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Résumé

Le chitosane est un polysaccharide naturel, généralement reconnu pour sa biocompatibilité et
biodégradabilité. Sa notoriété se doit non seulement a la diversité de ses applications
biomédicales, mais aussi a la disponibilité des groupes fonctionnels qui permettent la
modification de ses caractéristiques physicochimiques. Dans le contexte de la thérapie génique,
le chitosane est reconnu pour son potentiel en tant que nanovecteur, pour transporter du
matériel génique a l'intérieur des cellules. Notre laboratoire a mis au point la synthese d’un
diéthylaminoéthyl-chitosane-polyéthylene glycol-acide folique (DEAE1,-CH-PEG-FA;), qui a déja
démontré sa capacité de transfection in vitro sur plusieurs lignées cellulaires et son potentiel
thérapeutique en tant que nanoparticule dans un modele animal d’arthrite. Ces résultats
prometteurs ont encouragé la suite de nos recherches. Ainsi, I'évaluation des propriétés
cytotoxiques et hémotoxiques de notre chitosane modifié et de ses nanoparticules s’est avérée
une étape essentielle pour continuer vers une potentielle application clinique. Etant donné les
résultats contradictoires des rapports sur les caractéristiques hémocompatibles de ce polymere,
en plus du manque de témoins d’interférence, de I'absence de données sur le niveau de
contamination aux endotoxines des formulations et [I'hétérogénéité des protocoles
expérimentaux dans la littérature, nous avons employé les lignes directrices de I'lISO, I’ASTM et le
NCL pour estimer son profil toxicologique. Dans cette étude, nous avons approfondi les
connaissances sur I'hnémocompatibilité des nanoparticules de DEAE1;-CH-PEG-FA,/siRNA dans un
cadre contr6lé et informatif. Cette évaluation a montré une faible réponse hémolytique et
d’agrégation plaquettaire, et aucun effet sur le systtme du complément et sur le temps de
coagulation du plasma. Egalement, la mesure du niveau de radicaux libres (ROS et NO) n’a pas
décelé une réponse biologique reliée au stress oxydatif. Cependant, la viabilité cellulaire et le
niveau de libération de la lactate déshydrogénase (LDH) ont révélé une relation en fonction de la
concentration, du temps d’exposition et du type cellulaire étudié. Enfin, I’expression de cytokines
telles que le TNF-q, I'IL-6, I'IL-4 et I'lL-10 ont été comparables a ceux du témoin négatif, le PBS.
Dans cette quéte de I'estimation des propriétés biocompatibles de notre chitosane, notre projet

s’est dirigé vers I'étude des mécanismes moléculaires. C'est ainsi que nous avons étudié les voies



de signalisation reliées aux récepteurs de surface cellulaire susceptibles de reconnaitre le
chitosane, notamment le récepteur toll-like 4 (TLR-4) et les récepteurs de lectine de type C (CLR).
Nos données révelent que les nanoparticules de DEAEi1,-CH-PEG-FA>/siRNA, a différentes
concentrations et a différentes périodes d’incubation, n’activent pas les voies de signalisation des
IKK/NF-kB, MAPKs, AKT et SYK. Ces résultats ont été supportés par I’absence d’une réponse pro-
inflammatoire mesurée a partir de I’'expression de médiateurs clés comme le TNF-a, IL-1B, IL-6,
COX-2 et iNOS. Au vu de nos découvertes, nous pouvons déduire le potentiel d’innocuité de notre
chitosane modifié (DEAE12-CH-PEG-FA;), indispensable pour son application dans la thérapie
génique. Egalement, nous suggérerons la possibilité que des récepteurs cellulaires qui n’ont pas
encore été identifiés soient impliqués dans la reconnaissance et I'internalisation du chitosane, ce

qui mérite la réalisation d’études plus approfondies.

Mots-clés : Chitosane, nanoparticules, siRNA, biocompatibilité, toxicité, transduction du signal,

récepteurs, inflammation, stress oxydatif, thérapie génique.



Abstract

Chitosan is a natural polysaccharide, generally known for its biocompatibility and
biodegradability. Its notoriety is due not only to the diversity of its biomedical applications but
also to the presence of functional groups in its chain, which allow the modification of its
physiochemical properties. In gene therapy applications, chitosan is known for its potential as a
nanovector to transport genetic material to cells. Our laboratory has synthesized a modified-
chitosan diethylaminoethyl-chitosan-polyethylene glycol-folic acid (DEAE1;-CH-PEG-FA;), which
has already shown in vitro transfection efficiency in several cell lines and a therapeutic potential
as a nanoparticle in an animal arthritis model. These promising results encouraged further
research. Thus, the evaluation of the cytotoxic and hemotoxic properties of our modified chitosan
and its nanoparticles became an essential step to continue towards potential clinical applications.
Given the existing contradictory outcomes about the hemocompatible characteristics of this
polymer, as well as the lack of interference controls, the absence of data on endotoxin levels in
nanoformulations and the diversity of the experimental protocols, we used 1ISO, ASTM and NCL's
guidelines to estimate its toxicological profile. In this study, we discovered new information about
DEAE1,-CH-PEG-FA,/siRNA nanoparticle hemocompatibility, in a controlled and informative
framework. This evaluation showed low hemolytic properties, low platelet aggregation capacity
with no effect on the complement and coagulation systems. Moreover, detection of free radical
levels (ROS and NO) did not show a biological response related to oxidative stress. Nevertheless,
cell viability and the levels of lactate dehydrogenase (LDH) release revealed concentration-,
incubation time- and cell-dependent outcomes. Regarding cytokine expression, TNF-a, IL-6, IL-4
and IL-10 levels were equivalent to those of the negative control, PBS. In the quest to evaluate
the biocompatible properties of chitosan, our project focused on the study of its molecular
mechanisms. Therefore, we studied signaling pathways related to receptors that have been
associated to chitosan recognition such as toll-like receptor 4 (TLR-4) and C-type lectin receptors
(CLRs). Our data revealed that DEAE1;-CH-PEG-FA,/siRNA nanoparticles, at the studied
concentrations and time courses, did not activate the IKK/NF-kB, MAPKs, AKT nor SYK signaling

pathways. These results were supported by the absence of an inflammatory response measured



by the expression of key mediators such as TNF-a, IL-1f3, IL-6, COX-2 and iNOS. In view of our
findings, we deduced the safety potential of our modified chitosan (DEAE1,-CH-PEG-FA;) which is
mandatory for gene therapy applications. Moreover, we suggest the involvement of unidentified

cellular receptors in the recognition and uptake of chitosan which warrant further investigation.

Keywords: Chitosan, nanoparticles, siRNA, biocompatibility, toxicity, signal transduction,

receptors, inflammation, oxidative stress, gene therapy.
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Chapitre 1 — Introduction

1.1 Mise en contexte

La thérapie génique est une approche thérapeutique qui se développe depuis des décennies pour
traiter divers types de pathologies comme les maladies inflammatoires, le cancer, les affections
cardiaques et neurologiques. Cette approche thérapeutique utilise diverses stratégies, comme les
vecteurs qui complexent des acides nucléiques et les transferent aux cellules cibles pour traiter
une maladie. Ainsi, les vecteurs peuvent étre modifiés et fonctionnalisés, afin que les
nanoparticules qu’ils forment avec le matériel génique ciblent adéquatement les tissus avec un
minimum de toxicité. La biocompatibilité est une propriété essentielle pour les particules a
I’échelle nanométrique, car celles-ci peuvent activer les cellules et induire I'expression d’une
avalanche de médiateurs comme les cytokines, augmenter le stress oxydatif et/ou affecter les
facteurs de coagulation, ce qui peut conduire a des effets biologiques tres défavorables comme
la formation des thrombus et I'occlusion des arteres. Dans la course au développement de
nanoparticules avec une toxicité limitée, 'utilisation des polymeéres cationiques s’est répandue.
Parmi eux, le chitosane attire I'attention, car il est reconnu de maniéere générale comme étant

biocompatible et biodégradable.

Bien gu’il existe dans la littérature des études sur la biocompatibilité du chitosane, les protocoles
expérimentaux utilisés pour son évaluation sont trés hétérogénes, ce qui donne des résultats
contradictoires difficiles a interpréter. De surcroit, les rapports sur ses propriétés
d’hémagglutination, la génération d’une réponse oxydative, et les niveaux de contamination aux
endotoxines des nanoformulations sont limités. Les deux premiers objectifs de cette these de
doctorat sont donc, la synthése du diéthylaminoéthyl-chitosane-polyéthyléne glycol-acide folique
(DEAE12-CH-PEG-FA;) sans endotoxines et I"évaluation in vitro de la réponse biologique de
composants du sang humain exposés aux nanoparticules de DEAE1,-CH-PEG-FA;/petits ARN

interférents (siRNA)-SSB, en utilisant des lignes directrices adaptées aux nanomatériaux. Notre



premier article montre le développement de cette étude avec la mesure de la cytotoxicité,

I’hématotoxicité, la réponse inflammatoire et le stress oxydatif en réponse a nos nanoparticules.

Dans ce méme contexte d’évaluation toxicologique des nanoparticules de DEAE;,-CH-PEG-
FA,/siRNA-SSB, I’étude de leurs mécanismes moléculaires s’est avérée incontournable. Si bien des
études sur les dérivés du chitosane ont montrés leur implication dans I'activation des cellules
dendritiques a travers un mécanisme dépendant du récepteur toll-like 4 (TLR-4) et d’autres ont
proposés leur internalisation via le récepteur de mannose (MR) chez les macrophages,
I'interaction directe entre ce polymeére et ces récepteurs n’a pas encore été démontrée. C'est
ainsi que l'activation des principales voies de signalisation associées aux récepteurs TLR-4 et
certains récepteurs de lectine de type C (CLR) en réponse a nos nanoparticules a été évaluée. Ceci
constitue donc le troisieme objectif de cette thése, ou la phosphorylation des protéines clés dans

les voies de signalisation des récepteurs mentionnés a été explorée.

La réalisation de ce projet permettra d’évaluer l'innocuité de nos nanoparticules de chitosane
modifié (DEAE12-CH-PEG-FA,/siRNA) et apportera des nouvelles avancées dans le cadre de la
thérapie génique, ou I'utilisation des nanovecteurs avec faible toxicité et immunogénicité est

essentielle dans le traitement de nombreuses maladies.

Cette these de doctorat est divisée en trois grands chapitres. Le premier chapitre présente une
revue de la littérature sur le chitosane, les composants du sang, les études de biocompatibilité,
les lignes directrices des nanomatériaux et la toxicité reliée aux dérivés de chitosane, ce qui
résume les éléments clés de notre projet de recherche. Le deuxiéme chapitre présente un article
publi¢ et un autre soumis. Le premier montre les résultats in vitro des études
d’hémocompatibilité et le deuxieme I’activation des voies de signalisation étudiées. Finalement,
le troisieme chapitre présente la discussion et la conclusion du projet de recherche, en soulignant
les contributions de ces résultats a I'avancement des connaissances dans le domaine de la

thérapie génique.



1.2 Lathérapie génique

La thérapie génique est une stratégie en plein essor, qui ne cesse d’évoluer a travers ses divers
champs d’application et le développement de la vectorisation. La diversité d’essais cliniques
complétés ou en cours au niveau mondial témoigne du potentiel de cette technique dans une
panoplie de maladies neurologiques, inflammatoires, oculaires, cardiovasculaires et cancéreuses
[1]. La thérapie génique est définie comme une stratégie visant a modifier I'expression d'un gene
ou corriger ou remplacer un géne défectueux, en utilisant I'acide désoxyribonucléique (ADN) ou
I'acide ribonucléique (ARN) afin de produire un effet thérapeutique ou traiter une maladie [2].
Etant donné que 'administration directe des acides nucléiques peut s’avérer inefficace a cause
de leur dégradation par des nucléases, I'utilisation de vecteurs qui les protegent et les
transportent aux cellules cibles est devenue courante [3]. L'efficacité de transfection et une faible
immunogénicité sont des aspects recherchés dans cette approche. Il existe trois types de
systemes ou de méthodes de livraison dans la thérapie génique a savoir : viral, chimique, et
physique [4]. Le premier systéme est constitué de vecteurs viraux tels que le rétrovirus, le
lentivirus, I'adénovirus et le virus adénoassocié, lesquels sont reconnus pour leurs hauts niveaux
de transfection. Cependant, ils sont aussi colteux, difficiles a produire et sont associés a de fortes
réponses immunitaires [5]. Les systemes chimiques sont constitués de plateformes non virales
comme les vecteurs polymériques, inorganiques ou lipidiques. Les exemples les plus
représentatifs des vecteurs polymériques sont le chitosane, le polyéthyleneimine (PEl), les
dendriméres et le dextrane, parmi d’autres. Les plus étudiés dans le groupe des vecteurs
inorganiques sont les nanoparticules métalliques (particules d’or ou d’argent), les nanotubes de
carbone et les boites quantiques. Finalement, les liposomes sont les vecteurs les plus connus du
groupe lipidique [5]. Les vecteurs non viraux sont moins performants que les viraux, mais ils
peuvent étre développés a partir de multiples matériaux, et modifiés ou fonctionnalisés afin
d’augmenter leur niveau de transfection, améliorer le ciblage de cellules et réduire la réponse
immunitaire indésirable [6]. Finalement, les méthodes physiques utilisent des techniques directes
pour le transfert génique comme les micro-injections, ou des méthodes qui créent des pores

temporaires sur les membranes cellulaires afin d’introduire le matériau génique a l'intérieur.



L’électroporation, la sonoporation et la magnétoporation utilisent des impulsions électriques, des
ultrasons et des champs magnétiques, respectivement, pour déstabiliser la membrane et
transférer le matériel génique [5]. Les méthodes physiques ne sont pas trés utilisées a cause de
la difficulté de la technique et le risque de dommages cellulaires et tissulaires [5]. La figure 1
résume les systemes mentionnés ci-dessus. Parmi toutes ces plateformes, les vecteurs non viraux

polymériques a base de chitosane seront décrits tout au long de ce chapitre.
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Figure 1. — Systémes de livraison utilisés dans la thérapie génique.

Le systeme chimique est constitué des nanoparticules métalliques, comme I'or ou 'argent, des
polymeéres comme le chitosane et des liposomes, entre autres. Cette méthode permette
I'utilisation d’une variété de matériaux et des modifications afin d’améliorer I'efficacité de
transfection des vecteurs. Les virus désactivés, comme les adénovirus, sont le plus performants
dd a leur bon taux de transfection, mais comportent des risques d'immunogénicité. Finalement,
la méthode physique crée des pores temporaires sur les membranes cellulaires qui facilitent
I'introduction de matériau génique, cependant, son utilisation est limitée a cause de possibles

dommages tissulaires. Adaptée et modifiée de Salameh et al [4].



1.3 Le chitosane

Le chitosane est un polymere linéaire naturel qui est constitué des unités de D-glucosamine et de
N-acétyle-D-glucosamine liées par des ponts B-(1-4) [3, 7]. En général, il est reconnu pour sa
biocompatibilité, sa biodégradabilité et sa faible toxicité [3]. Parmi ses multiples applications
biomédicales, son utilisation dans la thérapie génique [8], I'ingénierie tissulaire et la délivrance
de médicaments [9] sont les plus étudiées. Ce polysaccharide est obtenu a partir de la
déacétylation de la chitine, laquelle se trouve dans I'exosquelette des crustacés et la paroi
cellulaire des champignons [9, 10]. La déacétylation est une réaction chimique ou la chitine perd
des unités acétylées (groupes de N-acétyle-D-glucosamine) en présence d’'un milieu alcalin [11]
Figure 2. La quantité d’unités de D-glucosamine (unité désacétylée) présente dans la chaine
principale du chitosane déterminera le degré de déacétylation (DDA) du polymeére. Le
pourcentage (%) de DDA influence la solubilité, la densité de charge, la dégradation et la
cristallinité du polymere [7, 10]. Un DDA élevé représente plus d’amines libres dans la chaine du
chitosane [11]. Dans un milieu acide, la protonation des amines permet la dissolution du
chitosane et augmente la densité de charge (charges positives) de celui-ci [3]. Ceci se traduit par
une meilleure interaction électrostatique entre le chitosane et des acides nucléiques chargés
négativement, comme les petits ARN interférents (siRNA), améliorant |'efficacité de liaison [7,
10]. Le pH de la formulation du chitosane joue un réle important, car il est soluble dans des
solutions au-dessous de sa valeur de pKa (pH < ~6.3) [3, 10]. En revanche, dans un milieu neutre
ou basique, le chitosane n’est plus soluble et précipite, sauf si celui-ci contient des modifications

chimiques l'aidant a améliorer ses propriétés.

Une autre propriété importante dans les caractéristiques physicochimiques du chitosane est son
poids moléculaire (MW), représenté par la longueur de la chaine. Celui-ci peut étre modifié a
partir de la dépolymérisation du polysaccharide (conversion du polymeéere en monomeéres) par la
méthode d’hydrolyse [3]. Le MW peut influencer |'efficacité de liaison et la protection du matériel
génique. Une fois l'interaction électrostatique établie entre le chitosane et I’acide nucléique, un

MW élevé renforcerait la complexation par un effet d’enchevétrement [12]. Dans ce contexte, le



DDA et le MW du chitosane ont un effet décisif sur la complexation du matériel génique, leur

décomplexation dans les cellules et I'efficacité de transfection [7, 10, 12, 13].
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Figure 2. — Structure chimique de la chitine, du chitosane et du chitosane protoné.

La chitine, produite a partir de I'exosquelette des crustacés, est constituée principalement des
unités acétylées, représentées par la présence de groupes N-acétyle-D-glucosamine. Le chitosane
provient de la déacétylation de la chitine et comporte majoritairement des unités de D-
glucosamine. La suspension du chitosane dans des solutions a pH <6.3 permet la protonation de

leur groupes amines et sa dissolution dans la solution. Adaptée et modifiée de Yang et al [14].



1.3.1 Chitosane modifié DEAE1,-CH-PEG-FA;

La modification chimique du chitosane est possible grace a ses groupes fonctionnels amine (-NHz)
et hydroxyle (-OH) qui sont hautement réactifs [3]. Ces modifications servent a améliorer la
solubilité, la stabilité colloidale [15], la capacité tampon et par conséquent I'échappement
endosomal de la nanoparticule [15], I'efficacité de transfection [16] et/ou le ciblage des cellules
[17, 18]. Notre laboratoire a mis au point la synthése du chitosane modifié DEAE1;-CH-PEG-FA;,
libre d’endotoxines, lequel a déja démontré une bonne capacité tampon et une efficacité de
transfection in vitro [8], avec un remarquable potentiel comme nanovecteur pour la délivrance
des siRNA thérapeutiques dans un modéle animal de polyarthrite rhumatoide [19]. Dans les

sections suivantes, le réle de chaque groupe présent dans la modification est expliqué.

1.3.1.1 Groupes diéthylaminoéthyle (DEAE)

La modification de la structure du chitosane avec des groupes DEAE se réalise par la substitution
de groupes amines du polymere en position C-2. Cette modification convertit des groupes amines
primaires en amines secondaires et crée des groupes d’amines tertiaires [8, 15]. Ceci accroit la
disponibilité d’amines libres protonées (charges positives) qui peuvent interagir de fagon
électrostatique avec la charge négative des acides nucléiques (siRNA, dans notre cas), ce qui
augmente la force d'interaction et donne une meilleure stabilité a la nanoparticule [8, 15]. Plus
important encore, les groupes d’amines tertiaires permettent la dissolution du chitosane dans
des conditions physiologiques grace a leur valeur de pKa plus élevée [20]. Ceci signifie que les
amines seront protonées méme a pH 7.4 permettant ainsi la solubilité du chitosane,
contrairement au chitosane non-modifié qui précipiterait dans ces mémes conditions. Cette
modification augmente également la capacité tampon du chitosane [15], ce qui s’avere utile dans
I’échappement endosomal de la nanoparticule. La théorie de I'’éponge a protons figure parmi les
hypothéses qui expliquent I’échappement endosomal des polymeres cationiques [21]. Celle-ci
postule que dans un milieu acide comme celui du compartiment endolysosomal, la protonation
des amines provoque I'accumulation de protons et donc I'afflux de contre-ions pour maintenir

I’équilibre des charges. L'afflux continuel de contre-ions augmente leur concentration et cause



I’entrée d’eau pour rétablir I’équilibre osmotique. Ceci produit le gonflement et la rupture de

I’endosome, et finalement la libération de la nanoparticule dans le cytosol [22].

1.3.1.2 Polyéthyléne glycol (PEG)

En général, la pégylation consiste a attacher des chaines de polyéthylene glycol (PEG) aux groupes
amines du chitosane afin d’améliorer son hémocompatibilité [23] et d’offrir une meilleure
stabilité aux nanoparticules [8]. Le caractére cationique du chitosane facilite son interaction
électrostatique avec des membranes cellulaires chargées négativement comme les érythrocytes
[24], ce qui peut conduire a une thrombose. L'encombrement stérique créé par le PEG diminue
I'interaction des nanoparticules avec des protéines et des cellules [23, 25], rendant le chitosane
plus hémocompatible et sécuritaire pour des applications en contact direct avec le systéme
sanguin. Dans notre cas, I'attachement de PEG sert spécialement comme pont de liaison entre le
chitosane et I'acide folique [17]. Le PEG permet a I'acide folique de rester éloigné de la chalne du

chitosane et libre pour cibler le récepteur de folate dans les cellules qui le surexpriment.

1.3.1.3 L’acide folique (FA)

La fonctionnalisation des nanoparticules avec des ligands comme I’acide folique (FA) permet de
cibler les cellules qui expriment le récepteur de folate (FR) sur leurs surfaces membranaires, grace
a leur grande affinité [26]. Dans ce type de modifications, le FA est attaché a la chaine du
chitosane par l'intermédiaire du PEG [17]. Les cellules cancéreuses [26] et les macrophages
activés [27] sont reconnus pour surexprimer le FR, ce qui fait du FR une cible idéale pour les
traitements thérapeutiques de plusieurs maladies comme le cancer et les maladies

inflammatoires [17, 26].

1.3.2 Nanoparticules de chitosane

Les nanoparticules sont définies comme des matériaux avec des dimensions a I'échelle
nanométrique [28]. Les nanoparticules de chitosane sont formées grace a linteraction
électrostatique entre ce polymére (chargé positivement) et les molécules d'acide nucléique
(chargées négativement), sous agitation mécanique a température piece [10]. Cette association

protege le matériel génique de la dégradation par des nucléases [3]. L’efficacité de complexation



des acides nucléiques par le chitosane est liée au ratio entre les groupes amine du polymere (N)
/ et les groupes phosphate de l'acide nucléique (P) a complexer (N/P) [10]. La complexation, a un
ratio N/P déterminé, peut étre vérifiée facilement par électrophoreése sur gel d'agarose, et elle
est dépendante du pH de la solution. En effet, dans un milieu acide, les amines protonées du
polymére permettent une meilleure interaction avec le matériel génique [10]. L’efficacité de
transfection est un compromis entre un ratio N/P qui permet une complexation efficace, mais qui
en méme temps permet la libération des acides nucléiques une fois a l'intérieur de la cellule [7,

10].

Deux des caractéristiques les plus importantes des nanoparticules sont la taille et le potentiel
zéta. Ces deux propriétés son reliées au DDA, le MW [8, 29], le ratio N/P et le pH de la formulation
du chitosane [15, 30]. Le potentiel zéta est non seulement représentatif de la charge nette de la
nanoparticule, mais témoigne également de I'homogénéité entre les préparations [31] et de la
stabilité des nanoparticules dans la suspension [32]. Dans le cas du chitosane, la protonation
d’amines augmente la charge positive de surface et donc le potentiel zéta. Un potentiel zéta
positif facilite I'interaction électrostatique entre les nanoparticules et les membranes cellulaires

portant une charge négative [17].

1.3.2.1 Les nanoparticules de DEAE;,-CH-PEG-FA,/siRNA-SSB

La thérapie génique se sert non-seulement des acides nucléiques comme I’ADN et I’ARNm pour
stimuler ou inhiber I’expression d’'un géne, mais aussi des siRNA utilisés pour le silencage génique
post-transcriptionnel [33]. Le mécanisme utilisé par le siRNA permet la dégradation de ’ARNm
qui code pour une protéine cible, évitant ainsi sa traduction et donc diminuant son expression.
Cette stratégie est utile dans des maladies ou la surexpression d’une protéine est la cause

principale de celle-ci [33].

Notre projet de recherche utilise le siRNA- « Sjogren syndrome antigen B » (SSB) pour la formation
de la nanoparticule et I'évaluation de la toxicité de la formulation. Le SSB est un géne qui code
pour la protéine La. Cette protéine se lie aux transcrits produits par I'ARN polymérase Il afin de
faciliter leur repliement et maturation et les protéger contre la dégradation par les exonucléases

[34]. Les ARN polymérases réalisent la transcription de I'ADN en ARN chez les cellules eucaryotes.



L'ARN polymérase Il transcrit spécifiqguement les génes qui codent pour I'ARN ribosomique 58,
les ARN de transfert et d'autres petits ARN [35]. Le SSB est associé a des maladies auto-immunes
telles que le syndrome de Sjogren et le lupus érythémateux disséminé (LED) [36]. Le syndrome de
Sjogren est caractérisé par une perturbation des glandes exocrines (lacrymales et salivaires) se
traduisant dans une sécheresse buccale et oculaire [37]. Le LED pour sa part est caractérisé par la
production d’auto-anticorps et la formation et le dép6t des complexes immuns dans les tissus, ce
qui provoque l'inflammation [38]. Bien que le siRNA-SSB pourrait étre utilisé éventuellement
comme ingrédient actif dans une nanoformulation a des fins thérapeutiques, notre projet de
recherche se sert de la nanoparticule comme plateforme afin d’évaluer son profil d’innocuité,

plutot que comme moyen de traitement médicinal.

L'utilisation du siRNA-SSB pour la formation de la nanoparticule présente comme avantage
I’expression ubiquitaire du SSB, ceci signifiant qu’il est présent dans la plupart des tissus [39], ce
qui a déja permis d’évaluer I'efficacité de transfection de notre chitosane dans une variété des
cellules [8]. De plus, la séquence du siRNA-SSB utilisée pour ce projet a déja montré une
production limitée des cytokines [39], ce qui est indispensable pour éviter toute interférence avec
le test qui évalue la capacité des nanoparticules a produire la sécrétion des médiateurs pro- et

anti-inflammatoires, cet essai faisant partie des tests d’hémocompatibilité.

1.4 Les récepteurs du chitosane

La littérature identifie plusieurs récepteurs de cellules immunitaires qui sont susceptibles de
reconnaitre le chitosane et/ou la chitine, a savoir: le TLR-4 [40-43], le MR [44-46], le récepteur
CD14 [47, 48] et le récepteur du complément 3 (CR3) [47]. La chitine pour sa part est reconnue
par les récepteurs de lectine de type C (CLR) tel que dectin-1 [49] et le MR [50], en plus du
récepteur toll-like 2 (TLR-2) [51, 52].

Les détails concernant les récepteurs TLR-4, MR et dectin-1 seront discutés dans la section 1.6.3.
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1.5 Le sang, ses composants et leurs roles

Le sang est un tissu conjonctif fluide qui transporte I'oxygene et des nutriments a travers les
vaisseaux sanguins ainsi que les déchets des différents tissus pour les acheminer aux organes
d'excrétion. Il est constitué de plasma, d’une variété de cellules ainsi que de protéines
responsables des réponses immunitaires et de ’hémostase [53]. Les composants du sang et leurs

roles seront décrits plus en détail dans cette section.

1.5.1 Les globules rouges

Les globules rouges ou érythrocytes sont des cellules anucléées et biconcaves qui constituent 45%
du volume total du sang. Les érythrocytes sont formés dans la moelle osseuse a partir des cellules
souches hématopoiétiques, lors d’un processus appelé érythropoiese. Ces cellules sont d’origine
myéloide et leurs précurseurs sont les réticulocytes, lesquels perdent leur noyau avant de se
différencier en érythrocytes [53, 54]. L’hémoglobine, le composant principal des érythrocytes, est
une molécule constituée de la portion globine (protéine) et de ’lhéme (cofacteur contenant du
fer) [53, 54]. Le role principal des érythrocytes est d’acheminer I’oxygéene (O2) aux tissus a travers
I’'hémoglobine, qui fixe les molécules d’oxygene sur I’héme. Ces protéines transportent non
seulement I'oxygéne, mais aussi le dioxyde de carbone (CO;) des tissus vers les poumons, et
jouent un réle clé dans la capacité tampon du sang. Enfin, la durée de vie des érythrocytes est de

120 jours. lIs sont éliminés de la circulation sanguine par la rate [54].

La libération de I’'hémoglobine par des érythrocytes endommagés, ou hémolyse, est I'un des
indicateurs de la toxicité hématologique des agents exogénes. Etant donné que I’hémoglobine
est un pigment de couleur rouge [54], des dosages colorimétriques sont utilisés pour quantifier

I’'hémolyse induite par des agents exogénes, tels que les nanomatériaux.

L'interaction entre les érythrocytes et les nanomatériaux peut conduire dans certains cas a des
effets toxiques sur ces cellules. Les effets déléteres les plus connus sont: I’'hémolyse [55] et
I’'hémagglutination [56] qui se traduisent généralement par une anémie. L’"hémagglutination est
caractérisée par la formation d’amas cellulaires. Ces agglutinats peuvent mener a la formation de

caillots sanguins qui obstruent les vaisseaux sanguins et empéchent les érythrocytes de réaliser
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leurs fonctions [56]. Des changements de la morphologie normale de ces cellules peuvent aussi
étre observés avec |'agglutination. Etant donné I'importance des effets nocifs décrits, I’évaluation
du potentiel hémolytique et d’agrégation cellulaire des nanomatériaux est incontournable dans

I’estimation de I’"hémocompatibilité de ceux-ci.

1.5.2 Les plaquettes

Les plaquettes ou thrombocytes sont des cellules anucléées [54] formées dans la moelle osseuse
a partir des mégacaryocytes, dans un processus appelé thrombopoiese [53]. Elles ont un réle
essentiel dans I'hémostase, définie comme I'arrét du saignement ou de I’'hémorragie [54].
L’'hémostase comprend trois étapes: la vasoconstriction, la fermeture de la blessure par le
thrombus plaquettaire et la coagulation sanguine [54]. La vasoconstriction, qui est définie comme
un spasme vasculaire, diminue la perte du sang en ralentissant son écoulement. De son c6té, le
thrombus plaquettaire est formé a la suite de plusieurs évenements qu’on peut décrire comme
suit: la blessure de la paroi de I'’endothélium des vaisseaux sanguins expose le collagene, auquel
va s’attacher le facteur de von Willebrand (VWF) présent dans le plasma [54]. Ce dernier est
reconnu par les récepteurs membranaires des plaquettes en circulation et sert de pont entre
celles-ci et la Iésion endothéliale. Dans un deuxieme temps, le collagéne active les plaquettes et
déclenche la libération de I'adénosine diphosphate et de la thromboxane A2. Ces derniéres
favorisent lI'adhésion des autres plaquettes ainsi que leur activation et leur agrégation,
conduisant ainsi a la formation du thrombus plaquettaire. Ce thrombus ferme la blessure par une
action mécanique et libere des molécules qui stimulent davantage la vasoconstriction et la
coagulation sanguine [54]. La formation d’un caillot de sang par-dessus du thrombus plaquettaire
est le résultat de I'action des multiples facteurs de coagulation présents dans le plasma. La
coagulation sanguine, qui est la derniere étape de I’'hémostase, sera discutée dans la section des

facteurs de la coagulation.

Dans certains cas, l'interaction des plaquettes avec des nanoparticules peut déclencher leur
adhésion, activation et agrégation, en absence de toute lésion et en dehors du cadre de
I’'hémostase. Cette perturbation de la fonction normale de plaguettes peut conduire a la

formation d’un thrombus plaquettaire et I'occlusion des vaisseaux sanguins. Ceci pourrait
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éventuellement provoquer un infarctus du myocarde ou un accident vasculaire cérébral [56].
Ainsi, on parle de la thrombogénicité, définie comme la capacité d’'un matériau a induire la
production des thrombus [57]. Des tests spécialisés pour estimer la thrombogénicité des
matériaux permettent d’évaluer I'activation des plaquettes et leur agrégation en réponse a
I'interaction avec ces agents exogénes. Ces tests font donc partie de I'évaluation toxicologique

des matériaux destinés a étre administrés dans I'organisme.

1.5.3 Leplasma

Le plasma est un liquide complexe, qui représente 55% du volume total du sang. Il est composé
d’eau a 90% et représente le milieu dans lequel les cellules et les protéines du sang se trouvent
en suspension [54]. Il est constitué d’ions tel que le sodium (Na*), le chlore (CI') et le calcium (Ca?*)
et de protéines plasmatiques qui jouent un réle dans I'équilibre et/ou la pression osmotique du
sang et sa capacité tampon. Parmi les protéines plasmatiques, on peut nommer I'albumine, le
fibrinogéne et les globulines qui se trouvent en grande quantité. Les protéines du systeme du
complément et les facteurs de coagulation font partie du groupe des globulines. D’autres
substances organiques comme des nutriments (acides aminés, lipides et vitamines) et des
hormones sont aussi transportés par le plasma [54]. Parmi les éléments du plasma, les facteurs

de coagulation et les protéines du systeme du complément seront décrits dans cette section.

1.5.3.1 Les facteurs de coagulation

La majorité des facteurs de coagulation sont des protéines plasmatiques synthétisées par le foie.
IIs sont présents dans le plasma sous forme inactive et constituent une cascade de molécules qui
s’activent de facon consécutive, afin de déclencher le processus de coagulation [54]. L’activation
de la cascade de coagulation peut étre induite par la voie intrinséque ou la voie extrinseque. La
premiere coagule le sang directement au site de la blessure et la derniere coagule le sang qui

s’échappe aux tissus environnants [54].
La voie intrinséque

Cette voie est déclenchée par I'activation du facteur Xl (facteur Hageman), a la suite du contact

de ce dernier avec le collagéne exposé lors d’une blessure ou par I'interaction avec une surface
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étrangere. Ensuite, une série de réactions en chaine se poursuit avec I'activation d’autres facteurs
de coagulation, comme le facteur X, pour aboutir a la formation de la fibrine puis du caillot

sanguin, qui est le but ultime de la coagulation (figure 3) [54].
La voie extrinséque

Cette voie est déclenchée par des tissus endommagés qui libérent la thromboplastine (facteur
tissulaire), laquelle active le facteur X (figure 3). La séquence d’activation de la voie intrinseque
et extrinseéque est la méme a partir de I'activation du facteur X [54]. Cette séquence commune

est connue sous le nom de la voie commune qui finalise la formation du caillot sanguin.
Le caillot sanguin

La fonction principale de la cascade de coagulation est la formation du caillot sanguin. C’est un
processus complexe ou le fibrinogéne est converti en fibrine par I'intermédiation de la thrombine
(figure 3). La thrombine se trouve dans le plasma sous forme inactive, la prothrombine. Cette
derniére est activée par le facteur X activé, issu des voies intrinséque et/ou extrinseéque [54]. Une
fois la fibrine est produite, celle-ci forme une maille qui attrape les cellules sanguines comme les
érythrocytes et les agrégats plaquettaires formés lors de I'activation des plaquettes. La formation
finale du caillot est un processus simultané avec celui de la formation du thrombus plaquettaire.
Les deux processus se complétent et scellent le vaisseau sanguin endommagé. Enfin, un processus
de réparation tissulaire est mis en place, ce qui aboutit a la dissolution du caillot par un processus

de fibrinolyse [54].

L’évaluation toxicologique des nanomatériaux vérifie si I'interaction entre ceux-ci et le plasma
affecte les facteurs de coagulation, entre autres systémes. Ainsi, la fonction des protéines de la
cascade de coagulation de la voie intrinseque, extrinseque et commune peut étre vérifiée par
trois tests séparés. Le temps de prothrombine (PT) représentatif de la voie extrinseque évalue
I'activité des facteurs VII, X, V et Il [58]. Le temps de céphaline activée (TCA) associé a la voie
intrinseque examine la fonctionnalité des facteurs XllI, XI, IX, VIII, X, V et Il [58]. Finalement, le
temps de thrombine (TT) évalue la fonctionnalité de la voie commune [58]. Chaque voie posséde
un intervalle de référence du temps de coagulation (11 < PT < 155,28 < TCA<40set14<TT <
21s) [59]. Ces tests permettent donc d’estimer les propriétés anti- ou pro-coagulantes des
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formulations nanométriques comme les nanoparticules. Une altération du temps de coagulation
normal peut conduire a des coagulopathies comme des saignements incontrdolés ou, au contraire,
la formation de caillots en absence d’une lésion tissulaire. Comme exemple, la coagulation
intravasculaire disséminée (CIVD) est une coagulopathie qui peut étre générée par certains
nanomatériaux [60]. Cette pathologie est caractérisée par |'activation généralisée du systeme de
coagulation avec la formation de la fibrine et I'occlusion des petits vaisseaux sanguins [61]. Ces
faits signalent donc limportance de [I'estimation des effets de linteraction entre les

nanomatériaux et les facteurs de coagulation [60].
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Figure 3.— Cascade de coagulation.

La cascade est constituée des facteurs de coagulation présents dans le plasma sous forme
inactive. Celle-ci peut étre activée par la voie intrinséque ou extrinseque lesquelles convergent
dans la voie commune a partir du facteur X. Ce dernier active la prothrombine qui en devient la
thrombine, laquelle participe dans la conversion du fibrinogene en fibrine. La fibrine attrape les
érythrocytes et les agrégats plaquettaires formant ainsi le caillot sanguin qui scelle le vaisseau

sanguin endommagé. Adaptée et modifiée de Sherwood et al [54]
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1.5.3.2 Le systeme du complément

Le systeme du complément fait partie de I'immunité innée et complete la réponse des anticorps
contre les organismes étrangers. Il s’agit de protéines plasmatiques inactives, synthétisées par le
foie, qui adhérent de maniére non spécifique aux agents pathogenes et s’activent de maniére
consécutive dans une cascade de clivages protéolytiques [62]. Ce systeme est activé par la voie
classique, la voie alterne et la voie des lectines [63]. La voie classique est activée par des anticorps
produits de maniere spécifique contre des organismes étrangers. La voie alterne est activée par
des micro-organismes et la voie des lectines par la « mannan-binding lectin » (MBL) [63], qui se
lie aux polysaccharides de la surface des agents pathogenes [64]. La cascade est constituée de
molécules de C1 a C9 et de facteurs B, D, H, | et P [63] (figure 4). Les molécules C5 a C9 du
complément forment des complexes d'attaque membranaire sur la membrane des cellules
pathogénes. Ces molécules s'introduisent dans la membrane des micro-organismes construisant
un canal en forme de cylindre par lequel I'eau entre a I'intérieur de la cellule d{ au flux osmotique,
ce qui cause son gonflement et sa rupture (figure 5) [62]. Ces trous produisent une perte de la
fonction membranaire et détruisent les cellules, constituant ainsi une facon directe et efficace
d’éliminer les microbes [64]. Les molécules de la cascade ont également d’autres fonctions telles
gu’attirer les phagocytes aux sites d’invasion microbienne, s'adhérer aux microbes afin de les
rendre plus visibles pour étre phagocytés (opsonisation), promouvoir la vasodilatation, stimuler

les mastocytes pour libérer I'histamine et finalement activer les kinines [62].
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Le systeme du complément est composé par des protéines qui s’activent de maniére consécutive

les uns aux autres dans un processus protéolytique. Il est activé par trois voies distinctes,

classique, lectines ou alterne. La voie classique est activée par des anticorps liés de facon

spécifique sur un antigéne ou directement par des molécules appartenant aux agents

pathogenes. La voie des lectines est activée par la fixation de la MBL aux polysaccharides présents

sur la surface des micro-organismes. La voie alterne est activée par l'invasion d’organismes

étrangers. Les trois voies convergent sur la chaine C3 dont les produits des clivages sont détectés

pour mesurer I'activation du systeme. Adaptée et modifiée de Hoffman et al [64].
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Figure 5.— Complexe d’attaque membranaire.

Les molécules C5 a C9 du systéme du complément se regroupent et s’enfoncent dans la
membrane plasmique de cellules pathogénes créant des trous par lesquels I'eau s’infiltre. Ceci
cause le gonflement et I'éclatement de la cellule. Cette lyse cellulaire est exécutée rapidement et
constitue un moyen d’éliminer les microbes sans les phagocyter. Adaptée et modifiée de

Sherwood et al [62].

L'altération du fonctionnement normal du systeme du complément par les nanomatériaux peut
conduire a une réaction d'hypersensibilité ou une anaphylaxie [55]. L’hypersensibilité est définie
comme une réaction immunitaire inappropriée face a un antigene, ou une réponse inflammatoire
exagérée peut causer des dommages aux tissus [65]. L’anaphylaxie est une réaction allergique
exacerbée qui peut étre mortelle [65]. Ces conditions peuvent déclencher une production élevée
de fragments C3a et C5a, connus comme des anaphylatoxines, qui stimulent la libération de
I'histamine par les mastocytes [64]. La réaction allergique déclenchée est similaire a celle associée
aux anticorps IgE [64]. La gravité de ces réactions fait de I’évaluation des effets des nanomatériaux
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sur le systéme du complément un test indispensable pour des applications systémiques. Etant
donné que I'activation de chacune des voies du systeme du complément converge au clivage de
la molécule C3 et la formation des produits de clivage tels que C3c et iC3b [63], ces molécules
sont couramment utilisées dans I'estimation de [Iactivation du complément par les

nanoparticules.

1.5.4 Les Leucocytes (globules blancs)

Les leucocytes ou globules blancs sont des cellules du systéeme immunitaire produites dans la
moelle osseuse. Ces cellules en collaboration avec certaines protéines plasmatiques montent une
réponse inflammatoire pour éliminer les agents pathogénes ou les cellules étrangeres [54]. Les
leucocytes utilisent le sang comme moyen de transport pour arriver aux sites d’invasion ou ils
exécutent leur fonction de défense immunitaire. Ainsi, leur quantité dans le sang peut varier
dépendamment des besoins de défense du corps. Les leucocytes peuvent étre divisés dans deux
grandes catégories dépendamment de la présence de granules dans leur cytoplasme: les
granulocytes et les agranulocytes [54]. Les granulocytes sont représentés par les neutrophiles, les
éosinophiles et les basophiles. Ces cellules, d’origine myéloide, contiennent des noyaux
segmentés en plusieurs lobes et des granules dans leur cytoplasme. Les monocytes et
lymphocytes, d’origine myéloide et lymphoide respectivement, constituent les agranulocytes et
contiennent un seul noyau [54]. Ces types cellulaires seront brievement décrits dans les lignes

subséquentes.

1.5.4.1 Les neutrophiles

Les neutrophiles sont des cellules phagocytaires qui font partie de la premiére ligne de défense
du systéme immunitaire inné principalement contre des bactéries et champignons [54]. Les
neutrophiles utilisent différents mécanismes afin d’éliminer les pathogénes. D’abord, ils
détruisent les bactéries apres les avoir phagocytées a I'aide de leurs granules intracellulaires, qui
contiennent des protéines antimicrobiennes [54] ou par la production d’espéces réactives de
I'oxygéne (ROS) a l'intérieur des phagolysosomes [66]. Dans un processus de dégranulation, ils
peuvent également libérer le contenu de leurs granules par exocytoses attaquant ainsi

directement les bactéries. Ces granules cytoplasmiques peuvent étre classifiés comme suit:
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primaires (azurophiles), secondaires (spécifiques) ou tertiaires (granules de gélatinase). Des
exemples représentatifs des molécules dans chaque groupe sont : des myélopéroxydases et des
défensines pour les primaires, des lactoferrines et des ficolines-1 pour les secondaires et des
métalloprotéinases matricielles 9 (MMP9) pour les tertiaires [67]. Etant donné le contenue
hautement pro-inflammatoire des granules, la réponse inflammatoire de neutrophiles et leur
dégranulation sont des processus controlés afin d’éviter des dommages tissulaires [67].
Finalement, ils utilisent un mécanisme de mort cellulaire programmée, la nétose, ou ils se
détruisent et éliminent simultanément les cellules pathogénes [54]. La nétose est un processus
dans lequel les membranes du noyau et des granules des neutrophiles activés sont dégradées
[66] et des fibres composées de la chromatine décondensée, d’histones [68] et de protéines
antimicrobiennes sont libérées dans le liquide extracellulaire [54]. Ces fibres, appelées
« neutrophil extracellular traps (NETs) », forment une maille qui attrape, immobilise et détruit les
micro-organismes au site de l'inflammation [66]. De maniére générale, les NETs font partie de la
réponse immunitaire aux infections bactériennes, fongiques et parasitaires, cependant, ils sont

associés aussi a des maladies auto-immunes [68].

La mort des neutrophiles lorsque l'infection est maitrisée est un mécanisme préconditionné qui
fait partie du processus de résolution de I'inflammation. Ceci évite une réponse inflammatoire
exagérée avec des conséquences néfastes sur les tissus environnants a cause de la libération du
contenu des granules [67]. Cette mort constitutive est connue comme I'apoptose. L'apoptose est
une mort cellulaire organisée et controlée qui est exécutée au niveau moléculaire par des
membres de la famille des caspases. Ce processus implique la fragmentation de I'ADN et du
noyau, le rétrécissement cellulaire et I'agrégation d’éléments cytoplasmiques. Les cellules
apoptotiques sont rapidement phagocytées par les macrophages évitant ainsi une réaction
inflammatoire [69]. Etant donné les armes hautement efficaces de neutrophiles contre les agents
pathogeénes qui comprennent des enzymes protéolytiques et la production des ROS et des
NETs, I'inhibition de leur afflux au site d’infection, la régulation de leur fonctions de défense,
conjointement avec leur apoptose une fois I'infection est controlée, constituent des processus
essentiels dans la résolution de I'inflammation, la réparation tissulaire et le retour a I’'homéostasie

[70].
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1.5.4.2 Les éosinophiles

Les éosinophiles sont des cellules spécialisées qui attaquent les parasites comme les vers,
interviennent dans les réactions allergiques [62] et contribuent dans la réponse immunitaire aux
infections bactériennes et virales [67]. Semblable aux neutrophiles, les éosinophiles contiennent
des granules cytoplasmiques dont leur contenu peut étre libéré a la suite de leur activation. Cette
dégranulation peut étre le résultat d’une cytolyse programmeée ou de la libération du contenu des
granules dans I'espace extracellulaire [67]. Parmi les molécules effectrices des granules, il se
trouvent des protéines cationiques, des cytokines, des facteurs de croissance et des médiateurs
lipidiques. Certaines de ces molécules contribuent soit au maintien de la réponse immunitaire par
une fonction cytolytique soit a la résolution de celle-ci, participant a la restauration de

I'hnoméostasie [67].

1.5.4.3 Les basophiles

Les basophiles se caractérisent par la présence de récepteurs FceRl sur leur surface membranaire
qui ont une haute affinité pour les anticorps IgE. Ces cellules maturent dans la moelle osseuse et
migrent vers les tissus en présence des médiateurs comme l'interleukin-3 (IL-3) [67]. Une fois les
basophiles sont activées par la fixation des antigénes aux IgE précédemment liés aux récepteurs
FceRl, un processus de dégranulation est déclenché. Parmi les médiateurs libérés, il se trouvent
de I'histamine, des cytokines et de I'héparine. Leur niveau de sécrétion est relié a la charge

d’allergénes, ce qui détermine le degré de la réaction allergique [67].

1.5.4.4 Les monocytes

Les monocytes sont des phagocytes qui jouent un réle important dans la détection d’agents
pathogenes. lls sont produits dans la moelle osseuse et circulent dans le sang pour quelques
heures avant de s’installer dans les tissus ou ils finissent leur maturation et deviennent des
macrophages [54]. S’ils ne sont pas recrutés au niveau tissulaire, ils déclenchent un processus
d’apoptose spontanée. Dans des conditions inflammatoires, ils sont attirés vers la zone cible par
des chimiokines ou ils internalisent les antigenes. Ces cellules accomplissent la phagocytose, la

sécrétion de cytokines, la production ROS et de I'oxyde nitrique (NO) pour combattre les agents
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exogenes. lls stimulent la réparation tissulaire et se différencient en macrophages pro-

inflammatoires M1 [67].

1.5.4.5 Les lymphocytes

Les lymphocytes sont des cellules du systeme immunitaire adaptatif. La réponse immunitaire
produite par ces cellules est adaptée a chaque agent pathogéene. lls se trouvent dans les tissus
lymphoides tels que les ganglions lymphatiques, la rate, le thymus et les amygdales, et en petite
quantité en transit dans le sang. Méme si leurs précurseurs sont produits dans la moelle osseuse,

une partie de leur production vient des tissus lymphoides [54].

Les lymphocytes sont divisés en lymphocytes B et T. Les lymphocytes B sont les cellules
spécialisées dans la production des anticorps [71]. La liaison de I'antigéne a son récepteur sur les
cellules B (BCR) active leur différenciation en plasmocytes. Ces derniers produisent des anticorps
spécifiques de I'antigene rencontré. Ces anticorps se lient aux antigénes afin de les neutraliser et
de les empécher de nuire comme dans le cas des toxines ou des virus. lls peuvent également
assister le systeme immunitaire inné dans l'identification d’antigénes en se liant a ceux-ci, ce qui

attire les molécules du complément ou directement les phagocytes [62].

Les lymphocytes T sont spécialisés dans les réponses a médiation cellulaire. Il en existe 3 sous-
populations, a savoir, les lymphocytes T auxiliaires (Tw), les lymphocytes T cytotoxiques (T¢) et les
lymphocytes T régulateurs (Treg). A 'opposé des lymphocytes B qui peuvent étre activés par le
contact direct avec I'antigéne, |'activation de lymphocytes T dépend non seulement de la liaison
de leur récepteur (récepteurs des lymphocytes T (TCR)) avec I'antigéne exogéne, mais aussi avec
un antigéne du soi (molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH)) [62]. L’activation
de cellules Tu induit leur différenciation en cellules effectrices qui potentialisent 'activation des
cellules B, Tc et macrophages. L’activation de cellules T¢ leur permet d’attaquer directement les
cellules pathogénes, les cellules infectées par des virus et les cellules cancéreuses. Pour leur part,

les cellules Treg ont un réle dans la suppression ou la régulation de la réponse immunitaire [72].

Une revue de la littérature sur certains constituants clés du systéme immunitaire sera faite plus
bas, afin de compléter cette derniére section et couvrir les modeles biologiques utilisés dans les

études de biocompatibilité décrits a la section 1.7.
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1.6 Le systéme immunitaire

Le systéme immunitaire est un systéme complexe équipé d’une variété d’organes, de cellules et
de protéines qui participent dans la reconnaissance des agents pathogénes (virus, bactéries et
parasites) et produisent une réponse immunitaire adaptée a cette menace. Il reconnait
également les cellules anormales comme les cellules cancéreuses et celles infectées par des virus.

Il est divisé en deux grandes catégories. L'immunité innée et I'immunité adaptative [62].

1.6.1 L'immunité innée

L'immunité innée représente la premiere ligne de défense du systeme immunitaire. Elle entre en
fonction une fois les barriéres épithéliales, telles que la peau et les muqueuses, ont été traversées
par les micro-organismes [71]. Elle est constituée de cellules et de protéines qui reconnaissent les
agents pathogénes et les attaquent de maniére non spécifique. Ses principaux intervenants sont
les neutrophiles, les macrophages et certaines protéines plasmatiques. Ce systéme est mis en
marche par des motifs moléculaires associés aux pathogenes (PAMP) présents sur les agents
pathogénes et les motifs moléculaires associés aux dégats (DAMP) libérés par des cellules
endommagées [62]. Ces motifs sont reconnus par des récepteurs de reconnaissance des motifs
moléculaires (PRR), comme les récepteurs toll-like (TLR), présents sur les membranes cellulaires
ou endosomales des phagocytes. Ainsi, les phagocytes identifient leur cible grace aux TLR ou par
les opsonines (anticorps et protéines du complément) qui recouvrent les envahisseurs et les
marguent pour étre phagocytés. L'activation des phagocytes déclenche donc I'engloutissement
des agents pathogénes, leur élimination et la production des médiateurs inflammatoires comme

les cytokines [62].

1.6.1.1 La réponse inflammatoire

L'inflammation est une réponse immunitaire non spécifique déclenchée par I'invasion des agents
pathogenes ou par des dommages tissulaires. Cette réaction enchaine une série d’évenements
ou des phagocytes et des protéines plasmatiques sont attirés vers la zone cible, afin d’éliminer
les pathogenes et retirer les débris, ce qui ameéne a la guérison et au retour a I’homéostasie [62].

La présence des microbes dans une blessure active les macrophages résidents et les mastocytes.
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Les premiers commencent le processus de phagocytose et de destruction intracellulaire du
pathogéne, conjointement avec la sécrétion de cytokines et de chimiokines. Les derniers liberent
I'histamine qui dilate les vaisseaux sanguins locaux et augmente la perméabilité capillaire. La
vasodilatation permet I'arrivée des leucocytes phagocytaires et des protéines plasmatiques,
comme celles du systeme du complément ainsi que des facteurs de coagulation [62]. Les
chimiokines secrétées par les phagocytes activés guident alors le recrutement des neutrophiles
et des monocytes. Ces cellules émigrent de la circulation sanguine vers la zone affectée par des
processus de ralentissement, roulement, adhésion et transmigration [73]. Ces étapes sont
assistées par les sélectines (molécules d'adhésion cellulaire) qui participent au ralentissement et
au roulement des cellules sur les parois intérieures du vaisseau, et également par les intégrines
qui interagissent avec les phagocytes pour faciliter leur adhérence [74]. Une fois sur place, les
monocytes se différencient en macrophages, qui entament le processus d’engloutissement et
d’élimination des pathogenes. Suite au recrutement cellulaire et a I'afflux des protéines
plasmatiques, il apparait les signes caractéristiques de I'inflammation tels que le gonflement, la
rougeur, la chaleur et la douleur [62]. Finalement, le retour a I’homéostasie est atteint, apres que
le « nettoyage » des pathogénes et des débris ait été achevé par les phagocytes et que les

mécanismes de réparation tissulaire aient été mis en marche.

1.6.1.2 Les macrophages

Les macrophages sont des cellules phagocytaires qui ont un role crucial dans la réponse
inflammatoire du systéme immunitaire contre les agents pathogeénes. lls sont impliqués dans
I'activation, la régulation et la résolution de l'inflammation [67]. Leurs précurseurs sont les
monocytes, lesquels migrent vers les tissus pour se différencier en macrophages [72]. Les
macrophages sont équipés d’une variété de récepteurs de surface comme les TLR qui les aident
a reconnaitre les agents envahisseurs. L’opsonisation des microorganismes par des molécules du
complément ou des anticorps les guident également dans la reconnaissance des éléments a
phagocyter. Parmi ces cibles, on retrouve les agents pathogenes, les particules exogenes, ainsi
que les débris cellulaires et les cellules mortes [72]. Le processus de phagocytose, qui active les
cellules, est déclenché par la liaison des antigénes a leurs récepteurs et la formation d’un

phagosome. Ce dernier fusionne ensuite avec un lysosome pour former un phagolysosome. Les
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lysosomes contiennent des enzymes hydrolytiques qui aident a digérer les agents pathogéenes.
[72]. Une fois activés, ils augmentent leur capacité phagocytaire et la sécrétion de médiateurs
pro-inflammatoires tels que les interleukines -1 et -6 (IL-1 et IL-6) et le facteur de nécrose

tumorale alpha (TNF-a), qui déclenchent la réponse inflammatoire aigué [72].

Parmi les armes qui aident les macrophages a combattre les microbes, on retrouve les ROS et les
especes azotées réactives (RNS). La phagocytose déclenche la production des ROS par le
complexe enzymatique nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) oxydase, et les
microbes se font attaquer par les ROS a l'intérieur du phagosome [74]. L’association du
superoxyde, généré par le complexe NADPH, avec le NO produisent les RNS. Ces derniers ont une
puissance antimicrobienne supérieure a celle du NO. De surcroit, les macrophages activés
augmentant I'expression de la monoxyde d’azote synthase inductible (iNOS) qui produit le NO. Le

NO a son tour élargit le pouvoir antimicrobien des macrophages [74].

Bien que la production de ROS et du NO est bénéfique pour combattre les microbes dans une
réponse inflammatoire, leur production élevée par des nanomatériaux nuit aux cellules et conduit
au stress oxydatif. Le stress oxydatif est produit quand le niveau de ROS dépasse la capacité
antioxydante de la cellule [28]. Une production élevée de ROS peut conduire a une réponse
inflammatoire, une cytotoxicité, une génotoxicité et/ou une peroxydation lipidique, parmi
d’autres effets [28, 75, 76]. Etant donné que certaines nanoparticules ont la propriété d’induire
la production des ROS et de NO, I'évaluation des effets reliés au stress oxydatif est primordiale

dans l'estimation de leur profil d’innocuité.

1.6.1.3 Le rdle des médiateurs pro- et anti-inflammatoires

Les cytokines sont des molécules de signalisation de petit poids moléculaire [77] qui servent de
moyen de communication cellulaire afin de coordonner les réponses pro- et anti-inflammatoires.
L'intensité et la durée de ces réponses sont contrdlées par ces médiateurs [78]. Elles sont
secrétées par les cellules immunitaires telles que les macrophages, les monocytes, les
neutrophiles et les lymphocytes T, ainsi que par d’autres cellules comme les fibroblastes et les

cellules endothéliales. Les cytokines exercent des fonctions endocrines ou paracrines sur d’autres
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cellules et les stimulent pour organiser les réactions de défense contre les agents pathogenes [62]

ou pour participer a la réparation tissulaire [77].

Parmi les cytokines les plus importantes dans les réponses immunitaires, on retrouve I'IL-1, I'IL-6
et le TNF-a [62]. Elles servent a promouvoir I'inflammation aigué et sont aussi des agents
pyrogénes qui, en stimulant la libération de prostaglandines, augmentent la température
corporelle pour contréler la propagation des pathogénes dans le sang. De surcroit, elles sont aussi
impliquées dans I'activation des cellules endothéliales [77] et la réduction de la concentration

plasmatique du fer, élément essentiel a la multiplication des bactéries [62].

De maniere séparée, le TNF-a a d’autres fonctions, comme la stimulation des mastocytes afin de
libérer I'histamine requise pour la vasodilatation, dans les premieres étapes de la réponse
inflammatoire. Egalement, le TNF-a participe au recrutement des neutrophiles et la stimulation
de cellules endothéliales vasculaires pour augmenter I'expression des molécules d’adhésion [79].
Il augmente sa propre production et celle de I'lL-1 et de I'lL-6 en stimulant les macrophages. De
son c6té, I'lL-1 intervient dans la prolifération et I'activation des lymphocytes B et T [62, 71]. L’IL-
6 a un rble dans la différenciation des cellules B et le recrutement des neutrophiles [79]. Une
autre molécule avec un réle important dans les réponses inflammatoires est la chimiokine ou
I'interleukine-8 (IL-8), qui participe au recrutement et a I'activation des leucocytes, spécialement

les neutrophiles [77].

Le but de la réponse inflammatoire est I’élimination des agents pathogénes, et/ou l'initiation du
processus de réparation et retrait des débris cellulaires a la suite d’une lésion tissulaire [62].
Cependant, une réponse inflammatoire exagérée peut causer des dommages tissulaires. Afin de
contréler ce risque et de garantir le retour a ’homéostasie, d’autres types de cytokines sont
secrétées avec un roéle opposé. L'interleukine-10 (IL-10) est produite pour réguler et
contrebalancer I'inflammation excessive, en diminuant I’expression des cytokines inflammatoires
comme le TNF-a, I'lL-1 et I'IL-6 [79]. Pour sa part, l'interleukine-4 (IL-4) est impliquée dans
I’activation des macrophages vers un phénotype anti-inflammatoire M2, qui jouent un réle dans
la réparation tissulaire [80]. L’IL-4 a aussi un role dans la régulation de la réaction allergique et

dans la réponse immunitaire contre les parasites [79].
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Bien que les mécanismes de régulation de la production des cytokines soient bien étabilis,
I'interaction des nanomatériaux avec les cellules immunitaires peut altérer cet équilibre et
déclencher des réponses d’'immunostimulation ou, au contraire, d'immunosuppression [81]. Une
production élevée des cytokines pro-inflammatoires par des nanoparticules a déja été associée a
une hypercytokinémie, une CIVD [82] ou un syndrome de réponse inflammatoire systémique
(SIRS) [83]. L’hypercytokinémie ou la tempéte de cytokines est une condition caractérisée par une
réponse inflammatoire exagérée, avec une production excessive de cytokines, déclenchée par un
agent pathogene. La fievre, I'éruption cutanée et la diarrhée, entre autres, sont les symptomes
associés a cette condition [84]. La progression incontrélée de I'hypercytokinémie peut conduire
au SIRS [83] et a la CIVD [84]. Le SIRS est une réponse inflammatoire généralisée induisant
diverses manifestations cliniques telles que la tachycardie, I'hyperthermie, la leucocytose ou la
leucopénie, entre autres [85]. La CIVD, telle que discutée auparavant, est caractérisée par la
formation de thrombus et I'occlusion des vaisseaux sanguins, en plus d’étre accompagnée
d’hémorragies étant donné que les éléments nécessaires pour une coagulation normale ne sont
pas disponibles [61]. En vue de ces pathologies graves, I'évaluation de la capacité inhérente de
nanoparticules a stimuler la sécrétion de cytokines fait partie intégrante de la batterie des tests
de toxicité. A cette fin, les cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC), constituées de
lymphocytes et de monocytes [86], sont considérées comme des modeles prédictifs de I'induction

des médiateurs pro-inflammatoires par les nanoparticules dans les systéemes biologiques [83].

1.6.2 L'immunité adaptative

L'immunité adaptative est constituée des lymphocytes T et B qui élaborent une réponse
immunitaire coordonnée et spécifique a chaque agent pathogene envahissant [71]. Chaque
lymphocyte ne reconnait qu’un seul agent pathogéne. Ainsi, ce systéme s’adapte en créant des
colonies de lymphocytes spécifiques pour la menace a laquelle il fait face. De surcroit, les
lymphocytes sont capables de reconnaitre les pathogénes auxquels ils ont déja été exposés, grace
a la mémoire immunologique, ce qui favorise une réponse plus rapide et efficace [62]. Il existe
deux mécanismes dans la réponse immunitaire adaptative, a savoir : I'immunité humorale et
I'immunité cellulaire. La premiere est médiée par des anticorps produits par les plasmocytes,
dérivés des lymphocytes B, et la deuxieme est médiée par les lymphocytes T activés. Les
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lymphocytes B reconnaissent les agents pathogenes et les attaquent en produisant des anticorps
spécifiques. En revanche, les lymphocytes T attaquent directement les cellules envahissantes ou

les cellules endogénes comme les cellules infectées ou cancéreuses [62].

1.6.3 Les récepteurs toll-like (TLRs)

Les TLRs sont un groupe de récepteurs membranaires ou endosomales appartenant a la famille
des PRRs et qui sont exprimés spécialement par les cellules du systeme immunitaire. Ces
récepteurs reconnaissent des PAMPs présents sur les bactéries, les virus et les parasites [74]. |l
existe 11 TLRs identifiés chez ’humain (tableau 1) et 12 chez la souris. Les TLRs sont constitués
d’'un domaine extracellulaire, un transmembranaire et un intracellulaire. Le domaine
extracellulaire est composé de motifs riches en leucine (LRR) qui contiennent le site de fixation
des PAMPs [74]. Le domaine intracellulaire du récepteur est connu comme le domaine « Toll-
IL-1-resistence » (TIR), lequel s’associe aux protéines adaptatrices qui permettent la transduction
du signal, ce qui aboutit généralement a la production des médiateurs pro-inflammatoires [74].
Certains TLRs fonctionnent en dimeres avec eux-mémes (homodimeéres) ou avec d’autres TLRs
(hétérodimeéres). Ainsi, cette association définit le type de PAMPs qu’ils reconnaissent [74]. Parmi
les voies de signalisation des différents TLRs, celles des récepteurs TLR-4 et TLR-3 seront décrites

plus en détail.
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TLRs Ligands Microbes

TLR-1 Lipopeptides de Triacyl Mycobactéries

TLR-2 Peptidoglycanes, lipoprotéines, zymosane Bactéries  Gram positif,
mycobactéries, levure et
champignons

TLR-3 ARN double brin (dsARN) Virus

TLR-4 Lipopolysaccharide (LPS) Bactéries Gram négatif

TLR-5 Flagelline Bactéries

TLR-6 Lipopeptides de diacyl, zymosane Mycobactéries, levure et
champignons

TLR-7 ARN simple brin (ssARN) Virus

TLR-8 ARN simple brin (ssARN) Virus

TLR-9 ADN avec des séquences CPG non ADN bactérien, virus de

TLR-10, TLR-11

méthylées, virus de I'herpés

Inconnu

I'herpes

Inconnu

Tableau 1. — Description de différents types de TLRs chez I’humain.

1.6.3.1 TLR-4

Adapté et modifié de Kindt et al [74]

Le TLR-4 est I'un des TLRs les plus étudiés grace a son role dans la reconnaissance du LPS et

I'activation de la réponse immunitaire. Le LPS est une molécule constituée d’'une portion A

lipidique et d’un polysaccharide (antigene O et noyau), qui se trouve dans les parois de bactéries

Gram négatif, comme I'Escherichia coli et la Salmonella spp. [87]. La portion A lipidique, connue

également sous le nom d’endotoxine, est responsable de [I'activation de la réponse

inflammatoire. La reconnaissance du LPS par le TLR-4 est un processus qui implique plusieurs

groupes de protéines [87]. Suite a une infection, la réplication et la mort des bactéries libéerent le
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LPS ancré dans leurs parois. Une fois dans le sérum, le LPS est lié par la protéine de liaison au LPS
(LBP) et ensuite transféré a la protéine CD14 qui est présente soit en forme soluble ou ancrée
dans la membrane des cellules immunitaires. Le CD14, dont le rble est ’amélioration de I'affinité
de la liaison du LPS au récepteur, transfere le LPS au complexe TLR-4/MD-2 [87]. Une fois le TLR-
4 activé, celui-ci forme un homodimeére et son domaine TIR recrute des protéines adaptatrices
afin que le signal soit transduit. Il existe deux voies intracellulaires pour la transduction du signal,
a savoir: la voie de « Myeloid differentiation primary response 88 » (MyD88) qui est activée au
niveau de la membrane plasmique et la voie « TIR domain—containing adaptor inducing interferon
B » (TRIF) qui est activée par I'endocytose du complexe TLR-4/LPS [87]. Un schéma représentant

les voies de signalisation du TLR-4 est présenté dans la figure 6.

La voie dépendante de MyD88 : la transduction du signal au niveau de la membrane plasmique

recrute la protéine « MyD88-adapter-like » (Mal) au domaine TIR, qui a son tour recrute MyD88.
Ensuite, I'activation d’une série de protéines intermédiaires aboutit a I'activation de la voie d’IkB
kinase (IKK) / facteur nucléaire kappa B (NF-kB) [87]. Le NF-kB est un facteur de transcription qui
se trouve dans le cytoplasme sous forme inactive grace a son association avec la protéine
inhibitrice IkB. Une fois que le complexe IKK (IKKa, IKKB) est activé par un signal en amont, celui-
ci phosphoryle IkB, ce qui conduit a sa dégradation, puis a la libération de NF-kB. L’activation de
NF-kB permet sa translocation au noyau, I'activation de la transcription de ses genes cibles et la
production de médiateurs pro-inflammatoires [88]. Le NF-kB régule I'expression des divers genes
qui sont impliqués dans la réponse immunitaire et inflammatoire, parmi d’autres fonctions
biologiques [89]. La voie de MyD88 peut également aboutir a I'activation de la famille des «
mitogen activated protein kinases » (MAPKs). Cette famille est constituée de p38 MAP kinase, de
c-Jun NH2-terminal kinases (JNK) et de « extracellular signal-regulated protein kinases » (ERK).
Les MAPKs jouent un réle important dans la transduction du signal et participent a la prolifération
cellulaire, la différenciation, la survie et l'inflammation [89]. Cette famille active différents
facteurs de transcription comme la protéine activatrice 1 (AP-1) [88]. L’activation d’AP-1 et NF-kB
induit la production des cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-1, I'lL-12, IL-6 et le TNF-a

[89].

31



La voie dépendante de TRIF : la transduction du signal au niveau de la membrane endosomale

commence par le recrutement de « TRIF-related adaptor molecule » (TRAM) et TRIF et aboutit a
I’activation de la voie de « Interferon regulatory factor 3 » (IRF-3), de la voie de NF-kB ou de la
voie de MAPKs, avec la production d’interférons de type | pour la premiere voie et des cytokines

pour les deux derniéres, respectivement [87].

Bien que l'activation de TLR-4 ait un réle clé dans la réponse immunitaire, une production
excessive de médiateurs pro-inflammatoires a la suite de son activation, peut conduire a une

tempéte de cytokines, a la CIVD [82] et au SIRS [83], comme discuté dans la section 1.6.1.3.
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Figure 6. — Vue générale sur les différentes voies de signalisation du TLR-4.

La détection du LPS par le complexe TLR-4/MD-2 active le récepteur ce qui provoque la formation
d’'un homodimeére. La transduction du signal intracellulaire est faite par deux voies distinctes. La
voie dépendante de MyD88 et la voie dépendante de TRIF. La premiere voie débute la
transduction du signal a partir de la membrane plasmique et recrute les protéines adaptatrices
Mal et MyD88 au domaine TIR du récepteur. Ensuite le signal est transduit par une série de
protéines jusqu’a I'activation du complexe IKK et/ou les MAPKs. Ceci abouti a I'activation des
facteurs de transcription tels que NF-kB et AP-1 qui stimulent la production des cytokines pro-
inflammatoires. De son c6té, la voie dépendante de TRIF débute la transduction du signal dans la
membrane endosomale et recrute les protéines TRAM et TRIF au domaine TIR pour aboutir dans

I’activation de la voie d’IRF-3 et/ou les voies d’IKK et de MAPKs. Adaptée de Monie et al [87].
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Le TLR-4 a été associé a la reconnaissance du chitosane spécialement par deux études. Ces
dernieres ont conclu que le chitosane a la capacité d’activer les cellules dendritiques (DC) et que
cette activation est médiée par le TLR-4. La premiéere étude a démontré cette hypothése par
I’exposition des DC au chitosane ou une surexpression des marqueurs membranaires qui
témoignent de leur activation, telles que les molécules du CMH de classe Il, a été observée,
comparée a la diminution de ces mémes molécules avec des cellules dendritiques dérivées de
souris déficientes en TLR-4 [40]. La deuxiéme étude a également montré que les oligosaccharides
de chitosane induisent la surexpression des CMH de classe Il et le corécepteur CD86, en plus
d’augmenter la sécrétion de TNF-a. Cependant, I’expression de ces molécules et la production de
cette cytokine ont diminué dans des DC transfectées avec le siRNA-TLR-4 en présence du
chitosane [42]. Bien que ces deux études montrent de facon convaincante que le TLR-4 peut étre
impliqué dans la reconnaissance des dérivés du chitosane, aucune de ces publications n’a testé le
niveau de contamination du chitosane par les endotoxines, ce qui nuit a l'interprétation des

résultats, car le LPS est un activateur du TLR-4 et donc des DC.

1.6.3.2 TLR-3

Le TLR-3 est un des TLR localisé dans I'endosome. L’activation du récepteur TLR-3 par I’ARN
double brin (dsARN) viral, induit la formation d’'un homodimeére et le recrutement de TRIF au
domaine TIR du récepteur. La transduction du signal passe par des protéines intermédiaires et
aboutit a 'activation du facteur de transcription IRF-3, qui induit I'expression des interférons de
type | tels que I'IFNa et I'IFNB [67] (figure 7). Les interférons, connus comme des cytokines
antivirales, ont un role dans I'inhibition de la réplication du virus et de la prolifération cellulaire,
parmi d’autres fonctions [79]. Le signal peut aboutir également a I'activation de la voie NF-kB via
« tumour necrosis factor receptor associated factor 6 » (TRAF6) et la production de cytokines

pro-inflammatoires [90].
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Figure 7.— Représentation des voies de signalisation du TLR-3.

L’activation du récepteur TLR-3 recrute TRIF qui transduit le signal vers « TANK binding kinase 1 »
(TBK1) ou TRAF6 pour aboutir a I'activation des facteurs de transcription IRF3 et NF-kB,
respectivement, lesquels stimulent la production d’interférons de type | pour le premier et des

cytokines pro-inflammatoires pour le deuxiéme. Adaptée de Akira et al [90]

1.6.4 Les récepteurs de lectine de type C (CLR)

Les CLRs sont une grande famille de récepteurs et molécules, dont certains appartiennent au
grand répertoire des PRRs. De la méme maniere que les TLRs, ils reconnaissent des motifs
moléculaires spécifiques des agents pathogenes tels que les bactéries, les virus et les

champignons [67]. Les CLRs avec des fonctions de PRR peuvent étre divisés en 4 groupes selon
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leur domaine cytoplasmique, a savoir : « immunoreceptor tyrosine-based activation motif »
(ITAM), hemITAM, couplé a I'l'TAM et ITIM. Ces domaines sont des groupes clés de la transduction
du signal et le recrutement de « spleen tyrosine kinase » (SYK), une protéine kinase nécessaire
pour certains CLRs [67]. Parmi tous les récepteurs CLRs, le dectin-1 et le MR seront décrits plus

en détail.

1.6.4.1 Dectin-1

Le dectin-1 est un récepteur exprimé par des macrophages, monocytes, neutrophiles et cellules
dendritiques, entre autres. Il reconnait des B-glucanes présentes au niveau de la paroi des levures.
Notamment, il participe a la reconnaissance et la réponse antifongique contre la Candida
albicans, le Pneumocystis carinii et I’Aspergillus fumigatus. L’activation du dectin-1 par son ligand
est suivie de la formation d’'un homodimere et le recrutement de SYK au niveau du domaine
hemITAM [67]. SYK est une protéine clé pour la transduction du signal et sa phosphorylation
déclenche la formation d’un complexe de protéines CARD9/Bcl-10/MALT-1, connu sous le nom
de « signalosome ». L’activation de ce complexe peut activer a son tour la voie d’IKK/NF-kB et de
MAPKs (figure 8). L’activation de dectin-1 déclenche la phagocytose, la production de ROS et des
cytokines pro-inflammatoires et/ou I'activation de la voie de I'inflammasome NLRP3 [67]. Parmi
les cytokines induites par I'activation de ce récepteur se trouvent: IL-2, IL-10, IL-6, TNF-a et IL-23.

De plus, I'lL-1B est aussi produit en conséquence de I’activation de la voie NLRP3 [91].
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Figure 8. — Voie de signalisation du dectin-1.

La fixation de I'agoniste du récepteur Dectin-1 provoque l'activation et ’lhomodimérisation du
récepteur, en plus du recrutement de la protéine kinase SYK. La phosphorylation de SYK recrute
et active le complexe CARD9/Bcl-10/MALT-1, qui a son tour peut activer les voies de NF-kB et de
MAPKs. La phosphorylation de SYK peut également mener a l'activation du facteur de
transcription « nuclear factor of activated T cell » (NFAT) ou stimuler la production de ROS qui a
un role dans I'activation de la voie de I'inflammasome NLRP3 et |la subséquente sécrétion d’IL-1pB.

Adaptée de Sancho et al [91].
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1.6.4.2 Récepteur de mannose

Le MR est un récepteur exprimé principalement par des macrophages et des cellules
dendritiques, ou il joue un réle dans I'endocytose et la phagocytose. Ses 8 domaines de
reconnaissance des glucides participent a la détection et la fixation du mannose, le fucose, le N-
acétylglucosamine et les glycanes sulfatés présents dans certains agents pathogénes [91]. Il a
également un role dans la reconnaissance des molécules endogénes comme certaines
glycoprotéines et dans leur élimination [92]. Parmi ses fonctions, il participe a la reconnaissance
et la phagocytose du Pneumocytis spp. chez les macrophages alvéolaires humains [93] et
certaines études suggérent que le MR favorise la signalisation et/ou la phagocytose d’autres
récepteurs [91], comme le DC-SIGN dans l'internalisation du Candida albicans [94]. Bien que la
voie de signalisation du MR ne soit pas connue a ce jour, I'activation du MR a déja été associée a
la phosphorylation de la protéine kinase SYK, dans la phagocytose du Mycobacterium tuberculosis

(M.tb) chez les macrophages humains (figure 9) [95].
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Figure 9. — Voie de signalisation du récepteur de mannose.

Malgré que la voie de signalisation intracellulaire du MR est inconnue, une étude sur la
phagocytose du M.tb médiée par le MR a associé le recrutement de SYK a la partie cytoplasmique
du récepteur, aussi bien que le recrutement et I'activation de la molécule adaptatrice Grb2 et des
protéines Cdc42, Racl et PAK qui ont un role important dans la phagocytose de cette bactérie.

Adaptée de Rajaram et al [95].

Le MR a été associé a la reconnaissance des dérivés du chitosane, tel que décrit par deux études.
La premiere montre la diminution de I'internalisation d’oligochitosanes en présence des ligands
du MR, comme le mannose et le fucose, ce qui suggére une compétition au niveau du récepteur
[45]. La deuxieme étude montre une réduction dans la capacité de ces mémes dérivés a induire
la sécrétion du TNF-o suite au blocage du MR par des anticorps anti-MR [44]. A notre
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connaissance, il n’existe pas de démonstration directe de la liaison du chitosane au MR et les
seules preuves de la reconnaissance du chitosane par le MR reposent sur les résultats de ces deux

études mentionnées ci-haut.

1.7 La biocompatibilité des nanoparticules

La biocompatibilité est une propriété cruciale pour les matériaux qui sont en contact direct avec
les tissus biologiques. Elle est définie comme la capacité d’'un biomatériau a effectuer sa fonction
sans causer de la toxicité aux tissus environnants [96]. Le potentiel toxique des nanoparticules a
été associé a leurs caractéristiques physicochimiques comme la taille, la charge, la composition
chimique, la morphologie [97, 98], I'agrégation, la solubilité [99] et la superficie [98] sans oublier
la route d’administration [97]. Les trois premiéres propriétés sont les plus étudiées dans la
littérature. Ainsi, la taille influence la reconnaissance par le systéme phagocytaire mononucléé
(MPS) [98], la distribution et I'accumulation dans des organes comme le foie, la rate et les reins
[99]. La charge détermine I'interaction électrostatique avec des protéines et des cellules, en plus
d’améliorer I'internalisation cellulaire [25]. Finalement, la composition est un facteur décisif qui
influence la toxicité, car des matériaux naturels et biodégradables sont plus biocompatibles que
les nanomatériaux inorganiques, comme les particules métalliques qui ont tendance a

s’accumuler dans le corps et présentent une toxicité a long terme [100].

Les études de biocompatibilité comprennent une panoplie de tests qui évaluent |'effet des
nanomatériaux sur les cellules, les composants du sang et le systéme immunitaire, parmi d’autres.
Actuellement, il n’existe aucune harmonisation dans ["évaluation toxicologique des
nanomatériaux. L'hétérogénéité des protocoles expérimentaux utilisés dans la littérature et
I'omission d’informations sur les propriétés physicochimiques des nanoformulations et leur
niveau de contamination aux endotoxines, complexifient l'interprétation des résultats.
Cependant, le cadre réglementaire applicable aux dispositifs médicaux et/ou aux médicaments
sert de guide pour I’évaluation de I'innocuité préclinique de nouvelles formulations basées sur la
nanotechnologie [101]. La norme ISO 10993-1 :2009 [102] et 'ASTM F748 — 06 [103] présentent

de fagon détaillée les catégories des essais pour I’évaluation biologique des dispositifs médicaux.
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La pertinence de chaque test dépendra de la fonction du matériau et du type de contact que celui-
ci aura avec les tissus biologiques [102]. Ces normes ont été revérifiées et adaptées aux

nanomatériaux et de nouvelles publications font partie du cadre normatif.

1.7.1 Lignes directrices

L'introduction de la nanotechnologie dans les applications biomédicales a représenté un défi au
niveau de I'évaluation toxicologique des nouvelles nanoformulations, car les propriétés
physicochimiques particulieres de celles-ci les situent en dehors du cadre des lignes directrices
existantes. Cette situation a encouragé les organismes de normalisation comme le « International
Organization for Standardization » (ISO) et la « American Society for Testing and Materials »
(ASTM) a créer de nouvelles normes adaptées aux nanomatériaux, ou a réévaluer celles déja
publiées comme c’est le cas de « Organisation for Economic Co-operation and Development »
(OECD) [104, 105]. Dans le méme effort de standardisation, le « Nanotechnology Characterization
Laboratory » (NCL) a été créé par Ilnstitut National du Cancer (NCI) des Etats-Unis en
collaboration avec la « Food and Drug Administration » (FDA) et le « National Institute of
Standards and Technology » (NIST) afin de réaliser et faciliter I’évaluation réglementaire des
nouvelles nanoformulations [106]. De son c6té, I'agence sanitaire FDA a créé le Groupe de Travail
sur la Nanotechnologie « Nanotechnology Task Force » pour faire face et guider le processus de

soumission de produits qui integrent la nanotechnologie [107].

Un résumé des lignes directrices applicables aux nanomatériaux est présenté dans le tableau 2.
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Comité technique: ISO/TC 229 - Nanotechnologie [108]

Norme

Description

Test / Objectif

ISO/TR 22019:2019

Nanotechnologies - Considérations pour réaliser des
études toxico-cinétiques de nanomatériaux

Contexte pour des études
toxico-cinétiques.

SO 19007:2018

Nanotechnologies - Analyse du MTS in vitro pour la
mesure de |'effet cytotoxique des nanoparticules

Viabilité cellulaire

ISO/TR 10993-22:2017 Evaluation biologique des dispositifs médicaux — | Evaluation biologique de
* Comité ISO/TC 194 Partie 22: Lignes directrices sur les nanomatériaux dispositifs médicaux qui
contiennent des
nanomatériaux
ISO/TR 16196:2016 Nanotechnologies — Compilation et description de la | Préparation des
préparation des échantillons et des méthodes de | échantillons
dosage pour les nanomatériaux d'ingénierie et
manufacturés
ISO/TS 19337:2016 Nanotechnologies — Caractéristiques des suspensions | Préparation des

de nano-objets utilisées pour les tests in vitro évaluant
la toxicité inhérente aux nano-objets

échantillons pour les tests
toxicologiques

ISO/TS 19006:2016

Nanotechnologies — Essai au diacétate de 5-(et 6)-
Chlorométhyle -2’,7" Dichloro-dihydro-fluorescéine
(CM-H2DCF-DA) pour I'évaluation de la génération
intracellulaire des ROS induites par les nanoparticules
sur la lignée cellulaire de macrophages RAW 264.7

Production de ROS

ISO/TR 16197:2014

Nanotechnologies — Compilation et description des
méthodes de criblage toxicologique pour les
nanomatériaux manufacturés

Résumé de tests

toxicologiques

Comité technique: ASTM E56.03 [109]

ASTM E2524 - 08 (2013)

Méthode d'essai standard pour [l'analyse des

propriétés hémolytiques des nanoparticules

Dommages aux globules
rouges mesurés par la
libération d’hémoglobine

ASTM E2526 - 08 (2013

Méthode d'essai standard pour I'évaluation de la
cytotoxicité des matériaux nanoparticulaires dans les

Viabilité cellulaire

cellules  rénales porcines et les cellules
d'hépatocarcinome humain
NCL [110]

ITA-1 Hémolyses Dommages aux globules
rouges mesurés par la
libération d’hémoglobine

ITA-2.1, ITA-2.2 Agrégation plaquettaire Agrégation plaquettaire

ITA-5.1, ITA-5.2 Activation du complément Activation du complément
détecté par le clivage du
complément 3 (C3).

ITA-12 Temps de coagulation plasmatique Mesure du temps de
prothrombine (TP), le temps
de thromboplastine
partielle activée (APTT) et le
temps de thrombine (TT)

ITA-7 Production de NO Production de NO.

ITA-10 Préparation de sang total humain et de PBMC pour | Mesure de cytokines.

I'analyse de cytokines, de chimiokines et d'interférons
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GTA-1, GTA-2 Cytotoxicité Viabilité cellulaire
GTA-7 Dosage des ROS Production des ROS
Comité technique: OECD Groupe de travail sur les nanomatériaux manufacturés SG4 [111]

ENV/JM/MONO(2018)4 Evaluation des méthodes in vitro utilisées pour estimer | Révision des normes et leur
les risques pour I'homme appliquées dans le | applicabilité aux
programme d'essais de I'OECD pour la sécurité des | nanomatériaux
nanomatériaux manufacturés
ENV/IM/MONO(2016)24 | Toxicocinétique des nanomatériaux fabriqués Etudes toxicocinétiques
pour les nanomatériaux
ENV/IM/MONO(2009)21 | Examen préliminaire des lignes directrices de I'OECD | Révision des normes et leur
pour leur applicabilité aux nanomatériaux | applicabilité aux
manufacturés nanomatériaux

Tableau 2. — Liste des normes ou lignes directrices reliées aux tests de toxicité sur les nanomatériaux.

Dans ce contexte, la sélection des normes et des tests a accomplir dépend de la voie
d’administration des nanoformulations et de la fonction que ces nanomatériaux doivent remplir.
Les tests de biocompatibilité sont regroupés en plusieurs catégories. Les plus couramment
utilisées pour évaluer le profil toxicologique des nanoformulations sont I'hémocompatibilité,

I'immunocompatibilité, la cytotoxicité, et le stress oxydatif.

1.7.2 Les études d’hémocompatibilité

L’'hémocompatibilité est définie par I'ISO 10993-1 comme |'ensemble des tests utilisés pour
évaluer les effets des matériaux sur le sang et les composants du sang [102]. L'administration
intraveineuse des nanomatériaux conduit a linteraction entre les nanoparticules et les
constituants du sang. Dépendamment des caractéristiques physicochimiques de la
nanoformulation, cette interaction peut déclencher I’'hémolyse, I'activation et I'agrégation
plaguettaire, et activer la cascade de coagulation menant a une thrombose [100]. Ce phénomeéne
fait que I’évaluation des propriétés hémocompatibles des nanoparticules est primordiale pour
définir leur profil d’innocuité. La taille et la charge de la nanoparticule figurent parmi les
propriétés physicochimiques qui influencent le plus I’hémotoxicité [23, 112]. Dans le cas du
chitosane, la toxicité rapportée est reliée aux modifications structurelles, aux concentrations
utilisées, dans certains cas le MW et le DDA, mais principalement a la charge de surface.
L'interaction des groupes amines du polymeére et des groupes acides des cellules sanguines

pourrait mener a la formation des complexes polyélectrolytiques [113, 114] et affecter la fonction
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normale des cellules. Les tests les plus utilisés pour évaluer I'hémocompatibilité des

nanomatériaux seront décrits dans cette section.

1.7.2.1 Hémolyse

L'importance d’estimer le profil hémolytique des nanoformulations réside dans le fait que les
nanoparticules cationiques, comme les nanoparticules du chitosane, sont reconnues pour
interagir de facon électrostatique avec les membranes des érythrocytes chargés négativement
[113, 115, 116]. Cette interaction endommage les cellules dans certains cas et conduit a la
libération de I’hémoglobine [55]. Une importante libération d’hémoglobine peut conduire a une

anémie ou a la jaunisse, et devenir toxique pour les tissus biologiques [117].

L’hémolyse est définie comme le dommage ou la destruction des érythrocytes conduisant a la
libération de I’'hémoglobine [118]. Le dosage colorimétrique décrit par I’ASTM E2524 - 08 consiste
a mesurer de maniére quantitative I’hémoglobine libérée par les érythrocytes endommagés, a la
suite de I'incubation du sang total humain avec les nanomatériaux [119]. La norme considére

qu’un matériau possede des propriétés hémolytiques s’il produit plus de 5% d’hémolyse [119].

De maniere générale, des dérivés de chitosane présentent de faibles propriétés hémolytiques
grace aux modifications faites sur la structure du polymére. Ainsi, des nanogels de chitosane
glycol [120], d’oligosaccharides de chitosane [121], le chitosane lauroyl sulfaté [113] et les
nanoparticules d’arginine-chitosane [115] révélent une hémolyse < 5%, tandis que le N-succinyl-
chitosane [116] et le N-acyl chitosane [122] montrent une hémolyse < 10%. Les modifications du
chitosane avec I'attachement des molécules ou d’autres polyméres cherchent de fagon générale
a réduire ou bloquer les amines libres et neutraliser la charge positive de surface, rendant le
chitosane plus hémocompatible [23]. Une charge positive élevée facilite I'interaction des groupes
amines du polymeére avec les charges négatives des érythrocytes grace a la présence de
glycoprotéines anioniques sur leurs membranes [113, 123]. Le résultat final est I'agglutination
et/ou la destruction des cellules, ce qui entraine I’'hémolyse. La solution de dispersion de la
nanoformulation affecte également le pourcentage d’hémolyse directement [124]. Ainsi, le
pourcentage hémolytique de différentes formulations de nanoparticules de chitosane a été

diminué quand celles-ci ont été dispersées dans une solution saline, comparé a leur préparation
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dans une solution d’acide lactique [124]. Ceci met en évidence que la préparation de la

nanoformulation influence ’hémocompatibilité de celle-ci.

1.7.2.2 Hémagglutination

L’hémagglutination est complémentaire a I’'hémolyse et une partie essentielle de I’évaluation de
la toxicité des nanomatériaux sur les globules rouges. Les nanoparticules peuvent adhérer aux
érythrocytes et les agglutiner. Ceci peut provoquer une obstruction des vaisseaux sanguins et

endommager certains tissus [56], raison pour laquelle il est indispensable d’effectuer I'essai.

L’hémagglutination fait référence a I'agglutination ou agrégation d’érythrocytes [56]. Bien qu’il
n’existe pas une norme spécifique pour évaluer les nanomatériaux, de maniére générale I'essai
se base sur I'observation et I'estimation qualitative de I'effet résultant de I'incubation d’une
solution d’érythrocytes avec les nanomatériaux [24, 125, 126]. L’échelle de notation proposée

par Stavitsky et al [126] et des images représentatives de celle-ci sont montrées dans la figure 10 :
« + + + + Agglutinat granulaire compact ;
++ + Tapis lisse sur le fond du tube avec des bords repliés;
+ + Tapis lisse sur le fond du tube, avec des bords assez irréguliers;
+ Anneau étroit rouge autour du bord du tapis lisse;
+ Zone du tube recouverte plus petite que +, et anneau plus lourd autour du bord ;

- Bouton rouge discret au centre du fond du tube. »
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Figure 10. — Images représentatives de I’échelle de notation du test d’hémagglutination.

L’échelle de Stavitsky et al [126] permet de classifier les agrégats d’érythrocytes dépendamment
de leur forme et de leur apparence. Cette notation considére un petit bouton rouge comme
résultat négatif en opposition au tapis de cellules avec des bords irréguliers qui montrent une

forte agglutination. Adaptée de Lima et al [24].

Ainsi, la similitude au témoin positif ou négatif déterminera s’il y a une agrégation et I’échelle dira
le degré de celle-ci. D’autres types de tests sont utilisés pour évaluer la morphologie des globules

rouges par microscopie optique a la suite de I'interaction avec les nanoparticules.

Des rapports dans la littérature montrent des dérivés du chitosane qui ne produisent aucune
agrégation comme le chitosane lauroyl sulfaté [113] et des nanoparticules de chitosane pégylé
[124], ou les érythrocytes conservent leur morphologie normale. Cependant, d’autres
formulations de chitosane, telles que des oligosaccharides de chitosane (COS) [121], ont montré
une capacité d’agrégation des érythrocytes qui est dose-dépendante, allant d’agrégations
réversibles a la formation d’amas de cellules irréversibles qui affectaient la morphologie normale
des cellules. Des mélanges de COS a des concentrations élevées ont également montré des effets
sur les surfaces des érythrocytes augmentant leur adhésion et rugosité [127]. Ces deux derniéres
publications montrent I'influence de la concentration de COS sur I'adhésion des érythrocytes et
la formation d’amas. La formation d’un filet entre le chitosane et les érythrocytes a déja été
suggérée pour expliquer I'agglutination de ces cellules [24]. Ces faits montrent I'importance non
seulement des propriétés physicochimiques du chitosane, mais aussi de la concentration de la

formulation dans le déclenchement de I'agglutination des érythrocytes.
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1.7.2.3 L’agrégation plaquettaire

L'interaction des nanoparticules avec des plaquettes dans le systeme sanguin joue un réle dans
I'activation de la thrombine, qui a son tour, catalyse la conversion de fibrinogene en fibrine. Ce
dernier facilite I'agrégation des plaquettes et d’autres cellules sanguines, ce qui produit la
formation des thrombus qui peuvent obstruer des vaisseaux sanguins et entrainer une crise
cardiaque [56]. Etant donné la capacité des nanomatériaux d’adsorber le fibrinogéne et d’activer
les plaquettes, ce qui éventuellement affecte I'hémostase [56], I'estimation des propriétés
thrombogeéenes des nanoformulations est incontournable pour des applications qui impliqueront

un contact avec le sang.

Le test d’agréation plaquettaire évalue la capacité des nanomatériaux a agréger les plaquettes
humaines. L’essai décrit par le protocole NCL ITA-2.2 [128] utilise une méthode turbidimétrique.
Dans celui-ci, un agrégometre enregistre le changement dans la transmission de la lumiére qui
traverse un échantillon de plasma riche en plaquettes incubé avec les nanoparticules. Ainsi, la
turbidité de I'’échantillon montrera I'état normal des plaquettes en suspension. La diminution de
la turbidité, et par conséquent I'augmentation dans la transmission de la lumiére, indiquera

I'agrégation des plaquettes suite a I'effet des nanoparticules sur celles-ci [128].

L’'ISO 10993-4 [118] décrit une panoplie de tests additionnels qui évaluent I'effet des matériaux
sur le nombre, la structure (morphologie altérée) et la fonction des plaquettes (le temps que
prennent les plaquettes a s’agréger). L’activation plaquettaire peut étre détectée par ELISA, en
mesurant la libération de facteurs responsables de la formation de thrombus comme la béta
thromboglobuline (B-TG) et le facteur plaquettaire 4 (PF-4). D’autres marqueurs d'activation,
comme la génération de microparticules (surexpression de la sélectine P (GMP-140 ou CD62P) et

des glycoprotéines IIB/llla (CD41)), peuvent étre détectés par la cytométrie en flux [56, 118].

La littérature montre des résultats contradictoires sur la capacité des dérivés du chitosane a
agréger les plaquettes. Ainsi, des nanoparticules de chitosane pégylé préparées dans une solution
d’acide lactique (110 nm (taille), +25.9 mV (potentiel zéta)) montrent un pourcentage
d’agrégation élevé, comparées a la méme formulation dispersée dans une solution saline (105

nm, +2.18 mV) [124]. Ceci peut étre expliqué par une charge de surface supérieure dans la
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solution acide qui permet l'interaction électrostatique avec les cellules. De plus, en utilisant la
solution saline, les nanoparticules pégylées ont montré une diminution dans le pourcentage
d’agrégation de plaquettes, comparées a celles non-pégylées. Ce fait pourrait étre expliqué par
I’encombrement stérique offert par la pégylation qui augmente la compatibilité sanguine [124].
D’autres dérivés du chitosane, comme les particules de chitosane lauroyl sulfaté (-6.06 mV), n’ont
pas eu d’effet sur la morphologie ni I'agrégation des plaquettes, comparées au chitosane non
modifié (+5.19 mV) qui a induit une légére agrégation [113]. Ceci s’explique a cause de
I’'attachement de groupes sulfatés et de lauroyl a la structure du chitosane qui donne une charge
négative globale, et qui cause la répulsion électrostatique des plaquettes. Dans le méme sens,
des COS n’ont pas eu d’effet ni sur I’activation ni sur I’agrégation de plaquettes[121]. Etant donné
que les COS ont de petits MW, la charge est réduite en méme temps que leurs effets sur les
cellules, comparés au chitosane original dont la charge totale est supérieure [121]. Ces constats
sont appuyés par les propriétés hémostatiques d’un chitosane non modifié avec un DDA >90%
qui a présenté une augmentation significative dans I'adhésion, I’agrégation et I'activation des
plaquettes de maniére dose-dépendante, comparé a la solution de dispersion [129]. Egalement,
des nanoparticules de chitosane non modifié avec un 93% DDA (292 nm, +20 mV) ont démontré
la capacité d’agréger les plaguettes comparées a celles de 80% DDA (127 nm, +29 mV) qui n’ont
pas eu cet effet [130]. Les modifications de la structure du chitosane non seulement améliorent
ses propriétés physicochimiques, mais aussi augmentent son hémocompatibilité [23]. Ainsi, des
particules de chitosane/poly acide lactique-co-glycolique (-5.7 mV) ou du chlorure de chitosane
(+12.1 mV) de la méme taille ont démontré n’avoir aucun effet sur I'activation ni I'agrégation
plaquettaire [131]. Cette derniére étude a aussi démontré que la charge n’était pas un facteur
influent, étant donné qu’aucun des deux dérivés n’a déclenché I'agréation de plaquettes.
L'intégralité de ces études permet d’observer que différentes propriétés physicochimiques
influencent I'agrégation plaquettaire. Dans certains cas, la charge [113, 124] est mentionnée
comme étant la propriété impliquée, mais dans d’autres cas c’est le DDA du polymeére [130] et/ou
la modification structurelle du chitosane [124, 131]. Ces faits illustrent I'importance d’évaluer

chaque formulation pour estimer son potentiel thrombogene.
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1.7.2.4 Temps de coagulation du plasma

L'interaction des nanoparticules avec le systeme de coagulation peut conduire au déreglement
de celui-ci et la génération de coagulopathies [60]. L’adsorption des facteurs de coagulation par
des nanomatériaux pourrait les inactiver et retarder I'activation des voies de coagulation, ce qui
serait représenté par une augmentation dans le temps de PT, TCA ou TT. Dans le cas contraire,
I'activation de ces facteurs par les nanomatériaux, accompagnée de I'activation des plaquettes,
pourrait conduire a la formation de thrombus et I'occlusion des vaisseaux sanguins [60]. L’étude
de l'effet des nanomatériaux sur les plaquettes et la cascade de coagulation définissent la

thrombogénicité des nanoparticules [55].

Le test de coagulation évalue I'effet des nanomatériaux sur le temps de coagulation du plasma.
Le protocole NCL ITA-12 [58] décrit la mesure quantitative de la coagulation du plasma, avec un
coagulomeétre, a la suite de I'incubation du plasma humain avec des nanoparticules. Dans cette
méthode, trois mesures sont réalisées, chacune représentative d’une voie de coagulation, a
savoir: le temps de prothrombine (PT) représentatif de la voie extrinseque, le temps de céphaline
activée (TCA) associé a la voie intrinséque, et le temps de thrombine (TT) caractéristique de la
voie commune [58]. Chaque voie posséde un intervalle de référence du temps de coagulation (11
< PT< 155,28 <TCA<40s et 14 <TT < 21s) [59], ce qui permet de conclure si la nanoformulation

testée a un effet anti- ou pro-coagulant.

L'ISO 10993-4 [118] décrit des tests complémentaires comme la mesure de la production de
thrombine, de fibrinogene, des produits de la dégradation de la fibrine et du fibrinogene (FDP) et
des facteurs de coagulation spécifiques. De plus, le dosage par ELISA de fibrinopeptide A (FPA),
du fragment d'activation de la prothrombine 1 + 2 (F1+2) et du complexe thrombine-antithrombine

(TAT) témoignent de I'activation du mécanisme de coagulation.

Les effets des dérivés du chitosane sur le temps de coagulation dépendent de chaque formulation
et si certaines montrent des propriétés anti-coagulantes, d’autres n’ont aucun effet sur Ia
coagulation. Ainsi, des nanoparticules de chitosane non modifié (100 nm, +10 mV) [132] et (127
nm, +29 mV) [130] ont montré un léger effet anticoagulant du plasma en prolongeant le PT ou le

TCA, respectivement. De la méme maniere, des COS [121], le N-succinyl-chitosane [116] et les
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nanoparticules d’arginine-chitosane (153 nm, +6.41 mV) [115] ont augmenté le TCA, confirmant
I'effet anticoagulant du polymére. Cet effet a été expliqué par I'affinité et/ou adsorption des
facteurs de coagulation par les nanoparticules [124, 130], qui dépend de la concentration utilisée
[116, 121, 130], de la présence des groupes hydroxyles [121], de la densité de groupes amines
[116] ou de la modification apportée dans la structure du chitosane [115]. Bien que ce
polysaccharide soit connu pour son potentiel hémostatique [23, 124], les modifications apportées
a sa structure changent ses caractéristiques physicochimiques et lui conférent de nouvelles
propriétés. Ainsi, un chitosane-poly(N-hydroxy éthyl acrylamide) [133] et des nanoparticules de
chitosane pégylé dispersées dans une solution saline (105 nm, +2.18 mV) [124] n’ont montré
aucun effet sur le PT et le TCA. |l est possible d’observer que la taille et la charge ne semblent pas
étre des propriétés déterminantes dans la capacité anticoagulante des dérivés du chitosane, mais
plutot les concentrations utilisées et certaines modifications structurelles. Comme mentionné
dans les sections précédentes, il est important d’évaluer chaque formulation étant donné la

difficulté de généraliser les propriétés qui affectent le temps de coagulation normal.

1.7.2.5 L’activation du systeme du complément

L'administration intraveineuse des nanoparticules peut conduire a leur reconnaissance et
opsonisation par des anticorps et les protéines du systeme du complément [56]. Ce processus
active la cascade du complément, ce qui pourrait éventuellement déclencher une réaction
d'hypersensibilité ou une anaphylaxie [55]. Ces faits font du test du complément, un essai

incontournable dans I'estimation du profil d’innocuité des nanoformulations.

Le test du complément évalue de maniere qualitative I'effet des nanomatériaux sur le systeme
du complément. Ainsi, I'activation de ce systéme par les nanoparticules est analysée a la suite de
I’exposition du plasma humain aux différents échantillons. Le protocole NCL ITA-5.1 [63] utilise |a
méthode de buvardage de Western pour détecter la chaine C3 native et ses produits clivés (c3c,
iC3b). L'absence ou la diminution de I'intensité de la bande C3 native (MW ~115 kDa), de concert
avec l'apparition d’'une bande au niveau du MW ~43 kDa, représente le clivage de la chaine C3 et
I'activation du systeme. Le systeme du complément constitué par la voie classique, la voie alterne

et la voie des lectines, est composé de plusieurs protéines et facteurs, lesquels convergent aux
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produits clivés de la chaine C3, une fois activé [63]. Si I'intensité de la bande de ~43 kDa pour les

échantillons testés est deux fois celle du témoin négatif, le complément a été activé [63].

L’ISO 10993-4 [118] propose des analyses supplémentaires, comme la détection de la production
des convertases C3 et C5. Egalement, la détection des produits clivés de C3 et C5 (C3a, C5a), et le
dosage des produits de I'activation du complément tel que Bb (voie alterne), iC3b (centrale C),

C4d (voie classique), et SC5b-9 (complexe terminal) figurent parmi les mesures recommandées.

Les rapports concernant I’activation du systeme du complément par le chitosane sont limités et
contradictoires. D’'une part, des dérivés du chitosane ont montré une activation du complément
dépendante de son poids moléculaire [134, 135] et de son degré de déacétylation [136].
Cependant, il existe également des rapports ol I'activation du systéme du complément n’a pas
été observée telle qu’illustrée par des nanogels de chitosane glycol [120], des COS [121], le
chitosane lauroyl sulfaté [113] et le chitosane-glycérol phosphate [137]. Ces données
contradictoires peuvent étre expliquées par la différence entre les nanoformulations, les
conditions expérimentales et le parameétre évalué : la déplétion de C3 versus les produits de
clivage de celui-ci. Bien qu’il ait déja été démontré qu’il existe une interaction électrostatique
entre le chitosane et les protéines sanguines anioniques, et que les chaines C3 et C5 natives se
lient a lui (causant une déplétion), le chitosane n’active pas nécessairement le systeme du

complément [137].
1.7.3  Etudes d'immunocompatibilité

1.7.3.1 Potentiel des nanoparticules a induire les cytokines

Les nanoparticules ont la capacité d’interagir avec les cellules immunitaires et de déclencher la
production des cytokines pro-inflammatoires. Une production élevée de cytokines a été associée
avec le syndrome de réponse inflammatoire systémique [83] et la coagulation intravasculaire
disséminée [82]. Les cytokines sont donc des biomarqueurs de I'immunotoxicité des
nanoparticules [138], et leur dosage figure parmi les tests qui déterminent le profil de sécurité

des nanoformulations.
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Le test de cytokines évalue la capacité des nanomatériaux a produire la sécrétion de cytokines
pro- et anti-inflammatoires. Le protocole NCL ITA-10 [83] utilise la méthode ELISA pour mesurer
de manieére quantitative les niveaux de cytokines a la suite de lincubation des cellules
mononuclées du sang périphérique (PBMC) humain avec les nanoparticules. Afin d’accomplir cet
essai dans les regles de I'art, les nanoformulations doivent étre testées d’avance pour détecter le
niveau de contamination aux endotoxines [139]. Il a été largement démontré que la présence
d’endotoxines dans les formulations active la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires telles
que le TNF-a et I'lL-6 [140] conduisant a de fausses interprétations. Egalement, I'utilisation des
témoins d’interférence est de mise, car l'interaction des nanoparticules avec des cytokines

pourrait diminuer les niveaux de ces derniéres et donner de faux résultats négatifs [83, 139].

De facon générale, les caractéristiques physicochimiques associées a la production de cytokines
sont la taille, la charge, I'hydrophobicité et le revétement [81], ainsi que les ligands attachés et
les molécules qu’elles complexent et transportent telles que les acides nucléiques (ADN, siRNA)
et les biomacromolécules (protéines, peptides) [138]. Le type cellulaire, le modele animal et la
voie d’administration (orale, intraveineuse, cutanée, intrapéritonéale) influencent également la

réponse du systeme immunitaire et la sécrétion des cytokines [138].

Les nanoparticules cationiques sont susceptibles d’induire une réponse inflammatoire plus
importante, comparées aux particules neutres ou anioniques [97, 138], étant donné l'interaction
électrostatique entre les particules chargées positivement et les membranes cellulaires [100].
Concernant le chitosane, il est connu pour ses propriétés immunostimulantes et I'induction des
cytokines pro- et anti-inflammatoires [141]. Cependant, il existe des résultats contradictoires
dans la littérature examinant sa capacité d’induire la production de ces médiateurs. Ainsi, des
nanoparticules de chitosane pégylé dispersées dans une solution saline n‘ont pas induit de
maniére significative la sécrétion de TNF-q, IL-1B, IL-6, IL-8 et IL-10 dans les PBMC, comparées au
témoin négatif [124]. Ceci peut étre expliqué par la protection stérique du PEG et la solution de
suspension du chitosane qui diminuent la charge de surface (amines protonées) [124]. Egalement,
des préparations de chitosane non modifié avec 80 et 93% DDA et leurs nanoparticules n’ont pas
stimulé la production de TNF-a ni de I'lL-6 dans les PBMC [130]. De plus, des nanoparticules de

chitosane n’ont pas stimulé la production d’IL-1B, IL-6, IL-12p70 et TNF-a a la suite de leur

52



incubation avec des cellules dendritiques de la moelle osseuse de souris [142]. D'autre part, des
oligochitosanes [45] et des chitosanes de faible poids moléculaire [143] ont induit de maniére
significative la production de TNF-a et d’IL-1P ou de TNF-q, d’IL-6 et d’INF-y, respectivement, chez
des macrophages Raw 264.7. De la méme maniére, le chitosane a induit un niveau d'expression
élevé d’IL-1B chez des macrophages dérivés de la moelle osseuse de souris (BMMO), les
macrophages péritonéaux de souris et les PBMC humaines, dont la stimulation a été reliée a
I'activation de la voie de l'inflammasome NLRP3 [144]. Toutefois, ces cellules avaient été
préalablement stimulées avec le LPS (amorcées) et aucune production des cytokines n’a été
détectée avec des cellules non stimulées incubées avec le chitosane [144]. De surcroit, il a déja
été rapporté que I'effet immunogéne du chitosane est relié a I’état initial d’activation des cellules
et a la concentration du polymere dans I’essai [145]. Les résultats contradictoires de la littérature
peuvent étre expliqués, en partie, par la différence entre les caractéristiques physicochimiques
des nanoformulations, le modele cellulaire utilisé [145] et par le fait que la présence des

endotoxines dans les solutions de chitosane n’est pas toujours vérifiée [59, 145].

1.7.3.2 Tests additionnels pour évaluer la réponse immunitaire aux

nanomatériaux
L'interaction des nanoformulations avec le systéme immunitaire peut entrainer une
immunostimulation ou une immunosuppression [138], désirée ou non, qui dépend de
I"application de biomatériaux. Le niveau de cette réponse doit étre scruté afin d’identifier le profil
toxique ou sécuritaire des formulations. Afin d’évaluer 'immunotoxicité des nanomatériaux et
leur effet sur les composants du systeme immunitaire, les lignes directrices S8 [146] et S6 [147]
de la « International Council for Harmonisation » (ICH), qui ont été concues pour les produits

pharmaceutiques, sont actuellement utilisées [100].

De son c6té I'ISO/TR 16197:2014 propose le systéme de construction modulaire immunitaire in
vitro, qui imite le systéme immunitaire humain en utilisant des cellules immunitaires humaines
provenant de multiples donneurs, ol la réponse de celles-ci a I'exposition aux nanomatériaux
peut étre prédite [28]. Egalement, ISO recommande I'utilisation d’études de toxicité standards

(STS) congues pour vérifier les modifications hématologiques et histologiques [28, 146].
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Finalement, I'ISO/TR 16197:2014 [28] et le NCL [110] listent une série de tests ou I'effet des
nanoformulations sur la fonction des macrophages, neutrophiles, cellules tueuses naturelles (NK)
et lymphocytes T est estimé. Par exemple, I'activité phagocytaire des cellules promyélocytaires
HL-60 peut étre estimée avec I'évaluation du taux d’internalisation des nanoparticules [148] ou
en contrepartie |'effet des nanoparticules sur la capacité phagocytaire de ces mémes cellules a
internaliser le Zymosane A peut étre évalué [149]. D’autres essais, comme |'estimation de la
capacité des nanoparticules a produire ou supprimer une réponse proliférative des lymphocytes
humains [150] ou I’évaluation de la capacité des nanoparticules a interférer sur la fonction de NK
a lyser des cellules cibles in vitro [151], peuvent aider a définir le profil d'immunotoxicité des

nanoformulations.

1.7.4 La cytotoxicité

Il existe une variété de tests de cytotoxicité dans la littérature. Ces essais peuvent étre divisés en
deux grandes catégories. La premiére évalue I'activité métabolique des mitochondries associée a
la viabilité, comme le bromure de 3-(4,5-diméthylthiazolyl-2)-2,5-diphényltétrazolium (MTT), le
3(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-5(3-carboxyméthoxyphényl)-2(4-sulfophényl)-2H-tétrazolium) (MTS),
le (2,3-bis-(2-méthoxy-4-nitro-5-sulfophényl)-2H-tétrazolium-5-carboxanilide) (XTT) et le dosage
au bleu d'alamar. La deuxiéme évalue l'intégrité membranaire associée a la mort cellulaire,
comme la lactate déshydrogénase (LDH), le bleu de trypan et l'iodure de propidium [56, 152].
D’autres essais, comme le dosage au rouge neutre, évaluent l'intégrité de la membrane

lysosomale reliée a la viabilité cellulaire [152].

Le test de cytotoxicité mesure la viabilité des cellules a la suite de I'incubation de celles-ci avec
des nanomatériaux pour un temps d’exposition déterminé [153]. L’ASTM E2526 — 08 propose
deux tests colorimétriques qui mesurent de maniére quantitative mais différente la cytotoxicité,
a savoir: le MTT et la LDH. Le premier évalue I'activité des mitochondries qui témoigne de la survie
des cellules et le deuxieme mesure la libération de la LDH qui est associée au dommage
membranaire et a la mort cellulaire. L'ISO 10993-5 considere un matériau cytotoxique si la

viabilité cellulaire est inférieure a 70% [154].
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Les rapports dans la littérature sur la cytotoxicité induite par les dérivés du chitosane sont
hétérogenes, allant d’une viabilité de 100% a une légere toxicité et, dans certains cas, une
cytotoxicité élevée. Ainsi, la viabilité des fibroblastes L929 n’a pas été affectée aprés 24 h
d’exposition aux particules de chitosane lauroyl sulfaté (2 mg/mL) [113]. Des nanoparticules de
chitosane non modifié (0.0050 — 0.5 mg/mL) n’affectent pas la viabilité cellulaire de
cardiomyocytes HL-1 aprés 24 et 48 h d’exposition, cependant celle-ci a diminué aprés 72 h
d’exposition [132]. Des nanogels de chitosane glycol (0.1 et 0.5 mg/mL) ont induit une légere
toxicité cellulaire sur des macrophages Raw 264.7, des fibroblastes 3T3 et des cellules
endothéliales microvasculaires humaines (HMEC) apres 24, 48 et 72 h d’incubation [120]. La
viabilité des cellules musculaires lisses de |'artere ombilicale humaine (HUASMC) n’a pas été
affectée apres leur exposition au chitosane/acide polyglutamique, cependant des cellules
endothéliales de la veine ombilicale humaine (HUVEC) ont montré une légére toxicité selon la
taille, la charge et le temps d’incubation (6, 12, 24 et 48 h) [112]. De plus, des nanoparticules de
chitosane non modifié (10 — 50 pg/mL) ont réduit la viabilité des cellules de leucémie
lymphoblastique (BCL2 (AAA) Jurkat) en fonction de la concentration, mais non celle des cellules
rénales embryonnaires humaines (HEK 293), aprés 24 h d’exposition [155]. Finalement, les
nanoparticules de chitosane avec 80 et 93% DDA (2.44 - 5000 ug/mL), mais pas leurs polyméres
respectifs (non-complexés), ont induit une réduction de la viabilité cellulaire de maniere
concentration-dépendante dans les macrophages Raw 264.7 et les PBMC apreés 24 h d’incubation
[130]. De maniere générale, il est possible d’observer que la concentration, le temps d’exposition
et le type cellulaire utilisé sont trés variables entre les protocoles expérimentaux et influencent
de maniere déterminante les résultats de cytotoxicité [152]. Ceci fait que la comparaison de

cytotoxicité entre les dérivés de chitosane ne soit pas évidente.

1.7.5 FEtudes de stress oxydatif

L'interaction entre les nanomatériaux et les cellules peut conduire a l'induction du stress oxydatif
et/ou nitrosatif, causé par la production des ROS ou des RNS [75], partiellement expliqué par la
présence de groupes fonctionnels pro-oxydants sur la surface des nanoparticules [75, 156]. Ceci
génere des dommages cellulaires si le systéme de défense des cellules n’arrive pas a
contrebalancer la production des ROS et/ou des RNS et rétablir 'homéostasie redox [28]. Certains
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nanomatériaux ont un potentiel oxydatif [157] et générent des radicaux libres ou libérent des ions
métalliques [28]. Egalement, la présence des métaux de transition tels que le fer (Fe), le cuivre
(Cu) et la silice (Si) sur la surface de nanoparticules peuvent générer des radicaux libres, comme
les hydroxyles (¢OH), qui induisent les ROS et endommagent ’ADN [75]. Etant donné la capacité
des nanoparticules a induire le stress oxydatif, la quantification des ROS est un test prioritaire

dans le profil de sécurité des nanomatériaux.

1.7.5.1 Génération de ROS

Les ROS sont des produits dérivés des processus cellulaires normaux, comme la respiration
aérobie. Les ROS sont utilisés dans la signalisation cellulaire et dans les réponses inflammatoires
par les macrophages pour la destruction des microbes [74]. Cependant quand le niveau de ROS
dépasse la capacité antioxydante de la cellule, le stress oxydatif s’installe [28]. Une production
excessive de ROS peut conduire au stress oxydatif, une réponse inflammatoire, la cytotoxicité, la

génotoxicité et/ou la peroxydation lipidique, parmi d’autres effets [28, 75, 76].

Le protocole NCL GTA-7 utilise un dosage fluorométrique pour mesurer la génération de ROS
intracellulaires, suite a I'incubation des cellules avec les nanoparticules. Cette méthode utilise
une sonde de diacétate de dichlorofluorescéine (DCFH-DA) qui est oxydée par les ROS générés

par les nanomatériaux, produisant ainsi un composé fluorescent qui est quantifié [158].

Bien que le chitosane en vrac (non modifié) soit reconnu pour ses propriétés antioxydantes, grace
a sa capacité de neutraliser les radicaux libres (« scavenger »), la littérature indique des résultats
contradictoires pour sa version a I’échelle nanométrique [76]. Ainsi, des nanoparticules de
chitosane/pDNA, ont réduit I'induction des ROS, comparées au témoin chez des cellules Hela,
monocytes THP-1 et des cellules épithéliales MDA-MB-231 [159]. Pareillement, des
nanoparticules de chitosane non modifié n’ont pas montré une différence significative dans la
production de ROS, comparées au niveau de référence, chez des cellules souches et progénitrices
hématopoiétiques (HSPC) dérivées de la moelle osseuse de souris (MBMC) [160]. En revanche,
des nanoparticules de chitosane non modifié ont également présenté la capacité d’induire une
forte production de ROS chez des cellules de leucémie BCL2(AAA) Jurkat [155], des macrophages

Raw 264.7 [130] et des embryons de poisson zebre [161], d'une maniére dépendante de la
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concentration pour les deux premiers exemples et & une concentration fixe pour le dernier. Etant
donné que dans la majorité des cas, les nanoparticules sont constituées de chitosane non-
modifié, la diversité dans les types cellulaires et les concentrations semblent étre des facteurs

ayant une influence sur la capacité de ces nanoparticules a induire ou non les ROS.

1.7.5.2 Production d’oxyde nitrique (NO)

Le NO est un messager utilisé par le corps pour réguler plusieurs fonctions, tel que la relaxation
des muscles lisses au niveau artériolaire et digestive, ce qui lui donne un réle dans le contréle du
flux sanguin et le péristaltisme [162]. Ce médiateur joue également un réle clé dans la
cytotoxicité, I'apoptose, l'inflammation [163], la cancérogenese [164] et la peroxydation
lipidique, parmi d’autres effets. Au niveau inflammatoire, cette molécule gazeuse est utilisée par
les macrophages pour éliminer les bactéries [162]. Le NO s’associe avec le superoxyde, un des
produits de ROS, pour former les RNS qui sont de puissants antimicrobiens utilisés dans les
infections [74]. Cependant, une production élevée de RNS conduit au stress nitrosatif, lequel est
nocif pour les cellules induisant des effets génotoxiques [164], d’ou I'importance d’estimer la

capacité des nanoformulations a induire la surproduction de NO et donc les RNS.

Etant donné que le NO a une courte demi-vie et se décompose pour produire des produits plus
stables comme le nitrite (NOy’), c’est celui-ci qui est mesuré dans les essais. Le protocole NCL ITA-
7 utilise le réactif de Greiss pour quantifier la production du nitrite (NO2), a la suite de I’exposition

des macrophages Raw 264.7 a des nanomatériaux [165].

Les rapports dans la littérature montrent que certains dérivés du chitosane ont non seulement la
propriété de ne pas stimuler la production de NO, mais aussi la capacité de diminuer le niveau de
libération de NO chez des macrophages activés avec le LPS. Néanmoins, il existe également des
composés de chitosane qui induisent la production de ce médiateur inflammatoire de maniere
significative. Dans cet ordre d’idées, un chitosane hydrosoluble de poids moléculaire élevé [166]
et des nanoparticules de chitosane non modifié (80% et 93 % DDA) [130] n’ont pas la capacité
d’induire la production de NO chez les macrophages Raw 264.7. D'autre part, des dérivés de
chitosane tels que des COS [167-169] et des nanoparticules de chitosane non modifié [130] ont

démontré la capacité de réduire la production de NO chez des macrophages Raw 264.7
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préalablement stimulés avec le LPS, ce qui suggére un effet anti-inflammatoire de ces
formulations. Finalement, et en contradiction avec les résultats précédents, des nanoparticules
de chitosane ont induit une augmentation significative de la production de NO, d’une maniére
dépendante de la concentration chez les PBMC, ce qui suggére un possible effet stimulant [170].
De fagon similaire, des chitosanes de faible poids moléculaire ont stimulé la libération de NO
d'une maniere dépendante du poids moléculaire du polymeére et de sa concentration chez des
macrophages Raw 264.7 [143]. D’apres ces résultats, I'induction de NO par les dérivés du
chitosane est reliée au poids moléculaire du polymeére et a sa concentration, cependant le type
cellulaire et les propriétés physicochimiques de chaque formulation pourraient également jouer

un role.

1.7.5.3 Tests additionnels pour évaluer le stress oxydatif

Des essais supplémentaires comme le dosage du glutathion (glutathion réduit (GSH) versus
glutathion oxydé (GSSG)) sont proposés par I'ISO/TR 16197:2014 [28] et le protocole NCL GTA-3
[171]. Egalement, le test de peroxydation lipidique NCL GTA-4 [172] (mesure de malondialdéhyde

(MDA)) est indiqué dans la batterie de tests proposés par le NCL.

1.7.6 D’autres types de toxicité

L’évaluation de la biocompatibilité des nanomatériaux comprend une vaste batterie de tests qui
sont choisis dépendamment de I'application et du type de contact (la durée d'exposition) avec les
tissus biologiques. L'ISO 10993-1 [102] et I'ISO/TR 16197:2014 [28] listent une panoplie de tests
plus complexes afin d’étudier la génotoxicité, la neurotoxicité, |a toxicité pour le développement,
I’embryotoxicité, la mutagénicité et la cancérogénicité, sans oublier I’évaluation toxicologique in

vivo (toxicité systémique, études toxicocinétiques, parmi d’autres).
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Hypotheése du projet

Les possibilités d’utilisation du chitosane comme nanovecteur dans la thérapie génique sont de
plus en plus innovatrices. Bien que de maniéere générale ce polymére soit reconnu comme étant
biocompatible, les modifications chimiques réalisées sur sa structure et son utilisation a I’échelle
nanométrique doivent étre scrutées au niveau biologique afin de garantir la sécurité de son
application. La littérature montre une panoplie de travaux de recherche sur les divers champs
d’application de ce polymeére. Cependant, les études qui caractérisent son niveau de
contamination aux endotoxines, ses propriétés d’hémocompatibilité, de stress oxydatif, de méme
gue son interaction avec les récepteurs de surface et les voies de signalisation activées sont
limitées. Etant donné que la biocompatibilité des nanoparticules est essentielle pour des
applications thérapeutiques en contact avec le sang, et que leurs mécanismes moléculaires font
partie de leur toxicité inhérente, une étude qui définit le profil toxicologique de nos
nanoparticules de DEAE1,-CH-PEG-FA;,/siRNA s’impose, dans un cadre controlé et défini par des
lignes directrices standardisées. L’hypothése de cette thése de doctorat s’appuie sur les résultats
in vitro et in vivo de nos travaux antérieurs, ou notre nanoformulation a montré une efficacité de
transfection ou thérapeutique, sans effets secondaires évidents liés a la toxicité. Elle s’appuie
aussi sur les rapports issus de la littérature et le fait que la synthése de notre chitosane modifié a
testé négatif a la contamination aux endotoxines. Ainsi, cette hypothése est formulée comme

suit:

Les nanoparticules de chitosane modifié (DEAE1,-CH-PEG-FA,/siRNA-SSB), sans endotoxines,
sont sécuritaires pour leur utilisation dans le cadre de la thérapie génique et n’activent pas des

voies de signalisation qui ménent a la production des médiateurs pro-inflammatoires.
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Objectifs du projet

Objectif général
Etudier ’lhémocompatibilité des nanoparticules de DEAE1,-CH-PEG-FA2/siRNA in vitro,

ainsi que les voies de signalisation associées aux récepteurs cellulaires susceptibles d’étre

impliqués dans leur reconnaissance.

Objectifs spécifiques

1. Synthétiser le chitosane modifié DEAE1,-CH-PEG-FA; et les nanoparticules de DEAE1;-
CH-PEG-FA2/siRNA libres de contamination aux endotoxines.

2. Evaluer le profil toxique in vitro des nanoparticules de DEAE1,-CH-PEG-FA,/siRNA, en
se basant sur les lignes directrices de I'ISO, I’ASTM et le NCL, notamment en
accomplissant les tests de la cytotoxicité, ’hémocompatibilité, la réponse immunitaire
et le stress oxydatif.

3. Etudier I'activation des voies de signalisation associées au TLR-4 et certains CLRs

(IKK/NF-kB, MAPKs, AKT et SYK) et I’expression des médiateurs pro-inflammatoires.
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Chapitre 2 — Présentation des manuscrits
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Résumé

Le dérivé diéthylaminoéthyl-chitosane (DEAE-CH) montre un excellent potentiel en tant que
vecteur de livraison pour des applications dans la thérapie génique. Le but de cette étude est
d’évaluer son profil toxicologique pour de futures applications cliniques. Un CH sans endotoxines
modifié avec du DEAE, de I'acide folique (FA) et du polyéthylene glycol (PEG) a été utilisé pour
complexer des petits ARN interférents (siRNA) afin de former la nanoparticule DEAE1,-CH-PEG-
FA,/anti-SSB siRNA. Les lignes directrices de « International Organization for Standardization »
(1SO), la « American Society for Testing and Materials » (ASTM) et le « Nanotechnology
Characterization Laboratory » (NCL) ont servi de guide pour évaluer les effets de l'interaction
entre ces nanoparticules et les composants du sang. Des essais in vitro tels que I’"hémolyse,
I’hémagglutination, l'activation du complément, |'agrégation plaquettaire, le temps de
coagulation, I'induction des cytokines et les especes réactives, telles que I'oxyde nitrique (NO) et
les especes réactives de I'oxygéne (ROS), ont été effectués sur les érythrocytes, le plasma, les
plaquettes, les cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC) et les macrophages Raw 264.7.
De surcroit, des essais de MTS et de la libération de la LDH ont été également performés en
utilisant des macrophages Raw 264.7, des PBMC et des ostéoblastes MG-63. Nos résultats ont
démontré que la concentration plasmatique théorique (TPC) des nanoparticules de DEAE1,-CH-
PEG-FA/siRNA remplit les critéres des lignes directrices avec <1% d’hémolyse, 2.9% d’agrégation
plaquettaire, et aucun effet sur le systeme du complément et le temps de coagulation. Les
niveaux de production des ROS et de NO ont été comparables a ceux du témoin négatif. La
sécrétion des cytokines (TNF-a, IL-6, IL-4 et IL-10) n’a pas été affectée par les nanoparticules a
I'exception de I'IL-1B et I'lL-8. De plus, les nanoparticules ont montré une faible hémagglutination.
D’autre part, la viabilité cellulaire a été > 70% pour la TPC dans tous les types cellulaires
comparativement aux cellules non traitées. Cependant, le niveau de la LDH a été statistiquement
significatif chez les macrophages Raw 264.7 et les PBMC aprés 24 et 48 h d’exposition. Nous
pouvons conclure que les nanoparticules de DEAE12-CH-PEG-FA;/siRNA remplissent les critéres
des lignes directrices de I'ISO, de I’ASTM et du NCL, et que leur faible toxicité et leur bonne
hémocompatibilité justifient des études plus approfondies pour des applications cliniques

potentielles.
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Abstract

Purpose: Diethylaminoethyl-Chitosan (DEAE-CH) is a derivative with excellent potential as a
delivery vector for gene therapy applications. The aim of this study is to evaluate its toxicological

profile for potential future clinical applications.

Methods: An endotoxin-free chitosan (CH) modified with DEAE, folic acid (FA) and polyethylene
glycol (PEG) was used to complex small interfering RNA (siRNA) and form nanoparticles (DEAE1,-
CH-PEG-FA/siRNA). Based on the guidelines from the International Organization for
Standardization (ISO), the American Society for Testing and Materials (ASTM), and the
Nanotechnology Characterization Laboratory (NCL) we evaluated the effects of the interaction
between these nanoparticles and blood components. In vitro screening assays such as hemolysis,
hemagglutination, complement activation, platelet aggregation, coagulation times, cytokine
production, and reactive species, such as nitric oxide (NO) and reactive oxygen species (ROS),
were performed on erythrocytes, plasma, platelets, peripheral blood mononuclear cells (PBMC)
and Raw 264.7 macrophages. Moreover, MTS and LDH assays on Raw 264.7 macrophages, PBMC

and MG-63 cells were performed.

Results: Our results show that a targeted theoretical plasma concentration (TPC) of DEAE1,-CH-
PEG-FA,/siRNA nanoparticles falls within the guidelines’ thresholds: <1% hemolysis, 2.9% platelet
aggregation, no complement activation, and no effect on coagulation times. ROS and NO
production levels were comparable to controls. Cytokine secretion (TNF-a, IL-6, IL-4, and IL-10)
was not affected by nanoparticles except for IL-1B and IL-8. Nanoparticles showed a slight
agglutination. Cell viability was >70% for TPC in all cell types, although LDH levels were statistically

significant in Raw 264.7 macrophages and PBMC after 24 and 48 h of incubation.

Conclusion: These DEAE1,-CH-PEG-FA,/siRNA nanoparticles fulfill the existing ISO, ASTM and NCL
guidelines’ threshold criteria, and their low toxicity and blood biocompatibility warrant further

investigation for potential clinical applications.

Keywords— Chitosan, Nanoparticles, siRNA, Biocompatibility assays, Gene therapy, Toxicity.
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Introduction

Biocompatibility studies on nanoformulations for biomedical applications have been a subject of
increasing interest in the last decades, as they are being submitted to the Food and Drug
Administration (FDA) and marketed. A review of the 51 nanomedicines currently approved by the
FDA, and some of the 77 products undergoing clinical trials have been the subject of a previous
study.? Pursuing the preclinical development of a new formulation depends not only on its
efficacy, but also on its safety. Nowadays, regulatory agencies, standards development
organizations, and laboratory research teams develop screening methodologies to improve the

assessment of the estimated biological response to a specific nanomaterial.

Over the past decade, our laboratory has developed a modified chitosan (CH) with excellent
potential for gene therapy applications and evaluated its different therapeutic uses.? CH, a natural
polymer composed of glucosamine units, showed good biocompatibility and biodegradability
properties.? Its versatility allows it to be used in several fields, including wastewater treatment,
agriculture, textiles, food protection and cosmetics.* It has a tremendous potential for biomedical
and pharmaceutical applications as a drug delivery vehicle,” in vaccine systems,® tissue

engineering, wound dressing, diagnosis,” and gene therapy,® among others.

In terms of toxicity outcomes, CH and its derivatives, show low blood toxicity, as they generally
do not induce significant hemolysis and do not affect the complement activation system.®!?
However, the data on blood compatibility are contradictory. There were reports that this polymer
can induce hemagglutination,® or impact platelet activation and clotting time,° depending on its
physicochemical characteristics. Cell viability can also be differentially affected, depending on CH
modifications and the cell type studied. For example, HUVEC cell line survival increases when
incubated with a CH-heparin nanoparticles coating on anodized NiTi (nickel-titanium),*? while a
glycol CH-nanogel induces slight cell toxicity on Raw 264.7 macrophages, 3T3 fibroblasts and
HMEC.3 Similarly, in L929 cells, viability is not affected by lauroyl sulfated CH microparticles,!
whereas CH/polyglutamic acid hollow spheres affect the viability of HUVEC and HUASMC, in a

cell, time, size, and charge-dependent manner.©
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The physicochemical differences in all these nanoformulations explain most of the variability in
hematocompatibility and cytotoxicity responses. Another factor is the heterogeneity in screening
protocols, coupled with the general assumption that CH is biocompatible, resulting in a limited
number of reports on its hemagglutination and oxidative stress response. Finally, the lack of
information on endotoxin contamination in CH formulations makes it difficult to interpret results
from cytokine up-regulation, as the presence of endotoxins alone can induce the production of
important pro-inflammatory mediators, such as tumor necrosis factor alpha (TNF-a) and
interleukin-6 (IL-6).}* These facts underscore the need to follow available guidelines when

evaluating the toxicological profile of a newly synthetized nanoparticle.

A good starting point for biocompatibility studies are the guidelines from the International
Organization for Standardization (ISO), the American Society for Testing and Materials (ASTM),
and the Nanotechnology Characterization Laboratory (NCL), which provide protocols and
recommendations to perform preclinical studies on nanoformulations. Reviews of standards,

guidelines and agencies are available in several reports.1>1®

Our goal is to design safe and functionalized nanoparticles which release their therapeutic cargo,
namely small interfering RNA (siRNA), to target cells with minimal toxicity to tissues. As we aim
for a parenteral administration, we decided to use the existing guidelines to achieve validated
outcomes before proceeding to a clinical application. The present study systematically evaluates
the safety of a pegylated diethylaminoethyl CH (DEAE1,-CH-PEG-FA;), with or without siRNA-SSB
complexation. This derivative showed a high in vitro transfection efficiency on varied cell lines'?
and its in vivo therapeutic efficacy was demonstrated in a murine collagen antibody-induced
arthritis model.?2 Among the assays proposed by ISO 10993-4:2009,%° ISO/TR 16197,Y” ASTM
F1903,2! ASTM E56.03 committee,?? and NCL protocols,?? the following were chosen: endotoxin
contamination, physicochemical characterization, cytotoxicity assay, hemotoxicity (hemolysis,
hemagglutination, complement activation, platelet aggregation and coagulation tests),

inflammatory response (cytokines) and oxidative stress response (reactive oxygen species (ROS)

and nitric oxide (NO)).
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Materials and Methods

Materials. Medical grade deacetylated CH (ChitoClear®, 43010, 270 kDa) was obtained from
Primex ehf (Siglufjordur, Iceland). RPMI 1640 medium, EMEM medium, fetal bovine serum (FBS),
0.25% trypsin-EDTA solution, penicillin-streptomycin (P/S) and lymphocyte separation medium
(LSM) were purchased from WISENT Bioproduct Inc (Montréal, Qc, Canada). siRNA-SSB (GenBank
accession number NM_009278) with the oligonucleotide sequence: antisense 5’-
uuacauuaaagucuguuguTT-3’; and sense 5’-acaacagacuuuaauguaaTT-3’ (as mentioned by Abrams
et al?* and Seitzer et al?) with a 2'-O-Me-rA (rC, rG, rU) modification, was purchased from Alpha
DNAS.E.N.C. (Montréal, Qc, Canada). Pyrogen-free consumables (Biosphere® plus certified) were
purchased from Sarstedt (Montréal, Qc, Canada). Other chemicals or solutions, if not otherwise
stated, were purchased from Sigma Aldrich Canada (Oakville, ON, Canada). Raw 264.7
macrophage and MG-63 cells were purchased from American Type Culture Collection (ATCC,

Manassas, VA, USA).

Ethics Committee. Experiments with human blood were approved by the H6pital du Sacré-Coeur
de Montréal (now Centre Intégré Universitaire de Santé et de Services Sociaux du Nord de I'ile de
Montréal (CIUSSS NIM) Research Ethics Committee (Protocol # 2017-1462). Informed consent
was obtained from healthy donor volunteers who were not ill nor under medication at the time
of blood sample collection. PBMC were collected from healthy volunteers who provided blood
samples. The CIUSSS NIM Research Ethics Committee approved the use of these cells and the

corresponding experimental procedures (Protocol # 2017-1462).

Synthesis of DEAE1,-CH-PEG-FA;. Groups of diethylaminoethyl (DEAE), polyethylene glycol (PEG
- 3 kDa spacer) and folic acid (FA) were grafted to the CH structure. DEAE1>-CH conjugation was
prepared as described by Oliveira et al.?® Final conjugation of DEAEi>-CH and PEG-FA was

performed as reported by Cho et al,?” with slight modifications, described in our previous study.?®

Limulus Amebocyte Lysate (LAL) assay. All the materials used for this test were purchased
pyrogen-free. One sample from each stage of synthesis, prepared at 1 mg/mL, was analyzed for

the presence of endotoxins by LAL assay (88282, Thermo Fisher, Saint-Laurent, Qc, Canada),
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according to NCL method STE-1.12° and the manufacturer’s instructions. The kit’s detection levels

were in the 0.1 EU/mL to 1 EU/mL range.

Characterization of modified CH. Polymer characterization was performed as described in our
previous studies.?%?® Nuclear magnetic resonance (1H-NMR) was used to assess the degree of CH
deacetylation (DDA) and the DEAE percentage incorporated into the polymer structure. The
percentage of PEG-FA incorporated was calculated by measuring FA absorbance (A363nm) in a
nanophotometer, using CH-DEAE as a blank. An extinction coefficient of 6165 M-1 cm-1 (FA)%®
was used for calculations. The molecular weight (MW) of the CH polymer was evaluated by gel
permeation chromatography (GPC). Additional Information about DEAE1,-CH-PEG-FA;

characterization is described in our previous study.®

Nanoparticle preparation in DPBS pH 7.2. DEAE1,-CH-PEG-FA; was dissolved overnightina 0.1 M
HCL solution, then heated at 50°C for 30 min, adjusted with Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline
(DPBS) to the desired final concentration, and finally filtered with a 0.45 um polyether sulfone
membrane filter. To prepare DEAE1,-CH-PEG-FA,/siRNA-SSB nanoparticles, siRNA-SSB and
modified CH stock solutions were added to DPBS and vortexed immediately at moderate speed

for 1 min. Nanoparticles were always freshly prepared prior to each experiment.

Characterization of DEAE1,-CH-PEG-FA;/siRNA nanoparticles in DPBS pH 7.2. The size and charge
(zeta potential) were evaluated with a Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments Ltd., Malvern,
UK), using a 1 mL nanoparticle solution containing 0.02 mM of siRNA. Size versus (vs) time studies
were performed to analyze the particle’s stability for 24 h. DEAE1,-CH-PEG-FA,/siRNA
nanoparticles at amino groups/phosphate groups (N/P) ratios of 5:1, 10:1, 15:1, 20:1, 30:1 and
40:1 were prepared as indicated above. The DEAE1,-CH-PEG-FA,/siRNA nanoparticle formation
was evaluated by 2% agarose gel electrophoresis, by loading 10 plL of nanoparticle solution with

0.5 pg of siRNA.

Nanoparticle concentrations selection for in vitro assays and controls. DEAE;,-CH-PEG-
FA,/siRNA nanoparticle concentrations were chosen according to a theoretical therapeutic dose
for their future use in vivo. Thus, a theoretical plasma concentration (TPC) for in vitro assays was

calculated, based on NCL recommendations3® and FDA directives.3! Our previous work showed
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the efficiency of a 50 pg siRNA-TNFa/intraperitoneal injection/mouse in a mouse model of
arthritis.? These results and those in the literature gave us a framework to determine the dose
that we could test in vivo for a future intravenous administration in a mouse model. Thereby, the
dose of 30 ug siRNA-SSB/intravenous injection/mouse (1.5 mg/kg, for a 20 g mouse) was chosen
as the target dose to be complexed with DEAE1>-CH-PEG-FA,. Based on NCL guidelines,®® an
equivalent human dose (0.1219 mg/kg) was calculated and the corresponding TPC (1.52 pg/mL

siRNA-SSB). Table 1 summarizes the concentrations used for in vitro assays.

This study evaluates the safety of our pegylated diethylaminoethyl CH (DEAE1,-CH-PEG-FA;) with
or without siRNA-SSB complexation. Positive and negative controls were used in each assay to
confirm the cells’ ability to respond to a given substance. Cell-free particle controls were

conducted to verify nanoparticle interference with the assay.

Table 1. Nanoparticle concentrations in vitro

| 20x 10x 5x TPC  1/5x  1/25x
SiIRNA-SSB (ug/mL) 30.4 15.2 760 152 0.30 0.06
DEAE1>-CH-PEG-FA; (ug/mL) | 324.2 162.1 810 162  3.24 0.64

Note: The higher concentrations represent 20, 10 and 5-fold the TPC. The lower concentrations
are two serial 1:5 dilutions of TPC. 20x concentration was only used in the complement activation
test.

Abbreviations: TPC, Theoretical Plasma Concentration.

Cell Cytotoxicity. This assay is based on slightly modified ASTM E2526-08 (2013)3? and NCL GTA-
2 (2015)33 guidelines. Cell viability, in response to DEAE1>-CH-PEG-FA,/siRNA nanoparticles, was
measured by MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-
2H-tetrazolium, G5421, Promega, Madison, WI, USA) and lactate dehydrogenase release (LDH,
11644793001, Roche, Laval, QC, Canada) assays on human MG-63 cells, murine Raw 264.7
macrophages and human peripheral blood mononuclear cells (PBMC). Briefly, MG-63 and Raw
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264.7 cells were plated in a 96-well plate at a confluence of 1.5 x 10* cells/well (EMEM medium)
and 3.5 x 10* cells/well (RPMI medium), respectively. Cells were incubated in 10% FBS phenol red-
free medium for 24 h at 37°C. Then, medium was replaced with fresh medium (1% FBS) containing
samples and incubated for 4, 24, and 48 h at 37°C. PBMC were isolated based on NCL method ITA-
10, using LSM.3* PBMC were collected, washed, resuspended in 1% FBS RPMI 1640 medium, and
incubated with samples at 2 x 10° cells/well in a 96-well plate. After the exposure period, MTS
and LDH assays were performed according to the manufacturer’s instructions, with absorbance
readings at 490 nm in a microplate reader (EL800, Bio-Tek instruments). DPBS was used as the
negative control. Hydrogen peroxide (500 uM H»03) and triton X-100 (1% v/v) were used as
positive controls for the MTS and LDH assays, respectively. Cell-free particle interference controls
were treated in the same experimental conditions. Cell viability and cytotoxicity were calculated

with the following equations:

sample

% cell viability = <m

)><100

sample — cell control

% total LDH leakage = < ) x 100

triton control — cell control

As the guidelines did not mention an acceptable threshold for the MTS assay, ISO 10993-5 criteria

were used, where a viability < 70% is considered toxic.>®

Hemolysis assay. This assay is based on ASTM E2524-08 (2013)% with some modifications. In
summary, human blood was collected in Na-heparin tubes. Plasma-free hemoglobin (PFH) and
total blood hemoglobin (TBH) were determined and treated according to the procedure described
in the guideline. Then, 20 pL of diluted whole blood, 20 uL of samples and 140 pL of DPBS were
incubated in microcentrifuge tubes for 3 h at 37°C. A minus blood interference control was also
prepared. Then, tubes were centrifuged for 8 min at 2000xg. The quantitative hemolysis
determination was carried out by mixing 100 pL of the sample’s supernatant with 100 pL of
cyanmethemoglobin reagent (hemoglobin reagent, Pointe Scientific, Canton, MI, USA). The

absorbance was read at 490 nm and a standard curve (0.025 to 0.8 mg/mL) prepared with human
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hemoglobin was used for calculations. Triton X-100 (10%) and DPBS served as positive and

negative controls, respectively. Percentage hemolysis was calculated with the following equation:

) Hemoglobin in sample
% Hemolysis = TBHA X 100

Hemolysis >5% indicates a positive hemolytic response according to ASTM guidelines.3®

Hemagglutination test. The chosen method is the one reported by Banerjee et al,3” Lima et al,38
and Stavitsky et al,3° with minor modifications. Briefly, human blood collected in Na-heparin tubes
was centrifuged at 1500 RPM for 12 min to isolate erythrocytes. Plasma was discarded and red
blood cells were washed 3 times with a 0.9% NaCl solution. Finally, a 2% cell suspension in NaCl
was prepared and incubated with nanoparticles in a 96-well U-bottom plate for 1 h at 37°C. DPBS
and lectin from Phaseolus vulgaris were used as negative and positive controls, respectively. Wells

were photographed and scored according to the scale proposed by Stavitsky et al:3°
"+ + + 4+ compact granular agglutinate;
+ + + Smooth mat on bottom of tube with folded edges;
+ + Smooth mat on bottom of tube, edges somewhat ragged;
+ Narrow ring of red around the edge of smooth mat;
+ Smaller area of tube covered than +, and heavier ring around the edge;

- discrete red button in center at the bottom of the tube."

Complement activation assay. This test was performed according to NCL method ITA-5.1 (2015)%°
with some modifications. Briefly, whole human blood was drawn in tubes containing sodium
citrate. Plasma was collected after blood centrifugation at 2500xg for 10 min. Then, equivalent

volumes of plasma and samples were mixed and incubated for 30 min at 37°C. 8.1 Units of cobra
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venom factor (CVF) and DPBS were used as positive and negative controls, respectively. Next,
Laemmli buffer was added and tubes were heated at 95°C for 5 min. Samples were finally loaded
at 10 pg/well in an 8% SDS-polyacrylamide gel and transferred electrophoretically onto a
nitrocellulose membrane for protein immunodetection. The primary antibodies deployed were
the anti-C3/C3b antibody (1:500, ab11871, Abcam, Toronto, ON, Canada), and the serum loading
control anti-transferrin antibody (1:1000, ab109503, Abcam, Toronto, ON, Canada). After serial
washes, the primary antibodies were revealed by the corresponding HRP-conjugated secondary
antibodies. According to NCL guidelines,*® a sample with > 2 folds the density of DPBS, for the C3c

fragment, was considered positive.

Platelet aggregation test. This test was performed according to NCL method ITA-2.2 (2015)*! with
some modifications. Briefly, whole human blood was collected in sodium citrate tubes. Platelet-
rich plasma (PRP) and platelet poor plasma (PPP) were obtained by blood centrifugation at 200xg
for 8 min and 2500xg for 10 min, respectively. Then, 6 min runs were performed at 37°C in a
platelet aggregation profiler (PAP-8E, Bio/Data Corporation) using 225 uL of PRP and 25 uL of
samples. A baseline correction was performed using PPP and samples for possible particle
interference. Collagen (100 pg/mL) and DPBS were the positive and negative controls,
respectively. Non-treated PRP runs at the beginning and the end of the assay were used as
internal test controls. The percentage of aggregation was calculated with the following equation,

where AUC represents the area under the curve:

) AUC sample
%Aggregatlon = W X 100

A platelet aggregation >20% was considered a positive response according to NCL Method ITA-

2.1(2015).22

Plasma coagulation test. This assay was carried out according to NCL method ITA-12 (2015).%
Briefly, whole human blood was collected in sodium citrate tubes. Plasma was collected after
blood centrifugation at 2500xg for 10 min. Then, samples were incubated with plasma in a
microcentrifuge tube for 30 min at 37°C, and finally centrifuged at 17000xg for 5 min. After

exposure, activated partial thromboplastin time (APTT), prothrombin time (PT) and thrombin
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time (TT) were measured using the STA-R Evolution coagulometer (Diagnostica Stago). Non-
treated plasma and DPBS were used as internal and negative controls, respectively. Normal limits
for plasma clotting time, established by the certified clinical laboratory at Hopital du Sacré-Coeur

de Montréal, were: APTT 28 < 40s, PT 11 < 15s, and TT 14 < 21s.

Cytokine assay. This assay was performed based on NCL method ITA-10 (2015).3* Briefly, human
PBMC were re-suspended in a 10% FBS RPMI 1640 medium. Cells (1 x 10%/well) were incubated
with samples for 24 h at 37°C. Lipopolysaccharides (LPS, tlrl-peklps, 20 ng/mL, Invivogen, San
Diego, CA, USA) and DPBS were the positive and negative controls, respectively. Following
exposure, supernatants were collected and centrifuged at 12000 RPM for 15 min. Cytokines (TNF-

o, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-4 and IL-10) were measured with Elisa kits (PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA).

Nitric oxide (NO) determination. This assay determines NO production based on NCL method
ITA-7 (2015).%* Briefly, murine Raw 264.7 cells were plated at a confluence of 1 x 10° cells/well in
10% FBS RPMI medium (phenol red free) and incubated for 24 h at 37°C. Then, medium was
replaced with fresh medium containing samples and incubated for 48 h at 37°C. After the
exposure period, supernatants were collected and centrifuged at 12000 RPM for 10 min. Nitrite
(NO?-) quantitative determination was carried out with the Greiss reagent as indicated in the
protocol. The absorbance was measured at 562 nm and a standard curve (0.12 uM to 250 uM)
prepared with sodium nitrite in complete medium was used for calculations. LPS (100 ng/mL) and
DPBS were used as the positive and negative controls, respectively. A cell-free interference

control was prepared and taken through all the experimental steps.

Reactive oxygen species (ROS) assay. This test measures ROS production based on NCL method
GTA-7 (2010),* with some modifications. Briefly, murine Raw 264.7 cells were plated in a black
96-well plate at a confluence of 8.5 x 10* cells/well in 10% FBS RPMI medium (phenol red free)
and incubated for 24 h at 37°C. Then, the plate was incubated with a 20 uM DCFH-DA probe
solution for 30 min. Cells were further incubated with Hanks’ Balanced Salt solution (HBSS)
containing the samples for 6 h at 37°C. The first reading was performed at t=0 before adding the
samples, and subsequently at 0.5, 1, 2, 3, 4, 5 and 6 h after exposure time. A microplate reader

with Fluorescence Polarization (Polar Star Optima, BMG Labtech) set up at ex. 485 nm and em.
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530 nm was used. H,0; (500 uM) and diethyl maleate (DEM, 5 mM) served as positive controls
and DPBS as the negative control. A cell-free interference control was prepared and taken
through all the experimental steps, except for probe pre-incubation. The ROS percentage was

calculated with:

sample fluorescence
% Fluorescence = X 100
control fluorescence

Statistical analysis. Data was analyzed with GraphPad Prism software version 6. Figures show the
standard error of the mean + SEM. Statistical significance (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,
***%¥p<0.0001) was assessed by One-way Anova or Two-way Anova with adjusted correction for
multiple comparisons using Dunnett's test (not matching or pairing). All results are from at least
three independent experiments unless stated otherwise in the figure legend. For experiments
with human blood, each independent experiment was from a distinct healthy blood donor. When
the guidelines did not provide an acceptable threshold for the test, the negative control was used
as a baseline to determine a statistically significant difference with the tested samples, as

recommended by ASTM F1903.%%
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Results

Characterization of modified CH (DEAE1>-CH-PEG-FA;). To evaluate the effect of DEAE and PEG-
FA insertion on the CH structure, we calculated the percentage of each chemical group attached
on the polymer chain, and estimated the MW of the new synthesized derivative. A diagram
representing the synthesis procedure is available in supplementary figure S1. The DDA of the
original non-modified CH was determined by H-NMR at 97.4%, with a MW of 270 kDa, as
measured with GPC. The degree of substitution (DS) of the DEAE groups inserted in the CH was
12%. The percentage of PEG-FA in the CH structure was 2.02%, as measured with a
nanophotometer at A 363 nm. The theoretical value of the average molar mass (MM) per DEAE12-
CH-PEG-FA; residue was determined by *H-NMR and calculated as 243.7 g/mol, using the DDA,
degree of acetylation (DA), and DS values. Final MW of this derivative, according to GPC, was 259
kDa. Figure S2 shows GPC traces for the original and modified CH. DEAE1,-CH-PEG-FA; polymer is
partly soluble in water after long stirring periods. Once HCl is added to water in equimolar
amounts to those of the amino groups, other solutions like DPBS pH 7.2 can be added to reach
the desired final concentration, and the polymer remains soluble at neutral pH. The final pH will
be the one used in the solution to reach the concentration to be tested, in our case pH 7.2. LAL
assay, carried out on different samples of the synthesis process, revealed that our DEAE1,-CH-
PEG-FA; was free of endotoxin contamination (endotoxin levels were not detectable or inferior
to 0.1 EU/mL). A representation of the DEAE1,-CH-PEG-FA; chemical structure, its *H-NMR

spectrum and general properties are shown in Figure 1.
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Figure 1. Chemical structure and characterization of DEAE>-CH-PEG-FA; modified CH. DEAE1>-
CH-PEG-FA; chemical structure (left-top). *H-NMR spectrum of deacetylated CH (right-top panel,
DDA 97.4%), DEAE1>-CH (middle panel) and DEAE1;-CH-PEG-FA; (right-bottom panel). DEAE1,-CH-
PEG-FA; properties (right-bottom).
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Characterization of DEAE1,-CH-PEG-FA,/siRNA nanoparticles in DPBS pH 7.2. The
electrophoresis assays were carried out to determine the ideal N/P ratio between DEAE;,-CH-
PEG-FA; and siRNA to form nanoparticles and complex the payload. Therefore, we chose a N/P
ratio of 15:1, as there was no siRNA release during the agarose gel migration, which reflects good
complexation (Figure 2A). Size and zeta potential assays (Figures 2B and C) for a N/P ratio of 15:1
showed nanoparticles of 208 + 33 nm, with a polydispersity index (PDI) of 0.15 + 0.04, and a
charge of +8.9 £ 0.7 mV. Size vs time studies (Figures 2D and E) showed stable nanoparticles for
a N/P ratio of 15:1, ranging from 194 + 10 nm (PDI 0.15 £ 0.0) at t=0 to 224 + 6 nm (PDI 0.18
0.02) at 24 h. Overall, this 24 h kinetic experiment showed good particle homogeneity from N/P

ratios of 15:1 to 40:1 for all time points, with sizes <235 nm and PDI <0.2.
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Figure 2. Characterization of DEAE1,-CH-PEG-FA,/siRNA nanoparticles in DPBS pH 7.2.
Nanoparticles had DEAE1,-CH-PEG-FA,/siRNA N/P ratios of 5:1, 10:1, 15:1, 20:1, 30:1 and 40:1.
(A) Nanoparticles agarose electrophoresis using 0.5 pg of siRNA/well. Lane 1: ladder (1kb pairs);
lane 2 free siRNA; lane 3-8: DEAE1-CH-PEG-FA,/siRNA nanoparticles at the indicated N/P ratios.
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(B) Nanoparticle size and PDI with 0.02 mM of siRNA/optical-cell. (C) Zeta potential of
nanoparticles at the indicated N/P ratios. (D) Nanoparticle size vs time and (E) their corresponding

PDI. All values are expressed as the mean + SEM of two independent experiments.

Cell viability and toxicity. The effect of DEAE1,-CH-PEG-FA,/siRNA nanoparticles or free DEAE1>-
CH-PEG-FA; on cell viability was tested using three types of cells and two assay methods. MTS
determines cell viability and LDH release indicates a loss in membrane integrity, which is
associated with cell death.3?> Compared to Raw 264.7 cells and PBMC, MG-63 cells had the best
viability and the lowest LDH release. For TPC, MG-63 cell viability was evaluated at 93.3 + 2.7%
(p<0.05) after 24 h of incubation and decreased to 76.0 + 5.1% (p<0.01) after 48 h (Figure 3A).
The LDH level varied from 1.8 £ 0.5% to 5.4 + 1.7% (p<0.01) for the same time periods (Figure 3B).
Although, cell viability of Raw 264.7 macrophages was more affected at 10x and 5x concentrations
(Figure 3C), cell viability at TPC was still 78.3 + 4.7% (p<0.05) and 71.8 + 3.0% (p<0.0001) after 24
and 48 h of incubation, respectively. A dose-dependent response associated with time points was
observed. LDH release was estimated at 45.9 + 5.8% (p<0.0001) and 88.0 + 7.3% (p<0.0001),
following treatment for 24 and 48 h (Figure 3D). For its part, PBMC cell viability at TPC remained
at 81.0 £ 2.9% and 107.5 £ 19.5% after 24 and 48 h of incubation, respectively (Figure 3E). LDH
release reached 12.3 + 1.4% (p<0.01) and 8.8 + 3.5% after 24 and 48 h post-exposure (Figure 3F).
The viability threshold for this test is >70% according to 1SO 10993-5,3> meaning that our
nanoparticles still meet the criteria for MG-63 cells and PBMC. Even though the viability of Raw
264.7 macrophage cells was >70% when evaluated by MTS assay, LDH release results showed a

much higher mortality rate which does not reflect MTS data.

Free DEAE1,-CH-PEG-FA; showed similar cell viability for all cell types, at different incubation
times and particle concentrations, as measured by the MTS assay and LDH release (Figures S3A-

F).
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Figure 3. Cell viability and toxicity of DEAE1,-CH-PEG-FA,/siRNA nanoparticles. The cytotoxic
effect of nanoparticles was evaluated using the MTS (A, C, E) and LDH assays (B, D, F) in MG-63
cells, Raw 264.7 macrophage cells and PBMC. Cells were incubated with samples for 4, 24 and 48
h at 37°C. After the exposure time, MTS and LDH tests were performed. DPBS was used as the
negative control. 500 uM H,0; and 1% v/v triton X-100 were used as positive controls for MTS
and LDH assays, respectively. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 are significantly
different from the negative control. Data are expressed as the mean + SEM of three independent
experiments and were analyzed by Two-way ANOVA (post hoc Dunnett's test). Blood samples for
PBMC were collected from three different healthy human donors. See Table 1 for DEAE1,-CH-PEG-

FA, and siRNA concentrations.
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Hemocompatibility of nanoparticles. In order to define the hemotoxicity profile of our DEAE12-
CH-PEG-FA;,/siRNA nanoparticles and free DEAEi,-CH-PEG-FA,, a set of experiments were
performed to evaluate the effect of their interaction with human blood components, namely
cells, proteins and mediators. All tested nanoparticle and free DEAE1,-CH-PEG-FA; concentrations
with hemolysis assay (Figures 4A and S4A) were under the ASTM threshold of 5%.3° A platelet
aggregation test (Figure 4B) has shown that all concentrations (except for 10x) meet the guideline
threshold of <20% for platelet clotting. TPC and 5x induced platelet clottingat 2.9+ 1.1% and 15.6
+ 8.6%, respectively, with no statistically significant difference compared to DPBS. For free
DEAE1,-CH-PEG-FA; (Figure S4B) aggregation was inferior to 20% for all concentrations, with a
clot formation of 5.3 + 1.4% for TPC. The hemagglutination assay showed a weak agglutination
with the formation of a smooth mat of red blood cells on the well bottom (Figure 4C) for all
concentrations, except for 10x which showed a mild aggregation. Free DEAE1,-CH-PEG-FA; had

similar outcomes as well (Figure S4C).

Plasma clotting times, measured with the APTT, PT and TT assays, showed that all DEAE1,-CH-
PEG-FA,/siRNA nanoparticle concentrations were within the normal clinical limits established for
the test (Figure 4D). For TPC, the clotting times were as follows: 13.1 + 0.2s for PT, 33.1 + 1.3s for
APTT and 15.6 + 0.4s for TT; while for DPBS they were: 12.6 + 0.2s for PT, 32.7 + 1.3s for APTT and
15.8 + 0.4s for TT, with no statistically significant difference. Free DEAE1,-CH-PEG-FA; showed

similar responses (Figure S4D).

A western blot analysis of the native C3a chain cleavage (~115 kDa) to split product C3c (~43 kDa),
evaluated the activation of any of the three major pathways of the complement system (classical,
alternative and lectin). Figure 4E shows that all nanocomplexes meet the guideline criteria, as
none of the DEAE1;-CH-PEG-FA,/siRNA nanoparticle concentrations led to complement system
activation, as indicated by the absence of C3c cleaved products, contrary to the positive control
(CVF). Free DEAE1,-CH-PEG-FA; showed the same effect as nanocomplexes (Figure S4E).
Transferrin (~77 kDa) was used as a serum loading control, showing equal protein content

between samples.
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Figure 4. Hemocompatibility of DEAE;,-CH-PEG-FA,/siRNA nanoparticles. (A) Hemolysis
percentage induced by nanoparticles and visual inspection of tubes after the centrifugation step
(inset). Human blood was incubated with samples for 3 h at 37°C. DPBS and triton represent the
negative and positive controls, respectively. Pink dash line shows the 5% threshold of ASTM from
which a sample is considered to have hemolytic properties. Data are expressed as the mean %
SEM of three independent experiments and were analyzed by One-way ANOVA (post hoc
Dunnett's test). (B) Nanoparticle platelet aggregation profiles after platelet-rich plasma was
incubated with samples for a 6 min run at 37°C. PBS and collagen represent the negative and
positive controls, respectively. Data are expressed as the mean + SEM of three independent
experiments and were analyzed by One-way ANOVA (post hoc Dunnett's test). (C)
Hemagglutination activity produced by nanoparticles in an erythrocyte suspension after 1 h of
incubation at 37°C. DPBS and lectin represent the negative and positive controls, respectively.
Pictures represent one of three independent experiments with similar results. The agglutination
analysis was performed as described in the methods. (D) Effect of particles on plasma coagulation

times: prothrombin time (PT), thrombin time (TT) and activated partial thromboplastin time
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(APTT). Measures were taken after a 30 min incubation of human plasma with samples at 37°C.
The normal coagulation time limits are indicated with a colored dash line (PT 11 < 15s (dark blue),
TT 14 < 21s (gray) and APTT 28 < 40s (light green)). Non-treated plasma and DPBS were used as
internal controls for the test. Data are expressed as the mean + SEM of four independent
experiments and were analyzed by Two-way ANOVA (post hoc Dunnett's test). (E) Complement
activation assay showing the expression levels of a native C3a chain (~115 kDa) and its cleavage
product C3c (~43 kDa), after human plasma exposure to nanoparticles for 30 min at 37°C. DPBS
and CVF represent the negative and positive controls, respectively. Transferrin (~77 kDa) was
used as a serum loading control. Blots represent one of three independent experiments with
similar results. For all experiments, blood samples were collected from at least three healthy
human donors. ****p<0.0001 are significantly different from the negative control. See Table 1

for DEAE12-CH-PEG-FA; and siRNA concentrations.

Nanoparticle potential to induce cytokines. A key test to estimate one of the possible immune
responses to cell-particle interactions is to quantify the production of pro- and anti-inflammatory
cytokines. In PBMC, no statistically significant differences in TNF-a (Figure 5A) and IL-6 (Figure 5B)
secretion were observed, in any of the DEAE1,-CH-PEG-FA,/siRNA nanoparticles or free DEAE1»-
CH-PEG-FA; concentrations tested when compared to DPBS. TNF-a expression levels at TPC were
287.8 + 67.0 pg/mL vs 84.5 + 44.5 pg/mL for DPBS, while for LPS they were 1117 + 185.2 pg/mL.
IL-6 levels reached 150.2 + 44.1 pg/mL for TPC vs 55 * 49.2 pg/mL for DPBS, and 927.8 + 117.1
pg/mL for LPS. On the other hand, IL-8 and IL-1B (Figures 5C and D) were both secreted in
response to DEAE12-CH-PEG-FA,/siRNA nanoparticles. The former reached 4082 + 1313 pg/mL at
TPC vs 418.3 + 200.0 pg/mL for DPBS and 7539 + 2079 pg/mL for LPS, while the latter reached
629.8 + 111.0 pg/mL for TPC vs 100.6 + 45.6 pg/mL for DPBS (p< 0.01) and 502.8 + 148.3 pg/mL
for LPS. Finally, IL-10 (Figure 5E) and IL-4 (Figure 5F) expression levels were not statistically
significant compared to DPBS. Similar secretion profiles were observed when cells were incubated

with free DEAE1,-CH-PEG-FA; (Figures S5A-F).
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Figure 5. Nanoparticle potential to induce cytokines. (A) TNF-a, (B) IL-6, (C) IL-8, (D) IL-1B, (E) IL-
10, and (F) IL-4 cytokines were detected by ELISA, after PBMC incubation with nanoparticles for
24 h at 37°C. DPBS and LPS (20 ng/mL) were used as negative and positive controls, respectively.
Data are expressed as the mean = SEM of five independent experiments, each one from a
different healthy human donor, except for IL-4 where N=4. *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001 are
significantly different from the negative control. Data were analyzed by One-way ANOVA (post

hoc Dunnett's test). See Table 1 for DEAE1,-CH-PEG-FA; and siRNA concentrations.

NO and ROS production. Nanoparticles have the capacity to produce ROS and impair the normal
intracellular redox homeostasis, overriding the antioxidant capacity of cells.!” NO and ROS are

effector molecules released by activated macrophages to defend the cell from pathogens.
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Therefore, the detection of ROS and NO can help estimate the effect of DEAE12-CH-PEG-FA,/siRNA

nanoparticles or free DEAE1,-CH-PEG-FA; on cell responses.

Our results on NO production showed no statistically significant difference for any of the tested
particle concentrations, when compared to the negative control DPBS (Figure 6A). Similar results

were found with free DEAE1,-CH-PEG-FA; (Figure S6A).

As for ROS, Figure 6B shows no statistically significant difference between samples and the
negative control DPBS. Conversely, there was an increase in ROS production for the H;0; and
DEM positive controls, from the start of exposure for the former, and 2 h after incubation for the

latter. Free DEAE1,-CH-PEG-FA; had a similar response for all tested concentrations (Figure S6B).
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Figure 6. Nitric oxide (NO) and reactive oxygen species (ROS) production in response to
nanoparticles. (A) NO concentration produced by Raw 264.7 macrophage cells in response to
nanoparticles. Cells were incubated with samples for 48 h at 37°C. NO?- concentration was
measured in cell supernatants using the Greiss reagent. DPBS and LPS (100 ng/mL) were used as
negative and positive controls, respectively. Data were analyzed by One-way ANOVA (post hoc
Dunnett's test). (B) ROS induction by nanoparticles in Raw 264.7 cells. Cells were exposed to
samples for 6 h, after pre-incubation with 20 uM of DCFH-DA probe. Fluorescence readings (ex.

485 nm and em. 530 nm) were performed at the indicated time points. 500 uM H,0; and 5 mM
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DEM were used as positive controls. DPBS in blue represents the negative control. Data were
analyzed by Two-way ANOVA (post hoc Dunnett's test). Data from NO and ROS are expressed as
the mean + SEM of three independent experiments. *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001 are
significantly different from the negative control. See Table 1 for DEAE1,-CH-PEG-FA; and siRNA

concentrations.
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Discussion

In the last decades, CH has garnered significant interest because of its many applications in several
biomedical fields, as well as for its physicochemical properties and biocompatibility. On the
nanoscale, the therapeutic potential of this polysaccharide as a drug delivery system and as a
vector of genetic payloads, among others, has been acknowledged.® We have previously reported
that adding DEAE to the main CH chain modifies its pKa characteristics, improving the buffering
capacity of nanoparticles, as well as their endosomal escape and the release of cargo in the
cytoplasm, which enhances their transfection efficiency.'%?® As previously shown, adding FA to
our nanovector also improves the capacity to target cells expressing the folate receptor (FR).%?
Herein, we synthetized stable DEAE1,-CH-PEG-FA,/siRNA nanoparticles at physiological pH (7.2),
as demonstrated by the uniformity in size and PDI measurements over 24 h at a N/P ratio of 15:1.
This characteristic improves their potential for therapeutic applications as it makes their use in
biological conditions possible. CH interacts electrostatically with genetic materials to form
nanoparticles without the need for organic solvents, thanks to its positively charged surface.
Therefore, a simple nanoparticle preparation in a DPBS solution (pH 7.2) was favored, according

to ASTM and NCL recommendations, as it prevents additives/surfactants toxicity.*¢#

In our study, we followed the guidelines from 1SO,*® ASTM,*® and NCL,?3 which were adapted to
our intended route of exposure, potential cellular targets and equipment/reagent availability.
This allowed us to estimate the biological response to CH in two ways: complexed with siRNA and
in free form. The protocols chosen evaluated the interaction between nanocomplexes and blood
components, as our nanoparticles are intended to pass through the bloodstream before reaching
their target. All the in vitro studies were performed with TPC as the principal concentration,
derived from a potential therapeutic dose in an in vivo study. Moreover, we achieved a modified
CH polymer synthesis with undetectable levels of endotoxin contamination (<0.1 EU/mL), to avoid

interference with the in vitro outcomes.

In the present study, PBMC were studied for their potential cell-particle interactions in the
bloodstream. PBMC (only monocytes) and Raw 264.7 cells express FR over their surface,?%>!

which may be recognized by the folate ligand grafted to the CH structure. For their part, MG-63

87



cells were of interest as they do not express FR,?%°2 making it possible to correlate the effect of
folate targeting to the overall cell viability results. Cytotoxicity studies revealed that cell viability
and LDH release were dose, time and cell-type dependent. As expected, both MG-63 and PBMC
cell viability were not significantly affected at the three lowest concentration levels (TPC, 1/5x
and 1/25x) and for all incubation times (4, 24 and 48 h). This suggests a low toxicity profile for our
nanoparticles, which could be explained by the limited presence of FR on their surface. On the
other hand, cell viability of Raw 264.7 macrophages decreased significantly in a dose and time-
dependent manner. We hypothesize that the phagocytic role of these cells increases through the
interaction between FR on the cell’s surface and folic ligands conjugated to the CH structure,
which may explain their reduced viability. This hypothesis is supported by Yang et al** who report
that folic acid on CH nanoparticles enhanced specific internalization and gene silencing in
activated Raw 264.7 macrophages. Finally, the increasing level of LDH release from Raw 264.7
cells incubated with both DEAE1,-CH-PEG-FA;/siRNA nanoparticles and free DEAE1,-CH-PEG-FA;
could be the result of a cell death process or a change in cell surface permeability.>® The
discrepancy between MTS and LDH results in these cells could be explained by the transient
formation of nanoscale holes on the cellular membrane during particle internalization,>*>° leading
to LDH release”® in the culture medium. This could occur without it being correlated to cell death
activation. Therefore, cell mitochondria could still process the MTS substrate and give acceptable
viability results, as those obtained for Raw 264.7 cells, despite the high levels of LDH release
observed. Different CH based nanoparticles have been tested in Raw 264.7 macrophages and
PBMC. Overall, cell viability is frequently above 70% when evaluated by MTS assay or its
derivatives (MTT, XTT, etc.).>’®! For instance, Raw 264.7 cells treated with a mannosylated CH-
graft-polyethylenimine copolymer showed ~95% viability after a 24 h exposure at concentrations
around our TPC.>” In PBMC, CH gold nanoparticles showed low cytotoxicity for concentrations up
to 75 uM.!° However, most of the studies do not evaluate LDH release, making toxicity
comparisons difficult, since the methodology used to evaluate cytotoxicity differs between
research groups. Finally, it is clear that the CH nanoformulation, its physicochemical
characteristics, tested concentrations, and percentage of cellular uptake, all contribute to the

variations in cell viability results.
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In the next step, hemocompatibility screening gave promising results for DEAE1;-CH-PEG-
FA,/siRNA nanoparticles when it came to blood-contact purposes. The interaction between
erythrocyte and DEAE1,-CH-PEG-FA,/siRNA nanoparticles or free DEAE1,-CH-PEG-FA; meet the
ASTM threshold of <5% for hemolytic properties. This weak hemolytic response can be attributed,
in part, to the attachment of PEG molecules to the CH structure, which enhanced their
hemocompatible properties.®? Thereafter, we assessed plasma coagulation times and platelet
aggregation properties, as data from the literature indicates that nanoparticles may trigger
platelet adhesion or deplete coagulation factors, leading to thrombogenicity and bleeding.3063
Our results showed that DEAE1,-CH-PEG-FA,/siRNA nanoparticles and free DEAE1;-CH-PEG-FA;
meet the established clinical limits for the test, as they did not influence any of the main
coagulation pathways (intrinsic (APTT), extrinsic (PT) and common (TT)). Moreover, platelet
aggregation satisfied the <20% aggregation threshold for the four lowest nanocomplex
concentrations (5x, TPC, 1/5x and 1/25x), establishing their low platelet clotting properties.
Finally, the results from the complement activation test also fulfill the guideline requirements as
nanoparticles were unable to cleave the C3a chain molecule. This is an important characteristic

to avoid allergic and anaphylactic reactions®® when aiming for systemic administration.

However, the hemagglutination assay showed a slight aggregation of red blood cells at all
concentrations of DEAE1,-CH-PEG-FA,/siRNA nanoparticles or free DEAE12-CH-PEG-FA;. This weak
cell adhesion occurred without loss of membrane integrity, as the low hemoglobin release in the
hemolysis test showed. Lima et al3 found that the contact between CH nanoparticles and
erythrocytes creates a net that could trigger hemagglutination. The polymer’s positive charge
could explain this, as it may allow an electrostatic interaction with the negative surface of red
blood cells, and activate the agglutination process.®® This hypothesis is supported by the findings
of Fan et al,®* who confirmed that CH nanoparticles can easily attach to erythrocyte membranes.
Our nanoparticles showed a zeta potential of +8.9 + 0.7mV (N/P ratio of 15:1), which is considered
a neutral surface charge according to NCL Method PCC-2.%> However, it should be noted that the
erythrocytes were resuspended in a NaCl solution (pH 5.5), as recommended in the
hemagglutination protocol. Thus, we assume that a decrease in pH may have protonated the CH

amine groups and raised the density of the positive charge, increasing its interaction with red
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blood cells. Hence, the characterization of nanocomplexes with the same medium used for in
vitro assays is appropriate. Unfortunately, it was not possible to exactly reproduce the testing
conditions for a DLS measure, as interference made it impossible to detect an acceptable reading.
Interestingly, current hemagglutination assays still lack a validated quantitative and predictive

technique. However, the search for alternative methods is beyond the framework of this study.

We also analyzed the ability of nanoparticles to modulate cytokine expression, namely TNF-a, IL-
1B, IL-6, IL-8, IL-4 and IL-10, as they play a key role in the inflammatory regulation processes.®®
Overall, most of the cytokine expression levels were not affected by our nanoparticles, although
IL-8 and IL-1B were induced at some concentrations. Cytokines, such as TNF-a, IL-1B and IL-6,
have a significant function in the acute inflammatory process, causing swelling and redness.®” This
response is increased when neutrophils are enrolled and activated, led by IL-8 chemokine.®” It is
interesting to see that only the IL-1B and IL-8 levels were significantly released in our study,
whereas TNF-a and IL-6 remained unaltered. It is also important to note that IL-8 induction was
only statistically significant for the highest concentration tested, which was intended to achieve
some toxicological response. TNF-a and IL-1f are the primary cytokines that trigger and maintain
inflammatory responses.®® The fact that IL-1B was induced but TNF-a was not seems to reflect an
incomplete activation of the inflammatory pathway by DEAE1,-CH-PEG-FA,/siRNA nanoparticles.
This hypothesis is supported by the normal levels of IL-10 induced by our nanocomplexes, as this
cytokine is substantially secreted during an inflammatory response to counterbalance the effects
of pro-inflammatory mediators.® Similarly to IL-10, IL-4 secretion was comparable to baseline. As
IL-4 is a mediator involved in IgE induction®® throughout an allergic reaction, its normal levels let
us surmise that our CH is safe (as a derivative of shrimps’ exoskeleton) from a hypersensitivity

response.

IL-1B and IL-6 are known to cause fever and are therefore useful as pyrogenic markers when
testing pharmaceutical preparations.3® The fact that the LAL assay had a negative outcome, and
IL-6 expression levels were low, allowed us to confirm that our CH nanoformulation is free of
endotoxin contamination. High expression levels of IL-1B have been associated to CH’s capacity
to activate the NLRP3 inflammasome pathway in human PBMC, mouse peritoneal macrophages

and mouse bone marrow—derived macrophages (BMM®).”° BMM® cells released a significant

90



level of IL-1B in response to CH without secretion of other pro-inflammatory cytokines, such as
TNF-a and IL-6, supporting our results.”® Similarly, Feng et al’* have reported an IL-1B production
by Raw 264.7 macrophage cells, after stimulation with oligochitosans, which may be related to
the recognition of this molecule by mannose receptors on the cell’s surface. There are three main
theories regarding the activation of the inflammasome pathway: the production of ROS, the
destabilization of lysosomes during particle escapement, and the K*efflux.”® According to our
results, neither DEAE12-CH-PEG-FA,/siRNA nanoparticles nor free DEAE1>-CH-PEG-FA; produced
ROS, which suggests that inflammasome activation is not caused by ROS in this study. With regard
to the lysosome translocation theory, we speculate that during nanoparticle escape from these
organelles the inflammasome system could be activated, which may explain the production of IL-
1B. In turn, IL-1B, as a mediator of the acute response, may have an effect on immune cells to
produce IL-8. CH has been recognized as an immunostimulatory agent,”> as an adjuvant in
vaccines,’® and as a polymer with anti-inflammatory properties.” This last characteristic could set
it apart from other polymers with a history of more consistent inflammatory reactions, such as
PEL®” where intracellular stress and apoptotic cell death processes are involved.”” In any case,
deeper mechanistic studies about the inflammasome pathways and other CH signaling pathways
are needed, to improve our understanding of the processes involved in the cellular response to

CH.

Finally, oxidative stress studies showed that neither DEAE1>-CH-PEG-FA,/siRNA nanoparticles nor
free DEAE1,-CH-PEG-FA; induced ROS or NO production by Raw 264.7 macrophage cells. These
outcomes are interesting as nanoparticle-induced oxidative stress is involved in inflammatory
response, cytotoxicity and genotoxicity.”® CH has been associated with antioxidant activity thanks
to its ROS scavenging ability.”” For instance, CH has shown anti-oxidative properties in a LPS-
injected mouse model via the restoration of glutathione levels and catalase activity.”® Other CH
modifications, such as gallic acid grafted onto O-carboxymethyl CH (GA-g-CMCS), showed a
protective action against hydrogen peroxide treated cells, reducing ROS production and restoring
superoxide dismutase, catalase and glutathione peroxidase activity.”? Also noteworthy is the
literature data showing the capacity of CH to produce ROS and consequently oxidative stress.

Jesus et al®® found that ROS production in Raw 264.7 macrophage cells was associated with the
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%DDA of their CH polymer. Thus an 80% DDA in CH nanoparticles and polymer were able to induce
ROS in a concentration-dependent manner, while a 93% DDA did not. Moreover, Sarangapani et
al®! found that with a particular size of positively charged CH nanoparticles, the oxidative stress
mechanism can be triggered through ROS generation and the depletion of glutathione, becoming
selectively cytotoxic for leukemia cells. Similarly, Martinez et al®® proposed CH gold nanoparticles
(CH-AuUNPs) to induce ROS production as a possible treatment for cancer cells. Reactive nitrogen
species (RNS) production by phagocytes, especially NO, are key molecules to measure
nanoparticle-induced injury,’® and results reported in the literature are contradictory as for ROS.
Thus, some CH formulations have the ability to induce NO production as part of the oxidative
stress response,> while others have no effect.® It was also reported that CH possesses the ability
to reduce the LPS-induced NO levels by Raw 264.7 macrophages.8%%2 This conflicting data can be
explained by the preparation procedures of the CH samples and their physicochemical

characteristics, such as composition, size, charge and surface reactivity.’®

Taking into consideration the general results from all assays, and the fact that DPBS outcomes are
comparable to those of non-treated cells, we concluded that this particle suspension medium did
not influence the data. Therefore, as DEAE1;-CH-PEG-FA,/siRNA nanoparticles and free DEAE1;-
CH-PEG-FA; had similar biological responses, we deduced that CH is the component with the
strongest effect in the nanoformulation. This study allowed us to evaluate in vitro, the potential
biological response to an in vivo dose of 30 pg siRNA-SSB/mouse (1.5 mg/kg), complexed with
320 pg of DEAE1,-CH-PEG-FA>/dose. As in vitro assays may predict the toxicity of in vivo studies,3°

a dose ranging between TPC and 1/5x concentration will be considered for the animal model.

This basic toxicological screening provides a strong starting point to evaluate the safety profile of
nanomaterials (see Table 2). New complementary standard guidelines addressing nanotoxicology
are available in several FDA%38% and 1SO® reports. Guideline implementation makes it possible to
compare outcomes from different studies across laboratories, as the experimental conditions are
already established by the different organizations. Finally, relevant aspects, such as endotoxin
contamination and nanoparticle characterization, have to be addressed early on, at the preclinical
development stage, to avoid inconsistencies with in vitro results, to improve our interpretation

and to correlate biological responses.
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Table 2. Toxicological screening guidelines

Test Protocol Reference

Endotoxin contamination | LAL assay NCL method STE-1.1%°

Cytotoxicity MTS ASTM E2526-0832 and NCL GTA-233
LDH

Hemotoxicity Hemolysis ASTM E2524-0836

Inflammatory response
Oxidative Stress

Hemagglutination

Complement activation
Platelet aggregation
Coagulation times
Cytokines

Nitric oxide production
ROS production

Banerjee et al,>’ Lima et al,3® and
Stavitsky et al*®

NCL method ITA-5.140

NCL method ITA-2.2%41

NCL method ITA-1243

NCL method ITA-103*

NCL method ITA-74

NCL method GTA-7%

Abbreviations: LAL, Limulus Amebocyte Lysate; MTS, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-

carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium; LDH, Lactate Dehydrogenase; ROS,
Reactive Oxygen Species; NCL, Nanotechnology Characterization Laboratory; ASTM, American

Society for Testing and Materials.

93



Conclusion

This study supports the application of endotoxin-free DEAE12-CH-PEG-FA,/siRNA nanoparticles for
potential blood-contact purposes, thanks to their low hemotoxicity. This is illustrated by their
weak hemolytic and platelet aggregation properties, and the absence of effect on complement
system and coagulation times. Their size, sSiRNA complexation and stability over time are suitable
for various applications. We observed that cytotoxicity is related to dose, cell type and exposure
times. Moreover, their low oxidative stress response and cytokine production make them a
promising candidate for gene therapy applications, especially in inflammatory conditions,
warranting further investigation. Complementary studies will be carried out to clarify the
mechanisms involved in LDH release and the IL-1B levels observed in our study. Based on its
toxicological profile reported herein, we conclude that this DEAE1>-CH-PEG-FA;/siRNA platform is
safe for potential biomedical applications administered intravenously, orally or topically. Future
trials of our nanoparticles will address the biodistribution and toxicity of particles in a mouse

model, using an in vivo imaging system as well as monitoring of the biomarkers for organ function.
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Abbreviations

APTT: activated partial thromboplastin time; ASTM: American Society for Testing and Materials;
AUC: area under the curve; BMM®: mouse bone marrow—derived macrophages; CH: chitosan;
CVF: cobra venom factor; DA: degree of acetylation; DDA: degree of deacetylation; DEAE:
diethylaminoethyl; DEM: diethyl maleate; DPBS: dulbecco's phosphate-buffered saline; DS:
degree of substitution; FA: folic acid; FDA: Food and Drug Administration; FR: folate receptors;
GPC: permeation chromatography; H,02: hydrogen peroxide; HBSS: Hanks’ balanced salt solution;
H-NMR: nuclear magnetic resonance; IL: interleukin; 1SO: International Organization for
Standardization; LAL: limulus amebocyte lysate; LDH: lactate dehydrogenase; LPS:
lipopolysaccharides; MM: molar mass; MTS: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium; MW: molecular weight; N/P: amino
groups/phosphate groups; NCL: Nanotechnology Characterization Laboratory; NiTi: nickel-
titanium; NO: nitric oxide; OECD: Organization for Economic Cooperation and Development;
PBMC: peripheral blood mononuclear cells; PEG: polyethylene glycol; PEI: polyethylenimine; PFH:
plasma-free hemoglobin; PPP: platelet poor plasma; PRP: platelet-rich plasma; PT: prothrombin
time; ROS: reactive oxygen species; SEM: standard error of the mean; siRNA: small interfering
RNA; TBH: total blood hemoglobin; TNF-a: tumor necrosis factor alpha; TPC: theoretical plasma

concentration; TT: thrombin time.
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Figure S3. Cell viability and toxicity of DEAE1>-CH-PEG-FA,. The cytotoxic effect of free DEAE1,-
CH-PEG-FA; was evaluated using the MTS (A, C, E) and LDH assays (B, D, F) in MG-63 cells, Raw
264.7 macrophage cells and PBMC. Cells were incubated with samples for 4, 24 and 48 h at 37°C.
DPBS was used as a negative control. 500 uM H>0; and 1% v/v triton X-100 were used as positive
controls for MTS and LDH assays, respectively. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 are
significantly different from the negative control. Data are expressed as the mean + SEM of three
independent experiments and were analyzed by Two-way ANOVA (post hoc Dunnett's test).
Blood samples to obtain PBMC were collected from three different healthy human donors. See

Table 1 for DEAE1,-CH-PEG-FA; concentrations.
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Figure $4. Hemocompatibility of DEAE1;-CH-PEG-FA;. (A) Hemolysis percentage induced by free
DEAE1;-CH-PEG-FA; and visual inspection of tubes after the centrifugation step (inset). Human
blood was incubated with samples for 3 h at 37°C. DPBS and triton represent the negative and
positive controls, respectively. Pink dash line shows the 5% threshold of ASTM from which a
sample is considered to have hemolytic properties. Data are expressed as the mean * SEM of
three independent experiments and were analyzed by One-way ANOVA (post hoc Dunnett's test).
(B) The platelet aggregation profile of free DEAE12-CH-PEG-FA,, after platelet-rich plasma was
incubated with samples for a 6 min run at 37°C. PBS and collagen represent the negative and
positive controls, respectively. Data are expressed as the mean + SEM of three independent
experiments and were analyzed by One-way ANOVA (post hoc Dunnett's test). (C)

Hemagglutination activity produced by DEAE1;-CH-PEG-FA; in an erythrocyte suspension after 1
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h incubation at 37°C. DPBS and lectin represent the negative and positive controls, respectively.
Pictures represent one of three independent experiments with similar results. The agglutination
analysis was performed as described in the methods. (D) Effect of free DEAE12-CH-PEG-FA; on
plasma coagulation times: prothrombin time (PT), thrombin time (TT) and activated partial
thromboplastin time (APTT). Measures were taken after 30 min incubation of human plasma with
samples at 37°C. The normal coagulation time limits are indicated with a colored dash line (PT 11
< 15s (dark blue), TT 14 < 21s (gray) and APTT 28 < 40s (light green)). Non-treated plasma and
DPBS were used as internal controls for the test. Data are expressed as the mean + SEM of four
independent experiments and were analyzed by Two-way ANOVA (post hoc Dunnett's test). (E)
Complement activation assay showing the expression levels of a native C3a chain (~115 kDa) and
its cleavage product C3c (~43 kDa), after human plasma exposure to DEAE1,-CH-PEG-FA; for 30
min at 37°C. DPBS and CVF represent the negative and positive controls, respectively. Transferrin
(~77 kDa) was used as a serum loading control. Blots represent one of three independent
experiments with similar results. For all experiments, blood samples were collected from at least
three healthy human donors. ***p<0.001, ****p<0.0001 are significantly different from the

negative control. See Table 1 for DEAE1,-CH-PEG-FA; concentrations.
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Figure S5. DEAE1,-CH-PEG-FA; potential to induce cytokines. (A) TNF-a, (B) IL-6, (C) IL-8, (D) IL-1B,
(E) IL-10, and (F) IL-4 cytokines were detected by ELISA, after PBMC incubation with free DEAE12-
CH-PEG-FA; for 24 h at 37°C. DPBS and LPS (20 ng/mL) were used as negative and positive
controls, respectively. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 are significantly different
from the negative control. Data are expressed as the mean + SEM of five independent
experiments, each one from a different healthy human donor, except for IL-4 where N=4. Data
were analyzed by One-way ANOVA (post hoc Dunnett's test). See Table 1 for DEAE1,-CH-PEG-FA;

concentrations.
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Figure S6. Nitric oxide (NO) and reactive oxygen species (ROS) production in response to free
DEAE1,-CH-PEG-FA;. (A) NO concentration produced by Raw 264.7 macrophage cells in response
to DEAE1,-CH-PEG-FA,. Cells were incubated with samples for 48 h at 37°C. NO2 concentration
was measured in cell supernatants using the Greiss reagent. DPBS and LPS (100 ng/mL) were used
as negative and positive controls, respectively. Data were analyzed by One-way ANOVA (post hoc
Dunnett's test). (B) ROS induction by DEAE1,-CH-PEG-FA; in Raw 264.7 cells. Cells were exposed
to samples for 6 h, after pre-incubation with 20 uM of DCFH-DA probe. Fluorescence readings (ex.
485 nm and em. 530 nm) were performed at the indicated time points. 500 uM H20; and 5 mM
DEM were used as positive controls. DPBS in blue represents the negative control. Data were
analyzed by Two-way ANOVA (post hoc Dunnett's test). Data from NO and ROS are expressed as
the mean + SEM of three independent experiments. *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001 are

significantly different from the negative control. See Table 1 for DEAE1;-CH-PEG-FA;

concentrations.
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Résumé

Le chitosane est un polysaccharide naturel qui fait I'objet d'une grande attention pour ses
applications en thérapie génique. Le mécanisme moléculaire et la réponse immunitaire aux
nanoparticules de chitosane sont des caractéristiques essentielles de leur biocompatibilité. Nous
avons étudié la capacité des nanoparticules de diéthylaminoéthyl-chitosane-polyéthyléne glycol-
acide folique (DEAE12-CH-PEG-FA;)/petits ARN interférents (siRNA)-SSB sans endotoxines a activer
les voies de signalisation du récepteur toll-like 4 (TLR-4) et les récepteurs de lectine de type C
(CLR). Des analyses par la méthode de buvardage de Western ont démontré que les
nanoparticules n’activent pas les voies de signalisation du complexe « IkB kinase » (IKK) / facteur
nucléaire kappa B (NF-kB), la famille de « mitogen activated protein kinases » (MAPKs), la «
protein kinase B » (AKT) et le « spleen tyrosine kinase » (SYK). L’absence d’activation a été
observée malgré le contact entre les nanoparticules et les cellules démontré par la microscopie a
épifluorescence et des essais de transfection in vitro chez les macrophages Raw 264.7. De plus,
des études d’ELISA et de buvardage de Western n’ont pas montré la modulation de médiateurs
pro-inflammatoires tels que le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a), I'interleukine-1p (IL-
1B), l'interleukine-6 (IL-6), la cyclooxygénase-2 (COX-2) et la monoxyde d’azote synthase
inductible (iNOS) apres 24 h de traitement. Nous pouvons conclure que dans les conditions
expérimentales utilisées, les nanoparticules de DEAE12-CH-PEG-FA;/siRNA-SSB n’activent pas les
voies de signalisation associées aux récepteurs TLR-4 et les récepteurs CLRs dépendants de SYK,
lors de leur processus de reconnaissance et d’internalisation chez les macrophages Raw 264.7.
D’autres récepteurs susceptibles d’étre impliqués dans la reconnaissance de nos nanoparticules

seront étudiés dans nos futures études.

116



Investigation of signaling pathways-induced by pegylated diethylaminoethyl-chitosan

nanoparticles: are TLR-4 and C-type lectin receptors involved?

Elsa Patricia Rondon %; Francis Valliéres ; Houda Abir Benabdoun ; Marcio José Tiera 2; Mohamed

Benderdour 1; Julio Cesar Fernandes !

!0rthopedic Research Laboratory, Hopital du Sacré-Coeur de Montréal, Université de Montréal,

Montréal, Québec, Canada;

%Institute of Biosciences, Humanities and Exact Sciences. Department of Chemistry and
Environmental Sciences, UNESP-S3o Paulo State University, Sdo José do Rio Preto, Sao Paulo

State, Brazil.

Correspondence should be addressed to Dr. Julio Cesar Fernandes. Orthopedics Research
Laboratory, Research Center, Hopital du Sacré-Coeur de Montréal, Université de Montréal, 5400
boul. Gouin Ouest, Montréal, Québec H4J 1C5, Canada, local K-3045. Phone: (1) 514-338-2222

Ext. 2489. E-mail: julio.c.fernandes@umontreal.ca.

This work was done in Montréal (QC, Canada) and Sao Jose do Rio Preto (SP, Brazil).

Keywords— chitosan, nanoparticles, receptors.

117


mailto:julio.c.fernandes@umontreal.ca

Abstract

Chitosan is a natural polysaccharide receiving a great deal of attention in gene therapy
applications. The molecular mechanisms and cell immune response to chitosan nanoparticles are
an essential aspect of their biocompatibility. Herein, we studied the capacity of an endotoxin-free
diethylaminoethyl-chitosan-polyethylene glycol-folic acid (DEAE1,-CH-PEG-FA;) / small interfering
RNA (siRNA)-SSB nanoparticle to activate toll-like receptor 4 (TLR-4) and C-type lectin receptors
(CLRs) -associated signaling pathways. Kinetic studies and immunoblot analyses showed that
nanoparticles did not activate the IkB kinase (IKK) / nuclear factor kappa B (NF-kB), mitogen-
activated protein kinase (MAPK), protein kinase B (AKT), or the spleen tyrosine kinase (SYK)
signaling pathways. The absence of activation was observed despite the nanoparticle-cell surface
contact showed by epifluorescence microscopy and in vitro transfection studies in Raw 264.7
macrophages. Furthermore, ELISA and Western blot studies did not show modulation of pro-
inflammatory mediators such as tumor necrosis factor alpha (TNF-a), interleukin-1B (IL-1P),
interleukin-6 (IL-6), cyclooxygenase-2 (COX-2) and nitric oxide synthase (iNOS) after 24 hours of
treatment. In conclusion, we found that in our experimental conditions, DEAE1;-CH-PEG-
FA,/siRNA-SSB nanoparticles do not activate signaling pathways associated to TLR-4 and SYK-
dependent CLRs, during their recognition and internalization in Raw 264.7 macrophage cells. This

may mean different receptors are involved.
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1. Introduction

The biocompatibility of nanoparticles is essential to their use in the gene therapy framework.
Their cytotoxicity and hemocompatibility properties are critical points in the go/no-go decision
for their biomedical development. The molecular mechanisms and cell immune response to
nanoparticles are a fundamental part of toxicological screening. The recognition of particles by
cell surface receptors and the activation of signaling pathways, along with the release of pro-

inflammatory mediators, are used to assess the toxicity of nanoformulations.

Chitosan (CH), a natural polysaccharide made of glucosamine units, has been the subject of
numerous studies for its biocompatible potential. At the mechanistic level, data from the
literature indicates that CH can be recognized by toll-like receptor 4 (TLR-4) [1-4], mannose
receptor (MR) [5-7], and complement receptor 3 (CR3) [8, 9]. Dectin-1 [10], MR [11] and toll-like
receptor 2 (TLR-2) have also been associated to chitin sensing and immunological responses [12].
Moreover, several studies have shown the capacity of CH derivatives to interfere with
lipopolysaccharides (LPS)-induced inflammatory responses [3, 13-18], suggesting a TLR-4 binding
competition [3, 15, 16]. Nevertheless, few studies report the level of endotoxin contamination
present in the CH-based nanoformulations, making the interpretation of results difficult, as

endotoxin themselves activate the TLR-4 signaling pathways.

In terms of CH signaling, the phosphatidylinositol-3-kinase (P13K) / protein kinase B (AKT) pathway
has been activated by B-chitosan sulfates (B-SCS) [19], chitooligosaccharides (COS) [20], and
carboxymethylated chitosan (CMCS) [21]. Mitogen-activated protein kinase kinase (MEK) /
extracellular signal-regulated kinases (ERK), mitogen-activated protein kinases (MAPKs) and Janus
kinase (JAK) / signal transducer and activator of transcription (STAT) phosphorylation have been
induced by CMCS [21], COS [20], and by hydroxypropyltrimethyl ammonium chloride chitosan
(HACC) [22], respectively. Finally, nuclear factor kappa B (NF-kB) and activator protein 1 (AP-1)
pathways have been stimulated by low molecular weight chitosans (LMWCs) [23]. In Raw 264.7
macrophage cells, the activation of these signaling pathways by CH triggers the modulation of

gene expression, leading to the production of pro-inflammatory mediators such as tumor necrosis
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factor-alpha (TNF-a), nitric oxide (NO) [4], interleukin-6 (IL-6) [22], interleukin-1B (IL-1B),
prostaglandin E; (PGE2) [19] and cyclooxygenase-2 (COX-2) [20, 23].

Main protein signaling pathways such as IkB kinase (IKK) complex / NF-kB and MAPKs are common
components for TLR-4 and some C-type lectin receptors (CLRs). For the latter, spleen tyrosine
kinase (SYK) plays a key role in the intracellular signal transduction of the CLR receptors Dectin-1,
Dectin-2, Mincle [24, 25] and MR [26]. To our knowledge, there is no report in the literature
concerning the capacity of CH derivatives to activate SYK. Nevertheless, CH and/or chitin has been
associated to Dectin-1 [12] and MR [5-7, 27]. To date, the MR signaling pathway and the proteins
involved are still unidentified [26]. Therefore, reports presenting MR as a potential receptor for
CH rely on competition [6] or MR-blocking [5] studies. The former showed the decrease of CH
derivative internalization in the presence of recognized MR ligands, while the latter presented a

reduction in CH-induced TNF-a production in the presence of MR antibodies.

Given that proof of a direct binding between CH and any cell surface receptor is still lacking and
reports rely on indirect evidence, we investigated the effects of an endotoxin free CH formulation
on main signaling pathways. Our laboratory has synthesized a diethylaminoethyl-chitosan-
polyethylene glycol-folic acid (DEAE1,-CH-PEG-FA;) polymer, which fulfills the existing biological
guideline criteria [28] with in vitro transfection efficiency [29] and in vivo therapeutic efficacy [30].
Herein, we studied whether TLR-4 and SYK-dependent CLRs receptor-associated signaling
pathways are activated by DEAE1,-CH-PEG-FA,/small interfering RNA (siRNA) - Sjégren syndrome
antigen B (SSB) nanoparticles, in Raw 264.7 macrophage cells. The fact that our nanoformulation
has no detectable levels of endotoxins will facilitate the interpretation of results and provide
more evidence about the hypothetical interaction between CH and TLR-4, the receptor most

often associated to this polysaccharide.
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2. Materials and methods

2.1 Materials

Endotoxin free deacetylated CH (ChitoClear®, 43010, 270 kDa) was obtained from Primex ehf
(Siglufjordur, Iceland). DMEM medium, fetal bovine serum (FBS), penicillin-streptomycin (P/S)
were purchased from WISENT Bioproduct Inc (Montréal, Qc, Canada). siRNA-SSB (GenBank
accession number NM_009278) and siRNA-SSB-FITC with the oligonucleotide sequences:
antisense 5’-uuacauuaaagucuguuguTT-3’; and sense 5’-acaacagacuuuaauguaaTT-3’ (as
mentioned by Abrams et al. [31] and Seitzer et al. [32]) with a 2'-O-Me-rA (rC, rG, rU) modification,
were purchased from Alpha DNA S.E.N.C. (Montreal, Qc, Canada). Pyrogen-free consumables
(Biosphere® plus certified) were purchased from Sarstedt (Montreal, Qc, Canada). Antibodies: p-
IKKo/IKKB (2078), IKKa (2682), IKKB (2370), p-NF-kB p65 (3033), NF-kB p65 (8242), p-SAPK/INK
(9251), SAPK/IJNK (9252), p-p38 (4511), p38 (8690), p-p44/42 MAPK (ERK %) (4370), p44/42 MAPK
(ERK %) (4696), p-AKT (4060), AKT (9272), p-IRF-3 (79945), IRF-3 (4302), SYK (13198), SOCS3
(52113) and COX-2 (12282) were purchased from Cell Signaling Technology, Inc. (Danvers, MA,
USA). Anti-TLR4 (sc-293072) was purchased from Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, USA). Anti-
iNOS (MAB9502) was purchased from R & D Systems (Minneapolis, MN, USA). Anti-p-SYK (MA5-
14918), anti-GAPDH (MA5-15738), Silencer™ Select GAPDH Positive Control siRNA (4390850),
Silencer™ Select Negative Control No. 1 siRNA (4390844), Alexa Fluor™ Plus 647 Phalloidin
(A30107), ProLong™ Glass Antifade Mountant (P36981) containing (Hoechst 33342), and ELISA
kits for TNF-a, IL-1B, IL-6 and IL-10 were purchased from Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham,
MA, USA). JetPrime® transfection reagent (114-07) was purchased from Polyplus-transfection SA
(New York, NY, USA). Beta-glucan peptide (BGP) (tlrl-bgp) and LPS (tlrl-peklps) were purchased

from Invivogen (San Diego, CA, USA).

Other chemicals or solutions, if not otherwise stated, were purchased from Sigma Aldrich Canada
(Oakville, ON, Canada). Raw 264.7 macrophages and Hela cells were purchased from American

Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA).
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2.2 Synthesis of DEAE1,-CH-PEG-FA; polymer
The synthesis and characterization of DEAE1,-CH-PEG-FA; polymer was reported in our previous
work [28]. The lyophilized product was divided and stored into separate sealed tubes at room
temperature. This preparation tested negative for endotoxin contamination with the limulus

amebocyte lysate (LAL) assay [28].

2.3 Nanoparticle preparation
DEAE1>-CH-PEG-FA; polymer was dissolved with a 0.1M HCI solution overnight. Then, it was
heated at 50°C for 30 min, resuspended with Dulbecco’s phosphate-buffered saline (DPBS) to the
working concentration and passed through a 0.45 um filter. To prepare the nanoparticles, siRNA-
SSB, siRNA-SSB-FITC or siRNA-glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) were
suspended in DPBS before adding the modified-chitosan DEAE1;-CH-PEG-FA; solution. The mix
was vortexed 1 min at medium speed. In the present study, the main tested concentration is a
theoretical plasma concentration (TPC) calculated in our previous work [28]. See Table 1 for

nanoparticle concentrations.

2.4 Characterization of DEAE1,-CH-PEG-FA,/siRNA nanoparticles
Nanoparticle size and zeta potential, at amino groups/phosphate groups (N/P) ratio of 15:1, were
measured by dynamic light scattering (DLS) in a Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments Ltd.,
Malvern, UK), using 1 mL of nanoparticles containing 6.8 pg (0.02 mM) of siRNA. The DLS was
setup at 37°C, with an equilibration time of 120 s and automatic readings (3 measurements). For
electrophoresis studies, 10 plL of nanoparticles with 0.5 ug siRNA (SSB, SSB-FITC or GAPDH) were

loaded in a 4% agarose gel and migration was performed at 100 v for 45 min.

2.5 Cell culture
Murine Raw 264.7 macrophage and Hela cells were cultured in DMEM medium, supplemented
with 1% P/S and 10% heat inactivated FBS, inside a humidified incubator at 37°C with 5% CO> and

used until passage 16.
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2.6 Transfection in vitro
Raw 264.7 macrophage or Hela cells were seeded in a 24-well plate (DMEM 10% FBS) at 1.5 x 10°
cells/well or 7 x 10* cells/well, respectively, for 24 h at 37°C. The next day, medium was replaced
by 425 uL/well of DMEM (without P/S and FBS) and 50 uL/well of samples (DEAE1,-CH-PEG-
FA,/siRNA-GAPDH (at TPC and 5x), DPBS or free siRNA). Four hours later, 25 uL/well of FBS was
added to reach 5% v/v and the incubation was continued for an additional 44 h. siRNA-scramble
was used as the negative control. The transfection positive control JetPrime reagent was
complexed with siRNA-GAPDH or scramble (50nM siRNA/well), according to the manufacturer’s

instructions.

2.7 Epifluorescence imaging of labeled nanoparticles
Raw 264.7 macrophages were plated in 8-well chamber slides at 5 x 10* cells/well for 24 h at 37°C.
The next day, cells were transfected with labeled nanoparticles (DEAE12-CH-PEG-FA,/siRNA-SSB-
FITC) at TPC for 4, 24 and 48 h. Then, they were washed 3 times with DPBS to remove free
nanoparticles and fixed in 4% paraformaldehyde for 15 min at 37°C. After several washes with
Hanks' Balanced Salt Solution (HBSS), cells were permeabilized with 0.1% triton X-100 for 15 min
at room temperature (RT), and actin was stained with phalloidin Alexa Fluor™ 647 dye (0.5 units
for 30 min). After another series of washes, the antifade solution was added and nuclei were
counterstained with Hoechst. Slides were dried at RT for 24 h. Finally, cells were analyzed to
determine nanoparticle internalization under an epifluorescence microscope (Zeiss Axiolmager
M2), using the following parameters: FITC ex 490 em 525 nm (nanoparticles), Hoechst ex 360 em

460 nm (nuclei), AF647 ex 650 em 668 nm (actin) with a total magnification of 630x.

2.8 Effect of DEAE12-CH-PEG-FA,/siRNA-SSB nanoparticles on signaling pathways.

Raw 264.7 macrophage cells were plated in a 24-well plate at 4 x 10° cells/well (DMEM 10% FBS)
for 24 h at 37°C. Then, medium was replaced with 450 ulL of fresh medium (without FBS)
containing 50 pL of samples (at TPC), and cells were treated for increasing incubation times (5 to

240 min) or during 30 min for experiments with nanoparticles at TPC, 5x and 10x. DPBS was the
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negative control. Treatments with LPS (1 pg/mL for 30 min) and BGP (100 pg/mL for 5 min) were
used as the positive controls for activation of TLR-4 and Dectin-1, respectively.

In another set of experiments, Raw 264.7 macrophages were plated at 3 x 10° cells/well for 24 h
at 37°C. The next day, cells were treated with nanoparticles (at TPC) resuspended in complete
medium for 24 h. After exposure, supernatants were collected, centrifuged at 400 x g at 4°C for

10 min and stored at -20°C. Cells were washed with DPBS and lysed for western blot procedure.

2.9 Western blot analysis

After different treatments, cells were lysed with 300 pL/well of laemmli buffer and heated at 95°C
for 5 min. Samples (25 pL/well) were processed onto 7.5 or 10% sodium dodecyl sulfate (SDS)-
polyacrylamide gel electrophoresis and electroblotted onto nitrocellulose membranes.
Membranes were blocked with 5% bovine serum albumin (BSA) or 5% skim milk for 1 h at RT,
washed several times with TBST 1x (0.15% Tween 20), and finally incubated overnight at 4°C with
primary antibodies (1:1000) diluted in TBST containing 5% BSA or 5% skim milk, according to the
manufacturer’s instructions. After serial washes, membranes were incubated with the
corresponding HRP-conjugated secondary antibodies for 1 h at RT and the immunoreactive bands
were visualized using Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad Laboratories Inc, Hercules, CA, USA)

on HyBlot CL films (Harvard Apparatus Canada, Saint-Laurent, QC, Canada).

2.10 Detection of pro- and anti-inflammatory cytokines
Supernatants from 24 h treatments were analyzed by ELISA for detection of Murine TNF-a, IL-1J3,

IL-6 and interleukin-10 (IL-10), according to the manufacturer’s instructions.

2.11 Statistical analysis

Representative blots or images of three independent experiments are shown. Data was analyzed
with GraphPad Prism software version 6 and is expressed as mean + standard error (SEM).
Statistical significance (***p<0.001) was determined by One-way Anova using Dunnett's test for

paired data.
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3. Results and discussion

3.1 Characterization of DEAE1,-CH-PEG-FA,/siRNA nanoparticles

Gel electrophoresis showed the complexation of siRNA-SSB, siRNA-SSB-FITC or siRNA-GAPDH by
the modified-chitosan DEAE1,-CH-PEG-FA; at N/P ratio of 15:1, as confirmed by the absence of
siRNA release during gel migration (Fig. 1A). This confirms our previous results where N/P ratio
15:1 was chosen to form the nanoparticles [28]. For their part, DLS measurements showed
nanoparticles with sizes of 323 £ 0.6 nm for SSB, 306 + 1.7 nm for SSB-FITC and 259 + 8.7 nm for
GAPDH, with a polydispersity index (PDI) of 0.23 + 0.00, 0.25 £ 0.01 and 0.22 £ 0.00, respectively
(Fig. 1B). Particle charge, measured by zeta potential, was +5.3 + 0.2 mV, +6.1 £ 0.5 mV and +6.4
+ 0.3 mV, respectively (Fig. 1C).

In our previous work, we synthetized endotoxin-free DEAE12-CH-PEG-FA;/siRNA nanoparticles as
demonstrated by the LAL assay [28]. Herein, we studied whether these nanoparticles activate the
TLR-4-related signaling pathways. As TLR-4 is the receptor of the powerful contaminant LPS, the
absence of endotoxin contamination in our formulation was imperative to avoid misleading

results leading to erroneous conclusions.
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Figure 1. Characterization of DEAE1,-CH-PEG-FA,/siRNA nanoparticles at 37°C. (A) Electrophoresis
of free siRNA or nanoparticles at N/P ratio of 15:1, using 0.5 pg siRNA/well. Lane 1: ladder; lane

2, 4 and 6 free siRNA-SSB, siRNA-SSB-FITC or siRNA-GAPDH, respectively; lane: 3,5 and 7 DEAE12-
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CH-PEG-FA; complexing siRNA-SSB, siRNA-SSB-FITC or siRNA-GAPDH, respectively. (B) Size and (C)
zeta potential of nanoparticles at N/P of 15:1, using 6.8 ug siRNA/optical cell. Representative gels

and results from three independent experiments are shown.

3.2 DEAE1,-CH-PEG-FA;/siRNA nanoparticle internalization in Raw 264.7 macrophage and

Hela cells

Raw 264.7 macrophage cells were chosen as the biological model, as they express TLR-4 [4, 33],
dectin-1[34, 35] and MR [6, 36] as part of their pattern recognition receptors (PRRs) [25], and are
widely used for CH signaling pathway studies [19, 20, 22, 23]. Hela cell line was employed as a
reference to compare the transfection efficiency of our nanoparticles in these cells and Raw 264.7

macrophages, as Hela has been routinely used for this purpose in our previous works [29].

Our earlier study has shown the in vitro safety of DEAE1,-CH-PEG-FA,/siRNA-SSB nanoparticles for
a theoretical plasma concentration (TPC) [28]. The latter is described in Table 1. Here, we studied
the molecular mechanism of action of nanoparticles and their biologically induced effects at the
aforementioned concentration. To start, the localization of these nanoparticles in Raw 264.7
macrophage cells was analyzed by epifluorescence microscopy. Fig. 2A and B show that DEAE1»-
CH-PEG-FA,/siRNA-SSB nanoparticles labeled with FITC (at TPC) are located around the cell
surface, while free siRNA doesn’t show any fluorescence. In Fig. 2B bright green particles
representing nanoparticles outside the cells and light green particles which seem to be
internalized nanoparticles can be observed. The pale color of FITC labeled nanoparticles and their
position compared to the nucleus and actin illustrate their cellular uptake at 4, 24 and 48 h for
TPC. The DEAE substitution in the CH chain added tertiary amine groups, which are partially
protonated at physiological conditions [37]. This modification allowed us to synthesize
nanoparticles at pH ~7.4, with positive zeta potentials. Therefore, electrostatic interactions
between the nanoparticles and the negatively charged cell membranes could promote their
internalization. This hypothesis is supported by Yang et al [38], who found different chitosan-
modified PLGA nanoparticle uptake levels depending on medium pH and therefore, variable

nanoparticle zeta potentials.
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To further confirm the internalization of our nanoparticles, Raw 264.7 macrophage and Hela cells
were transfected with DEAE1,-CH-PEG-FA,/siRNA-GAPDH for a period of 48 h. Western blot
analysis showed the silencing of the housekeeping gene GAPDH, represented by the reduction in
band intensity compared to siRNA-scramble, for a concentration of 5x (Fig. 3A and B).
Densitometric analysis represented by arbitrary densitometric units (ADU) was 0.85 ADU and 1.13
ADU for nanoparticles/GAPDH and nanoparticles/scramble, respectively, compared to 1.25 ADU
for DPBS in Raw 264.7 cells. For Hela, it was 0.72 ADU and 1.11 ADU for nanoparticles/GAPDH
and nanoparticles/scramble, respectively, versus 1.19 ADU for DPBS. These results confirm the
internalization and transfection efficiency of our particles. Unfortunately, at TPC it was not
possible to confirm GAPDH gene silencing with this technique (data not shown). Nevertheless,
microscopic images display individual nanoparticles inside the cells at TPC, as discussed
previously. (Fig. 2B). Moreover, preliminary transfection studies using quantitative real-time PCR
(gRT-PCR) showed a reduction of SSB mRNA expression levels at TPC and at lower nanoparticle
concentrations (data not shown). For the next experiments, Raw 264.7 macrophages were

chosen, as these cells are the commonly used biological model for CH signaling pathways.

Table 1 Nanoparticle Concentrations

Concentrations 10x 5x TPC
SiRNA-SSB or siRNA-GAPDH (ug/mL) 15.2 7.60 1.52
Modified Chitosan (ug/mL) 162.1  81.0 16.2

TPC: theoretical plasma concentration.
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48H

Figure 2. Epifluorescence microscopy. (A) Microscopic images from cells treated 24 h with labeled
DEAE1,-CH-PEG-FA,/siRNA-SSB-FITC nanoparticles at TPC. Green: labeled-FITC nanoparticles;
bleu: nuclei staining with Hoechst; purple: AF647 stained actin. Orange arrows show the
internalized nanoparticles. (B) Merged images from 4, 24 and 48 h treatment. The enlarged
images illustrate internalized nanoparticles at each time. A total 630x magnification was used.

Images represent one of three independent experiments with similar results.
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Figure 3. In vitro transfection on Raw 264.7 macrophage and Hela cells. (A) and (B) represent
immunoblot analysis of protein extracts from Raw 264.7 and Hela cells, respectively, transfected
with DEAE1,-CH-PEG-FA,/siRNA-GAPDH nanoparticles at 5x for 48 h. Bottom images represent
densitometric measurements of band intensity. siRNA-scramble and JetPrime/GAPDH are the
negative and positive controls. Data are normalized by B-actin signal. ADU: arbitrary

densitometric units. Blots represent one of three independent experiments with similar results.

3.3 Time-dependent effects of DEAE1>-CH-PEG-FA,/siRNA-SSB nanoparticles on signaling

pathways associated with TLR-4

Kinetic studies on Raw 264.7 macrophage cells were performed with samples at TPC. Cells were
incubated for 5 to 240 min and 24 h in the presence of DPBS, LPS, or nanoparticles. Fig. 4A shows
that nanoparticles did not activate IKKa/IKKB or the transcription factor p65/NF-kB, which are key

components of the IKK/NF-kB pathway associated with TLR-4. Similarly, neither the MAPKs c-Jun
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N-terminal kinase (JNK), p38 MAPK (p38), nor extracellular signal-regulated kinases (ERK) were
phosphorylated, compared to the negative control DPBS (Fig. 4B). Finally, protein kinase B (AKT)

was not activated by nanoparticles (Fig. 4C).

Our findings go against those reported in the literature, which show that low molecular weight
chitosans (LMW(Gs) [23], chitooligosaccharides (COS) [20], B-chitosan sulfates (B-SCS) [19] and/or
hydroxypropyltrimethyl ammonium chloride chitosan (HACC) [22] activate the IKK/NF-kB, MAPK
and/or AKT pathways in the same cell line. Each of these modified-CH tested negative or low (less
than 0.5 EU/mL) to endotoxin contamination, hence discarding an LPS-induced response.
Although, the timeframe was similar to our experimental assays, the use of free modified-CH
derivatives versus nanoparticles was an important difference. This may be part of the explanation
for the differences observed in signaling activation, as free polymers and nanoparticles are not
governed by the same physicochemical properties. Studies have suggested that the
physicochemical properties of polymers, such as degree of deacetylation (DDA) and molecular
weight (MW), may influence their interactions with cells [39] and surface receptors [16],
respectively. In the case of nanoparticles, not only MW [40, 41] and DDA [42], but also size and
charge [43, 44] have been shown to influence nanoparticle uptake and transfection. Therefore, if
we compare common properties, such as DDA and MW, of these free CH derivatives versus our
uncomplexed modified-CH, it is possible to conclude that DDA is not a determining factor in these
different activation profiles, as these derivatives had DDA values (86%) similar to ours (97%). On
the contrary, MW could play a decisive role in signaling activation, as these CH derivatives had a
low MW (LMW(Cs (3000 Da) [23], COS (1874 Da) [20], B-SCS (5030 Da) [19] and HACC (5003 Da)
[22]) compared to our high MW CH (259 kDa). This hypothesis is supported by findings reported
by Wu et al [45] who compared the immunostimulant activity of two low molecular weight
chitosans (LMWCs) with 3 kDa and 50 kDa. They found that even though both derivatives
produced immune responses, the 3 kDa showed better immunoreactivity compared to the 50
kDa, based on the production of pro-inflammatory mediators such as TNF-a, IL-6 and NO. In a
subsequent study, the same 3 kDa and 50 kDa derivatives followed a similar trend, with the 3 kDa
showing a significant difference in the nuclear translocation of p65 and higher expression levels

of IKKB, C-Jun and C-Fos compared to 50 kDa [23]. In a different study, high MW CH showed
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inhibitory effects on LPS-induced responses in macrophages compared to low MW CH which
enhanced the production of pro-inflammatory mediators [16]. As previously described, MW
influences the level of immune response and may play a role in signaling activation profiles,

explaining the differences seen between free CH derivatives and our nanoparticles.

Finally, the moderately high concentrations tested for these preparations (40 pug/mL for LMWCs
[23]; 100 pg/mL for COS [20] and B-SCS [19]; and 50 pg/mL for HACC [22]) compared to our 16.2
ug/mL of DEAE12-CH-PEG-FA; (equivalent concentration of modified-CH at TPC) may also explain
the discrepancy in results. This hypothesis is supported by Wu et al [45] who showed that not
only MW but also polymer concentration affects the levels of the pro-inflammatory mediator

induction.
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Figure 4. Effects of DEAE12-CH-PEG-FA,/siRNA-SSB nanoparticles on TLR-4 associated signaling
pathways. Raw 264.7 macrophage cells were incubated with samples at TPC for the indicated
time. Then, the phosphorylated and non-phosphorylated proteins of (A) IKK/NF-kB, (B) MAPKs
and (C) AKT signaling pathways associated to TLR-4 were detected by Western blotting. DPBS and
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3.4 Dose-dependent effects of nanoparticles on IKK/NF-kB, MAPK and AKT pathways

To assess whether TPC was not sufficient to activate the different signaling pathways, Raw 264.7
were treated for 30 min with 5x and 10x nanoparticle concentrations, equivalent to 81.0 pug/mL
and 162.1 pg/mL of DEAE12-CH-PEG-FA,, respectively. These concentrations are in the same range
as those found in the literature (40-100 pg/mL) [19, 20, 22, 23]. As verified by the immunoblot
technique, none of the IKK/NF-kB (Fig. 5A), MAPKs (Fig. 5B) and AKT (Fig. 5C) signaling pathways
were activated by the DEAE12-CH-PEG-FA,/siRNA-SSB nanoparticles.

The incubation time was chosen based on data in the literature, indicating that from 30 min and
over CH derivatives activate IKKs, MAPKs and/or AKT signaling pathways [20, 22]. Moreover,
preliminary results showed that LPS (positive control) had higher protein activation at this period
(data not shown). Our results show that the increased concentrations did not have any effect on
pathway activation. This leads us to suggest that either a longer time-course is necessary to verify
signaling pathway activation, or that MW may have a decisive effect in pathway activation.
Although, the first hypothesis is plausible, evidence already supports the latter. As mentioned
above, CH immunostimulatory responses are not only concentration [23, 45] but also MW [16,

23, 45] dependent.

Finally, as IKK/NF-kB, MAPKs and AKT pathways are associated to TLR-4 signaling, among other
receptors, the expression of TLR-4 was verified after incubation of Raw 264.7 cells with samples
for 24 h. Fig. 5D shows that there was no difference in TLR-4 expression compared to DPBS. These
results are in agreement with the absence of activation of the TLR-4 associated pathways. On the
other hand, among the abovementioned CH derivatives that activated signaling pathways, only
B-SCS [19] and LMWCs [23] were linked to TLR-4, as the potential recognition receptor. While
there was no evidence for LMWCs [23], the expression of TLR-4 in B-SCS-treated cells increased
in a dose-dependent manner [19]. Other studies suggesting TLR-4 as a CH receptor can be divided
in two categories. The first reports several methods to study this association, such as dendritic
cells derived from TLR-4 deficient mice [1], silencing of TLR-4 expression [2], and blocking of TLR-
4 with antibodies [4] or pharmacological inhibitors (TAK-242) [3]. The second reports the capacity

of CH derivatives to reduce LPS-induced inflammatory effects in Raw 264.7 macrophages based
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on a receptor interference theory [15, 16]. However, a more in-depth analysis shows that even
though the publications from the first group used standard techniques to validate receptor-ligand
associations, none reported a direct interaction between CH and TLR-4. Moreover, the level of
endotoxin contamination in CH preparations was omitted, leaving an important gap in data
interpretation, as endotoxins can activate TLR-4 signaling. Regarding the second category, a CH
neutralization effect could explain the inhibitory capacity observed, as it has already been
suggested that CH and LPS can form a stable complex with decreased inflammatory response
compared to free LPS [46, 47]. The reduced toxicity was associated with the interaction between
CH and LPS charge and structure that could influence the LPS binding capacity to TLR-4 [46]. In
conclusion, even though the interaction between CH and TLR-4 has yet to be proven, TLR-4
remains the more cited receptor for CH and further research is necessary to better understand

CH mechanisms of action.
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Figure 5. Dose-dependent effects of nanoparticles on TLR-4 signaling pathways. Effects of DEAE1,-

CH-PEG-FA,/siRNA-SSB nanoparticle treatment on Raw 264.7 macrophages at TPC, 5x and 10x

were evaluated by Western blotting. Activation of (A) IKK/NF-kB, (B) MAPKs and (C) AKT signaling

pathways was analyzed after 30 min exposition. DPBS and LPS (1 pug/mL) represent the negative

and positive controls, respectively. (D) TLR-4 protein expression analyzed after 24 h of treatment.

Blots represent one of three independent experiments with similar results.

3.5 Determination of DEAE;,-CH-PEG-FA./siRNA-SSB nanoparticle effect on signaling

pathways-related to Dectin-1 and MR

SYK is a key component in the intracellular signal transduction of some CLRs such as Dectin-1,

Dectin-2, Mincle [24, 25] and MR [26]. Given that CH and/or chitin have been linked to Dectin-1

136



and MR, we investigated the capacity of DEAE1,-CH-PEG-FA,/siRNA-SSB nanoparticles to activate
SYK. Fig. 6A shows that our nanoparticles did not activate SYK at any time point (0.5 to 30 min).
This allows us to exclude SYK-dependent receptors, such as Dectin-1 and MR, as potential
receptors involved in our nanoparticle recognition by Raw 264.7 cells. Considering the negative
results for IKK/NF-kB and MAPK pathways, the non-phosphorylation of SYK was expected, as
these main pathways are part of its downstream signaling. Regarding MR, to this day, its
downstream signaling pathways are still not clearly defined. Nevertheless, SYK has been reported
to be phosphorylated upon MR activation and microscopic observations showed their co-
localization [26]. In view of this, we speculate that the role of MR in our particle’s recognition is

unlikely.

To further clarify the potential effects of DEAE1,-CH-PEG-FA,/siRNA-SSB nanoparticles on Raw
264.7 macrophage cells, toll-like receptor 3 (TLR-3), an endosomal receptor for double-stranded
RNA (dsRNA) was also studied through the TLR-3/ Interferon regulatory factor 3 (IRF-3) pathway.
Fig. 6B and C show that IRF-3 was not activated at any time point or at any siRNA tested-
concentration (1.52 to 15.2 pg/mL of equivalent siRNA-SSB complexed by DEAE1,-CH-PEG-FA;).
We suppose that TLR-3 did not recognize the siRNA-SSB complexed by CH, probably due to the
protective effect of CH and because of the 2’-O methylation on the SSB sequence which is meant

to avoid immune recognition by this receptor [48].

137



A 0.5 1 5 10 15 30 (min)
Cti BGP PBS NP PBS NP PBS NP PBS NP PBS NP PBS NP (kDa)

P-Syk -— [ -72
Syk e e e e o E—— e— -———--:'?2
B-Actin — G —— — — —— _-—-—_-i-42
B 5 15 30 60 120 180 240 (min) 24 h
Ctl LPS PBS NP PBS NP PBS NP PBS NP PBES NP PBS NP PBS NP LPS PBS NP (kDa)
P-IRF-3 - - . - - pa— p— - - | -45
IRF-3 _----—-—-—. [T S —n— e ——— 1
B'ACtin _-—-—_—_——. —-— e S S T—— — — —— -2
C NP
Ctl PBS LPS TPC 5x 10x (kDa)
P-IRF-3 — -45
IRF-3 D G =S S e emm - 15
B-Actin - . — — — . |7

Figure 6. Effects of nanoparticles on SYK-dependent CLRs and TLR-3 signaling. Raw 264.7 cells
were treated with samples at the indicated concentration and time points. Then, the total,
phosphorylated and non-phosphorylated levels of (A) SYK, (B) and (C) IRF-3 proteins were
detected on cell extracts by Western blotting. DPBS represents the negative control. BGP (100
pug/mL for 5 min) and LPS (1 pg/mL for 30 min) represent the positive controls. Blots represent

one of three independent experiments with similar results.

3.6 Immune response of Raw 264.7 macrophages to DEAE1,-CH-PEG-FA,/siRNA-SSB

nanoparticles.

To further examine the effects of nanoparticles on signaling pathways, pro-inflammatory
mediators such as TNF-q, IL-1f3, IL-6, COX-2 and iNOS were analyzed by ELISA or Western blotting,
after 24 h of treatment. As illustrated in Fig. 7, our nanoparticles have no statistically significant

impact on the production of TNF-a (Fig. 7A), IL-1B, IL-6 (Fig. 7B), COX-2 and iNOS (Fig. 7C), as
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opposed to LPS. These results confirm the absence of IKK/NF-kB, MAPKs and AKT signaling
pathway activation observed in Fig. 4 and 5, as the activation of these pathways is directly

associated with the production of these pro-inflammatory mediators.

TNF-a and IL-6 secretion results are in agreement with our previous work on peripheral blood
mononuclear cell (PBMCs) assays [28]. In the same way, iNOS results correlate with the nitric
oxide (NO) release measurements, and no significant difference was detected between samples
and DPBS within the same cell line [28]. Conversely, at TPC, IL-13 production in PBMC was
significantly different from DPBS (**p<0.01) [28], as opposed to the outcomes with Raw 264.7
macrophages where it was not detected. This suggests that the biological response is cell type-

dependent.

Unsurprisingly, our TNF-a, IL-1B, IL-6, COX-2 and iNOS outcomes do not agree with the results
from the IKK/NF-kB, MAPK and/or AKT pathways activated by LMWCs [23], COS [20], B-SCS [19]
and HACC [22]. All of these CH derivatives stimulated the production or expression of some of

these mediators in a concentration or time-dependent manner.

Finally, to verify if the secretion of pro-inflammatory mediators was offset by IL-10 and SOCS3,
the production or activation of these regulators of inflammatory responses were analyzed. Fig.
7D and E show that there was no significant difference in the secretion or expression of these
inhibitory molecules compared to DPBS. Altogether, these outcomes make it possible to suggest
that Raw 264.7 macrophages did not present an immunostimulatory response after contact with

DEAE1,-CH-PEG-FA,/siRNA-SSB nanoparticles at TPC after 24 h of treatment.

Other potential CH and chitin receptors have been documented in the literature. For instance,
TLR-2 [11, 49], CD-14 [8, 50], CR-3 [8] and Galectin-3 [51] expressed in macrophages. Natural killer
cell receptor protein 1 (NKR-P1) expressed in natural killer cells (NK) and T cells [51]. Fibrinogen
C domain containing 1 (FIBCD1) [52] and regenerating islet-derived protein 3 gamma (Regllly) on
intestinal epithelial cells [51]. As well as, ayB3 integrins on Caco-2 [53] and cancer cells [54]. The
fact that CH comprises a wide variety of derivatives with distinct physicochemical properties may

play a role in its recognition by different kinds of receptors. Further research is necessary to
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determine the mechanism of action of CH and its biologically-associated response. Fig. 8 presents

a summary of the studied signaling pathways and the resulting data.
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Figure 7. Inflammatory and inhibitory mediator production by Raw 264.7 macrophage cells in
response to DEAE1,-CH-PEG-FA;/siRNA-SSB nanoparticles. (A) TNF-a, (B) IL-1B and IL-6 secretion
were detected in the culture supernatant by ELISA, after 24 h of treatment. LPS (1 pg/mL) and
DPBS were used as the positive and negative controls, respectively. *** p<0.001 is significantly
different from DPBS. Data are expressed as the mean + SEM of at least three independent
experiments and were analyzed by One-way ANOVA (post hoc Dunnett’s test). (C) iNOS and COX-
2 protein expression evaluated by Western blotting. (D) IL-10 secretion detected by Elisa and (E)
SOCS3 protein expression analyzed by Western blotting after 24 h of treatment. Blots are

representative of three independent experiments.
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Figure 8. Diagram representing the negative results from Raw 264.7 cells stimulated with DEAE 1,-

CH-PEG-FA,/siRNA-SSB nanoparticles.

141



4. Conclusion

This mechanistic study established that in our experimental conditions, DEAE1;-CH-PEG-
FA,/siRNA-SSB nanoparticles do not activate the IKK/NF-kB, MAPKs, AKT and SYK signaling
pathways, associated to TLR-4 and some CLRs receptors, in Raw 264.7 macrophage cells.
Furthermore, these nanoparticles did not induce the release or expression of pro-inflammatory
mediators such as TNF-a, IL-1f3, IL-6, COX-2 and iNOS in this cell line. These findings suggest a very
low level of pro-inflammatory response induced by our nanoparticles and suggest that other
receptors are involved in CH recognition and uptake, encouraging further research in the
molecular mechanisms of these nanovectors, especially the discovery of CH directly binding to

cell surface receptors.
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Chapitre 3 — Discussion

La thérapie génique se développe depuis quelques décennies grace a son potentiel thérapeutique
dans de multiples pathologies, comme le cancer et les maladies héréditaires. La découverte et la
conception de la vectorisation avec des plateformes sécuritaires et performantes quant a
I'efficacité de transfection et le ciblage, sont devenues d’intérét pour plusieurs équipes de
recherche au niveau mondial. Parmi la gamme de vecteurs non viraux, le chitosane se distingue
de plusieurs vecteurs étant donné sa facilité de fabrication, sa biocompatibilité et sa
biodégradabilité. L'application de ce polysaccharide comme systéme de livraison de genes attire
I'attention par la présence des groupes amines et hydroxyles réactifs sur la chaine principale.
Ceux-ci permettent la modification de la structure chimique du polymere et I'attachement des
ligands pour la fonctionnalisation des nanoparticules, ce qui améliore I'innocuité, le taux de
transfection et le ciblage des cellules. Cependant, I'hémocompatibilité de ces nanoformulations
doit étre évaluée pour des applications en contact direct avec le sang et ses composants, afin de
garantir la sécurité de son utilisation. Bien qu’il existe de plus en plus de lignes directrices qui
encadrent les tests toxicologiques a réaliser sur les nanomatériaux, elles ne sont pas toujours
mises en place, et ce manque de standardisation a pour conséquence |’existence d’une panoplie
de conditions expérimentales différentes qui dépendent du modele biologique, des
concentrations testées, du type de test et des variables a quantifier, ce qui rend l'interprétation

et la comparaison des données ardues.

Face a I'hétérogénéité des méthodes et les données contradictoires et/ou incomplétes sur des
études d’hémocompatibilité et de stress oxydatif reliées aux nanoparticules de chitosane, nous
avons abordé le sujet dans notre premier article avec I'exécution d’une batterie de tests in vitro,
basé sur les lignes directrices de I'ISO, ’ASTM et le NCL. Notre objectif principal était d’évaluer la
biocompatibilité de nos nanoparticules (DEAE12-CH-PEG-FA,/siRNA) dans un cadre réglementaire,
avec l'inclusion de témoins d’interférence et d’informations essentielles comme le niveau de
contamination aux endotoxines de notre vecteur. Les résultats de cette publication démontrent
I’'hémocompatibilité de nos nanoparticules estimée par le faible caractére hémolytique et

d’agrégation plaquettaire et I'absence d’effet sur le systeme du complément et le temps de
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coagulation. Ces résultats sont également soutenus par la non-stimulation du stress oxydatif et la
faible production de certaines cytokines pro-inflammatoires. Dans le but de compléter le portrait
in vitro d’innocuité de notre nanoformulation, nos recherches se sont dirigées vers |'évaluation
du mécanisme moléculaire de nos nanoparticules. Notre deuxieme article montre qu’aucune voie
de signalisation reliée au TLR-4 et dectin-1 n’est activée, ce qui est supporté par la non-expression
des médiateurs pro-inflammatoires. Ces faits confirment ainsi la sécurité de notre formulation et
son potentiel comme systéme de livraison des genes thérapeutiques dans le contexte de la

thérapie génique.

3.1 L’importance de I’harmonisation

La revue de la littérature met en évidence la diversité des conditions utilisées par les équipes de
recherche pour évaluer la toxicité des nanoformulations. Parmi les tests les plus hétérogénes se
trouvent 'hémolyse et la cytotoxicité. Ainsi, il est possible d’observer la différence dans les
concentrations de dérivés de chitosane utilisées (< 0.5 mg/mL [120], 1 mg/mL [121], 2 mg/mL
[113]), lestemps d’incubation (1h [115, 121],2 h [113,122],3h [120],4 h [116]), et les échantillons
de sang utilisés (sang total humain [120], suspension d’érythrocytes [113, 121, 122], sang de lapin
[116], sang murin [115]) pour le test d’hémolyse. Les protocoles de cytotoxicité montrent la
méme diversité de parametres en utilisant une variété de lignées cellulaires ou de cellules
primaires. Concernant ces essais, il existe une gamme de tests qui mesurent soit la viabilité
cellulaire soit I'intégrité membranaire associée a la toxicité (MTT, MTS, LDH et le bleu de trypan,
parmi d’autres). Dans ce contexte de conditions expérimentales diverses, une analyse
comparative du niveau de toxicité d’'une série de nanoformulations n’est pas envisageable, étant

donné les conditions variables de départ.

L'absence d’harmonisation est non seulement évidente dans les protocoles expérimentaux, mais
aussi dans la batterie de tests utilisés pour I'évaluation toxicologique. Ainsi, pour I'étude
d’hémocompatibilité, le test d’activation du complément n’est pas toujours accompli, laissant un
vide sur le profil de sécurité des nanoformulations. De surcroit, les seuils normatifs qui délimitent
I'innocuité de la toxicité des nanomatériaux sont souvent ignorés et le degré de biocompatibilité

des nanoformulations est déterminé selon des paramétres personnalisés. Egalement, I’ utilisation
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des témoins d’interférence fait défaut dans la plupart des études. Il est déja connu que certaines
nanoparticules lient sur leur surface les substances ou molécules a quantifier dans les essais, ou
ont des propriétés optiques quiinterferent avec la lecture d’absorbance des spectrophotomeétres,
ce qui conduit a de faux résultats positifs ou négatifs [55, 139]. La fixation de I’'hémoglobine a la
surface des nanoparticules est un exemple clair de faux résultat négatif, puisque cela provoque
une diminution du niveau détecté de la protéine et donc affecte le pourcentage d’hémolyse
calculé [117]. LUinclusion de témoins qui contiennent des nanoparticules, sans I'addition de
cellules « cell free controls », dans les mémes conditions expérimentales, témoignent de
I'interférence possible des particules sur les essais [139]. Dans notre premier article nous avons
inclus certains témoins d’interférence, par exemple l'utilisation de « cell free controls » dans la
majorité des essais, afin de détecter l'interférence des nanoparticules avec les substrats ou les
réactifs. Dans le test de cytokines également nous avons incubé les nanoparticules avec le
surnageant du LPS (témoin positif), afin d’évaluer si les nanoparticules adsorbaient et donc
diminuaient le niveau de cytokines de cet échantillon, nous renseignant ainsi sur de faux résultats
négatifs. Finalement, dans le test d’hémolyse, I'observation de la taille et de la couleur des culots
de cellules apres la centrifugation a permis de vérifier si les nanoparticules adsorbaient
I’'hémoglobine. De cette maniere, ces données supplémentaires ont été utilisées pour détecter

de faux résultats positifs ou négatifs en plus de valider les résultats obtenus.

Enfin, un des aspects les plus déterminants dans l'estimation de la biocompatibilité des
nanomatériaux est la quantification du niveau de contamination aux endotoxines (LPS),
fréguemment omis dans les publications. Les toxines présentes sur les parois des bactéries Gram
négatif sont de puissants contaminants qui peuvent se trouver dans les préparations des
formulations, altérant ainsi les résultats des essais [139] et induisant des réponses biologiques
importantes comme la pyrogénicité [55], I'inflammation et le choc septique [173]. Le test qui est
couramment affecté par ce type de contamination est celui qui estime la capacité des
nanomatériaux a induire la production de cytokines [173]. La présence de LPS dans la formulation
peut activer les voies de signalisation qui conduisent a la production des médiateurs pro-

inflammatoires comme le TNF-a et I'lL-6 [140], menant a de faux résultats positifs et des
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conclusions inexactes. Ces faits font de I'essai de lysat d’amoebocytes de limule (LAL), un test

prioritaire, a exécuter avant la batterie de tests toxicologiques in vitro.

Notre premiere publication met en ceuvre une grande partie des recommandations des lignes
directrices de I'ISO, 'ASTM et le NCL, dans le choix des tests a réaliser, des conditions
expérimentales, des témoins d’interférence a mettre en place, des seuils de toxicité a respecter
et de I'estimation de la contamination au LPS. Ceci contribue non seulement a l'effort
d’harmonisation dirigé par les organismes de normalisation, mais aussi a la compilation des
données dans un cadre standardisé. Cette manieére de procéder permet d'analyser plus
facilement les résultats des études de sécurité précliniques issus d’une variété de
nanoformulations, ce qui permettra éventuellement d’alimenter les bases de données existantes

dédiées a la nanotoxicologie.

3.2 Les nanoparticules de DEAE;;-CH-PEG-FA;/siRNA sont

hémocompatibles

L’administration intraveineuse de nanoformulations peut mettre en ceuvre une série
d’évenements qui dépendent de I'interaction entre les nanoparticules et les différentes cellules
et protéines du systéme sanguin. Parmi les réponses biologiques déclenchées par cette
interaction se trouvent I'adsorption des protéines plasmatiques, I'agglutination d’érythrocytes,
I'activation et I'agrégation plaquettaire, et I'activation du systéme du complément et le systéme
de coagulation, qui peuvent conduire a une variété de pathologies comme I’hémolyse, la
thrombose ou des coagulopathies [55]. Le type et le degré de la réponse biologique sont définis
par les caractéristiques physicochimiques des particules. Les données de la littérature montrent
des résultats contradictoires concernant le degré d’hématotoxicité de dérivés du chitosane. Bien
que le polymeére soit connu pour sa biocompatibilité, ses dérivés a I'échelle nanométrique

exhibent des caractéristigues hémocompatibles variables.

Les parametres physicochimiques du chitosane en tant que polymeére et de ses nanoparticules
ont un effet capital dans la biocompatibilité de celui-ci. La revue de la littérature présentée dans

I'introduction a permis d’observer que les modifications structurelles, le poids moléculaire et le
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degré de déacétylation du polymere, ainsi que la taille, la charge et la solution de suspension des
nanoparticules, influencent son interaction avec les cellules et la toxicité. De plus, nous avons
constaté que la concentration de chitosane utilisée dans les essais joue un réle déterminant sur
la toxicité de celui-ci, aussi bien que le type cellulaire employé. Ces données permettent de
conclure que plusieurs propriétés physicochimiques influencent la biocompatibilité des
nanoformulations et mettent en évidence I'importance d’estimer le profil toxicologique de

chaque dérivé de chitosane.

Notre premier article démontre que les nanoparticules de DEAE1,-CH-PEG-FA,/siRNA sont
hémocompatibles et répondent aux criteres normatifs existants des directives ASTM et NCL. Cette
affirmation est basée sur la faible activité hémolytique (<5%), le bas niveau d’agrégation
plaquettaire (<20%) et I'absence d’effet sur le temps de coagulation du plasma et le systéeme du
complément de notre nanoformulation. L’attachement des groupes DEAE a la chaine principale
du chitosane a créé des amines tertiaires qui sont partiellement protonées dans des conditions
physiologiques a cause de leur valeur de pKa plus élevée [15, 20]. Cette caractéristique permet la
dispersion du chitosane dans une solution de PBS a pH 7.2 et la formation de nanoparticules avec
une faible charge positive. Ce fait diminue les interactions avec les membranes cellulaires et/ou
les protéines plasmatiques et augmente donc le degré de compatibilité sanguine de notre
chitosane modifié. L'influence de la solution de dispersion sur la charge de surface des
nanoparticules a déja été démontrée [124]. Ainsi, dans un milieu acide, la protonation des amines
augmente la charge positive de surface des particules, laquelle a son tour accrofit les interactions
avec les cellules, affectant a la hausse le pourcentage d’hémolyse et d’agrégation plaquettaire et
donc la toxicité de la nanoformulation [124]. En utilisant le PBS, nous voulions utiliser un tampon
qui égalait les conditions isotoniques du corps humain, ainsi la solution de dispersion des
nanoparticules n’aurait aucun impact sur les résultats de biocompatibilité des nanoparticules. Ce
choix a été guidé par I’ASTM E2524-8 qui recommande la préparation, la caractérisation et
I’évaluation de nanoparticules dans une solution physiologique, afin d’estimer le caractere
hémolytique de la formulation [119]. Le raisonnement derriere cette condition est |'effet
potentiel que chaque composant de la formulation a sur la réponse biologique et donc la toxicité

globale de la préparation [174]. Des surfactants et/ou des additifs utilisés dans la synthése de
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nanomatériaux ont déja démontré leur influence sur la toxicité de ceux-ci, produisant un effet
synergique ou la combinaison des composants s’est avérée plus toxique que la somme des

produits individuels [175].

Concernant I’"hémagglutination, nous avons utilisé des protocoles issus de la littérature, étant
donné qu’il n’existe pas de lignes directrices pour cet essai. Ainsi, nos nanoparticules de chitosane
ont montré une légére agrégation de globules rouges, sans la destruction de leurs membranes
cellulaires, ni la libération de I'hémoglobine, comme en témoignent les résultats du test
d’hémolyse. Cet effet peut étre expliqué en partie par une augmentation de la charge des
particules dans la solution saline (pH 5.5) ou les érythrocytes étaient en suspension. Cette
augmentation a pu conduire a linteraction avec les membranes cellulaires chargées
négativement et déclencher I'agglutination. Cet argument est supporté par le fait qu’aux
conditions physiologiques (pH ~ 7.2) du test d’hémolyse, cette agglutination s’est révélée
beaucoup moins importante selon les observations faites sur les tubes qui contenaient les cellules
et nos nanoparticules en incubation. Toutefois, linteraction électrostatique entre les
nanoparticules du chitosane et les érythrocytes a déja été documentée dans diverses conditions
expérimentales, ou I'attachement facile des particules aux cellules a été invoqué [176] et méme
la formation d’un filet constitué de ces deux éléments [24]. Afin d’approfondir notre hypothése,
des études supplémentaires évaluant I'effet de nos nanoparticules sur la morphologie des
érythrocytes pourraient étre accomplies, obtenant ainsi un portrait plus complet des interactions

cellule-particules.

De maniére générale, les protéines adhérent aux surfaces de certains types de nanoparticules des
gue ces dernieres entrent en contact avec les systemes biologiques [55, 177], conduisant a la
formation d’une protéine « corona » autour des particules [178]. Parmi ces protéines se trouvent
les opsonines (comme les molécules du complément) et le fibrinogéne (facteur de coagulation),
gui marquent la particule pour ensuite la retirer du systéme sanguin par des phagocytes [178]. La
formation d’une « corona » de protéines autour de certaines nanoparticules de chitosane a déja
fait I'objet d’études [179-181]. La quantité et le type de protéines de cette « corona » dépendent
des caractéristiques physicochimiques des nanomatériaux [178]. La charge, I’hydrophobicité, la

taille, la forme et la courbure de surface sont, en général, les propriétés physicochimiques qui
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influencent la fixation des protéines sur les nanomatériaux [178, 180]. De plus, les particules de
charge neutre sont opsonisées plus lentement que celles qui sont chargées [178]. Dans le cas du
chitosane, la charge de ses nanoparticules a déja été identifiée comme 'un des facteurs jouant
un role dans I'adsorption des protéines [180]. De ce fait, il est possible de suggérer que la faible
charge de nos nanoparticules aurait pu diminuer le taux d’adhésion de protéines du complément
et des facteurs de coagulation, affectant trés peu les deux systémes. Dans le cas des facteurs de
coagulation, il est possible de spéculer que méme si l'interaction et/ou I'adhésion de ces
molécules sur la surface des nanoparticules sont envisageables, celle-ci n’est pas intervenue dans
leur fonction, comme en témoignent les résultats du test de coagulation ol aucune voie de
coagulation n’a été affectée. Ceci démontre que nos nanoparticules n’ont pas de propriétés anti-
ni pro-coagulantes. Concernant les protéines du complément, bien qu’il existe des preuves que
les chaines natives C3 et C5 sont adsorbées sur la structure du chitosane par des interactions
électrostatiques, cette interaction ne déclenche pas le clivage de ces molécules, ni I’activation du
systeme de complément [137]. Nos résultats démontrent clairement que la chaine C3a du
complément n’a pas été clivée. Dans ce contexte, et afin de découvrir s’il existe une telle
interaction entre nos nanoparticules et les protéines plasmatiques, une analyse des protéines
présentes dans la « corona » autour des particules, puis de l'identification individuelle de ces

protéines par la spectrométrie de masse aideraient a éclaircir cette question [182].

Ces résultats montrent le grand potentiel de nos nanoparticules comme systéme de livraison de
génes thérapeutiques pour des applications parentérales, grace a leur hémocompatibilité et leur
facilité de préparation dans des conditions physiologiques. Cette biocompatibilité positionne
avantageusement notre nano-plateforme par rapport a d’autres nanoformulations ou différents

niveaux de toxicité ont été décelés dans les systémes biologiques évalués ici.
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3.3 Les nanoparticules DEAE;,-CH-PEG-FA,/siRNA n’induisent pas le
stress oxydatif et leur cytotoxicité est concentration-, temps- et

type cellulaire-dépendants

Il est connu que la cytotoxicité dépend du type cellulaire, de la concentration des nanoparticules
utilisée dans les essais et du temps d’exposition [152]. Nous avons évalué la cytotoxicité avec
deux méthodes : MTS et LDH. Le premier test mesure le métabolisme mitochondrial qui est
associé a la survie cellulaire, et le deuxieme refléte I'intégrité membranaire qui est associée a la
toxicité [153]. Ces essais ont été réalisés sur trois types cellulaires: PBMC, macrophages Raw 264.7
et les ostéoblastes MG-63. La premiére publication montre que la viabilité cellulaire des PBMC et
des macrophages Raw 264.7 a été plus affectée que celle des MG-63, pour les deux plus hautes
concentrations, et surtout pour le temps d’exposition de 48 h. Les résultats sur la libération de la
LDH sont en accord avec ceux de la viabilité des PBMC et des MG-63. Cependant, pour les
macrophages Raw 264.7 il y a eu une libération importante de la LDH, qui n’est pas cohérente
avec le niveau de viabilité cellulaire montré par le test de MTS. Ce fait nous permet de spéculer
gue l'interaction des nanoparticules avec les cellules a conduit a la libération de la LDH, sans
déclencher instantanément un processus de mort cellulaire, comme I'ont démontré les résultats
de MTS. Ce raisonnement est appuyé par certaines données de la littérature qui montrent la
capacité des polymeres cationiques a créer de petites perforations transitoires a |'échelle
nanométrique [183] sur la membrane de cellules vivantes. Ces petits trous permettent la
libération d’enzymes cytoplasmiques (comme la LDH) et I'entrée de petites molécules [184].
Cette libération de la LDH a été observée dans des concentrations polymériques non toxiques
comme démontré par le test de viabilité XTT [184]. Ces données et I'interprétation de nos propres
résultats, nous permettent de suggérer que la libération de la LDH obtenue a la concentration
plasmatique théorique (TPC) cible pourrait étre associée a une augmentation de la perméabilité
membranaire et/ou la formation de trous nanométriques, plutét qu’a la nécrose des cellules.
Cette hypothese est appuyée par la viabilité cellulaire >70% démontrée par le test de MTS a la
méme concentration. Des essais supplémentaires de MTS et LDH, avec des périodes d’incubation

post-exposition, nous permettraient d’observer si les cellules récupérent apres I'ouverture des
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trous nanométriques et si le niveau de LDH diminue. Ces études pourraient étre appuyées par des
essais d’apoptose et des observations par microscopie a force atomique (AFM), afin de comparer

I'intégrité membranaire avant, pendant et apres I'exposition aux nanoparticules [183, 184].

Concernant les études de stress oxydatif, nos résultats montrent que nos nanoparticules
n’induisent pas la production des ROS ni de NO. Ces résultats sont encourageants étant donné
que la production de ces radicaux libres est associée a I'inflammation, a la cytotoxicité, a la
génotoxicité [28, 75, 76] et au cancer [185], parmi d’autres pathologies. Le chitosane est reconnu
pour ses propriétés antioxydantes et sa capacité d’attraper/neutraliser les radicaux libres [185],
ce qui retarde ou évite la production de ROS. Cette capacité a été attribuée aux groupes d’amines
libres et hydroxyles sur la structure du chitosane qui interagissent avec les radicaux libres pour
former des macromolécules de radicaux plus stables [186, 187], par exemple la réaction entre les

amines du polymere et les radicaux hydroxyles ¢OH [186, 187].

L'absence d’une réponse de stress oxydatif et le niveau acceptable de viabilité cellulaire pour
notre concentration cible (TPC) font de nos nanoparticules un systéeme de livraison d’acides

nucléiques potentiel pour la thérapie génique.

3.4 La capacité des nanoparticules a induire la sécrétion d’IL-1p est

dépendante du type cellulaire

Le systéme immunitaire est composé de divers organes, de multiples cellules et de protéines qui
sont parfaitement organisés afin de détecter les agents pathogenes et d’induire une réponse
coordonnée et appropriée pour les éliminer. Les nanoparticules, étant des agents exogénes, sont
rapidement repérées aprés leur administration, et le type et la magnitude de la réponse
biologique déclenchée est directement liée a leurs propriétés physicochimiques [97]. Les
cytokines sont de petites molécules de signalisation, sécrétées par divers types de cellules,
comme celles du systéme immunitaire [138]. L’activation de ces cellules par les nanoparticules
peut provoquer une réponse immunitaire avec |'expression de cytokines pro-inflammatoires
telles que le TNF-a, I'lIL-1B, I'lL-6 et I'lL-8 parmi d’autres [138]. Le TNF-a et I'IL-13 sont reconnus

comme les principales cytokines impliquées dans l'initiation de la réponse inflammatoire [188].
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Le type de réaction immunitaire générée définit I'immunogénicité de la nanoformulation [97,
173]. Afin de compléter le profil toxicologique de nos nanoparticules, nous avons testé leur
capacité a induire la sécrétion de cytokines chez les PBMC. Notre premiéere publication montre
que nos nanoparticules n’ont pas induit la sécrétion de TNF-a ni d’IL-6 de maniere significative.
Cependant, il y a eu une sécrétion significative d’IL-1B et d’IL-8 pour certaines concentrations.
Etant donné que I'IL-1P a été induite sans la sécrétion de TNF-a, cela nous permet de suggérer
que les nanoparticules n"ont pas déclenché une réponse inflammatoire a proprement dit. La
capacité du chitosane a induire la production de I'IL-1B suite a l'activation de la voie de
I'inflammasome NLRP3 a déja été documentée dans le méme type cellulaire [144]. Ceci nous
permet de spéculer que les nanoparticules ont pu activer la voie de I'inflammasome chez les
PBMC, mais que cette activation est dépendante du type cellulaire. Ce raisonnement est appuyé
par les résultats de notre deuxiéme article ol il n’y a pas eu de sécrétion de I'lL-1B chez les
macrophages Raw 264.7, a la méme concentration qui a démontré une différence significative
chez les PBMC (TPC). Plus important encore, il a déja été rapporté que les macrophages Raw 264.7
n’activent pas la voie de I'inflammasome NLRP3, car ces cellules n’expriment pas la protéine de
type speck-like associée a I'apoptose contenant une CARD (ASC), essentielle dans I'activation de
la voie NLRP3 [189, 190]. De plus, la différence dans la réponse induite par le chitosane dans les
lignées cellulaires versus les cellules primaires, aussi bien que I'espéce (humain versus souris) a
déja été rapportée dans la littérature [141]. Ce fait nous permet de conclure que I'induction de
cytokines par nos nanoparticules est cellule-dépendante, de méme que I'activation des voies de

signalisation qui conduisent a la production des médiateurs pro-inflammatoires.

3.5 Les nanoparticules de DEAE;,-CH-PEG-FA,/siRNA n’activent pas

les voies de signalisation reliées au TLR-4
Les résultats de notre premier article nous ont encouragés a évaluer le mécanisme moléculaire
de nos nanoparticules en examinant les voies de signalisation que celles-ci peuvent activer.
Guidés par la revue de la littérature, nous avons utilisé la lignée cellulaire de macrophages Raw
264.7, parce qu’ils expriment le TLR-4 [41, 191], le MR [45, 192] et le dectin-1 [193, 194] impliqués

dans la reconnaissance du chitosane et/ou de la chitine [195]. De plus, nous voulions utiliser le
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méme modele biologique que les autres publications afin de mieux comparer les résultats

obtenus.

L’activation des voies de signalisation en aval du récepteur TLR-4 a été évaluée, étant donné que
ce récepteur est le plus cité dans la reconnaissance du chitosane. Les résultats de notre deuxieme
article montrent qu’aucune voie de signalisation, incluant celle de IKK/NF-kB, les MAPKs et I’AKT,
n‘a été activée par nos nanoparticules, peu importe la concentration utilisée et le temps
d’incubation testé. Cette absence d’activation a été supportée par I'absence de production des

médiateurs pro-inflammatoires tels que le TNF-a, I'IL-1B, I'IL-6, I'iNOS et la COX-2.

Nos résultats divergent de ceux issus de la littérature ol ces mémes voies de signalisation ont été
activées par des dérivés du chitosane dans le méme type cellulaire, les macrophages Raw 264.7.
En analysant davantage ces rapports, nous avons constaté que les publications ont utilisé des
dérivés de chitosane libre (non-complexé), comparées a notre formulation ou le chitosane forme
des nanoparticules en complexant des siRNA. A notre connaissance, il n’existe pas d’études
mécanistiques sur les nanoparticules de chitosane, ce qui complique la comparaison des résultats,
étant donné que les particules a I’échelle nanométrique et les polymeres libres peuvent interagir
de facon différente avec les cellules. Par exemple, notre chitosane est condensé dans la
nanoparticule et ses chaines ne sont pas disponibles pour des interactions avec les récepteurs au
méme niveau que les chaines du chitosane libre. Egalement, les nanoparticules et les polyméres
n‘ont pas les mémes propriétés physicochimiques. Dans les publications analysées, le poids
moléculaire et le degré de déacétylation sont les seules caractéristiques rapportées qui peuvent
étre comparées avec notre formulation. Ainsi, nous avons observé que le degré de déacétylation
ne semble pas étre le facteur qui influence les résultats, car tous les dérivés avaient un DDA
similaire au n6tre. Par contre, ces dérivés étaient de faible poids moléculaire < 10 kDa [196-199]

comparés a notre chitosane modifié de 259 kDa.

Les rapports dans la littérature qui comparent I'immunoréactivité du chitosane de différents
poids moléculaires sont limités. Cependant, des dérivés de chitosane de faible poids moléculaire
de 3 kDa ont démontré étre plus immunogénes comparés a ceux de 50 kDa [143, 196]. Egalement,

des chitosanes de haut poids moléculaire ont démontré la capacité d’inhiber la réponse
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inflammatoire induite par le LPS chez les macrophages Raw 264.7 comparés aux dérivés de faibles
poids qui, normalement, 'augmentent [200]. De surcroit, il a été suggéré que le poids moléculaire
du chitosane influence son interaction avec des récepteurs de surface et donc I’activation de voies
de signalisation [200]. Ces faits nous permettent de suggérer que le poids moléculaire de notre
chitosane a pu influencer la réponse cellulaire et expliquent ainsi la divergence dans les résultats

de I'activation des voies de signalisation.

Il existe aussi certaines études qui montrent la capacité des dérivés du chitosane a intervenir dans
la réponse cellulaire au LPS, ces rapports relient cette capacité a une inhibition de I'activation de
la voie de signalisation de MAPKs, PI3K/AKT et/ou les facteurs de transcription NF-k et AP-1[201-
204], plutdt que par une intervention au niveau du récepteur TLR-4 [169, 200]. Cependant, des
études faites avec des cellules dendritiques dérivées de souris déficientes en TLR4 [40], des
cellules dendritiques transfectées avec le siRNA-TLR-4 [42], des macrophages Raw 264.7 incubés
avec I'anticorps anti-TLR4 [41] et des cellules épithéliales intestinales d’origine porcine (IPEC-J2)
traitées avec l'inhibiteur de TLR-4 (TAK-242) [43] ont suggéré que le TLR-4 est impliqué dans la
reconnaissance du chitosane. L'inconvénient que présentent ces dernieres publications est
I’absence d’information sur le niveau de contamination aux endotoxines des dérivés de chitosane
utilisés, ce qui rend difficile I'interprétation des données. Il est bien connu que les formulations
contaminées au LPS donnent de faux résultats positifs dans les tests de toxicité, et ceci ne fait pas
exception dans I'évaluation mécanistique des nanoparticules et des polymeéres. Le LPS est un
puissant activateur qui est reconnu par le TLR-4 et active sa voie de signalisation [139]. Une étude
menée sur I'immunoréactivité du chitosane provenant de différents fabricants a montré que
presque tous les échantillons étaient contaminés aux endotoxines (>1 EU/mg) et que cette
contamination altérait la réponse immunitaire [205]. Ceci pourrait aussi expliquer les résultats
différents obtenus dans d’autres publications concernant les voies de signalisation et les

récepteurs du chitosane.

En conclusion, bien que les dérivés du chitosane montrent I'activation de différentes voies de
signalisation, il n’existe pas une preuve directe que cette activation est une réponse de I'activation
du TLR-4. Malheureusement, étant donné le manque de données par rapport a la contamination

aux endotoxines des formulations, il est difficile de départager si I'activation correspond a une
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réponse au polymeéere ou a la contamination au LPS. De plus, étant donné que les voies de
signalisation activées par les dérivés du chitosane (IKK/NF-kp et MAPKs) ne sont pas exclusives au
TLR-4, d’autres récepteurs, comme certains récepteurs de lectine de type C (CLR) (dectin-1 et le
récepteur de mannose), pourraient étre impliqués dans la reconnaissance du chitosane et de ses

dérivés.

3.6 Les nanoparticules de DEAE;,-CH-PEG-FA,/siRNA n’activent pas
SYK

Le TLR-4 n’est pas le seul récepteur relié a la reconnaissance du chitosane comme le rapporte la
littérature. D’autres récepteurs, comme le MR [44-46] et le dectin-1 [49, 52, 206] ont été associés
au chitosane et la chitine. Etant donné que nous avons eu une absence d’activation dans les voies
de signalisation de TLR-4, nous avons dirigé nos recherches vers |'étude de I'activation de la
protéine kinase SYK. SYK est une protéine clé et centrale dans la transduction du signal
intracellulaire de dectin-1, dectin-2, mincle [207, 208] et le MR [95]. Les résultats de notre
deuxieme article montrent que SYK n’a pas été activée par les nanoparticules DEAE1,-CH-PEG-
FA,/siRNA dans les conditions expérimentales utilisées. Ces résultats excluent de maniere
indirecte I'implication du récepteur de mannose et le dectin-1 dans la reconnaissance de notre
nanoformulation. Etant donné que le récepteur dectin-1 est associé a la reconnaissance de la
chitine, I'absence de phosphorylation de SYK était attendue. Concernant le MR, sa voie de
signalisation intracellulaire n’est pas connue a ce jour. Cependant, la phosphorylation de SYK a
été reliée a I'activation de ce récepteur dans la phagocytose du mycobacterium tuberculosis [95].
La molécule adaptatrice GRB2 et le complexe Rac/Pak/Cdc-42 ont également été associés a la
phagocytose médiée par le MR chez les macrophages humains. Toutefois, ces molécules sont
apparemment en aval de SYK [95], donc la détection de leur activation n’était pas pertinente dans
notre étude. Jusqu’a présent, les rapports qui associent le MR au chitosane se basent sur des
études de compétition ol le niveau d’internalisation du polymére est visiblement réduit par la
présence des ligands du MR [45]. De maniére similaire au TLR-4, il n’existe pas une preuve directe
de la liaison du chitosane au MR et des études plus approfondies sont nécessaires afin de

démontrer leur affinité. A cette fin, des essais de liaison récepteur-ligand avec le marquage soit
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du ligand soit du récepteur sont utilisés pour mesurer l'interaction d'un ligand avec son récepteur
[209]. D’autres technologies, comme la résonance des plasmons de surface (SPR), déterminent la
capacité de liaison du ligand en utilisant des récepteurs immobilisés [209]. Ce type d’essai pourrait
confirmer I'interaction du chitosane avec son récepteur et donnerait plus d’évidence a la théorie

du TLR-4 comme récepteur de ce polymere.

Ces résultats nous amenent a suggérer qu’il y a possiblement d’autres récepteurs impliqués dans
la reconnaissance de nos nanoparticules. Les récepteurs TLR-2 [50, 206], CD14 [47, 48], CR3 [47]
et galectin-3 [195] chez les macrophages, le FIBCD1 [210] et le Regllly chez les cellules épithéliales
intestinales, et le NKR-P1 chez les cellules tueuses naturelles (NK) ont déja été associés a la
reconnaissance du chitosane et/ou de la chitine [195]. De plus, il est possible que nos
nanoparticules utilisent un mécanisme indépendant de récepteurs membranaires pour leur
internalisation cellulaire. La diffusion passive et la formation de trous a I'échelle nanométrique
sont des mécanismes indépendants de I’endocytose, qui n’utilisent pas des récepteurs [211, 212].
La formation de trous nanométriques a déja été démontrée pour certaines nanoparticules
cationiques [211, 212]. Notre deuxiéme article montre que nos nanoparticules ont réduit
I’expression de la GAPDH, ce qui démontre de fagon indirecte leur internalisation cellulaire. Dans
notre premier article, nous avons émis |I'"hypothése de la formation de petites perforations
transitoires a I'échelle nanométrique, a cause de la libération élevée de LDH simultanément a une
bonne viabilité cellulaire pour TPC. Ces faits nous font envisager, méme si c’est peu probable, la
théorie de la formation de trous temporaires comme voie d’internalisation de nos nanoparticules.

Cependant, la démonstration d’une telle hypothese nécessiterait des études plus approfondies.
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3.7 Limitation du projet de recherche

Les limitations concernant cette thése adressent certains tests in vitro qui n’ont pas été exécutés

et qui auraient donné un profil toxicologique plus complet de nos nanoparticules.

3.7.1 Le test de génotoxicité in vitro

Les essais de mutagénicité font partie de la batterie de tests évaluant la sécurité préclinique des
nanomatériaux. Ces tests visent a déceler si les nanoparticules ont la capacité d’induire une
mutation au niveau génique ou chromosomique. Ces types des mutations sont détectées par
I'essai effectué sur les cellules de lymphome de souris (MLA) (OECD 490) [213] pour le premier
type de mutation et le test du micronoyau (OECD 487) [214] pour le deuxiéme. L'OECD publie
plusieurs rapports par année concernant |'adaptation des normes aux nanoformulations, et des
mises a jour sur la génotoxicité. Ce test nous donnerait plus d’informations concernant I'innocuité

de notre nanoformulation.

3.7.2 Etude de Pactivation des voies de signalisation sur des PBMC humaines

Le premier article nous a montré que les nanoparticules de chitosane ont stimulé la production
d’IL-1B chez les PBMC. Afin d’élucider la voie impliquée dans la sécrétion de ce médiateur pro-
inflammatoire, une étude des voies de signalisation des IKK/NF-k, MAPKs et AKT chez les PBMC
pourrait étre exécutée. Cependant, des rapports issus de la littérature ont démontré I'activation
de la voie de I'inflammasome NLRP3 et la subséquente sécrétion de I'lL-13, chez les PBMC traitées
avec le chitosane [144]. Dong, il est probable que la production d’IL-1p détectée soit reliée a cette
voie. Dans le cas d’une confirmation de I'activation de la voie NLRP3, une étude complémentaire
sur la capacité du chitosane a induire la production de ROS chez les PBMC pourrait clarifier si ce
mécanisme est impliqué dans cette activation, comme c’est le cas dans I'’étude mentionnée [144].
L’analyse de nos deux articles a démontré que les PBMC et les Raw 264.7 ne réagissent pas de la
méme maniére a I'exposition aux nanoparticules. Ceci a été vérifié par la différence au niveau de
la production de médiateurs pro-inflammatoires. Ainsi, pendant que I'lL-1B a été induite avec une
différence statistiguement significative (pour TPC) chez les PBMC, le niveau de cette cytokine chez
les macrophages Raw 264.7 a été indétectable. Cette situation pourrait se reproduire concernant

le stress oxydatif, et si le premier article a montré que les nanoparticules n’ont pas induit la
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génération de ROS chez les macrophages Raw 264.7, une réponse contraire pourrait étre obtenue
chez les PBMC. Ceci met en évidence que la réponse biologique aux nanomatériaux est cellule-

dépendante et qu’elle n’est pas toujours transférable.

3.7.3 Etude de I'activation de la voie de signalisation JAK/STAT3 reliée au FR

Nos nanoparticules contiennent 2% d’acide folique lié a la chaine principale du chitosane par
I'intermédiation de PEG. Cette fonctionnalisation permet de cibler des cellules qui surexpriment
le récepteur de folate comme les macrophages activés et les cellules cancéreuses [26, 215, 216].
Nos conditions expérimentales du deuxieéme article étaient limitées a I’étude de 'activation des
voies de signalisation du TLR-4, chez les macrophages Raw 264.7 non pré-stimulés. Ce parametre
nous a permis d’obtenir des résultats liés uniqguement a la réponse cellulaire aux nanoparticules.
Malheureusement, ce type cellulaire doit étre préalablement activé afin de stimuler la
surexpression du récepteur de folate. Le LPS est I'agent stimulateur des macrophages utilisé
couramment dans la littérature [27]. Cependant, étant donné que le LPS est un puissant
activateur de TLR-4 et que nous voulions étudier exactement ce récepteur, il aurait été ardu de
départager les résultats provenant de l'activation associée aux nanoparticules, de ceux
déclenchés par l'intervention du LPS. Nos données préliminaires nous ont montré que le LPS
phosphoryle STAT3 aprés 2 h d’incubation chez les Raw 264.7. L’activation de la voie JAK/STAT3
par la liaison de I'acide folique au récepteur de folate alpha (FRa) a déja été documentée [217-
219]. Puis que notre protéine cible était STAT3, une stimulation préliminaire des cellules avec le
LPS aurait possiblement faussé les résultats. L'utilisation des cellules Hela, qui expriment le
récepteur de folate de facon constitutive, pourrait étre une bonne alternative pour réaliser
I’étude de la voie de signalisation JAK/STAT3. D’ailleurs, notre équipe a déja utilisé cette lignée
cellulaire afin d’analyser le taux de transfection médié par des nanoparticules de chitosane liées
a l'acide folique [17]. Donc, cette stratégie pourrait nous aider a contourner I'étape de la pré-

stimulation cellulaire.
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3.8 Perspectives

Les résultats de cette thése nous ont montré le potentiel de nos nanoparticules de chitosane
comme systeme de livraison de génes thérapeutiques dans le cadre de la thérapie génique. Leur
bonne efficacité de transfection, ainsi que leur hémocompatibilité et leur faible induction des
médiateurs pro-inflammatoires font de ces nanoparticules de plateformes efficaces et surtout

sécuritaires, a considérer pour des formulations destinées a I'application systémique.

Ainsi, ce travail sert de base pour de futures études précliniques in vivo, ou la biodistribution en
temps réel de nanoparticules pourrait étre analysée a I'aide de systémes d'imagerie performants,
permettant de caractériser de fagon plus précise I'accumulation des particules dans des organes
vitaux comme le foie, la rate et les reins, afin de mieux identifier leur distribution dans
I’organisme. Sur ces mémes modeles, la toxicité pourrait également étre évaluée de fagon plus
avancée par la quantification des marqueurs de fonctions des organes dans le sérum et/ou le

plasma.

D’autres études complémentaires, visant a découvrir la voie d’internalisation de nos
nanoparticules, donneraient une vision plus précise du comportement de celles-ci a I'échelle
cellulaire. Elles nous renseigneraient sur leur interaction avec les différents types cellulaires et

apporteraient, de ce fait, une meilleure compréhension de leurs mécanismes d’action.

Enfin, 'ensemble de ces investigations dirigeront la recherche vers la fin ultime qui est 'utilisation
de ces nanoparticules comme agents thérapeutiques dans des maladies inflammatoires telle que
la polyarthrite rhumatoide et méneront aux études cliniques qui permettraient d’étudier le

bénéfice de nos nanoparticules dans la thérapie génique.
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Conclusion

Les résultats présentés dans cette these nous permettent de conclure que les nanoparticules de
DEAE1,-CH-PEG-FA,/siRNA sont hémocompatibles et répondent aux critéres reglementaires grace
a leur faible caractére hémolytique, bas niveau d’agrégation plaquettaire et I'absence d’effet sur
le systeme du complément et le systéme de coagulation. Leur niveau d’innocuité a également été
confirmé par la faible réponse oxydative et la non-production des cytokines pro-inflammatoires
telles que le TNF-a et I'lL-6. De surcroit, I'absence d’activation des voies de signalisation reliées
au TLR-4 permet de compléter le profil sécuritaire de notre nanoformulation. L'ensemble de ces
données et I'efficacité de transfection de notre nanoformulation mettent en évidence le potentiel
d’utilisation de nos nanoparticules, comme systeme de livraison des genes thérapeutiques et

nous permettent d’envisager leur application future dans le cadre de la thérapie génique.
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