705 cells were treated for 24h in 10% serum-
containing cell culture medium, with 100 nM 2'-O-Me SCR7¢s or MOE NSgs4
(white bars), or with 100 nM ON7¢s (black bars). NT, non-treated cells. Error
bars show standard deviation (n=3).
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Then, we compared in the same assay the splicing correction
efficiencies of charged 2'-O-alkyl derivatives (2’-O-Me or MOE)
formulated as lipoplexes and of neutral PNAs formulated as CPP
conjugates (Fig. 3). In keeping with previous data from our group
(Abes et al., 2006a; Richard et al., 2003), the stable conjugation
of Tatyg g or of an oligolysine tail (Kg-PNA7gs) to PNA705 only
gives rise to a very modest increase over the background level,
even at 1 uM concentration (Fig. 3A). On the contrary (Fig. 3B),
the complexation of 2’-O-Me or MOE ON analogues to DLS
lipoplexes leads to efficient and sequence-specific splicing cor-
rection even at the 100 nM concentration used in this experiment.
At variance with most commercial cationic lipid formulations,
DLS lipoplexes can be used even in the presence of serum pro-
teins. The experiments described in Figs. 2 and 3B have indeed
been performed in FCS-supplemented culture medium, e.g. in
experimental conditions in which Lipofectamine™ is almost
inefficient (data not shown and Thierry et al., 2006).

The intracellular fate of fluorescently tagged PNA or 2'-O-
Me ON analogues delivered by Tat CPPs or by DLS lipoplexes,
respectively, has then been followed by fluorescence microscopy
of live cells. As shown in Fig. 4 (panels A-C), Tat-PNA conju-
gates essentially remain entrapped in cytoplasmic vesicles and
little if any material can be detected in the nuclear compart-
ment, thus explaining the poor biological response observed in
the splicing correction assay. On the contrary, the DLS com-
plexed 2'-O-Me ON:ss first appear as dotted cytoplasmic spots

(panels D—F) but accumulate in nuclei upon longer incubation
times (Fig. 4 and data not shown).

Entrapment within endocytic vesicles thus appears as a major
roadblock for CPP-conjugated steric-block ON analogues as
pointed in several studies (Abes et al., 2006a, 2007; Bendifallah
et al., 2006; El-Andalousi et al., 2006; Koppelhus et al., 2002;
Kaihatsu et al., 2004; Richard et al., 2003; Shiraishi et al., 2005;
Turner et al., 2005a). We recently developed a new arginine-rich
delivery peptide (named (R-Ahx-R)4) which turned out more
efficient for the delivery of PMO ON analogues (Abes et al.,
2006b). As shown here, the stable chemical conjugation of (R-
Ahx-R)4 to PNA7¢5 does allow efficient splicing correction at
low concentration (0.5—1 wM) at variance with free PNA7qs or
with Tat-PNA7os (Fig. 5).

4. Discussion

The splicing correction assay first described by Kang et al.
(1998) is now recognized as one of the most reliable to evaluate
the nuclear delivery of a steric-block ON analogue and as a
consequence the efficacy of a delivery vector.

As documented here with this assay, 2’-O-Me ON analogues
delivered as complexes with cationic lipids (DLS liposomes)
correct splicing more efficiently than PNA oligomers delivered
as CPP conjugates. A higher level of luciferase expression is
indeed achieved with 100 nM of the 2’-O-Me ON/DLS formu-

Fig. 4. Comparison of the intracellular distribution of DLS or Tat-formulated ON analogues. HeLa pLuc/705 cells were incubated with 1 uM FAM-labelled
Tat-PNA7¢s conjugate (A—C) or with 200 nM FITC-labelled 2'-O-Me ON7o5 delivered with the DLS system (D-F). Fluorescence microscopy images in live HeLa
pLuc/705 cells incubated in optiMEM in presence of oligomers (green fluorescence) at indicated times. Living cells were directly observed in optiMEM supplemented
with 5% FCS. N, nucleus. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of the article.)
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Fig. 5. Comparison of splicing correction efficiencies by naked PNA7os, (R-
Ahx-R)4-PNA70s and Tat-PNA7¢s at 0.5 wM (white bars) or 1 uM (black bars)
(panel A) or by DLS-MOE ON7gs (white bars) and (R-Ahx-R)4-PNA7¢s (black
bars) at the indicated concentrations (panel B). HeLa pLuc/705 cells were incu-
bated for 4 h in optiMEM in the absence or presence of oligomers at the indicated
concentrations. Luciferase expression was quantified 20 h later. NT, non-treated
cells. Error bars show standard deviation (n=3).

lation than with 1 wM of PNA-CPP conjugate (Figs. 3 and 5), in
keeping with entrapment of PNA-CPP conjugates within endo-
cytic vesicles (Fig. 4 and data not shown).

Increased splicing correction by DLS-formulated ON ana-
logues is in line with more efficient release from endocytic
vesicles and increased nuclear delivery as documented in Fig. 4.
It is worth noticing here that 2’-O-Me and MOE ON derivatives
hybridize with a lower affinity to complementary RNA and are
metabolically less stable than neutral PNA and PMO analogues.
Improving release of CPP-PNA or CPP-PMO conjugates for
endocytic vesicles should therefore lead to very efficient splice
correcting tools and is currently the object of structure—activity
studies. Remarkably, these (R-Ahx-R)4-PNA and PMO conju-
gates have very low cytotoxicity which could be advantageous
for further in vivo applications.

Whether DLS lipoplexes or CPP conjugates will be preferable
for in vivo applications cannot be predicted and will depend on
the outcome of experiments in plan in a B-thalassemic intron
transgenic mouse model for the evaluation of splicing correction.

Particulate (DLS liposomes) and soluble (CPP conjugates)
delivery vectors have each advantages and problems, depend-
ing on the application. Further optimization of delivery vectors

for steric-block ON will be critical for therapeutic intervention.
As an example, exon skipping with mouse models of Duchenne
muscular dystrophy has required very high doses of the free ON
analogues (Alter et al., 2006; Fletcher et al., 2006) and com-
mercial cationic lipid formulations have turned rather cytotoxic
(Gebski et al., 2003).
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ARTICLE V

« Les propriétés physico-chimiques des lipoplexesfiuencent les
mécanismes d’internalisation cellulaire et I'activié de transfection

des oligonucléotides »

En préparation
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l. INTRODUCTION.
Plusieurs formulations a base de liposomes coréplex des ON antisens sont
comparées dans cet article :

+ lipoplexes cationiquesDLS et NxJ

+ lipoplexes anioniguesNx ©.

Les Nx ont été les®t lipoplexes de charge globale nette négative, esadill efficaces
pour la transfection d’AN. Leur avantage consistgeatiellement en leur plus grande stabilité
sérique, conduisant a une plus large biodistrilou¢iba une plus faible élimination, tel qu'il a
été démontré apres administration i.v. chez lesak (Tavitianet al. 2002). lls possédent

la méme ultrastructure spécifique hautement ordeigueé les DLS.

Le systeme de formulation Nx permet d’obtenir @esnplexes soit globalement
positifs, soit proches de la neutralité ou soitatiég, en fonction de la quantité d’AN a
complexer au sein de la formulation (voir Figurg.34 formation de particules globalement
neutres et stables est physico-chimiqguement implesdies complexes constitués de 20 et
30ug d’'ON sont globalement positifs. Pour 40ug d’@iarqués avec un fluorophore FITC
ou Alexase) par dose de Nx, un culot est observé, corresparadane zone de neutralité de
la formulation. Pour les ON non marqués avec uorfiphore (2'0-Me, MOE), cette zone de
neutralité a été observé entre 25 et 30pug d’'ONi(Res al. en préparation). Les complexes
constitués de 50ug, et plus, sont chargés négativem

Figure 34: particules de Nx complexées a diverses quantit&N-FITC (fluorescence
verte, a gauche) ou ON-Alexas (fluorescence rouge, a droite).
Quantités d’ON exprimées en pg par dose de Nx.
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Ces formulations sont comparées a plusieurs niveaux
+ efficacité de vectorisation par mesure de la [metéuciférase : analyse quantitative
par luminométrie,
+ efficacité de la vectorisation par mesure de '’ARNanalyse qualitative par RT-PCR,
¢ voie de pénétration dans la cellule : analyse tifadime par FACS,
¢ localisation intracellulaire : analyse qualitatpp@r microscopie a fluorescence,

¢ cytotoxicité : analyse qualitative par test MTT.

Dans un i temps, nous analyseront les différences d’observaintre les mémes
formulations de Nx mais chargées différemment (Net Nx ©). Dans un 2" temps, nous
allons pouvoir comparer les formulations DLS visis:des Nx. Enfin, la voie de pénétration
ainsi que la localisation intracellulaire des ONXos¢ étudiées en fonction du milieu utilisé (en
présence ou absence de sérum) et du temps destamisf(1, 3 et 6h). Un protocole original
de FACS a ainsi été mis au point et utilisé afi@vdluer la proportion (%) de fixation a la
membrane, de transport actif (type endocytose ipaement) et de transport passif (type
fusion principalement) des liposomes DLS, Nyet Nx© complexés a des ON 2’'0-Me-FITC
(voir Tableau 10). Le traitement ou non a la glgc{.2 M, pH=2.8), a permis de détacher les
particules fixées a la membrane, afin de détermimgrart de fixation des complexes a la
membrane cellulaire (Loket al. 1989, Thierryet al. 1992). Les cellules ont été traitées a
37°C ou a 4°C sur la glace, permettant d’évaluepraportion de transport actif et de
transport passif. Pour les calculs, la valeur déna (moyenne de fluorescence géométrique)

a été utilisée, retranchée a celle des cellulegnaitées.

Tableau 10: conditions des expériences pour évaluer la paettransport actif, de transport
passif et de fixation a la membrane des lipoplexes
TA= transport actif. TP= transport passif. F= fixah a la membrane cellulaire.

TEMPERATURE TRAITEMENT oy EVALUATION DE
D'INCUBATION LY NI RESAL L) LA PART DE
GLYCINE OBSERVE(S)
4°C Oui A=TP TP
4°C Non B=TP+F F=B-A
37°C Non C=TP+F+TA TA=C-B

105



Résultats : ARTICLE V

Pour lier I'efficacité de vectorisation au type fdemulation (DLS, Nx[, Nx ©), la
taille des particules (liposomes et lipoplexes) pgnamic Light Scattering, ainsi que leur
potentiel zétad) ont été mesures.

Il. CONTRIBUTION.
Dans cet article, j'ai effectué la totalité des éxences, excepté celles de microscopie
qui ont été réalisées par Paul PREVOT. La formomaties Nx au sein du laboratoire a

demandé une phase de mise au point, qui a étpeatravec l'aide d’Alain THIERRY.

. CONCLUSION.
+ Taille des particules et potentiel zéta des lipos® et lipoplexes

Les liposomes (DLS et Nx) ont une taille moyenméree 130 et 170 nm et les
lipoplexes de 180 a 280 nm. D’une facon générake phrticules de liposomes et de Lx ont
une repartition de type monomodale, témoignant detiqules relativement de taille
homogeéne, et également stables au cours du tengssif@s jusqu’a 4 mois aprés formulation,
données non publiées). La mesure du potentielmétdre que les complexes DLS sont plus
cationiques (+ 43.5 mV) que les complexesMNX+ 21.8 mV), et que les complexes Bx

(-37.2 mV) sont de charge négative comme attendu.

+ Rapports de charges des complexes

Nous avons aussi calculé le rapport entre lesgelsapositives correspondant aux
lipides et les charges négatives correspondantAdyxappelé rapport global net de charges
(Felgneret al. 1997) : c’est la charge globale totale des pdegcaomplexes, qui peut différer
de la charge de surface mesurée grace au potedtizelLa charge du DOGS est de 3 charges
positives et celle du DOSPA présent dans la LFAdest charges positives. La molécule de
CL possede 1 charge négative. Nous avons obtenvatmss pour les diverses formulations
utilisées (Meryet-Figuierest al. 2007, Resinat al. 2007a) :

> Nx-40=1.0

> Nx+ 20 =2.0
> DLS =7.3
> LFA =135

D’aprés ce qui a déja été observé, il semblera# ge rapport de charge soit
proportionnel a la toxicité engendrée vitro. Ces résultats suggerent donc que les Nx40
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(chargés négativement) sont les lipoplexes les sntmriques, ce qui a été confirmé par les
tests de cytotoxicité MTT. lls expliquent aussi ppuoi la LFA est plus toxique que les Nx et
les DLS, lorsque celle-ci n'est pas inhibée parpestéines sériques en milieu optiMEM.
L’agrégation aux environs de la neutralité providetla charge de surface des particules.
Dans le cas des ON marqués au FITC (fluorophoraractere hydrophobe), la zone de
neutralisation apparait a un rapport global netcbarge inférieur X 1.5 fois) a celui
conduisant a l'agrégation des lipoplexes DLS caatéttes ON non marqués. Cette variation
de la zone de neutralisation semblant varier sklorature de I'ON et de ses modifications, a
été observée, entre autres, clairement lorsqueddable-brins d’ARN (siRNA) ont été

utilisés (Meryet-Figuierest al. 2007).

+ Efficacité de vectorisation des Lx

Globalement, les NXxI et Nx © sont plus efficaces en milieu sérum que les DLS.
Moins chargés que les DLS, les complexes de[Net Nx © se lient moins aux protéines
sériques que les DLS, chargés trés positivementcdtdre, les Nx s’averent moins efficaces
que les DLS en milieu optiMEM. D’une facon générdies complexes proches de la

neutralité sont plus efficaces que les complexes ghargés, qu’ils soient positifs ou négatifs.

+ Localisation intracellulaire des Lx

Comme pour le systeme DLS, les ON-FITC délivrés lpasysteme Nx sont
localisés d’abord dans le cytoplasme (données nuiniéges) puis essentiellement dans le
noyau des cellules au bout de 5h (colocalisaticec d& Hoechst) (Thierrgt al. 2006). La
méme distribution a été observée pour les ON caxéplaux NX1 et aux NxO (données non
publiées). La localisation intracellulaire et pautierement le tropisme nucléaire des ON ne

semblent donc pas dépendre du type de formulatiate la charge des Lx.

+ Cytotoxicité des Lx

Les Nx[1-2'0O-Meygs présentent une cytotoxicité significative a padir 1JuM d’'ON
en milieu avec sérum, 500nM en milieu sans séruwmr s NxO -2'0-Meygs, On retrouve
cette cytotoxicité pour 1uM dans I'optiMEM, maiscane toxicité n'est retrouvée dans le
DMEM, méme pour 1uM d’ON. Les particules de Nx ¢&ms négativement sont donc
moins cytotoxiquesn vitro que les mémes particules chargées positivemestDL&, plus

cationiques, présentent une cytotoxicité signifiatdans I'optiMEM a partir de 100nM
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d’ON seulement : ils sont donc plus toxiques qeeNgin vitro. Cependant, ils ne le sont pas
du tout en milieu sérum : il est vraisemblable tpurs charges en surface attirent trop les
protéines sériques, chargées elles négativemendusant a des complexes de plus faible

charge ou a leur déstabilisation.

+ Voies de pénétration des Lx dans la cellule

Il semble que les proportions de transport padsiftransport actif et de fixation a la
membrane varient en fonction (voir Tableau 11) :
- du temps d’incubation des complexes,
- du milieu de transfection,
- de la charge des complexes, et

- du type de formulation.

Tableau 11: récapitulatif des mécanismes observeés en forrctie la charge des Lx et du
milieu de transfectiont, augmented., diminue.

Lx / CHARGE DES Lx TRI\A/I|I\|L£|E:L|;(I:D'|I'E|ON MECANISME
Charge négativé Fixation |
Charge négativé Transport passif
Charge positive Transport actiff
LORSQUE DMEM sérum | 5 oRs for|1:ci;)t(ifl)triuoc?uT tirr]nps
DLS OptiMEM Transport actiff
Charge positive OoptiMEM Activité 1
Charge négativé DMEM sérum Activité 1
Quantité ON / mg lipide Activité 7

Brievement, il n'y a quasiment pas de fixation & rhembrane des N® dans
'optiMEM (entre O et 2%) et on retrouve la parttdensport passif la plus importante pour 6h
(67%). En général, il y a beaucoup plus de trarnspadtif que passif pour les particules
cationiques, surtout pour les DLS et les Nxdans I'optiMEM (62 et 66%, respectivement
pour 3h et 6h) ; mais il y en a aussi pour lesiNdans le milieu sérum (62%). Il y a une part
importante d’endocytose pour les particules anieesg ce qui signifie que le transport actif
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ne concerne pas uniguement les particules catiesigliendocytose n’est pas forcément

médiée par les protéoglycans (chargés négativerder®) membrane cellulaire.

IV.  ARTICLE V.
The physico-chemical properties of the lipoplexesffect the mechanisms of cell uptake
and oligonucleotide transfection activity
Resina S.Prevot P., Lebleu B. and Thierry A.R.

En préparation.
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ABSTRACT

Formulation of DNA/cationic lipid complex (lipoplex, Lx) designed for nucleic acid delivery
mostly results in positively charged particles which are thought to enter cells by an endocytic
pathway. We recently developed an Lx formulation termed Neutraplex allowing preparation
of cationic as well as anionic stable Lx particles exhibiting the same lipids content and
ultrastructure. This Lx system made possible to delineate the Lx cell uptake mechanisms
upon their global net charge and the follow-on effect on oligonucleotide (ON) transfection
activity. Toward this goal, we prepared Lx of various charges and compared: (i) the
physicochemical properties by zeta potential analysis and by dynamic light scattering, (ii) cell
uptake by fluorescence microscopy and flow cytometry, and (iii) the biological activity of the
transported ON by measuring correction of the thalassemic B-globin splicing alteration in a
positive readout cell culture experimental model. Such Lx particles, either positively or
negatively charged, are able to transfect cells following an active uptake mechanism
(observed at 37C9 and a passive mechanism (observed at 4C9. ON, delivered within
anionic Lx, show high activity in serum-containing medium whereas use of highly positively
charged Lx and optiMEM medium are the best conditions to obtain the highest activity in
cultured cells. On the whole, increasing negative charges in Lx led to a decrease in
membrane binding as well as in passive transport, while increasing ON activity when serum
is present in transfection medium. Increasing positive charges in Lx led to an increase of
active transport while increasing ON activity solely in optiMEM transfection medium. Lx may
enter cell by another pathway than endocytosis (active transport), we believe to be mediated
by lipid fusion (passive transport) as suggested by confocal microscopy. Such fusogenic
property might rise from specific Lx ultrastructure and should be taken into consideration

when developing Lx designed for in vivo or ex vivo nucleic acid transfer.

Keywords: antisense, lipoplex, splicing correction, endocytosis, fusion, uptake
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INTRODUCTION

Non viral DNA delivery systems have been developed to facilitate the entry of genes into
mammalian cells. Among the polycharge-based vectors used, cationic DNA complexes
(lipoplexes) [1] seem promising candidates since they deliver nucleic acids efficiently both in
vitro and in vivo [1, 2, 3, 4]. They represent nowadays 8% of gene therapy clinical trials to

deliver genes, active molecules or drugs (www.wiley.co.uk/genmed/clinical/). Despite several

studies investigating the mechanisms of uptake and intracellular trafficking of non viral
vectors, current understanding of the processes involved in the cellular uptake of lipoplexes
(LX) is still limited.

Eukaryotic cells utilize several endocytic pathways to internalize a variety of substances and
to accomplish different tasks. It is generally assumed that Lx predominantly enter cells by
endocytosis [5, 6, 7, 8]. Several endocytic pathways are implicated: the clathrin-dependent
pathway [9]; phagocytosis [10]; macropinocytosis [11]; caveolin-dependent pathway [12].
Phagocytosis is restricted to specialized cells including macrophages, monocytes and
neutrophiles [13]. Macropinocytosis, mainly described for polyplexes, is less common for Lx.
Type of endocytosis was shown to depend upon the particle size [14]. In receptor-mediated
endocytosis, small particles (< 250 nm) are mainly internalized by the clathrin-mediated
pathway, a non specific mechanism. This pathway is initiated by the formation of clathrin-
coated pits and leads to the formation of early and late endosomes, which ultimately fuse
with lysosomes [15]. Larger particles (= 500 nm) generally enter cells through caveolae [13,
14].

Although endocytosis has been proposed as the main pathway for lipoplex entry, a fusion
and energy independent pathway has been proposed in a few studies [16, 17]. An exchange
mecanism could occur between lipids of the lipoplex and plasma membranes, thus leading to

nucleic acids delivery directly in cells cytoplasm [1, 18].

Using negatively charged particles is usually advantageous for systemic administration,
because of (i) the pharmacological inactivation by serum protein [3], (ii) first pass distribution
[19] and (iii) toxicity of cationic lipoplex. Neutraplex (Nx) was the first described system
making possible the production of stable negatively charged Lx particles [20]. While
maintaining high nucleic acid transfection efficiency, Nx showed to be well distributed and

less rapidly cleared following i.v. administration in monkeys [3].
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We have recently made use of a splicing correction assay [21] to monitor the delivery of
modified 2'0O-methyl-oligoribonucleotides (2’0O-Me ON) with Lx formulations. The assays
based on the insertion of the mutated intron 2 of the human B-globin gene within the coding
sequence of a luciferase reporter gene. The activation of a cryptic splice site in this intron
prevents its complete removal unless the mutated site is masked by a steric-block ON
analogue, such as 2'0-Me ON. Splice switching requires the sequence-specific binding of
nuclease-resistant and high affinity RNase-H incompetent ON analogues to pre-mRNA.
Charged phosphodiester 2'0-Me ON were shown to be good candidates to correct splicing
[22, 23].

Here we studied in which extent Lx surface charge influences cell internalization pathway.
For this, we used the Neutraplex delivery system [3, 20] which makes possible to prepare
positively or negatively charged particles while exhibiting the same lipid composition and
structure. Due to its unique formulation procedure, we could directly compare 2'0-Me ON cell
delivery by analysing uptake pathway, intracellular distribution and Lx/ON efficacy in

correcting splicing alteration.
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RESULTS

Liposomes formulated or not with the 2°0-Me ON,os were compared by measuring the
particle size range by Dynamic Light Scattering and thus surface charge by zeta potential
(Table 1). High homogeneous particles were obtained both with DLS and Nx formulations,
with a mean of 137 (149 width) and 170 nm (22 width) respectively. DLS Lx exhibited a mean
size of 179 nm (25 width) and a zeta potential of + 43.5 mV, cationic Nx Lx (Nx+) 278 nm
(100 width) and + 21.8 mV and anionic Nx Lx (Nx-) 203 nm (100 width) and - 37.2 mV. No
particles larger than 600 nm were detected in any samples. Global net charge ratios of
positive charges in DOGS to negative charges in cardiolipin (CL) and ON were calculated.
Global net charge ratios of 1.8 for Nx+ 20 and 1.0 for Nx- 40 were obtained, suggesting that
Nx- is the lipoplex preparation closest to neutrality. In comparison, we obtained a ratio of 7.3

for the DLS formulation system.

A tetrazolium-based colorimetric assay showed a cytotoxicity in optiMEM medium from 100
NM ON-qs for the DLS system (Fig. 1A), 500 nM for Nx+ (Fig. 1B) and 1 pM for Nx- (Fig. 1C),
after a 24 h transfection. No significant cytotoxicity was observed in serum-containing
medium for the three Lx formulations. In addition, no decrease of protein amounts compared

to untreated cells under these conditions was observed.

As shown in Fig. 2, after 5 h incubation FITC-labelled ONq5 (green fluorescence) distributed
in the cytoplasm and in the cell nuclei. As already stated, the ON first distribute in endocytotic
vesicles, corresponding to a punctate staining in the cytoplasm, and then accumulate in the

nuclei [22, 23, 24] especially in nucleoli [24, 25].

Our experimental protocol evaluating by FACS ON cell penetration upon 4C° or 37C°
incubation solely distinguish between active and passive process. Active transport of
particles of mean diameter lower than 500 nm mostly correspond to an endocytic mechanism.
It is established that endocytosis pathway is temperature dependant and does not occur at
temperature below 4C° Usually studies on particles cell uptake are performed by using
conventional and specific markers of the late and medium endocytosis which respective
contribution is not the purpose of our study. In addition, use of endocytic inhibitors such as
chloroquine or NaN; are very helpful for studying drug intracellular release as we did in our
laboratory for cell penetrating peptides [26] but we arbitrarily decided to focus on plasma
membrane penetration. Passive transport through plasma membrane such as lipid
membrane fusion can not be specifically detected by specific markers or estimated by using

specific inhibitors.
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Measurement of fluorescence intensity using FACS of cells previously treated with labelled
particles must be cautiously analyzed when studying cell uptake. An original calculation was
here set to discriminate the contributions of active and passive Lx transport. In order to
differentiate non specific ON binding on cell membrane from lipid fusion within cell
membrane, we used here a glycine buffer (0.2 M, pH 2.8) able to strip off surface bound ON.
In addition to earlier demonstration of the efficacy of this method [18, 27], our data
corroborate it as, for instance, glycine buffer treatment of 1 h Nx+/ON treated cells in
OptiMEM culture medium led to more than 71% decrease in total ON associated
fluorescence (Fig.3B). In contrast, when cells are incubated with Nx-ON in optiMEM culture
medium for 1 h, subsequent glycine treatment did not at all decrease fluorescence intensity
(Fig.3D). This shows efficient cell surface bound ON stripping off by the glycine cell treatment
allowing discrimination between various levels of cell surface binding. By carrying out
incubation at 4 or at 37T, it is well established than we can determine cell membrane active
transport contribution. Thus, combining incubation at 4 or at 37<C and treatment with glycine,

allowed us to discriminate the contributions of passive and active transport in Lx cell uptake.

There is no or poor cell surface binding of Nx-ON when incubating cells in optiMEM while
passive transport appears the major uptake mechanism for this formulation at 1, 3 and 6 h
incubation (55, 56 and 67% of total fluorescence intensity, respectively) (Fig. 4B). Active
transport appears to decrease with time of incubation (from 62 to 23 % for 1 to 6 h incubation,
respectively). When using Nx+ for delivering labelled ON in serum-containing DMEM medium,
active transport appears to increase with time of incubation (from 8 to 65% for 1 to 6 h
incubation, respectively) while surface bound fluorescence highly decreased (from 71 to 7%).
There is no much variation of the respective contribution of cell fluorescence associated with
active transport, passive transport and cell surface bound with a 25-31%, 25-42% and 22-
41% ranges, respectively, when incubating cells with Nx+/ON in serum-containing medium.
Cell-associated fluorescence did not increase between 3 and 6 h incubation with anionic Lx
whatever serum is used or not, in contrast to cell-associated fluorescence of cell treated with

Nx+ (doubling within this time period).

More precisely, when using Nx+ it is noticeable that: (i), cell surface-bound fluorescence of
DMEM incubated cells is very low (< 6%) of total cell-associated fluorescence) within the first
3 h of incubation and increasing later (36%), whereas it corresponds to a high proportion in
OptiMEM incubated cells (95%, 45%, 46% at 1, 3, and 6 h incubation, respectively)
representing up to 10-fold increase compared with DMEM incubated cells; (ii), active

transport increase within 1-6 h incubation period and represent aproximatively the double of
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fluorescence intensity compared with passive transport; (iii), level of passive transport was

similar in optiMEM or in DMEM and did not increase after 3 h incubation.

In addition to the quantitative determination of passive and active transport, fluorescence
microscopy data buttress the notion that Lx may significantly enter cell by a passive
mechanism. Following 1 h incubation with 250 nM Alexa-labelled ON (red fluorescence)
complexed to FITC-labelled Nx lipids in optiMEM (Fig. 5), we observed both a diffused
staining in the cytoplasm and a localized staining in the plasma membrane of the labelled
lipid (DOPE) from Lx into cell membrane, suggesting fusion and displacement of the lipid
within the membrane. Intracellular ON staining appears limited to endosome entrapment
within this short incubation period. However, ON might diffuse into cells following fusion
process and is not detected by fluorescence, probably due to low local concentration at this
early time point of incubation. This shows that Lx uptake is a rapid and efficient process

involving two major mechanisms: an active and a passive transport.

We used the Nx system, using the splicing correction model by 2’0O-Me ONyqs in the HelLa
pLuc/705 [21]. For the Nx system, we observed a charge neutralization phase between Nx25
and Nx30, corresponding to 25 or 30 pg ON mixed with 156 pg total lipids. Cell incubation in
serum-containing medium for 24 h with 100 nM ON cationic Nx20 appears to be the most
efficient condition, measuring luciferase protein activity (Fig. 6A) or luciferase mRNA (Fig.
7A). Splicing correction activity of Nx20/ ON-os appears at a similar level in optiMEM while it
is higher than negatively charged Nx30 or Nx40/ ONgygs. Cell treatment with more highly
cationic DLS/ON-s led to an efficient splicing correction with the DLS system (Fig. 6C, 7B) in
the same conditions. In Fig.6C, we compared the DLS delivery system to the Nx, in presence
or absence of serum-containing medium. After 24 h incubation with 100 nM DLS-AS were
shown to have the optimal activity, compared to DLS-SC. DLS and Nx had similar activities
in DMEM medium but, as previously observed in Fig. 7B, the DLS system is 8-fold more

efficient than Nx20 in absence of serum.
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DISCUSSION

Lx formation is based on the counterion Manning-Oosawa reaction leading to compaction in
nucleic acids (NA)/lipid complex which, under specific preparation processes, generate small
and stable particles. To ensure complete DNA or ON counterion condensation, excess of
positive charges is needed to obtain stable complexes for most previously described Lx
preparation. Thus, numerous Lx of cationic nature have been developed and, among those,
various commercially available systems are very successful in transfecting in vitro cultured

cells.

However, cationic Lx exhibit significant drawbacks when considering in vivo delivery. Blood
contains plasma proteins carrying anionic charges that may non-specifically bind to
positively-charged Lx, rapidly removing them from circulation via the reticuloendothelial
system. Plasma proteins might also greatly alter lipid/NA complex structure leading to
aggregation and enhanced clearance or deterioration by serum nucleases. Opsonization and
activation of the complement system [28] by Lx are additional physiological phenomena that
participate in lowering the intravenous (i.v.) efficacy of cationic Lx. Pharmacokinetic analyses
of lipid-based delivery systems have revealed that, in the case of systemic administration,
movement from the circulation to organs is largely an unidirectional process and governed in
large part by the size of the complexes. Thus "first-pass” organs and those with a high
degree of vascularization and blood flow (heart, lung, liver, spleen), exhibit significant gene
expression. Due to the relatively large size of the NA/lipid complexes (>100 nm
hydrodynamic diameter), expression is generally limited to the vascular endothelium except
in organs that have discontinuous capillaries. For example, significant expression of
transgenes has been observed in lung epithelium after i.v. administration [2, 29, 30].
Furthermore, the extracellular matrix is composed primarily of polyanionic elements such as
heparin or chondroitin sulfate and therefore constitutes a barrier for cationic particles to reach
target cells. In addition, pharmacological considerations such as plasma clearance and
biodistribution are of great concern when injecting non-solute drugs such as Lx, underscoring

the need for the optimization of their physico-chemical (charge and size) characteristics.

Generally, the less the charge and diameter are, the more particles remain in circulation in
the blood stream making them available to interact with target cells. In light of this, careful
design consideration of the formulation process made possible the successful in vivo use of
Lx [31], which would otherwise be inactive following systemic administration. Lx, when
formulated at low net charge ratio such as the DLS system [2], exhibit higher gene or ON

transfer following intravenous injection in almost all organs tested except lung.
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The universal applicability of the hypothesis of using cationic Lx to take advantage of
interactions with the negative charges on the cell surface, such as the endothelial cells,
appears restricted. Other types of cells, such as the hepatic parenchymal cells and those of
the reticuloendothelial system demonstrate transfection efficiencies independent of surface
charge [32]. In addition, the non-specific binding of positively charged particles to blood
proteins greatly and rapidly neutralizes the net positive surface charge. Previous work has
demonstrated the successful use of neutral or negatively charged liposomes to transfer the
encapsulated pDNA following systemic injection in rodents [33, 34, 35]. These examples
show that high pDNA compaction and cationicity are not absolute requirements for
successful gene transfer. Lx particles of net cationic charge are efficient for lung targeting
following i.v. delivery or for local administration such as intra-arterial administration, but

exhibit serious drawbacks otherwise.

Following the low positively charged DLS formulation, we therefore developed a second
generation vector system called Neutraplex generating, for the first time, negatively charged
and stable Lx [3, 20]. Formation of anionic Nx was made possible by the insertion of
cardiolipin (CL) in the lipid composition. CL is a negatively charged phospholipid with
particular chemical and biological properties allowing first, the association (usually unstable)
of lipids of opposite charge and second elaboration of a versatile formulation generating
positive or negative charged stable Lx by only varying NA/lipid ratio [36]. Such Nx
supramolecular assemblies are of spherical shape and exhibit a specific liquid crystal
ultrastructure where DNA is circumferentially packaged between lipid bilayer [20]. CL does
not specifically conduce to this specific ultrastructure as it was observed for DLS/DNA, but
presence of CL in Nx might lead to a phase transition observed from lamellar to hexagonal
phase [20, 36, 37]. CL is considered to prone hexagonal ultrastructure and to have fusogenic

properties.

The main objective of this study is to delineate the cell uptake mechanisms used by Lx upon
their global net charge and the consecutive effect on ON transfection activity. Toward this
goal we prepared Lx of various charges and compared: (i) the physicochemical properties by
zeta potential analysis and by dynamic light scattering, (ii) cell uptake by fluorescence
microscopy and flow cytometry, and (iii) the biological activity of the transported ON by a
positive readout cell culture experimental model. The direct evaluation of all those
parameters at the same time was made possible for the first time through the use of the

Neutraplex system.
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Active transport was found as the major uptake mechanism for cationic particles, especially
for DLS and Nx+ in optiMEM (62 and 66%, respectively for 3 and 6 h) in keeping with
published data [5-8]. However, transport represented up to 62% for Nx- in serum-containing
medium. Thus, Lx endocytosis represents an important cell entry pathway for anionic
particles proportion, avoiding the negatively charged proteoglycans located onto plasma
membrane, which have been described as cationic Lx cell mediator for uptake. DLS/ON Lx
particles are more positively charged than Nx/ON (7.3 vs 2.0) and this seems to lead to a
much higher contribution of active uptake compared to passive uptake (2-fold compared to
0.6-fold) with using DLS system (Fig. 6A and B). This might be observed with commercially
available cationic lipid systems or otherwise developed systems exhibiting high global net
charge ratio such as for Lipofectamine (Invitrogene) (13.5). It has to be noted that

Lipofectamine does very poorly exhibit correction of splicing alteration [22, 23].

We showed that (i) it is possible to obtain homogenous and stable negatively charged Lx
able to transfect cells, (ii) ON delivered within negatively charged Lx show high activity in
serum-containing medium, (iii) highly positively charged Lx and optiMEM medium are the
best conditions to obtain the highest activity in cell line. Overally, increasing negative charge
in Lx led to a decrease in membrane binding and decrease in passive transport while
increasing ON activity when solely serum is present in transfection medium. Increasing
positive charge in Lx led to an increase of active transport while increasing ON activity solely
in optiMEM transfection medium. Membrane binding of cationic or anionic Lx showed to
increase with time in serum-containing medium whereas it appeared fast and saturable when

using optiMEM.

The pharmacokinetics and bioavailability following i.v. administration in baboons of an ON
delivered either in a free form, or using a cationic or the negatively charged DLS-derived
Neutraplex carrier system were compared [3]. Whole body distributions and metabolism were
compared using Positron Emission Tomography (PET) and an enzyme-based competitive
hybridization assay. The anionic vector significantly improved the bioavailability and the
pharmacokinetics profile. In addition, no toxicity was observed in treated baboons and
consequently Nx appeared as a promising delivery system for in vivo administration of

therapeutic ON.

Our results suggest that passive transport which might be of lipid fusion nature, is as well as
endocytosis, a significant pathway by which Lx penetrate cell and release ON in the
cytoplasm compartment. This mechanism seems be more efficient compared to active

transport, first because it bypasses the vesicular endocytic traffic avoiding lysosome
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hydrolytic enzymes, and second because of the overall seemingly higher ON release vyield.
Cell lines develop with consecutive cell culture passages, high endocytic activity; and their
use, in combination with the use of Lx of high net global charge ratio certainly lead to the
assumption that endocytosis is the unique significant uptake mechanism. It has to be noted
that primary cells or hematopoietic cells such as peripheral blood mononuclear cells are
difficult to transfect certainly due to their poor ability to elicit endocytosis. Several lipids
(DOTAP, DOTMA, DOPE, CL) and polymer (PEG) facilitating Lx lipids fusion with the plasma
membrane [1, 3, 38, 39, 40] or with the endosome membrane [41] have been described.
Certainly, the specific highly ordered ultrastructure and the fusogenic ability of Lx used in this
study [20] is an important factor for facilitating lipid exchange with either plasma or endocytic
vesicle membranes and then free ON cytoplasm release. We believe that fusion mechanism
must more closely be taken into consideration when developing Lx designed for in vivo or ex

vivo nucleic acid transfer.
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MATERIALS AND METHODS

Cell line

The HelLa pLuc/705 cell line was stably transfected with the pLuc/705 plasmid, in which the
coding region of the luciferase sequence is interrupted by the mutated B-globin intron [21].
HelLa pLuc/705 cells were grown at 37C, 5% CO, in minimal essential DMEM medium
(Gibco, Invitrogen SARL, Cergy Pontoise, France) supplemented with 10% fetal calf serum
(FCS), 1% Na pyruvate, non essential amino-acids and a mix of penicillin, streptomycin and
neomycin (100X, Gibco). Cells were checked routinely for the absence of mycoplasma

contamination.

Antisense oligonucleotides

The 18-mer phosphodiester 2'0-methyl-oligoribonucleotides (2'0-Me) were purchased from
Eurogentec SA (Seraing, Belgium). ON7es (CCU CUU ACC UCA GUU ACA) is the antisense
(AS) sequence, targeted to an aberrant splice site that is created in B-thalassemic patients by
a T to G mutation at nucleotide 705 of intron 2 of human B-globin. ONsc (ACU ACC CGA
UAU CUC CUC) is the scrambled (SC) version of ONs. For fluorescence microscopy and

flow cytometry, 5’-FITC- or 5’-Alexasss-labelled 2'0O-Me were used.

Lipoplex formulations

The liposomes used for Lx (DLS and Nx) preparation consist of small unilamellar vesicles,
able to complex to negatively charged ON. Neutraplex formulation was performed by mixing
1 mg DOGS, 1 mg DOPE or FITC-labelled DOPE (Sigma-Aldrich Chimie SARL, St Quentin
Fallavier, France) and 0.5 mg cardiolipin (CL, Sigma) in 50 pl ethanol and subsequently by
adding excess pure water (6.25 mg lipid/ml, final) [20, 3]. Formation of lipoplex was carried
out by mixing SUV (small unilamellar vesicles) suspension with ON, at several lipid/ON
weight ratios. Cationic (Nx+) and anionic (Nx-) Lx were prepared, depending on the ON load
charge in the formulation. DLS (Delivery Liposomal System) Lx were prepared with DOGS
and DOPE only, as previously described [23, 42]. Lx were stored at 4C and used within 3

months following preparation.

Particle size distribution and zeta potential analy  sis

Particle size and zeta potential were measured using a Malvern Zetasizer Nano ZS
apparatus (Malvern Instruments, Orsay, France). All samples were kept at room temperature
for 15 min prior to measurement and were analyzed undiluted. Samples analysis were
carried out in automatic mode with the following parameters: scattering angle, 1739

temperature, 25C; medium viscosity, 0.887 cP. Aver age diameters were evaluated as a Z-
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average using a monomodal method (NNLS cumulant analysis). Zeta potential,
measurements were carried out with the M3-PALS technology. Width at half peak height is

indicative of the homogeneity of size and charge distribution.

Transfections and reporter gene assays

3.5 x 10° cells/well were seeded in 6-well dishes with 10% FCS-containing medium. After
overnight culture (16-20 h), cells were rinsed twice with PBS and the medium was replaced
with DMEM medium-containing decomplemented serum (Invitrogen). The Lx were then
added to the cells and luciferase activity was monitored 24 h later. Following transfection,
cells were rinsed twice with PBS and 300 ul Reporter Lysis Buffer (Promega France,
Charbonnieres) was added. Protein concentration in the extracts was measured by the
BCA™ Protein Assay Kit (Pierce, Perbio Science France, Brebieres) at 560 nm. Firefly
luciferase activity was measured using a Luciferase Assay Kit (Promega) and was quantified
in the supernatant with a Berthold Centro LB 960 luminometer (Berthold France SA, Thoiry).
Luciferase activity in cultured cells was expressed as relative light units (RLU) per ug of

protein. Each data point was averaged over three replicates.

RT—PCR analysis of splice correction

After carrying out the luciferase and BCA™ Protein assays, the remaining part of the cell
lysate (about 270 pl) was transferred into 2 ml microfuge tubes and total RNA was extracted
with 1 ml TRI Reagent (Sigma), according to the manufacturer’s instructions. Thus, 0.3 ml of
chloroform was used for extraction and the amount of isopropanol for RNA precipitation was
increased to give a 1:1 mixture with the agueous phase. The RNA was quantified by RT-PCR
(MJ Research PTC200 Peltier Thermal cycler) with 5" TTG ATA TGT GGA TTT CGA GTC
GTC 3' as forward primer and 5 TGT CAA TCA GAG TGC TTT TGG CG 3' as reverse
primer, using the SuperScript One-Step RT-PCR with Platinum Tag (Invitrogen). The
products were analyzed on a 2% agarose gel and scanned using Gene Tools Analysis

Software (SynGene, Cambridge, UK).

Flow cytometry

5 x 10° cells/well were plated in 6-well dishes. After overnight culture, pLuc/705 HeLa cells
were treated with Lx formulated with 5-FITC-labelled 2'0O-Mezgs in optiMEM or in
decomplemented serum-containing DMEM medium. Each experiment was performed in
duplicate. After 1, 3 or 6 h incubation either at 37<C or at 4C (by keeping cells on ice), cells
were rinsed twice with cold PBS, centrifuged at 4C, resuspended in 300 pl cold PBS, in
polystyrene tubes, and kept on ice until analysis. To strip-off the Lx bound at the cell surface,

cells were treated with 1 ml glycine treatment (0.2 M, pH=2.8). For cell membrane fixation
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evaluation, cells were subsequently treated with and without glycine. Cells were incubated at
37T or 4T for active or passive transport evaluat ion, respectively. Evaluation of ON binding
onto plasma membrane was calculated by substracting the fluorescence intensity of glycine
treated cells from the fluorescence intensity of non treated cells. Evalutation of passive
transport was calculated by substracting the fluorescence intensity corresponding to ON
membrane binding from the fluorescence intensity of cells incubated at 4C. Evaluation of
active transport was calculated by substracting fluorescence intensity corresponding to ON
membrane binding and that corresponding to the previously calculated for passive transport,
from the fluorescence intensity non treated cells incubated at 37C° Flow cytometry was
performed with a FACS Canto (BD Biosciences France, Le Pont De Claix, France).
Fluorescence intensity of 10,000 events was observed and recorded at 520 nm after
excitation at 488 nm. Results were analyzed with WinMDI software. Each data point was

averaged over two replicates.

Live cell observation by fluorescence microscopy

5 x 10° cells/well were plated in 35 mm single wells. Following overnight culture, pLuc/705
HelLa cells were treated with Lx formulated with 5-FITC- or with 5-Alexasss-labelled 2'0O-
Me;os (Eurogentec), in 10% FCS-containing medium. For studying of lipoplex transport
pathways, FITC-labelled lipid DOPE was included in the formulation (Sigma). Cells were
rinsed twice with PBS. Living cells were directly observed in the dishes, in 1 ml of 10% FCS-
containing medium, after 1 to 24 h of transfection. Fluorescence distribution was analyzed on
a Zeiss Axiovert 200M fluorescence microscope without fixation (Carl Zeiss, Oberkochen,
Germany), with a 63x objective. Images were first acquired with AxioVision software. After

exportation, images were analyzed with Adobe Photoshop and ImageJ softwares.

Cytotoxicity assay

Cell viability and cytotoxicity studies were performed by plating pLuc/705 HeLa cells into 96-
well plates at 3 x 10* cells/well. Cells were incubated with Lx for 24 h in optiMEM or in serum-
containing decomplemented DMEM medium. The proportion of live cells was determined by
the tetrazolium-based colorimetric cell proliferation assay (MTS, Promega) by reading the
absorbance at 560 nm. Data are expressed as the percentage of cytotoxicity (relative to

untreated cells).

123



Résultats : ARTICLE V

AKNOWLEDGMENTS

We thank Ryszard Kole (University of North Carolina, Chapell Hill, USA) for providing
pLuc/705 cell line. Studies funded by EEC grant QLK3-CT-2002-01989 and CEFIPRA grant
3205. Sarah Resina had a pre-doctoral fellowship from the Association pour la Recherche

sur le Cancer.

124



Résultats : ARTICLE V

REFERENCES

1. Felgner PL, Gadek TR, Holm M, Roman R, Chan HW, Wenz Met al. (1987). Lipofection: a
highly efficient, lipid-mediated DNA-transfection procedure. Proc Natl Acad Sci U S A; 84:
7413-7.

2. Thierry AR, Lunardi-Iskandar Y, Bryant JL, Rabinovich P, Gallo RC and Mahan LC (1995).
Systemic gene therapy: biodistribution and long-term expression of a transgene in mice. Proc
Natl Acad Sci U S A; 92: 9742-6.

3. Tavitian B, Marzabal S, Boutet V, Kuhnast B, Terrazzino S, Moynier Met al. (2002).
Characterization of a synthetic anionic vector for oligonucleotide delivery using in vivo whole
body dynamic imaging. Pharm Res; 19: 367-76.

4. Tranchant |, Thompson B, Nicolazzi C, Mignet N and Scherman D (2004).
Physicochemical optimisation of plasmid delivery by cationic lipids. J Gene Med; 6 Suppl 1:
S24-35.

5. Shi J, Yan WW, Qi XR, Yang L and Zhang L (2004). [Biodistribution and hepatoctyes
targeting of cationic liposomes surface-modified with sterylglucoside and golyethylene glycol].
Yao Xue Xue Bao; 39: 551-5.

6. Harashima H, Shinohara Y and Kiwada H (2001). Intracellular control of gene trafficking
using liposomes as drug carriers. Eur J Pharm Sci; 13: 85-9.

7. Zelphati O and Szoka FC, Jr. (1996). Mechanism of oligonucleotide release from cationic
liposomes. Proc Natl Acad Sci U S A; 93: 11493-8.

8. Zuhorn IS, Kalicharan R and Hoekstra D (2002). Lipoplex-mediated transfection of
mammalian cells occurs through the cholesterol-dependent clathrin-mediated pathway of
endocytosis. J Biol Chem; 277: 18021-8.

9. Kirkham M and Parton RG (2005). Clathrin-independent endocytosis: new insights into
caveolae and non-caveolar lipid raft carriers. Biochim Biophys Acta; 1745: 273-86.

10. Ulrich AS (2002). Biophysical aspects of using liposomes as delivery vehicles. Biosci Rep;
22: 129-50.

11. Khalil 1A, Kogure K, Futaki S and Harashima H (2006). High density of octaarginine
stimulates macropinocytosis leading to efficient intracellular trafficking for gene expression. J
Biol Chem; 281: 3544-51.

12. Nichols B (2003). Caveosomes and endocytosis of lipid rafts. J Cell Sci; 116: 4707-14.

13. Wasungu L and Hoekstra D (2006). Cationic lipids, lipoplexes and intracellular delivery of
genes. J Control Release; 116: 255-64.

14. Rejman J, Oberle V, Zuhorn IS and Hoekstra D (2004). Size-dependent internalization of
particles via the pathways of clathrin- and caveolae-mediated endocytosis. Biochem J; 377:
159-69.

15. Brodsky FM, Chen CY, Knuehl C, Towler MC and Wakeham DE (2001). Biological

basket weaving: formation and function of clathrin-coated vesicles. Annu Rev Cell Dev Biol;
17: 517-68.

125



Résultats : ARTICLE V

16. Templeton NS (2002). Cationic liposome-mediated gene delivery in vivo. Biosci Rep; 22:
283-95.

17. Duzgune, scedil and Nir S (1999). Mechanisms and kinetics of liposome-cell interactions.
Adv Drug Deliv Rev; 40: 3-18.

18. Thierry AR and Dritschilo A (1992). Intracellular availability of unmodified,
phosphorothioated and liposomally encapsulated oligodeoxynucleotides for antisense activity.
Nucleic Acids Res; 20: 5691-8.

19. Thierry AR, Rabinovich P, Peng B, Mahan LC, Bryant JL and Gallo RC (1997).
Characterization of liposome-mediated gene delivery: expression, stability and
pharmacokinetics of plasmid DNA. Gene Ther; 4: 226-37.

20. Schmutz M, Durand D, Debin A, Palvadeau Y, Etienne A and Thierry AR (1999). DNA
packing in stable lipid complexes designed for gene transfer imitates DNA compaction in
bacteriophage. Proc Natl Acad Sci U S A; 96: 12293-8.

21. Kang SH, Cho MJ and Kole R (1998). Up-regulation of luciferase gene expression with
antisense oligonucleotides: implications and applications in functional assay development.
Biochemistry; 37: 6235-9.

22. Thierry AR, Abes S, Resina S, Travo A, Richard JP, Prevot Pet al. (2006). Comparison of
basic peptides- and lipid-based strategies for the delivery of splice correcting
oligonucleotides. Biochim Biophys Acta; 1758: 364-74.

23. Resina S, Kole R, Travo A, Lebleu B and Thierry AR (2007). Switching on transgene
expression by correcting aberrant splicing using multi-targeting steric-blocking
oligonucleotides. J Gene Med; 9: 498-510.

24. Lavigne C, Lunardi-Iskandar Y, Lebleu B and Thierry AR (2004). Cationic
liposomes/lipids for oligonucleotide delivery: application to the inhibition of tumorigenicity of
Kaposi's sarcoma by vascular endothelial growth factor antisense oligodeoxynucleotides.
Methods Enzymol; 387: 189-210.

25. Thierry AR, Rahman A and Dritschilo A (1993). Overcoming multidrug resistance in
human tumor cells using free and liposomally encapsulated antisense oligodeoxynucleotides.
Biochem Biophys Res Commun; 190: 952-60.

26. Abes S, Williams D, Prevot P, Thierry A, Gait MJ and Lebleu B (2006). Endosome
trapping limits the efficiency of splicing correction by PNA-oligolysine conjugates. J Control
Release; 110: 595-604.

27. Loke SL, Stein CA, Zhang XH, Mori K, Nakanishi M, Subasinghe Cet al. (1989).
Characterization of oligonucleotide transport into living cells. Proc Natl Acad Sci U S A; 86:
3474-8.

28. Plank C, Mechtler K, Szoka FC, Jr. and Wagner E (1996). Activation of the complement
system by synthetic DNA complexes: a potential barrier for intravenous gene delivery. Hum
Gene Ther; 7: 1437-46.

29. Zhu N, Liggitt D, Liu Y and Debs R (1993). Systemic gene expression after intravenous
DNA delivery into adult mice. Science; 261: 209-11.

126



Résultats : ARTICLE V

30. Li S and Huang L (1997). In vivo gene transfer via intravenous administration of cationic
lipid-protamine-DNA (LPD) complexes. Gene Ther; 4: 891-900.

31. Hofland HE, Shephard L and Sullivan SM (1996). Formation of stable cationic lipid/DNA
complexes for gene transfer. Proc Natl Acad Sci U S A; 93: 7305-9.

32. Gregoriadis G, Saffie R and Hart SL (1996). High yield incorporation of plasmid DNA
within liposomes: effect on DNA integrity and transfection efficiency. J Drug Target; 3: 469-75.

33. Soriano P, Dijkstra J, Legrand A, Spanjer H, Londos-Gagliardi D, Roerdink Fet al. (1983).
Targeted and nontargeted liposomes for in vivo transfer to rat liver cells of a plasmid
containing the preproinsulin | gene. Proc Natl Acad Sci U S A; 80: 7128-31.

34. Baru M, Axelrod JH and Nur | (1995). Liposome-encapsulated DNA-mediated gene
transfer and synthesis of human factor IX in mice. Gene; 161: 143-50.

35. Alino SF, Bobadilla M, Crespo J and Lejarreta M (1996). Human alpha 1-antitrypsin gene
transfer to in vivo mouse hepatocytes. Hum Gene Ther; 7: 531-6.

36. Thierry AR, Rastogi A, Lavigne C, Schmutz M, Durand D, Palvadeau Y and Lebleu B (in
preparation). Supramolecular auto-organization of DNA and cationic lipid with cardiolipin in
anionic particles of high gene transfer capacities.

37. Thierry AR, Durand D., Schmutz M., and Lebleu B. (2006). DNA supramolecular self
assemblies as a biomimetic complex system. Emergent Properties in Natural and Atrtificial
Dynamical Systems, Aziz-Alaoui and Bertelle (Eds), Springer, 103-118.

38. de Lima MC, Simoes S, Pires P, Gaspar R, Slepushkin V and Duzgunes N (1999). Gene
delivery mediated by cationic liposomes: from biophysical aspects to enhancement of
transfection. Mol Membr Biol; 16: 103-9.

39. Pires P, Simoes S, Nir S, Gaspar R, Duzgunes N and Pedroso de Lima MC (1999).
Interaction of cationic liposomes and their DNA complexes with monocytic leukemia cells.
Biochim Biophys Acta; 1418: 71-84.

40. Goryacheva YA, Vekshina OM, Yashin VA and Kim YA (2005). Fusion and endocytosis
of anionic liposomes with Ehrlich ascitic carcinoma cells. Bull Exp Biol Med; 140: 733-5.

41. Zhang Y, Rong Qi X, Gao Y, Wei L, Maitani Y and Nagai T (2007). Mechanisms of co-
modified liver-targeting liposomes as gene delivery carriers based on cellular uptake and
antigens inhibition effect. J Control Release; 117: 281-90.

42. Lavigne C and Thierry AR (1997). Enhanced antisense inhibition of human

immunodeficiency virus type 1 in cell cultures by DLS delivery system. Biochem Biophys Res
Commun; 237: 566-71.

127



Résultats : ARTICLE V

TABLE

Table 1. Physico-chemical characterization of the liposomes and lipoplexes used in this
study. Particles mean diameter was measured by dynamic light scattering and the surface
charge by zeta potential. N.D., non determined. Nx+, cationic Nx lipoplexes. Nx-, anionic Nx

lipoplexes. Nx20 or 40, 20 or 40 pg ON mixed with 156 ug total lipids.

TYPE OF FORMULATION ON MEAN SIZE § POTENTIAL

(nm) (mV)
DLS 137 N.D.

LIPOSOME
NXx 170 N.D.
DLS 2'0-Me 179 + 44
LIPOPLEX Nx+ 20 2'0-Me 278 + 22
Nx- 40 2'0-Me 203 - 37
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Cytotoxicity in HeLa pLuc/705 cells by increasing concentrations of 2'0-Mezgs
delivered with DLS (A), with Nx+ 20 (B) or with Nx- 40 formulation (C), for 24 h, in serum-
containing medium (white bars) or in optiMEM (black bars). ON concentrations complexed
with the liposomes are indicated. The level of cytotoxicity was determined by the tetrazolium-
based colorimetric cell proliferation assay and expressed as percent of the cytotoxicity level
in treated cells reported to that in non-treated cells. Cells incubated with 1% X-100 Triton

correspond to positive control. Error bars show standard deviation (n=3).

Figure 2. Epifluorescence image of unfixed HeLa pLuc/705 cells incubated with 250 nM
FITC-labelled 2'0O-Me;s delivered with the Nx+ 20 system. Living cells were directly
observed under green epifluorescence in PBS supplemented with 5% FCS, following 5h
incubation at 37<C.

Figure 3. lllustration of the evaluation of the contribution of active or passive transport. FACS
analysis data of Nx+ (A, B, C) or Nx- (D) treated cells are shown. Cells were incubated with
100 nM of 5’-FITC-labelled 2'0O-Meqs delivered with the Nx+ 20 or Nx- 40 lipoplexes in live
HelLa cells. Following 1 h incubation in optiMEM, at 4 or 37, HelLa pLuc/705 cells were
rinsed with PBS and treated or not with glycine. Evaluation of ON binding onto cells was
calculated by substracting fluorescence intensity of glycine treated cells from non treated
cells. Evalutation of passive transport was calculated by substracting fluorescence intensity
corresponding to ON fixation from fluorescence intensity of 4C incubated cells. Evaluation of
active transport was calculated by substracting fluorescence intensity corresponding to ON
fixation and to 4C incubated cells. NT, non treate d cells. Two samples were treated for each

condition.

Figure 4. Evaluation of the proportions (%) of active transport, passive transport and cell
surface binding of 5-FITC-labelled 2'0O-Me;os delivered with the DLS, Nx+ 20 or Nx- 40
lipoplexes in live HelLa cells. Following 3 h (A) or 1, 3 and 6 h (B) incubation in serum-
containing culture medium or in optiMEM, at 4 or 37, HeLa pLuc/705 cells were rinsed with
PBS and treated or not with glycine. Evaluation of ON fixation onto cells was calculated by
substracting fluorescence intensity of glycine treated cells from non treated cells. Evalutation
of passive transport was calculated by substracting fluorescence intensity corresponding to
ON fixation from fluorescence intensity of 4C incu bated cells. Evaluation of active transport

was calculated by substracting fluorescence intensity corresponding to ON fixation and to
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4T incubated cells. Then, cells were subjected to flow cytometric analysis. Two samples

were treated for each condition.

Figure 5. Epifluorescence images of unfixed HeLa pLuc/705 cells incubated with 250 nM
Alexasse-labelled 2'0O-Me;os (red fluorescence) delivered with the Nx- 40 system containing
FITC-labelled lipids (green fluorescence). Living cells were directly observed in PBS
supplemented with 5% FCS, after 1h incubation at 37<C. (A), (B) and (C) are images of the
same field of microscopical observation. Images of cells were observed under green (A) or

red (B) epifluorescence and under superposition of green and red epifluorescence (C).

Figure 6. (A) Splicing correction with DLS-formulated ON. 100 nM 2'0O-Mezes (DLS-AS) or
2'0-Mesc (DLS-SC) delivered with DLS were incubated for 24h with HeLa pLuc/705 cells, in
presence or absence of serum-containing medium. The values of treated cells were
substracted from NT (non treated) value (=2715 RLU/ug for DMEM and 2126 for optiMEM).
(B, C) Optimization of the Neutraplex formulation for splicing correction. 100 nM 2'0O-Me;gs /
Nx were prepared with varying ON/lipid ratios and incubated 24h with HeLa pLuc/705 cells in
serum-containing medium (B) or in optiMEM (C). Nx 10/20, 10/20 pg ON mixed with 156 pg
total lipids. The values of treated cells were substracted from NT (non treated) value (=2031
RLU/pg for DMEM and 1434 for optiMEM). Error bars show standard deviation (n=3).

Figure 7. RT-PCR analysis of splice correction. HeLa pLuc/705 cells were incubated for 24 h
in serum containing-medium (A) or optiMEM (B), in the absence (NT) or in the presence of
100 nM 2'0O-Me ONyos delivered with the DLS or the Nx system. Total RNA was extracted
and amplified by RT-PCR. PCR products from incorrectly (268 bp) and correctly (142 bp)
spliced luciferase pre-mRNA were analyzed on a 2% agarose gel. Nx15 or 25, 15 or 25 ug
ON mixed with 156 ug total lipids.

ADDITIVE RESULT. Epifluorescence images of unfixed HeLa pLuc/705 cells incubated with
250 nM Alexasse-labelled 2'0O-Mesos delivered with the Nx- 40 system containing FITC-
labelled lipids (green fluorescence). Living cells were directly observed in PBS supplemented
with 5% FCS, after 1h incubation at 37<C. (A), (B) and (C) are images observed under green

epifluorescence.
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FIGURE 2
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FIGURE 3
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FIGURE 4
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FIGURE 5
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FIGURE 6
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FIGURE 7
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ADDITIVE RESULT
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CHAPITRE 4 : DISCUSSION ET
PERSPECTIVES
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L’'association intermoléculaire entre des lipide®sentés par des liposomes, avec des
ON, conduit a former un complexe, dans lequelifgdds constituent le transporteur et I'ON
le principe actif a protéger et a véhiculer dansdlule. Ce complexe est une entité a part
entiére : une particule globalement chargée méktgatimement les 2 types de constituants
au sein d’'une méme entité, pouvant étre hautenterdtsres, le principe actif faisant partie
intégrante de cette structure. La conception gtihoisation de telles formulations deviennent
donc importants pour permettre la délivrance d’OMdmaments dans le cytoplasme

(stratégie interférence) ou dans le noyau (stratagiisens) des cellules.

Plusieurs phénomenes importants interviennent ldaiesmation des lipoplexes :
1. I'équilibre thermodynamique,
2. la réaction de neutralisation de charges des padtélytes (théorie de
condensation des contre-ions de Manning-Oosawa),
I'auto-assemblage

['ultrastructure.

Les complexes formés se caractérisent principalemar leur ultrastructure et leurs
propriétés physico-chimiques. L'ultrastructure issuue d’'un phénomeéne d’auto-assemblage
hautement lié a la thermodynamique, conduisantsaedétés stables, puisqu’il s’arréte a un
moment donné. Nous pensons que hous sommes emggéban systeme dit « complexe »
(Thierryet al.2007). Ce phénomene permet :

- une plus grande homogénéité car les particulelaanéme taille,

- une plus grande reproductibilité,

- un meilleur déroulement dans les endosomes.
De ce point de vue, l'ultrastructure pourrait &réorigine de la fusion des lipoplexes avec les
lipides de la membrane plasmique et avec ceux ddssemes, facilitant ainsi I'entrée des
lipoplexes dans la cellule par fusion et leur sortles endosomes. Elle parait donc

déterminante pour I'efficacité et la stabilité ghesticules.

l. FORMULATIONS.
Dans les expériences de correction de I'épisstfjaternalisation des ON, 2 types de
liposomes ont été testés, complexés aux ON : |eS [@ationiques) et les Nx, dérivés des
DLS (cationiques et anioniques). Pour pouvoir derrBefficacité de correction de I'épissage

alternatif anormal ou linternalisation des partesiavec la « qualité » de la formulation, les
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liposomes ainsi que les lipoplexes ont été canaé®ipar mesure de leur taille (par Dynamic

Light Scattering) et / ou par mesure du potefti@oir Tableau 12).

Il est important de noter que 2 étapes sont naressa la formation des Lx : d’abord,
la préparation des liposomes ; ensuite, le mél&@née liposomes. Les particules DLS et Nx
correspondent a des mélanges homogenes, présaentadispersion monomodale en mesure
de taille et sans la présence d’agrégats, mémeuwtude plusieurs semaines. Ces formulations
de liposomes et de lipoplexes sont donc stableoars du temps, ce qui présente un énorme
avantage pour le développement pharmaceutique lles teormulations en tant que

médicaments (Tavitiaaet al. 2002).

Tableau 12: propriétés biophysiques des formulations de Bpmes ou de lipoplexes,
réalisées a partir de DLS et de NX.D. : non déterminé.
Nx20 / 40 : formulations de Nx réalisées avec 204/g d’ON par dose.

TAILLE POTENTIEL ¢
LIPOSOMES ON MOYENNE (nm) (mv) REFERENCE
DLS 137 N.D. Resinat al.2007a
. Meryet-Figuiere®t
DLS SiRNA 248 N.D. al. 2007
, 160 Resinaet al.2007a
RS 20-Me 179 +435 et en préparation
178 . o
DLS MOE 208 N.D. Données non publiées
170 Resinaet al.
R 186 N.D. en préparation
Nx+ 20 2'0-Me 278 +21.8 Resineet al.
en préparation
Nx- 40 2'0-Me 203 -37.2 Resinaet al.
en préparation

Les liposomes, DLS et Nx, sont des particules @ng®; les données de la littérature
étant souvent en contradiction, nous avons congeslces liposomes entraient dans la classe
des SUV. Les liposomes Nx ont une taille plus &eyée les liposomes DLS. Les complexes
formés avec les ON sont des particules plus grosssscomplexes DLS formés a partir de

SiRNA (Meryet-Figuiérest al. 2007) ont globalement une taille plus importante geux
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formés a partir de 2’0O-Me ou de MOE, probablemetdidse de leur structure en double-brin.
De méme, les complexes contenant les MOE-ON onttaitie |égerement plus élevée que
ceux contenant les 2’0O-Me-ON, pour la méme quartdi@N par dose de liposomes : la
différence pourrait s’expliquer par le fait que B®-Me sont des ON ARN, les MOE sont
des ON ADN. Globalement, la taille ainsi que layp@persité obtenues pour les diverses

formulations sont compatibles avec une administnati vivo.

Comme décrit auparavant, les complexes DLS saiiaigment tres cationiques, ce
qui constitue la limitation de leur utilisation $§miquein vivo. En effet, ces particules se
lient rapidement avec les protéines, chargées négatnt, telles les protéines circulantes et
les protéines sériques comme l'albumine, ce qudodr leur inactivation et aussi a une
toxicité accrue. Le rapport de charge entre lezplgxes testés et les ON non marqués, est de
1.0 et 2.0 pour les Nx- et Nx+ respectivement, (depour les DLS et de 13.5 pour la LFA,

vraisemblablement la plus toxiquevitro.

Les Nx ont été les®f lipoplexes décrits de charge globale nette négattables et
efficaces pour la transfection d’AN. lls posseddat méme ultrastructure spécifique
hautement ordonnée que les DLS et permettent dioldes complexes cationiques (Nx+) et
anionigues (Nx-) selon la quantité d’AN complexésg dposomes. Thermo-dynamiquement,
il était jusqu’a lors impossible de réaliser demptexes négatifs stables. La cardiolipine est
un lipide négatif ajouté dans la formulation ; natement, il est impossible d’obtenir des
particules stables formées d’un mélange de lip@d®niques et anioniques. De plus, la CL
est un lipide fusogénique comme le DOPE, ce que ecnée déstabilisation potentielle du
liposome, qui devient extrémement réactif a I'aotganisation. La formation de lipoplexes
est alors réalisable et permet méme la productetipbplexes chargés négativement. Des
Nx- formés uniquement avec du DOGS et de la CLos# avérées trés efficaces pour le
transfert de géne. Ceci suggére que le caractémgénmique, conduisant a la formation de
structures hexagonales, est essentiel pour I'effeales Lx. Il semble qu'il faille concevoir
des particules Lx possédant a la fois, ou pronantrdnsition de phase d'une structure
lamellaire, pour la stabilité de la particule, &wstructure hexagonale, pour la possibilité de
fusion avec les membranes cellulaires, pour unlewgifelargage de I’AN dans le cytoplasme

(Thierryetal. en préparation).
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Autour du point de neutralité, les complexes Nxtssoit moins cationiques, soit
anionigues. Le caractére anionique des complexesdia l'origine d’'une diminution de la
cytotoxicité des liposomesn vitro, en comparaison avec les DLS (Resiiaal en
préparation). Les complexes Nx offrent aussi l'dmge d’amoindrir les barrieres
pharmacologiques et physiologiques, et d’amélioamment le transport dans la matrice
cellulaire des tissus, voire I'extravasation (Taitet al. 2002).

Dans le laboratoire, nous avons tenté de faileeteentre la taille des complexes et
I'efficacité de transfection. En effet, dans la ensu point des formulations, nous avons pu
obtenir des complexes de tres petite taille, dedt® de 40 a 70nm, avec une dispersion
monomodale. En parallele, ces complexes corrigediés peu 'épissage en présence de
sérum. De plus, les expériences de microscopie oatusiontré que les particules pénétraient
trées peu dans la cellule dans ces cas-la, mémewtude 24h de transfection (données non
publiées). Notre hypothése a été que les petitdylas sont plus rapidement inhibées par la
liaison aux protéines sériques, ce qui n'a padect@as pour les complexes de 160 a 250nm

qui se sont averées efficadesitro.

. PENETRATION DES LIPOPLEXES.

Les expériences de microscopie et de cytométridlien (FACS) avec des ON
marqués (FITC, Alexae) nous ont permis d'observer la pénétration desplgxes dans les
cellules, ainsi que le devenir des ON au coursedps,in vitro dans les cellules non fixées.
D’une facon générale, les lipoplexes pénetrenteapent dans les cellules, dans un milieu en
présence ou en absence de sérum. Au bout de lhmadsfection, par microscopie a
fluorescence, on observe déja un marquage ponaué bk cytoplasme, et les ON se
retrouvent dans le noyau des cellules a partir l[delel transfection, avec une localisation
diffuse (Resinaet al. 2007b). Les lipoplexes n’'apparaissent donc pasiestes dans les
vésicules d’endocytose, comme les endosomes, &uitétre dégradés ensuite par les

enzymes lysosomolytiques.

Il est généralement bien admis que les lipoplex@sent par endocytose dans les
cellules, malgré quelques timides tentatives poynliguer un phénoméne de transport passif,
la fusion. Les molécules testées étant toujourBrigties, NOUS NOUS SOMMES Proposes
d’étudier le type de pénétration empruntée palipegplexes selon leur charge, le transport

actif étant inhibé a 4°C. Nous aurions pu utilides marqueurs « classiques » et spécifiques
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de I'endocytose moyenne et tardive. La fusion méofpas de marquage possible et nous
voulions comparer les 2 types de transport actipagsif, donc seules les techniques de
cytométrie en flux et de microscopie a épifluoreseenous ont semblé adaptées pour réaliser

ces expériences.

La mise au point d’'un protocole de transfectiors @ellules a 4 ou 37°C, avec
traitement ou non des cellules a la glycine, noupeeamis de discriminer 3 processus
principaux (Resinat al.en préparation) :

1. lafixation des complexes a la membrane
2. un mécanisme actif de pénétration, type endocytose
3. un mécanisme passif de pénétration, type fusiotipidss.
Ainsi, ces 3 mécanismes paraissent dépendre distdenfransfection, du type de formulation

c’est-a-dire de la charge des complexes, ainsdguailieu de transfection utilisé.

Nos résultats solides de FACS ainsi que les imdgeawsicroscopie a épifluorescence
montrant un marquage lipidique au niveau membranawmnt selon nous la confirmation de
notre hypothese : les vecteurs a base de lipidésnpues utilisent aussi une voie de
transport passif pour pénétrer dans les cellulas émergie-dépendante.

Les Lx DLS et Nx empruntent donc a la fois un tporsactif et un transport passif de
pénétration. Les résultats suggerent que les complanioniques empruntent plus la voie
passive de pénétration que les complexes cationidtre effet, 'endocytose, transport actif,
peut étre médiée par les héparanes sulfates désoglyrans de la membrane cellulaire,
chargés négativement. Les particules chargéesinégant sont limitées au niveau de leurs
interactions avec ces composants membranairehdrge des complexes en surface est donc

un facteur influencant la pénétration des partgule

Un autre facteur pouvant influencer la pénétratien lipoplexes dans les cellules est
la saturation des récepteurs cellulaires en surfaneeffet, des expériences de FACS ont
montré un plateau de fluorescence a partir d’'um@ioe concentration d’ON complexés aux
liposomes, et ce pour 4 a 6h de transfection (Restiral. 2007a et données non publiées).
Ainsi, a partir d’'une certaine concentration, ipeplexes paraissent ne plus pouvoir pénétrer
dans la cellule, ou trés peu. Cette concentrasbaessi dépendante du milieu de transfection.

Les sites a la surface de la membrane plasmiquerdent tous occupés ce qui limite
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I'internalisation dans la cellule des autres ligo@s encore libres dans le milieu : c’est un

phénomeéne de pseudo « saturation ».

In vivo, des résultats préliminaires avaient été assezuemgeants (données non
publiées), en collaboration avec I'équipe du Drtriela Midoux (Centre de Biophysique
Moléculaire, CNRS, Orléans). Des souris B#ly males agées de 6 semaines ont été
injectées i.v. dans la veine de la queue avec 1@8domplexes DLS-pTG11033 (plasmide
exprimant le gene rapporteur de la luciférase sawependance du promoteur CMV), soit

44ug d’ADN par animal (voir Figure 35).

Figure 35: distribution de la luciférase apres injection d2L.S-pTG11033, en fonction du
temps.Témoin : souris injectée avec du sérum physiolagiqu

A 24h aprés linjection, on observe trés distinotat la luciférase au niveau des
poumons et du cceur, ainsi qu'au niveau de I'abdoffoe®, rate) de I'animal. A 48h, la souris
présente encore un peu de bioluminescence au nileeBabdomen. Une faible activité réside

dans I'abdomen 72h aprés administration.

. CORRECTION DE L'EPISSAGE ALTERNATIF ET
MODULATION DE L'EXPRESSION DU TRANSGENE.

In vitro, notre équipe a pu corriger I'épissage alternatibrmal sur le modele de
cellules HelLa pLuc705, a la fois grace aux liposerddS et Nx, ainsi qu'avec certains
peptides comme (R-Ahx-R)et R-Pen, sans l'addition d’agents endosomolytiques. Ce
modéle est a ce jour utilisé en routine et nous &evaluer I'efficacité de délivrance des
vecteurs testés, y compris ceux développés pacoiladorateurs. D’apres notre collaborateur
Ryszard Kole (Université de Caroline du nord, Chafi#h, Etats-Unis), ce modele serait le
plus «simple » a corriger, puisqu’il présente pleubruit de fond. En effet, il existe des
modéles développés vitro et in vivo (souris KO) plus proches de fthalassémie -
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globine et EGFP, dont la mutation se trouve entposi654 de l'intron 2. Cependant, le
modele de cellules HeLa pEG&RP présente beaucoup de bruit de fond, ce qui lirmite
utilisation en microscopie et en cytométrie en fl(Bazaniet al. 2002). Nos quelques
expériences de microscopie et de FACS sur ce madetd rien démontre, la quantité de
fluorescence verte paraissant trop faible en caodection, en comparaison avec le bruit de
fond, méme en utilisant la L& comme vecteur des ON dans les meilleures condition
d’incubation (données non publiées) ; ces travdortrpas été poursuivis en RT-PCR. Le
modele de souris KO déficientes pour la luciferasmple a mesurer grace aux cameéras de

bioluminescence, n'a pas encore été développgauce

Le plasmide pLuc705 nous a aussi permis de meitrepoint un systeme de
modulation de I'expression du transgene, ici laftwmase en tant que transgene modele. A
I'inverse des cellules HelLa pLuc705 transfectéablsment, ce modele utilise I'expression
transitoire du méme plasmide. Il existe plusietiasséd’expression du transgene :

1. le niveau de base ou bruit de fond : proche de zéro

2. I'expression totale du transgene : niveau élevé

3. des niveaux intermédiaires d’expression.
De cette maniére, on pourrait donc contréler qtetintement I'expression d’'un gene, selon le
taux d’expression souhaité ou nécessaire, tanivaaun spatial que temporel, en utilisant le

méme vecteur pour délivrer le plasmide puis lesabiisens.

V. DELIVRANCE DE siRNA.

Comme vu précédemment, la formulation de DLS alété&loppée et optimisée pour
la délivrance de siRNA anti-PAI-1 (Meryet-Figuieres al. 2007). En microscopie a
fluorescence et a haute concentration, les lip@deont été observés, au bout de 24h de
transfection, dans les zones périnucléaires et @aogtoplasme des cellules MDA-MB 231
(Lavigne et al. 2007 et données non publiées). La distribution SIB&A in vitro est donc
différente de celle des ON antisens, qui s’accuntutéairement dans le noyau des cellules
(Resinaet al. 2007a et 2007b, Thierrgt al. 2006). Rappelons que les ON antisens agissent
sur les pré-ARNm dans le noyau, alors que les siRINAun effet sur les ARNm matures

cytoplasmiques.

La lignée de cellules MDA-MB 231 est un modelecd@cer du sein trés invasif et

exprimant de forts taux de PAI-1. Contrairementuélisation de la LFA, les siRNA anti-
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PAI-1 délivrés avec le systeme DLS ont été a lioegde 90% d’inhibition de la protéine
secrétée, ainsi que de '’ARNm de PAI-1. Ceci démmoqtie la délivrance des siRNA par les

DLS s’est avérée tres efficace, une fois optimiseée.

De plus, une modification de I'aspect des cellN#3A-MB 231 a été observée lors
du traitement, ainsi qu’'une modification de leuh@ance et de leur nombre (données non
publiées). Ces observations de routine nous laisggérer que I'inhibition de PAI4h vitro
mene a une migration et a une prolifération moirde cellules cancéreuses. Pour vérifier
cette hypothése, des expériences de migration eraliéération en 3D ont été lancées, en
collaboration avec I'équipe de Georgia Barlovatzihten (laboratoire IBISC, FRE 2873
CNRS, Evry). Pour compléter ce travail, des expé&aes de Matrigel en 2D devraient étre
réaliséesn vitro. Il aurait été intéressant de comparevitro plusieurs modeles de cancers du
sein, tels que les cellules MCF7, qui sont moinsgasives que les MDA-MB 231 et qui
expriment moins de protéine PAI-In vivo, des souris Nude ou SCID pourraient étre
injectées avec des cellules cancéreuses de laeliffii®A-MB 231, suivies de plusieurs
injections intra-tumorales ou bien i.v. de DLS-siRNbu bien de DLS-shRNA permettant
une expression constitutive dans la cellule) dangeine de la queue, pour observer si ces
molécules ont le méme potentiel thérapeutigu&ivo. Selon la toxicité engendrée chez la
souris a des concentrations efficaces d’AN, lelivdince par les Nx, moins toxiquesvivo,

pourrait étre envisagee.

Dans le cadre d’'une récente collaboration aveplfge de Florence Apparailly (U844
INSERM, Montpellier), des siRNA anti-TNE&-vont étre délivrés via des DLS et des Nx, chez
un modele de souris présentant de 'arthrite rhoidat(Khouryet al. 2006). Ces expériences
nous permettront de savoir si nos vecteurs soitkedsin vivo et pendant combien de temps,
et s'ils s’'avérent toxiques a des concentrationficaefes en siRNA. Selon la voie
d’administration, nous saurons aussi si nos lip@desont capables de cibler efficacement les

tumeurs.

V. PEPTIDES VERSUS LIPOPLEXES.
Les stratégies a base de peptides et de lipoplg&Esedent leurs avantages et leurs
inconvénients propres pour vectoriser les AN, di@st ON. Comme vu précédemment
(Thierry et al. 2006, Resinat al. 2007b), a ce jour les lipoplexes semblent consenve

avantage certain a plusieurs niveaux (voir Tablu
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Tableau 13: avantages et inconvénients actuels des 2 striat&de vectorisation testées.

STRATEGIE DE

VECTORISATION AVANTAGES INCONVENIENTS

| 2 Bonne efficacité  dé
pénétration dans la cellule

» Toxicitte a trées fortg
concentration (> 2uM)

"> Trés faible pénétration des QN
| jusqu'au noyau cellulaire
»  Séquestration dans les

PEPTIDES > Svnthese chimiaue simole & ndosomes ; utilisation d’'agents

rapid}éz 9 P endosomolytiques inenvisageable
L » in vivo
» Possibilité de synthétiser UIe> Cotit de synthése des peptidels
nouveaux peptides originaux
» Protection et condensation
des ON
', . Bo_nne efficacite  de » Toxicité a faible concentration
pénétration dans la cellule > 300-500nM en milieu saris
» Pénétration des ON jusqu’ats . .
novau cellulaire sérum, > 1uM avec sérum)
LIPOPLEXES y » Codt des lipides

» Formulation et stabilité des
particules

» Peu ou pas de séquestrat
dans les endosomes

» Possibilité de réaliser des
complexes peu chargés

» Caractere cationique difficile a
utiliserin vivo
on

Méme si les lipoplexes ont une longueur d’avaneelss peptides a ce jour pour
vectoriser les ON et corriger I'épissage alternatibrmal, le vecteur idéal n’a pas encore été
congu. Les efforts de nombreuses équipes de Réwhpour mettre au point un vecteur sans
inconvénients sont loin d'étre récompensés. L'idéalier les avantages des 2 systemes
motive encore plusieurs groupes, tel celui de M.@chilin, mais se cantonne souvent a
I'utilisation de TAT en tant que CPP.

L'idéal serait d’encapsuler un peptide lié a I'@Ens les liposomes pour le protéger.
Apres déstabilisation des membranes des endosoarelelipides comme le DOPE, les
peptides-ON seraient libérés prés du noyau et aauntry pénétrer via les pores. L'ON serait
mieux protégé vis-a-vis des nucléases par la pcéseém peptide. Le facteur limitant de cette
stratégie est évidemment les interactions et lesgels répulsives entre les liposomes et les
peptides. Certains de nos collaborateurs ont réasgormer des complexes entre des
liposomes cationiques (DOTAP, DOPE), des AN (ADNp)es peptides cationiques, avec
une action synergique des 2 transporteurs (Tradtuhdh soumis).
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A l'inverse, il serait envisageable de complex®N dans le liposome, puis de greffer
des peptides a la surface, comme ce qui est réaleEles molécules de PEG. L'inconvénient

de cette stratégie serait certainement la cytot@xéngendreée.

VI. EVOLUTION DES LIPOSOMES.

Aujourd’hui, on assiste a 2 évolutions des lipoeemutiliser les lipoplexes « nus »,
ou bien utiliser le ciblage cellulaire ou aléatodes molécules. En effet, I'adressage
spécifigue des molécules thérapeutiques vers uanergun tissu ou une cellule cancéreuse
constitue un enjeu important pour le traitementreerdgutres des maladies infectieuses,

cancéreuses ou d’origine génétique.

+ Ciblage cellulaire

Dans nos complexes, des groupements favorableg) @dAt exposés a la surface des
particules grace au DOPE, qui permet d’ancrer dsummolécules. Le ciblage cellulaire
pourrait permettre une plus grande activité desplgxes et en réduire la toxicité. Dans cette
étude, nous nous sommes affranchi de ce critereczer sommes confrontés a des problemes
antérieurs au ciblage : la stabilité, 'hnomogénéifficacité des particules, ainsi que leur
reproductibilité. Le ciblage cellulaire n’est paarfait, car ciblées ou non, les particules sont
internalisées de facon indépendante dans les egll@lomme celles du systeme réticulo-
endothélial. De ce point de vue, on gagnerait pecibder les lipoplexes, surtout lors
d’injections sytémiques chez I'animal. Cependaatgiblage cellulaire pourrait certainement
constituer un avantage lors d'expérien@s vivQ comme par exemple pour cibler des

populations cellulaires minoritaires comme lesudel souches.

+ Ciblage aléatoire

Greffer des polyméres de PEG a la surface desdipes peut constituer une bonne
alternative aux lipoplexes peu stables dans legumilbiologiques. Ces liposomes pégylés ou
furtifs constituent la %" génération de liposomes. Ici aussi, nous nous ssraffranchi de
ce critere car nos lipoplexes s’averent stalmesitro et in vivo. De plus, le PEG est un
vecteur moins efficace que les Lx en terme de patien et de délivrance dans les cellules.
La pégylation des liposomes offre cependant I'sag@tde ne pas étre reconnus comme
étranger dans la circulation sanguine, donc legplgxes ne seront pas dégradés par ces

macrophages hépatiques. Les molécules de PEG pgedosn permettre une plus grande
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disponibilité des complexes dans la circulationgs@éme et augmenter leur durée de vie. Ce

genre d’expériences pourrait étre envisagees.

+ Ciblage des cellules cancéreuses

La 3™ génération s'oriente vers des liposomes pégylégeirés d’acide folique par
exemple, alliant les 2 types de ciblage. Cet afntigue permet aux liposomes de reconnaitre
spécifiguement les récepteurs a I'acide foliqueespiimés dans les cellules cancéreuses et
donc de les cibler dans une stratégie anticancgreusdiffusant passivement au travers de
I'épithélium vasculaire discontinu au niveau d’ussti tumoral. Ce ciblage des liposomes
pourrait étre évalué en véhiculant les siRNA amtl-P dans un modéle de cancer du dain

Vivo.

VII. PERSPECTIVES GENERALES.

Les études dans ce laboratoire m'ont donné I'dppdé d'utiliser 2 stratégies de
vectorisation des ON, les peptides et les liposomess €également d’appliquer la délivrance
des lipoplexes a 2 modeles cellulaires tres insams. La suite logique de ces travaux est
évidemment de passer a un stade plus avancé aetbstin vivo. L'efficacité de délivrance
des particules DLS et Nx, pour véhiculer de 'ADNdes ON, a déja été démontrée chez la
souris (Thierryet al. 1995, 1997) et le babouin (Tavitiat al. 2002). Les résultats tres
encourageantn vitro doivent étre vérifiésn vivo sur I'animal de laboratoire, dans des
modeéles trés preécis :

» modele de I@-thalassémie essais de correction de I'épissage alternatitda lignée

erythrocytaire ;

» modele du cancer du seinjections de cellules tumorales (MDA-MB 231, D

chez la souris Nude ou SCID.

Tres efficaces sur les modeles de cellules adteserésistantes et tolérantes (Hela,
MDA-MB 231, MCF7, C10 MJ, KS Y-1), les lipoplexesansfectent plus difficilement les
cellules primairesn vitro, ainsi que les cellules en suspension. Les lipesoDLS et Nx ont
été testés sur plusieurs modeles de cellules pema vitro : cellules hématopoiétiques,
fibroblastes, cellules progénitrices (Thieatyal. 1997, Aksentijevictet al. 1996, Lisziewicz
et al. 1994). Par ailleurs, plusieurs groupes se sorglésatta transfecter les cellules
dendritiques avec des liposomes dans des stratégiegaccination (Fogeet al. 2004,

Mockey et al. 2007), avec succes. Des travaux restent a étlisé®gour améliorer les
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propriétés physicochimiques de nos formulationsr gmermettre la transfection efficage
vitro etin vivo sur les cellules primaires. Pour y parvenir, lessgdmblent la formulation la
plus appropriée, grace a leur charge globale prdehla neutralité, les particules cationiques
étant trop toxiques. Toutefois, les observationsxpériencesn vivo notamment chez la
souris, ou les cellules tumorales greffées, montertransfert d’AN efficace (Thierrgt al.
1995, 1997).

Pour pouvoir atteindre un stade pré-clinique avas molécules, elles ne doivent pas
présenter de toxicité a la dose d’ON efficace dre@@mal de laboratoire. L’administration
systémique des DLS a déja permis d’observer laadigtribution chez la souris (Thiergy al.
1995) et les Nx chez le babouin (Tavitieahal. 2002) : cceur, poumons, foie, rate, muscle,
rein, cerveau, vessie, moelle osseuse. L’expresiigriasmide vectorisé a ainsi été retrouvée
jusque 3 mois aprés administration. Les complexdésnaues et proches de la neutralité
paraissent moins toxiques que ceux tres cationiduessNx semblent donc les molécules les

plus appropriées, quant a leur charge proche deutalité, pour véhiculer les GN vivo.

Il existe de nombreuses applications des lipogexmour traiter des maladies
génétiques et des cancers (voir Tableau 14). Dammthbreuses pathologies, des mutations
sont a l'origine d'un épissage alternatif anormall@ cause de cancers, de maladies
héréditaires et neurologiques (Brinkman 2004, $sehat al. 2006, Scholzovat al. 2007,
Venables 2006).
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Tableau 14: applications possibles des lipoplexes pour lestéments de maladies
génétiques et de cancers.

PATHOLOGIE / CIBLE STRATEGIE REFERENCES

B-Thalassémie Correction de I'épissage alternatif Kaegal. 1998

Van Deutekonet al.2001
Saut d’exon Bremmer-Boutt al. 2004
Fletcheret al.2006

Progéria : syndrome de Correction de I'épissage alternatif| Erikssonet al. 2003
Hutchinson-Gilford (HGPS) | (présence d’un site cryptique) Scaffidiet al. 2005

Bcl-x : régulation de I'apoptosg
Applications: cancers du sein
de la prostate

Dystrophie Musculaire de
Duchenne (DMD)

" Réorientation de I'épissage vers | Mercatanteet al. 2001,
l'isoforme pro-apoptotique Bcl-xS | 2002

Arthrite Rhumatoide SiRNA, shRNA Khouryet al.2006

Brinkman 2004
SiRNA, shRNA Overhoffet al. 2005
Srebrowet al. 2006

Diverses cibles a des fins anti
cancéreusegex : survivine)

L’éventail de maladies que nous sommes potentielle capables de traiter avec nos
molécules est donc conséquent. La mise sur la matehmédicaments a base d’ON antisens,
tel que le Vitraven®', laisse entrevoir un bon espoir pour le dévelomrgnde nouveaux
médicaments thérapeutiques a base d’ON vectoraédas lipides.

VIII. CONCLUSION.

Il parait a ce jour évident que le vecteur perargttune vectorisation optimale de
molécules d'intérét sans effets secondaires n'aguasre été développé. Les efforts des
vectorologistes se concentrent a la fois sur leeldgpement et I'optimisation de molécules
de délivrance non toxiques, ainsi que sur leuriegfibn en tant que médicament. Dans cette
thése, jai eu l'opportunité d'allier ces 2 aspeetsj'ai montré que les lipides peuvent
présenter un énorme potentiel pour délivrer deseiNant que molécules thérapeutiques et

ceci malgré la toxicité engendrée, leur principatéur limitant.

Il apparait qu'il faille adapter avec grande prémmn les avantages et les
inconvénients des lipides dans l'utilisation des jhaur une application clinique, et de
démontrer dans uné"iphase de développement I'efficacité dans un meatiiteal approprié

a cette application clinique.
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démontré gu’ils protégent et vectorisent efficaceies acides nucléiques dans les cellifegtro ainsi
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taille, reproductibilité, faible toxicité, stab#itau cours du temps et efficacité en présencerdensélous
avons appliqué ces vecteurs a la délivrance d'pligktotides antisens et de siRN# vitro,
respectivement dans un modéle de correction dés$age alternatif contenant l'intron aberrant d@-la
thalassémie et dans un modéle de cancer du sew.rédnltats démontrent une grande efficacité de
délivrance des oligonucléotides via nos vectepiditjues dans les 2 modéles, a faible concentratiam
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we studied the cell uptake mechanism in cell caltand evaluated the proportion of active transport
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global net charge as well as on the size of congslér vivo studies must be carried out to evaluate the
efficiency and the respective properties of théed#nt developed formulations, in splicing corrextand
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