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RESUME

Le cancer est la principale cause de déces au Canada et il est a I’origine d’environ 30 % de
tous les déces au pays.[1] On estime qu’en 2015, un Canadien sur quatre (24 % de femmes et
29 % d’hommes) mourra d’un cancer. Dans le monde et uniquement pour 1’année 2012, on
rapporte 14 millions de nouveaux cas de cancer et 8,2 millions de déces causés par cette
maladie.[2] Le pire est a venir, car, selon I'Organisation mondiale de la santé, le nombre de
nouveaux cas devrait augmenter d’environ 70% au cours des deux prochaines décennies. La
forte mortalité associée au cancer s’explique en partie par I’acquisition d’une résistance aux
médicaments qui rend les patients réfractaires a la chimiothérapie. En effet, les cellules
cancéreuses soumises a un agent cytotoxique lors de la chimiothérapie risquent de développer
une résistance a cet agent ainsi qu’aux divers agents partageant des ressemblances
structurelles et/ou fonctionnelles. 11 s’agit de cellules cancéreuses ayant une résistance
multiple aux drogues (MDR "Multiple Drug resistant cells"). Le développement d’une
résistance aux chimiodrogues est un probléme majeur de santé publique et représente un
obstacle pour le développement de nouveaux traitements anticancéreux. Les MCF-7 MDR
sont des lignées établies de cellules humaines de cancer du sein qui ont developpé une
résistance aux chimiodrogues telle que la doxorubicine. Les MCF-7 MDR ont la particularité
de surexprimer la protéine P-gp qui est responsable de la désintoxication des cellules par

reflux des chimiodrogues.

Le but de cette étude consistait donc a réduire 1’expression de la protéine P-gp, codée par le
géne MDR1 (aussi appelé géne ABCB1), dans des cellules cancéreuses MCF-7 MDR et ainsi
resensibiliser ces derniéres aux traitements anti-cancer. Afin d’interférer dans 1’expression du
gene MDR1, nous avons utilisé de petits ARN interférents, appelés siARN, complémentaires
a des séquences spécifiques au niveau du géne MDR1 humain. Au total, quatre duplexes de
SiIARN ont été utilises pour cette étude: siARN_1, siARN_1M, siARN_2 et siARN_2M.
Chacun des brins des duplexes est formé au total de 21 acides nucléiques et possede deux
acides nucleiques dépassants "overhangs" a I’extrémité 3”. Les SiARN_1 et sSiARN_1M sont
complémentaires a la séquence d’acides nucléique (577-595 acides nucléiques) du géne
MDR1 alors que les siARN_2 et siARN_2M sont complémentaires a une séquence

Iégerement décalée en aval sur le méme géne (583-607 acides nucléiques). Les duplexes
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ARN_1 et ARN_2 sont formés d’ADN au niveau des extrémités dépassantes alors que les
duplexes ARN_1M et ARN_2M sont formés exclusivement d’ARN. Les duplexes siARN_1
et SIARN_2 proviennent des travaux publiés par Hao Wu et al. (2003), Stege et al. (2004) et
Miletti-Gonzalez et al. (2005). Ces derniers démontrent que ces sequences de siARN sont
efficaces pour silencer le gene MDRL1 dans le cas les cellules cancéreuses (du sein : MCF-
7/AdrR et MCF-7/BC-19 et de l'estomac : EPG85-257RDB).[3-5] De plus, Strapps et al.
(2010) ont montré que 1’utilisation de siARN possédant un brin guide avec des extrémités
dépassantes formées de ribonucléotides méne a un silencage in vivo et in vitro semblable mais
avec une meilleure longévité comparativement a I’utilisation de siARN aux extrémités
dépassantes formées de déoxyribonucléotides.[6] Ainsi les séquences SiARN_1M et
SIARN_2M correspondent aux séquences SiARN_1 et siARN_2 mais dont les extrémités

dépassantes sont formées de ribonucléotides.

Ces siARN dirigés spécifiquement contre le géne MDR1 (MDR1-siARN) ont été combinés au
chitosane afin de former des nanoparticules pouvant protéger ces MDR1-siARN et les livrer
dans les cellules MCF-7 MDR. Le chitosane, servant ici de systéme de livraison, est un
polysaccharide naturel et biodégradable dont les propriétés biologiques sont définies par sa
masse molaire moyenne (Mn) et par son degré de désacétylation (DDA). Lorsque le chitosane
chargé positivement est mis en présence de siARN chargé négativement, il y a formation de
nanoparticules par attraction électrostatique. Dans ce projet, le chitosane 92-10 (DDA-Mn) a
été utilisé comme systéme de livraison avec un ratio N:P (ratio amine de chitosane :
phosphate d’ARN) de 5.

Les analyses par diffusion dynamique de la lumiére (DLS) ont démontré que les
nanoparticules ont un diametre variant entre 62,56 et 82,72 nm et un potentiel zéta variant de
17,4 a 23,5 mV. Des analyses en microscopie confocale ont prouvé que les nanoparticules
chitosane 92-10-5/siARN marquées sont internalisées dans les cellules MCF-7 MDR et que
les siARN sont libérés dans le cytoplasme. Les cellules MCF-7 MDR, résistantes aux
drogues, ont été transfectées, in vitro, avec les différentes nanoparticules chitosane (92-10-5)/
MDR1-siARN. La quantification par g°PCR a démontré que la transfection des cellules MCF-
7 MDR entraine une inhibition de I’expression du géne MDR1 de 71%. De plus, des tests de
cytotoxicité ont démontré que I’utilisation des nanoparticules permet une resensibilisation des

cellules a la doxorubicine. En effet, le taux de mortalité des cellules MCF-7 MDR exposées a
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la doxorubicine, a augmenté jusqu’a 60% en transfectant préalablement les cellules avec les
nanoparticules chitosane (92-10-5)/ MDR1-siARN. En conclusion, nous avons mis au point
des nanoparticules chitosane (92-10-5)/ MDR1-siRNA qui réduisent I’expression du géne
MDR1 codant pour la P-gp dans les cellules MCF-7 MDR et permettent de resensibiliser ces
dernieres a la doxorubicine. Cette étude démontre le potentiel des nanoparticules chitosane
(92-10-5)/ MDR1-siRNA pour le traitement des cancers résistants a la chimiothérapie.
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ABSTRACT

Cancer is the leading cause of death in Canada and is responsible for about 30% of all deaths
in the country.[1] It is estimated that by 2015, one in four Canadians (24% women and 29%
men) will die from cancer. In the world and only for 2012, 14 million new cancer cases and
8.2 million deaths from the disease were reported.[2] The worst is yet to come because,
according to World Health Organization, the number of new cases is expected to increase by
about 70% over the next two decades. The high mortality associated with cancer is partly
explained by the acquisition of drug resistance that make patients refractory to chemotherapy.
In fact, cancer cells exposed to a cytotoxic agent during chemotherapy, may develop a
resistance to this agent as well as various agents sharing structural or functional similarities.
These cancer cells are known for multidrug resistance ("Multiple Drug resistant cells™). The
development of resistance to chimiodrogues is a major public health problem that presents an
obstacle for the development of new cancer treatments. MCF-7 MDR are established cell
lines of human breast cancer that have developed resistance to chimiodrogues such as
doxorubicin. MCF-7 MDR have the particularity to over-express P-gp protein that is
responsible for the detoxification of cells by reflux of chimiodrogues. The purpose of this
study was therefore to reduce the expression of P-gp, encoded by the MDR1 gene (also called
gene ABCB1) in cancer cells MCF-7, and re-sensitize MCF-7 MDR cells to anti-cancer
treatments. In order to modify MDR1 gene expression, we used small RNAI called siRNA
that are specific to the MDR1 gene. In total, 4 duplexes of sSiRNA have been used: sSiRNA 1,
siRNA_1M, siRNA_2 and siRNA_2M. Each of the duplexes strands is consists of 21 nucleic
acids and has two protruding nucleic acids (overhangs) at the 3' end. siRNA 1 and
siRNA_1M are complementary to the nucleic acid sequence (577-595 nucleic acids ) of the
MDR1 gene, whereas siARN_2 and siARN_2M are complementary to a sequence shifted
slightly downstream in the same gene (583-607 nucleic acids). RNA duplexes siRNA 1 and
SIARN_2 consist exclusively of DNA while "modifed” siRNA_1M and si RNA_2M consist
of RNA overhangs. siRNA duplexes (siRNA_1 and siRNA_2) were chosen from the work
published by Hao Wu et al. (2003), Stege et al. (2004) and Miletti-Gonzalez et al. (2005)
which showed that these sSIRNA sequences are effective to silence MDR1 gene in cancer cells
(breast cancer cells MCF-7 / AdrR and MCF-7 / BC-19 and stomach cancer cells: EPG85-
257RDB).[3-5] Moreover, Strapps et al. (2010) showed that the use of siRNA having



overhangs formed of ribonucleotides leads to a similar silencing but lasting longer in vivo and
in vitro compared to the use of siRNA containing deoxyribonucleotides overhangs.[6] Thus
SiIARN_1M and siARN_2M sequences correspond to siARN_1 and siARN_2 sequences but

whose overhangs are formed of ribonucleotides.

These siRNA specific to the MDR1 gene (MDR1-siRNA) were combined to chitosan to form
nanoparticles capable of protecting these MDR1-siRNA and delivering it into the MCF-7
MDR cells. Chitosan used here as a delivery system, is a natural and biodegradable
polysaccharide whose biological properties are defined by its average molecular weight (MW)
and by its degree of deacetylation (DD). When the positively charged chitosan is added with
the negatively charged siRNA, there is formation of nanoparticles by electrostatic attraction.
In this project, chitosan 92-10 (DDA- MW) was used as a delivery system with a N:P (ratio
chitosan amino groups: RNA phosphate) of 5.

Analysis by dynamic light scattering (DLS) demonstrated that the nanoparticles have a
diameter between 62.56 and 82.72 nm and a zeta potential ranging from 17.4 to 23.5 mV.
Analysis by confocal microscopy showed that chitosan (92-10-5)/labeled SiRNA are
internalized in MCF-7 MDR cells and that siRNAs are released in the cytoplasm. MCF-7 cells
resistant MDR were transfected in vitro with different chitosan nanoparticles 92-10/MDR1-
siRNA. gPCR quantification showed that transfection of MCF-7 MDR cells leads to
inhibition of the expression of the MDR1 gene by 71%. In addition, induced cytotoxicity tests
showed that the use of nanoparticles allows resensitizing cells to doxorubicin. In fact, the
mortality rate of MDR MCF-7 cells exposed to doxorubicin increased to 60% after
transfecting the cells with the nanoparticles chitosane (92-10-5)/ MDR1-siRNA. In
conclusion, we have developed Chitosan (92-10-5)/ MDR1-siRNA nanoparticles that reduce
the expression of P-gp in cells and allow the latter to re-sensitize to Doxorubicin. This study
demonstrated the potential of chitosan nanoparticles (92-10-5)/ MDR1-siRNA for the

treatment of cancers resistant to chemotherapy.
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CHAPITRE1 INTRODUCTION

Le cancer est considéré comme un probleme majeur au Canada avec des colts de 17,4
milliards de dollars et une probabilité de 46% de se développer chez les hommes et 41% chez les
femmes.[7] La Société canadienne du cancer estime qu'en moyenne, chaque jour, 539 Canadiens
seront diagnostiqués avec un cancer, et 214 en mourront. Parmi les cancers existants, le cancer du
sein prend les devants dans les pays industrialisés (exception des E.U. et Grande-Bretagne). Le
cancer est plus fréquent chez les femmes, surtout celles agees entre 50 et 60 ans, avec une
estimation de 25 000 nouveaux cas en 2015 dans le monde. [8, 9] Vu le nombre ascendant de
personnes touchées par le cancer du sein avec les années, des efforts importants en recherche sont
déployés afin de trouver des techniques sensibles de dépistage précoce du cancer et des
traitements efficaces contre des formes plus avancées. Pour ce faire, les scientifiques ont dl

proposer des mode¢les afin d’étudier I’efficacité de nouveaux traitements.

En 1970, une lignée cellulaire du cancer du sein (MCF-7), exprimant le récepteur
d'oestrogene, a pris son origine d’un prélévement effectué sur une patiente souffrant d'un cancer
métastasique du cancer du sein.[10] Aujourd’hui les cellules MCF-7 sont couramment utilisées
en recherche biomédicale. Ces cellules sont d’un grand intérét parce qu’elles peuvent devenir
résistantes aux traitements déja existants (p.ex. Cyclophosphamide, Docetaxel, Doxorubicine,
Epirubicin, Methotrexate, Paclitaxel, etc.).[11] Les cellules MCF-7, ont été choisies pour ce
projet, car elles constituent un modele de choix pour évaluer le potentiel d’un traitement contre

les tumeurs métastatiques et résistantes aux médicaments.[12]

Suite a une mutation, translocation, délétion, amplification, ou a une erreur de
transcription/traduction d'un ou de plusieurs génes, 1’équilibre entre la prolifération et I'apoptose
cellulaire peut étre altéré. Ce déséquilibre peut aboutir a I'apparition d'une population cellulaire a
division incontrélée menant a un cancer.[13] Quand la masse cellulaire cancéreuse migre et
envahit d'autres organes/tissus, on parle alors de métastase. La meétastase est ainsi la
transformation de cellules cancéreuses bénignes (locales) en cellules cancéreuses malignes
envahissant les organes a proximité ou distants. Il existe différents types de cancer dont le cancer
de la bouche, la gorge, la langue, la peau, la prostate, la thyroide, la vessie, I'estomac et le
duodénum, l'eesophage, 1'ovaire, des bronches, du col de l'utérus, du colon et du rectum, du foie,

du larynx, du pancréas, des poumons, rein, sein, testicule, lymphoide chronique, myéloide



chronique, lymphome, la moelle épiniére et de I'os. [14] Les causes spécifiqgues menant a
I'apparition d'un cancer sont toujours inconnues, mais des facteurs externes (environnement,
radiations) et internes (altération du systeme immunitaire, prédisposition génétique) semblent y

jouer un role important. [13]

Le traitement du cancer du sein est spécifique a chaque patient, cependant les premieres
étapes sont généralement communes a tous. Dans le cas d'une petite tumeur, les médecins
recommandent une chirurgie afin d'éliminer la masse tumorale et le tissu en périphérie pour
assurer une elimination complete des cellules cancéreuses. Dans le cas d'une tumeur plus
imposante, une chimiothérapie néoadjuvante (avant la chirurgie) est recommandée. Apreés la
chirurgie, une thérapie adjuvante est nécessaire afin de minimiser le risque de récurrence de la
tumeur et éliminer toute cellule cancéreuse restante. Dépendamment du niveau de risque de
récidive, cette thérapie adjuvante peut inclure la radiothérapie, 1’hormonothérapie, la thérapie
biologique et la chimiothérapie. La chimiothérapie est une intervention caractérisée par I'emploi
d'agent cytotoxique afin de bloquer la division d'une cellule néoplasique et ainsi engendrer sa
mort. Les chimiodrogues les plus utilisées dans le cas du cancer du sein incluent les taxanes
(paclitaxel/Taxol® and docetaxel/Taxotere®), et les anthracyclines (doxorubicin/Adriamycin® et
epirubicin/Ellence®). Dans le but d’augmenter I’efficacité de la chimiothérapie, plusieurs
chimiodrogues sont administrées de facon combinée. Ainsi, les antracyclines et/ou les taxanes
peuvent étre combinées avec d'autres chimiodrogues comme le carboplatine, le fluorouracile et la
cyclophosphamide.[15]La thérapie adjuvante permet de diminuer le risque de récurrence du
cancer, mais malheureusement n’assure pas la guérison du patient.[16] Ce manque d’efficacité
est relié a plusieurs facteurs dont le stade du cancer (métastasique ou non), I'age du patient, I'état
de sa santé et le statut de I'expression des récepteurs de 1’estrogene (ER), de la progestérone(PR)

et du récepteur 2 du facteur de croissance épidermique(Her2) dans la tumeur. [16]

Une caractéristique qui définit bien les cellules cancéreuses agressives ou métastatiques
est I'acquisition d'une résistance aux médicaments. Une cellule cancéreuse qui est exposee a un
agent cytotoxique va développer une résistance a lI'agent méme et a divers agents ayant des
similitudes structurelles et fonctionnelles. La forme agressive des cancers est souvent associée
avec la surexpression de I’'un de ces deux génes: Her2 ou Topoisomerase Il (Top2). [17, 18]

Dépendamment du géne surexprimé (Her2 ou Top2), différents medicaments peuvent étre



employés pour traiter le patient (Herceptin dans le cas de Her2 ou Etoposide dans le cas de
Top2).

Une des causes majeures de la résistance des cellules cancéreuses aux agents
anticancéreux est la protéine P-glycoprotéine (P-gp) codée par le géne MDR1 (appelé aussi
ABCB1). Cette protéine, ayant une demi-vie entre 14 et 17 heures, est le premier transporteur
ABC «ATP-binding cassette transporters» identifié comme étant surexprimé dans les cellules
cancéreuses ayant une résistance multiple aux drogues (MDR). [3, 19-21] La P-gp joue le réle
d'une pompe qui expulse les chimiodrogues a I'extérieur de la cellule et elle est donc responsable
de la diminution de l'accumulation des médicaments dans les cellules cancéreuses et de la
réduction de I’efficacité de la chimiothérapie. La P-gp permet ainsi aux cellules cancéreuses

MCEF-7 de résister a plusieurs médicaments, dont la doxorubicine.

Des études in vitro ont été réalisées afin de comprendre les autres mécanismes de
résistance a la doxorubicine. Parmi ces mécanismes, on note des mutations de la protéine p53
(une protéine apoptotique, antitumorale), une augmentation de synthése de la thymidylate
synthase et de la glutathione-S-transférase[22-25], des mutations dans les chaines alpha et béta de
la tubuline[26, 27], une amplification de la sérine-thréonine kinase AURORA-A, une suppression
de la phosphorylation de la protéine Bcl-xL par la protéine JNK, une diminution de la régulation
de la proteine Bcl-2 et finalement une augmentation de I'expression de la protéine Akt.[28-31]

En résumé, la protéine P-gp, surexprimée dans les cellules cancéreuses, est 1'une des
causes majeures du développement d’une résistance aux médicaments et de I'échec de la
chimiothérapie chez les patients souffrant d'un cancer. Ce probléme de résistance pourrait étre
résolu par la réduction de I’expression de la P-gp. Le "silencage" de la P-gp peut s’effectuer par
I’utilisation des ARN interférents (ARNI).[3, 32-34] Les siARN, "small interfering RNA", sont
des petits ARN double brin induisant un silencage spécifique du géne d'intérét par la liaison du
brin sens du siARN a sa séquence complémentaire de I’ARN messager. Les SiARN, avec
I’implication d’un complexe nommé RISC, meénent a la dégradation de I’ARN messager

specifique et a la répression de sa traduction en protéine.

Les siARN peuvent donc susciter un silengage spécifique post-transcriptionnel d’un gene
ciblé et peuvent étre utilisés pour silencer le géne MDR1. En théorie, ceci permettra une

diminution de I’expression de la protéine P-gp, une augmentation de la concentration



intracellulaire de médicaments et ainsi & une restauration de la fonction de sensibilité des cellules
cancéreuses aux médicaments.[3] Plusieurs auteurs ont démontré le potentiel des siARN pour
réduire 1’expression de la P-gp in vitro et in vivo. [3, 4, 19, 35-38] Cependant, un silencage
incomplet du gene MDRL1 a été obtenu en utilisant les siARN. Cette inhibition incomplete a été
attribuée a une grande quantité de P-gp, & sa longue demi-vie, et surtout a la faible efficacité de
transfection.[3]

La transfection est une étape primordiale dans le processus de silengage, car elle permet
I’entrée des siARN dans les cellules puis leur action au niveau du cytoplasme. Une faible
efficacité de transfection peut s’expliquer par I’absence d’un systéme de livraison efficace qui
permettrait aux siARN d’atteindre les cellules ciblées en empéchant leur digestion extracellulaire
par les enzymes du plasma et leur élimination rénale. Afin de surmonter ces difficultés, il est
nécessaire de développer des systemes de livraison efficaces non toxiques et qui ne suscitent pas
de réponse inflammatoire et immunitaire [39] Parmi les systémes de livraison existants, les
lipides sont largement utilisés comme systéme de livraison de 1’acide nucléique. Malgré

qu’efficaces, les liposomes peuvent entrainer une forte toxicité.[40-42]

Il était ainsi important de choisir un nouveau systeme de livraison qui ne soit pas toxique. Le
chitosane est polysaccharide naturel, biocompatible, mucoadhésif et biodégradable, qui a été
étudié dans notre laboratoire pour son potentiel comme systéme de livraison d'ADN et d’ARN a
des fins thérapeutiques.[43, 44] Le chitosane forme des nanoparticules par attraction
¢électrostatique en condensant 1’acide nucléique. La formation des nanoparticules est donc un
procédé simple, rapide et peu colteux. Une transfection réussie des cellules avec des
nanoparticules & base de chitosane nécessite 1’utilisation d’une formulation adéquate. Les
propriétés biologiques du chitosane sont définies par sa masse molaire moyenne (Mn) et par son
degré de désacétylation (DD).[45] Le ratio N :P, correspondant au ratio d’amide du chitosane et
de phosphate de 1’acide nucléique, peut aussi influencer la formation des complexes et ainsi
I’efficacité de la transfection. Ainsi, les formulations de chitosane utilisées sont identifiées en
fonction de ces trois caractéristiques DDA-Mn-N :P. Des travaux dans nos laboratoires ont
démontré que le pouvoir de transfection avec I’ADN plasmidique est maximisé avec 1’utilisation
d'une formulation ayant un haut DDA avec une petite Mn ou un faible DDA avec une grande Mn.
[46] Cependant, il est important de noter que la premiére combinaison n‘active pas le systeme

immunitaire, contrairement a la deuxiéme.[47]



Les travaux de recherche réalisés par Lavertu et al. (2006) ainsi que Jean et al. (2009, 2011 et
2012) de notre équipe ont permis de tester la toxicité et 1’efficacité de transfection de diverses
combinaisons de chitosane ayant des DDA de 98%, 92%, 80% et 72% , et des Mn de 150, 80, 40
et 10 kDa. [44, 47-49] Les résultats obtenus demontrent que le chitosane 92-10-5 (DDA-Mn-N:P)
donnait le meilleur rendement de transfection et aucune toxicité observée. Etant donné les
propriétés biodégradables du chitosane, ainsi que les résultats démontrant le grand pouvoir de
transfection et les propriétés non toxiques du chitosane (92-10-5), cette formulation a été choisie

pour ce projet de recherche.[44, 47-49]

Hypothese et Objectifs du projet

Pour cette étude, nous avons émis I’hypothése que I’utilisation des nanoparticules
chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN permettrait de réduire 1’expression du géne MDRI1 et de
resensibiliser les cellules MCF-7 MDR, présentant une résistance multiple aux drogues. Pour

vérifier notre hypothése, nous nous sommes fixés les objectifs suivants :

e Préparer et caractériser quatre types de nanoparticules chitosane (92-10-5)/ siARN-MDR1
dont les duplexes ciblent deux régions du gene MDR1 et dont les bouts dépassants en 3’

sont formés soit d’acide ribonucléique ou d’acide désoxyribonucléique.

e Analyser I’internalisation des nanoparticules chitosane-SIARN dans les cellules MCF-7
MDR par imagerie confocale.
e Tester le pouvoir de transfection des nanoparticules chitosane (92-10-5)/siARN en

utilisant des cellules H1299 eGFP* qui expriment de fagon continue la protéine eGFP.

e Confirmer la présence et I’intégrit¢ d’ARNm spécifique au géne MDR1 dans les cellules
MCF-7 MDR

o Amplifier un fragment du gene MDR1 par RT-PCR

o Confirmer I’intégrité du fragment du géne MDR1 par un séquengage suivi d’une

analyse d’homologie.

e Déterminer la capacité des nanoparticules chitosane (92-10-5)/ siARN-MDRL1 & inhiber

I’expression du géne MDRI1.



o Mettre au point un test gPCR spécifique pour quantifier les variations du gene
MDR1 dans les cellules MCF-7 MDR en déterminant préalablement le géne de

référence ayant la meilleure stabilité.

o Déterminer I’effet des différents duplexes utilisés dans les nanoparticules a base

de chitosane sur le silengage du géne MDRL.

e Déterminer la cytotoxicité des nanoparticules chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN.

e Déterminer IC50 de la doxorubicine pour les cellules MCF-7 et MCF-7 MDR.

o Evaluer la resensibilisation & la doxorubicine des cellules MCF-7 MDR transfectées avec
les nanoparticules chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN.

o Déterminer ’effet des différents duplexes utilisés dans les nanoparticules a base

de chitosane sur la resensibilisation des cellules a la doxorubicine.

La réalisation de ces objectifs est importante pour évaluer le potentiel de nanoparticules chitosane
(92-10-5)/ siARN-MDR1 a resensibiliser des cellules devenues résistante aux chimiodrogues. Si
les nanoparticules s’aveérent efficaces, nous aurons contribué a I’amorgage d’un traitement de

nouvelle génération contre les cancers résistants a la chimiothérapie.



CHAPITRE 2 REVUE DE LITTERATURE
2.1 Le Cancer

2.1.1 Définition

L'accumulation de plusieurs mutations dans des endroits spécifiques du génome peut
aboutir a I'apparition d'une ou de plusieurs maladies. Dans certains cas, ces dernieres peuvent
mener a la division non contr6lée d'une ou de plusieurs cellules du corps. Cette croissance
cellulaire incontrolée, si elle n'est pas freinée par le systeme de défense du corps, sera
responsable du développement d'une tumeur (néoplasme). Une tumeur peut se développer dans
I’un des différents organes du corps, ou méme dans plusieurs organes a la fois. On note plus que
200 cancers différents, les plus rependus au Canada sont le cancer de la prostate, du poumon,
colorectal et du sein.[50, 51] La transformation d'une cellule normale en une cellule cancéreuse
est accompagnée d'un changement de morphologie et d'une acquisition de caractéristiques
propres aux cellules cancéreuses dont la division rapide et infinie et la perte de I'inhibition de
croissance par contact.[52] Deux types de tumeurs existent: les tumeurs malignes et les tumeurs
bénignes. Les cellules cancéreuses malignes se divisent d'une facon irréguliere et rapide et sont
capables de quitter le lieu ou le cancer a pris naissance pour aller envahir d'autres régions/organes
de I'organisme. Le cancer malin est caractérisé par cinq astuces de propagation. Tout d'abord, il
oblige le maintien de sécrétion de signaux prolifératifs assurant alors la division de ces cellules
d'une facon continue. Ensuite, les cellules cancéreuses malignes métastasent pour aller envahir
d'autres endroits de I'organisme. De plus, les tumeurs malignes ont développé des mécanismes
pour échapper aux signaux inhibiteurs de croissance. Finalement, ces cellules immortelles
métastatiques, une fois arrivées dans un nouveau tissu, vont induire le développement de
vaisseaux sanguins autour de la tumeur pour assurer l'arrivée en abondance de sources nutritives
pour ainsi garantir la survie et le développement de la tumeur. Ce phénomene s'appelle

angiogeneése.[53, 54]

2.1.2 Cancers somatiques et héréditaires

Des mutations touchant certains genes peuvent causer I'apparition de tumeurs. Les cancers

peuvent étre soit somatiques soit heréditaires. 1l est important de noter qu'une mutation génétique



n‘aboutit pas directement et obligatoirement au développement d'un cancer, mais elle peut
favoriser I'apparition de ce dernier.

Entre 90 et 95% des cancers sont somatiques.[55] Une personne atteinte d’un cancer
somatique a subi une ou des mutations génetiques au cours du développement feetal, de 1’enfance

ou pendant 1’age adulte, mais ne transmettra pas ce cancer a la génération suivante.

Entre 5 et 10% des cancers peuvent étre causés par un géne anormal qui est transmis de
génération en géneration.[55] C'est ce qu'on nomme un cancer héréditaire. Par exemple, il a été
montré que des patients ayant certaines mutations héritées dans deux genes suppresseurs de
tumeurs BRCAL et BRCA2, présenteront un risque de plus que 75% de souffrir d’un cancer
ovarien, colorectal et du sein.[56]. Lorsqu'une personne hérite, de son pére ou de sa mere, une
copie anormale d'un ou plusieurs genes, elle est prédisposée a développer un cancer. Lorsque la
deuxieme copie du gene est atteinte, le gene sera non-fonctionnel et un cancer pourrait ainsi se
développer. Les individus formés a partir d’un zygote comportant déja une copie du géne altérée
auront tendance a développer des cancers plus précocement comparativement a ceux ayant hérité

deux copies de génes sains soumis a une mutation au cours de leur vie.

2.1.3 Causes

Lorsqu’une cellule saine se transforme en une cellule cancéreuse, les genes impliqués
dans la détection et la réparation des mutations sont défectueux ou inhibés. Sans ces génes
contréles, la cellule se divise d'une facon incontrolée et transfére les mutations acquises durant la
mitose a ces cellules filles. Ces derniéres échappent a I'apoptose et seront a leur tour des cellules

cancéreuses.

Au fil des années, le nombre de déces attribués au cancer est toujours en augmentation
continue et les scientifiques sont toujours a la recherche de causes directement responsables de
I'apparition de mutations cancérigénes. De mauvaises habitudes de vie comme le tabagisme, un
régime alimentaire inapproprié, le stress, le manque de sommeil et d'exercice, ainsi que certains
facteurs environnementaux comme l'exposition a des radiations, les infections, les polluants
environnementaux, et des maladies comme le diabete, sont majoritairement responsables de

I'apparition du cancer. Dans le restant des cas, des facteurs genétiques sont a blamer.[57] Il est



bien important de noter le fait que ces facteurs ne sont que des prédispositions a un cancer et non

des causes directes du développement d'une tumeur.

2.1.3.1 Proto-Ocogenes, oncogénes et genes suppresseurs de tumeurs

Les génes regulateurs de la croissance cellulaire comprennent (1) les génes suppresseurs
de tumeurs qui permettent de réduire 1I’expansion et (2) les oncogénes qui, au contraire, stimulent
la croissance. La transformation d'une cellule saine en une cellule cancéreuse est ainsi causée par
I'inhibition de I'activité des génes suppresseurs de tumeurs et/ou de la surexpression des

oncogenes.[58, 59]
2.1.3.1.1 Proto-Oncogenes et Oncogenes

Les proto-oncogénes sont des genes qui codent pour des protéines jouant un role
important dans la croissance cellulaire. Lors d'une déficience des genes de régulation de la
croissance et de la différenciation cellulaire, les probabilités qu'un cancer se développe sont
élevées.[60, 61] Parmi les proto-oncogeénes identifiés, on note HER2 et RAS. Le géne RAS est un
proto-oncogéne qui code pour une protéine jouant un réle dans la transduction du signal
intracellulaire. La mutation du géne RAS le transforme en un oncogene qui code pour une
oncoprotéine responsable de la livraison excessive de signaux déclenchant une division cellulaire
non contrdlée.[62] Les mutations de RAS sont trés rares au niveau de cancer du sein. Cependant,
dans le cas du cancer du sein, RAS peut étre pathologiquement suractivé par la surexpression des
récepteurs des facteurs de croissance (récepteurs des EGF et ErbB-2) dont les voies de
signalisation impliquent RAS (Von Lintig FC et al., 2000).[63]

Un autre exemple d'un proto-oncogene bien connu est le géne HER2 qui code pour le
récepteur tyrosine kinase connue sous le nom de récepteur du facteur de croissance épidermique
humain 2. Les mutations touchantes HER2 sont retrouvées dans 20% a 30% des cancers du
sein.[64-66] Cette protéine est impliquée dans la division, la croissance et la réparation des
cellules du sein. Les cellules ayant plus qu'une copie du gene HER2 auront une surproduction de

la protéine HER2 ce qui aboutit a une division cellulaire non-controlée.[67, 68]

Lorsque les proto-oncogénes subissent des mutations, ils peuvent se transformer en
oncogenes qui peuvent étre continuellement actifs et ainsi aboutir a une division cellulaire

incontr6lée. Cette division cellulaire anormale sera responsable de I'apparition de cancer. La
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transformation d'un proto-oncogéne en oncogéne survient suite & un réarrangement
chromosomique ou peut étre causée par une duplication genique (présence d'une copie

additionnelle du géne qui va aboutir a un exces de protéines traduites).

2.1.3.1.2 Genes suppresseurs de tumeurs

Contrairement aux proto-oncogenes, les genes suppresseurs de tumeurs sont impliqués
dans l'induction de l'apoptose. lls codent pour des protéines qui vont "freiner" la division
cellulaire pour ainsi corriger les dommages au niveau de I'ADN. Lorsque les génes suppresseurs
de tumeur sont touchés par une mutation induisant leur inhibition, les cellules vont se diviser trop
rapidement et des mutations seront accumulées dans le génome empéchant les cellules d’entrer en
apoptose. De telles mutations augmentent le risque d'apparition de cancer. Une surexpression
d'une protéine p53 mutée a été observée dans la plupart des cancers. [69-71] Le géne p53 est situé
sur le chromosome 17 humain et code pour la protéine p53 impliquée dans la régulation des
fonctions cellulaires importantes comme l'apoptose.[72, 73] Suite a un stress cellulaire comme un
dommage au niveau de I'ADN cellulaire, la protéine p53 normale dite sauvage est activée. Son
activation permet ainsi d'arréter le cycle cellulaire afin de permettre la réparation de I'ADN en
question et/ou de déclencher I'apoptose dans le but de prévenir la naissance de cellules avec des
dommages au niveau de I'ADN. Une fois la réparation est effectuée, la cellule reprend le cycle
cellulaire normal.[74, 75] La version mutée du gene p53 posséde un potentiel oncogénique et agit

comme un inhibiteur dominant pour la protéine sauvage p53.

BRCA1 et BRCA2 sont deux génes suppresseurs de tumeurs exprimés chez tous les
humains dans plusieurs tissus, mais surtout dans les cellules mammaires. La protéine codée par
BRCA1 et BRCAZ2 est responsable de la réparation d’ADN et donc dans le maintien de 1’intégrité
génomique. Les mutations au niveau des génes BRCA1 et BRCAZ2 ont des répercussions directes
au niveau des protéines correspondantes : ceci aboutit a des protéines ne fonctionnant pas
proprement, ou méme a I’absence de traduction. De telles mutations vont favoriser le
développement d’altérations additionnelles au niveau du génome, et sont impliquées dans
plusieurs types de cancers, dont le cancer du sein et des ovaires. Ces mutations comptent pour 5 a
10% de tous les cancers du sein, et 20 a 25% des cancers du sein héréditaires (Easton DF, 1999;
Campeau PM et al., 2008).[76, 77]
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2.1.3.2 Diete, Alcool et Exercices

Des études ont montré que plusieurs cancers dont le cancer de la bouche, du pharynx, du
larynx, de I'cesophage, du foie, du colon et du rectum, et du sein, sont en corrélation étroite avec
la consommation de I'alcool. [78] D'une part, I'alcool peut jouer le réle d'irritant et pourra ainsi
entrainer des dommages aux tissus de l'organisme. Les cellules endommageées entrent dans un
processus de réparation qui peut parfois entrainer des changements dans les séquences de I'ADN.
Ces modifications peuvent mener a l'apparition d'un cancer. Dans le colon et le rectum, les
bactéries peuvent transformer l'alcool en acétaldéhyde, qui est un carcinogéne. D'autre part,
I'alcool peut jouer le role d'un solvant afin d'aider des substances chimiques dangereuses, comme
celles contenues dans le tabac, a se rendre a l'intérieur des cellules qui tapissent le tube digestif.
Ceci pourrait expliquer pourquoi la combinaison d'alcool et de tabagisme est beaucoup plus
susceptible de provoquer des cancers de la bouche ou de la gorge que l'alcool ou le tabagisme
seul.[78] De plus, l'alcool peut diminuer la capacité de I'organisme a absorber l'acide folique
contenu dans des aliments. Ceci peut présenter un risque dans l'apparition du cancer du sein ou
colorectal chez les personnes qui manquent de vitamine B (acide folique) dans leur diéte. [78]
Ensuite, 'alcool peut augmenter les niveaux d'eestrogene dans le corps, ce qui pourra favoriser le

développement du cancer du sein.

Finalement, I'obésité ou le surpoids associés a la diéte et I’exercice sont connus comme
étant des facteurs qui favorisent I'apparition de cancer. Il a été prouvé qu'un régime alimentaire
mal sain et pauvre en fruits, végétaux et grains entiers, riche en viande rouge et sel, ainsi le
manque d'exercice, prédisposent l'individu a développer une tumeur.[79] En fait, le 26 Octobre
2015, le Centre International de Recherche sur le Cancer a lancé un communiqué de presse selon
lequel il a décrit la viande rouge et la viande transformée comme probablement cancérogéne et

cancerogene pour I’Homme, respectivement.[80-82]

2.1.3.3 Systeme immunitaire

Certaines maladies et certains traitements peuvent étre associés a une immunodéficience qui
augmente les risques d’un patient de développer un cancer. L’immunodéficience est un
affaiblissement du systeme immunitaire qui le rend moins efficace dans I’éradication d’intrus

comme des virus, des bactéries ou de cellules anormales comme les cellules cancéreuses.
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L’affaiblissement du systéme immunitaire favorise les infections et, par le fait méme, les cancers
causeés par des virus. Les individus infectés par le virus de I’immunodéficience humain (VIH) et
atteints du sida montrent un déficit profond en lymphocytes CD4" qui sont des cellules
nécessaires pour combattre les infections et certains cancers. En effet, cette immunodéficience
favorise des infections opportunistes comme I’infection par le virus du papillome humain (VPH)
qui peut provoquer un cancer du col de 1’utérus ou un cancer anal et I’infection par 1’herpés-virus
humain 8 qui peut provoquer le sarcoma de Kaposi. On nomme oncovirus un virus qui cause un
cancer. Parmi les divers oncovirus, on note le virus du papillome humain (VPH), virus Epstein-
Barr (EBV), les virus de I'hépatite B et C, I'herpés virus humain type 8 (HHV-8) et le virus T-
lymphotrope humain (HTLV), etc.

D'autre part, les patients ayant subi une allogreffe sont soumis a une sévere médicamentation,
constituée d’immunodépresseurs, afin d’éviter un rejet engendré par le systéme immunitaire qui
reconnait les cellules de la greffe ou de 1’organe transplant¢é comme du non-soi. Les
immunosuppresseurs sont nécessaires a la réussite de I’intervention, mais rendent le patient plus

vulnérable aux infections et aux développements de tumeurs.

Le risque d’incidence de cancer est plus elevé chez les personnes ayant recues une
transpantation d’organe solide par rapport a la population generale. (Gutierrez-Dalmau et al., en
2007).[83] En effet, les lymphoproliferation post-transplantation et les cancers cutanés sont les
cancers les plus courents chez les personnes transplantées (Buell et al., 2005).[84] Selon une
étude menée par Taylor et al. en 2008, parmi les personnes ayant survécu a une greffe cardique,
32% developperont une néoplasie dans les 10 prochaines années suivant 1’opération.[85] De plus,
une étude comparative menée par Grullich AE et al., en 2007, a été effectuée afin de comparer
I’incidence du cancer chez les personnes infectées par le VIH et chez celles imunodeprimées
suite a une transplantation d’organe. La similitude de I’incidance du cancer au niveau de ces deux
groupes suggére que c¢’est I’immunodéficiance, et non les autres facteurs de risque du cancer, qui

est responsable de 1’augmentation du risque d’apparition du cancer.[86]
2.1.3.4 Causes chimiques et radiations

L'accumulation de plusieurs mutations dans I'ADN peut induire une division cellulaire
incontr6lée et des pouvoirs cellulaires métastatiques. Ces mutations sont causées par des agents

qu'on nomme des mutagenes. Lorsque ces mutations aboutissent a un cancer, on leur donne le



13

nom de carcinogenes. Il est important de noter que la plupart des mutagénes sont des
carcinogénes, mais pas tous les carcinogénes sont des mutagenes.[87] En effet, I'alcool par
exemple est un carcinogéne et un mutagéne : le métabolisme de I'alcool (éthanol) génére
I'acétylaldehyde (AA) et des radicaux libres.[88] C'est I'AA qui est responsable du caractere
carcinogéne et mutagene de I'alcool. L'AA est produit par des hydrogénases, les cytochromes P-
4502E1 et & partir du métabolisme oxydatif des bactéries dans le tractus supérieur et inférieur
gastro-intestinal.[89] L'AA se lie a I'ADN et aux protéines, détruit le folate et aboutit a une
prolifération cellulaire incontr6lée. Le caractere carcinogene de I'alcool se traduit aussi par : des
altérations au niveau de la dureée du cycle cellulaire engendrant une hyperprolifération; une
stimulation de la synthése des cytochromes P-4502E1 responsables de la production importante
de radicaux libres; des déficiences nutritionnelles en folate, vitamine E, zinc, phosphate
pyroxidale; et des infections virales causées par des altérations au niveau du systeme

immunitaire.[90, 91]

D'autre part, la nitrosamine, les hydrocarbures aromatiques polycycliques sont parmi les 70
substances chimiques contenues dans la fumée des cigarettes et qui ont été prouvées comme étant
des carcinogeénes. Ces substances ont ainsi classé le tabagisme comme la cause de divers cancers

(du poumon, du cerveau, du larynx, de l'estomac, de la vessie, de 1'eesophage et du pancréas).[92]

Les radiations ionisantes (images médicales, etc.) ou non ionisantes (UV) sont liées au
développement des tumeurs chez les individus exposés.[55] Ces tumeurs prennent généralement
entre 10 et 40 ans pour se développer, sauf dans le cas d'une leucémie (cancer des cellules de la
moelle osseuse) ol la maladie se manifeste entre 2 et 10 ans. A titre d’exemple, le cancer de la
peau est causé par I'exposition directe aux rayons UV solaires.[93-95] Les cellules cancérigénes
basales et squameuses ont tendance a se retrouver sur les parties du corps exposées au soleil, et
leur occurrence est liée a I'exposition au soleil.Cependant, sachant que les radiations ne sont pas
des mutagénes/carcinogénes forts, elles ne sont généralement pas suffisantes pour induire le
développement d'un cancer. Elles deviennent une vraie menace une fois combinées a d'autres

mutagenes/carcinogenes (ex. tabac, radon).

Il est important de noter qu'afin que les radiations puissent déclencher le développement d'un
cancer, il faut qu'elles altérent des endroits spécifiques des chromosomes et qu'elles induisent des

cassures, I’inactivation d’un ou plusieurs geénes, la délétion de région (s) chromosomique (s) ou la
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translocation d'une partie ou d'un chromosome en entier sur un autre chromosome. Ces mutations
vont ainsi favoriser la division incontr6lée d'une cellule et la naissance d'une tumeur. Dans une
cellule saine, il existe des mécanismes de régulation qui permettent de corriger les erreurs
engendrées. En effet, des dommages au niveau du matériel genétique déclenchent la mort
programmée cellulaire, c’est-a-dire I'apoptose. Cependant, il est possible qu'une cellule ayant
recu des mutations au niveau du génome suite a son exposition a des radiations reste en vie. Ceci
peut étre la cause d'une déficience des mécanismes de contrble, et pourra donner une cellule
cancéreuse. Des mutations au niveau des genes suppresseurs de tumeurs sont davantage

susceptibles de causer des cancers.

2.1.4 Diagnostique

Le développement d'un cancer s'accompagne de certains signes et symptdmes qui
permettent de diagnostiquer la maladie. La confirmation de la présence d'une tumeur se fait par
un pathologiste lors de I'examen d'un échantillon tissulaire (endoscopie et biopsie), par analyses
sanguines ou par imagerie médicale. Parmi les méthodes employées en imagerie médicale, on
note l'imagerie en rayons X (radiographie et scanner), la résonnance magnétique (IRM),
I'échographie, et le PET-scan. [96, 97]

Dans le cas de cancer du sein, le symptome le plus commun est I'apparition d'une masse
généralement indolore, dure, a forme irréguliere ou circulaire. D'autres symptdmes incluent le
gonflement de tout ou d'une partie du sein, une irritation de la peau, une douleur au niveau du
sein ou du mamelon, une rétraction du mamelon, une rougeur, desquamation, ou un
épaississement de la peau du mamelon ou du sein, et un écoulement liquide a travers le mamelon

(autre que le lait maternel).[98, 99]

Afin de décider le meilleur traitement pour le patient, le pathologiste doit effectuer le
diagnostic du tissu. L'examen du tissu permettra d'indiquer le type de cellules cancéreuses en voie
de prolifération, les anormalités génetiques et la classification histologique (mesure du progres de
la tumeur). Les informations sur le pronostique du cancer peuvent étre obtenus a partir, entre
autres, des tests d’immunohistochimie et des tests cytogénétiques permettant d'étudier les

changements moleculaires responsables du caractére cancérigéne des cellules cancéreuses.
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2.1.5 Meétastases et effets systémiques

La caractéristique métastasique des cellules cancéereuses est responsable de I'apparition de
divers symptémes chez les patients. Ces symptdmes sont souvent causés par les tumeurs qui ont
métastasé et non pas par les tumeurs primaires. Parmi ces symptémes, on note une fiévre
persistante, des pertes de poids et d'appétit et une fatigue excessive non expliquée. Les plus
courants sont I'élargissement des ganglions lymphatiques, du foie (hépatomégalie) et de la rate

(splénomégalie). [100]

2.1.6 Prévention

La prévention se définit comme les différents moyens permettant de minimiser les
chances de développer un cancer. La majorité des facteurs favorisant I'apparition d'un cancer sont
d'origine environnementale, mais peuvent étre contr6lés par un style de vie sain en réduisant la
consommation de tabac, d’alcool, en évitant 1’obésité, le diabéte, la mauvaise alimentation,
I’inactivité physique, les infections sexuellement transmissibles, les environnements pollués et

I’exposition prolongée et non protégée au soleil, etc.

La diete joue un réle important dans la prévention au cancer. Par exemple, des études
associent la consommation de viande rouge et traitée a un risque élevé de cancer de sein, du
colon et du pancréas. Ceci pourra étre relié a la naissance de cancérigénes lors de la cuisson a de
hautes températures.[101, 102] Comme moyen de prévention, un régime alimentaire riche en
végetaux, fruits, grains entiers et poissons, et faible en viande (rouge, traitée), en graisse animale
et en carbohydrates raffinés, peut étre suivi pour minimiser tout risque d'apparition de tumeur(s).
[103, 104]

2.16.1 Les vaccins anti-cancer

Il a été decouvert que le systeme immunitaire peut étre efficace pour reconnaitre et
éliminer  les cellules cancéreuses.[105, 106] Des substances connues sous le nom de
modificateurs de la réponse biologique sont utilisées comme vaccins contre le cancer. Leur mode
d'action consiste a utiliser des substances synthétisées par des organismes vivants ou dans un
laboratoire afin de rétablir ou stimuler la réponse immunitaire pour combattre les maladies et les
infections. Ces vaccins visent des cellules cancéreuses spécifiques et peuvent aussi aider a

minimiser les effets secondaires de certains traitements anticancéreux.[106]
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Deux types de vaccins existent : les vaccins préventifs et les vaccins thérapeutiques. Les
premiers ont pour but de prévenir un développement du cancer chez les personnes saines, et les
deuxiemes ont été inventés dans le but de traiter un cancer existant afin d'augmenter la réponse
immunitaire anti-cancéreuse.[106, 107] Les deux types de vaccins se basent sur le principe de
reconnaissance d'antigénes qui sont facilement reconnus par le systéme immunitaire comme du

non-soi c.-a-d. comme une substance étrangere a éradiquer.

Le premier vaccin thérapeutique approuvé par la FDA ("Food and Drug Administration™)
le 29 Avril 2010 fut le Provenge (sipuleucel-T).[108] Ce vaccin est utilisé chez les patients
atteints d’un cancer de prostate métastasique et agit en stimulant la réponse immunitaire contre
un antigene se trouvant sur la majorité des cellules cancéreuses du prostate, nommé la
phosphatase acide prostatique (PAP).[106, 109] Les vaccins thérapeutiques agissent sur les
cancers qui se sont déja placés afin de bloquer la croissance cellulaire de la tumeur et/ou pour
éliminer toute cellule cancéreuse. Plusieurs types de vaccins thérapeutiques existent dont, entre
autres, les vaccins & base de cellules tumorales entiéres, les vaccins a base de cellules
dendritiques et les vaccins antigéniques. Les vaccins a base de cellules tumorales entieres sont
préparés a partir des cellules cancéreuses du patient traité (vaccin autologue) ou d'autre personne
atteinte du méme type de cancer (vaccin allogénique). Les cellules cancéreuses sont prélevées
suite a une chirurgie ou une biopsie et sont par la suite détruites par radiothérapie avant d'étre
injectées dans la personne souhaitant recevoir le vaccin. Les cellules injectées présentent toujours
les antigénes a leur surface et vont engendrer une réaction immunitaire, mais ne formeront pas
d'autres tumeurs. Similaires aux vaccins a base de cellules tumorales entiéres, les vaccins a base
de cellules dendritiques sont formés de cellules tumorales ainsi que des cellules dendritiques. Les
cellules dendritiques de la personne qui recevra le vaccin sont prélevées du sang et sont exposéees
aux antigenes des cellules tumorales. Elles sont par la suite injectées a cette méme personne et
permettront d'aider le systéme immunitaire a reconnaitre et détruire les cellules cancéreuses
présentant les mémes antigenes que ceux preésentés par les cellules dendritiques. Les vaccins
antigéniques utilisent des parties de protéines, ou méme des protéines specifiques entieres qui
sont présentes sur les cellules cancéreuses, et qui sont nommées des antigenes. Les vaccins
antigéniques sont formés d'un mélange d'antigénes et d'adjuvants. Les adjuvants (souvent des
cytokines comme l'interleukine 2) sont des substances qui permettent de renforcer la réaction du

systeme immunitaire et rendent ainsi le vaccin plus efficace.[110]


http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000579628&version=Patient&language=English
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Parmi les vaccins préventifs, il y a le vaccin contre I'hépatite B et vaccin contre le virus du
papillome humain. Ce dernier est utilisé pour prévenir les infections causées par le
papillomavirus humain (VPH) dont les génotypes 16 et 18 sont responsables des cancers du col

de l'utérus, du vagin, du penis, de la vulve et de I'anus.[106, 111]

Les messages chimiques envoyés par les cellules cancéreuses afin d'inhiber la réponse
immunitaire anti-cancéreuse (notemment par la sécrétion de cytokines inhibitrices de I'immunité
IL-10 et TGFp et en dimnuant I'expression de MICA qui est nécessaire pour l'activation des NK),
la présentation d'antigenes du soi sur la surface des cellules cancéreuse ainsi que les changements
génétiques et le développement de mécanismes pour perdre les antigenes propres aux cellules
cancereuses ou non (en diminuant I'expression des HLA classe | et des récepteurs des cellules T,
les TCR) sont des facteurs qui bloguent la réponse immunitaire et rendent difficile la mise au

point de vaccins anticancéreux. [112, 113]

2.1.7 Tests de dépistage

Des tests de dépistage existent afin de vérifier la présence d'un cancer chez les individus
qui ne presentent pas de symptomes. Ces tests permettent de détecter plusieurs cancers précoces,
d’accélérer le début des traitements et ainsi d'augmenter les chances de guérisons. Parmi les tests
de dépistage, on note la coloscopie et la sigmoidoscopie pour le cancer du cblon, la
tomodensitométrie spiralée (hélicoidale) basse dose pour le cancer du poumon, la mammaographie
dans le cas du cancer du sein, et le test Pap et HPV pour le cancer du col de I'utérus, du vagin et
du cerveau.[114, 115]

Il est intéressant de noter que de nouvelles technologies sont en développement pour
détecter de facon précoce le cancer du sein. Par exemple, un appareil présentement utilisé en
Russie et en Malaisie, basé sur les principes de la tomographie électro impédance est en train de
se développer pour un dépistage précoce du cancer du sein. En utilisant un appareil nommé
"MEIK Device", cette technologie se base sur le principe que chaque type de tissu du sein a un
profil différent de conductivité électrique : les tissus cancéreux sont 10 a 60 fois plus conducteurs
que d'autres types de tissus. Cette différence de conductivité est détectée par le "MEIK Device"

afin de détecter des cellules cancéreuses du sein ayant une taille aussi petite que 3 mm. [116]


https://fr.wikipedia.org/wiki/Vaccin_contre_l%27h%C3%A9patite_B
https://fr.wikipedia.org/wiki/Vaccin_contre_le_virus_du_papillome_humain
https://fr.wikipedia.org/wiki/Vaccin_contre_le_virus_du_papillome_humain
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2.1.8 Traitements

Les traitements pour les cancers dépendent de plusieurs facteurs comme I'age, I'état de
santé, et le degré d'évolution du cancer. Il n'existe pas un traitement unique pour les individus
atteints du cancer; ces derniers recoivent généralement une combinaison de plusieurs traitements.
Parmi les traitements qui existent, on note la chirurgie, radiation, chimiothérapie,

I'immunothérapie, la thérapie hormonale et génique.

2.1.8.1 Chirurgies

Les chirurgies sont utilisées comme un moyen pour limiter et arréter la propagation du
cancer dans l'organisme. Ce traitement est seulement efficace dans le cas ou le cancer n'a pas
encore métastasé. La chirurgie consiste a enlever completement la tumeur ainsi qu'une partie du
tissu sain en périphérie afin d'assurer l'extraction totale des cellules cancéreuses. Cette

intervention peut mener a la guérison du patient.

Dans le cas d'un cancer métastasique, les interventions chirurgicales sont limitées vu

I'impossibilité de cibler les cellules cancéreuses propagées dans le corps.

2.1.8.2 Chimiothérapie

Développée dans les années 1940, la chimiothérapie est un traitement qui peut étre utilisé
seul ou en combinaison avec une autre thérapie anticancéreuse. Rappelons que les cellules
cancéreuses n’ont pas d’inhibition de croissance par le contact intercellulaire donc elles divisent
sans arrét. La chimiothérapie a pour objectif de bloquer la division et la métastase des cellules
cancereuses. Pour ce faire, le traitement va induire I'apoptose des cellules cancéreuses par
I'emploi de substances chimiques interférant avec la mitose cellulaire. Ces substances visent les
cellules a division rapide, dont les cellules cancéreuses, et agissent en causant des dommages
dans les protéines ou I'ADN cellulaire(s). La chimiothérapie est utilisée dans le cas de cancer
métastasique et non metastatique, car elle est administrée par voie systémique et agit sur tout
I’organisme. Sachant que la multiplication cellulaire s’observe aussi pour des cellules saines, ces
derniéres peuvent donc étre aussi affectées par le traitement. Divers agents chimiothérapeutiques
ont donc un effet toxique sur des tissus comme la moelle épiniere et de la muqueuse. Les effets
secondaires de la chimiothérapie frequemment observés incluent la nausée, la perte de cheveux,

la fatigue et le vomissement.[117, 118]
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2.1.8.3 Radiation

La radiothérapie consiste a I'emploi de rayons gamma élevés en énergie sur la
tumeur.[119] Ces rayons sont émis a partir de métaux comme le radium. La source des radiations
peut provenir d’un dispositif externe, ou interne (la curiethérapie). La curiethérapie consiste a
placer des radio-isotopes tout prés de la tumeur et engendre des dommages au niveau de I'ADN
des cellules cancéreuses et/ou crée des radicaux libres intracellulaires qui & leur tour,
endommagent I'ADN des cellules cancéreuses. Ces dommages moléculaires poussent la cellule
en apoptose.[119] Trois types de radioisotopes sont utilisés dans la radiotherapie, dépendemment
du cancer en question. Le Radium-223, Strontium-89 et le Samarium-153 sont utilisés dans le cas
du cancer secondaire de ’0s. L’iodine-131 est empoyée dans le cas du cancer de la thyroide.
[120-122]

Malheureusement, la radiothérapie touche aussi des cellules saines avoisinantes ce qui
meéne a des effets secondaires. Parmi les effets secondaires les plus courants, on note la fatigue et
les troubles du sommeil.[123, 124]

2.1.8.4 Immunothérapie

L'immunothérapie est employée pour stimuler le systeme immunitaire agissant contre la
tumeur. Ce type de traitement anticancéreux a émergé dans les années 1980 lorsque Dre. Alice
Yu a testé des anticorps présentement connus sous le nom de chl4.18 pour traiter les
neuroblastomes.[125] L'immunothérapie locale consiste a injecter une substance dans la région
atteinte afin de causer I'inflammation locale, I’induction du systéme immunitaire et finalement le
rétrécissement ou 1’éradication de la tumeur. Dans le cas du cancer de la vessie, une solution
contenant du BCG (vaccin bilié de Calmette et Guérin) est injectée par des irrigations locales de

la vessie afin de stimuler I'immunité locale.

Contrairement a l'immunothérapie locale, l'immunothérapie systémique ou générale
permet de traiter I'entiéreté du corps en injectant par voie générale des interférons recombinants
(interféron alpha et gamma), des immunoglobulines (trastuzumab) ou des cytokines (interleukine
2). Les immunoglobulines (anticorps monoclonaux) sont surtout utilisées afin d'inhiber la
division des cellules cancéreuses en bloquant les récepteurs codés par des oncogénes. Le
trastuzumab, un anticorps monoclonal, est utilisé dans le cas du cancer du sein chez les femmes

afin de bloguer le recepteur HER2. Le HER2 est présent en grande quantite, et responsable de la


https://fr.wikipedia.org/wiki/Interf%C3%A9ron
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division incontr6lée des cellules cancéreuses.[126, 127] Dans le cas du cancer du rein
métastasique et les mélanomes au stade avancé, l'interleukine 2 est employée afin de stimuler
I'activité et la prolifération des lymphocytes et des lymphocytes T tueurs pour détruire les cellules
cancéreuses.[128, 129] Les interférons utilisés lors de Il'immunothérapie permettent une
augmentation des molécules CMH de classes | et 11, augmente le nombre des cellules T mémoire,
augmentent l'infiltration des cellules T lymphocytaires dans les cellules cancéreuses, activent les
cellules T et les NK et assurent la maturité des cellules dendritiques afin d'éliminer les cellules
tumorales.[130-132] Il est a noter que Il'implant de la moelle épiniere fait partie de
I'immunothérapie, car les cellules immunitaires du donneur vont attaquer les cellules cancéreuses

qui sont présentes chez le receveur.

2.1.85 Thérapie génique et hormonale

La présence de génes surexprimés ou inhibés est responsable de la capacité des cellules
cancéreuses a se diviser indéfiniment, & métastaser, & induire 1’angiogenése et a contourner le
systeme immunitaire. La thérapie génique se base sur trois approches : l'introduction d'un géne
normal dans les cellules cancéreuses afin de remplacer celui qui est muté, I'induction d'une
mutation permettant de silencer un gene mute, et la mise au point de modifications genétiques
pour induire I'apoptose chez les cellules cancéreuses. Il a été démontré que les cancers sont
fréquemment associés a des protéines p53 mutées qui permettent aux cellules cancéreuses
d’éviter I’apoptose. Vu que la fonction de p53 est perdue dans plusieurs types de cancer, il est
logique de penser a restaurer la fonction de p53 en introduisant du p53 sauvage (“wild type").
Des recherches en thérapie génique ont été réalisées afin d’introduire le géne p53 de type sauvage
dans les cellules cancéreuses et ainsi induire leur apoptose.[133] En fait, Fujiwara T et al. (1993)
ont réussi a inhiber la croissance tumorale in vitro et in vivo en introduisant le gene p53 sauvage
dans des cellules humaines cancéreuses du poumon H322a. [134] De plus, dans le but de protéger
les cellules souches hématopoiétiques contre les effets toxiques de la chimiothérapie, le gene
MDR1 (ayant le role d'expulser les chimiodrogues a I'extérieur de la cellule) peut étre introduit
via des vecteurs rétroviraux dans les cellules souches de la moelle épiniere. Cette action
permettra de protéger les cellules souches des effets toxiques des chimiodrogues, comme le taxol,
utilisées a forte dose lors de la chimiothérapie. En 1992, Sorrentino BP et al. ont réalisé chez des

souris une greffe de cellules de moelle épiniere transfectées avec le gene MDR1, et ont observé
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une résistance des cellules greffées contre le taxol.[135] D'autre part, il existe des protéines
(MDR1, HIP1, GPCR, GPR, AGR2, etc,) qui sont surexprimées chez les cellules
cancéreuses.[19, 133, 136, 137] L'inhibition des genes codant pour ces protéines peut freiner la
croissance et la division des cellules cancéreuses, I'angiogenése, la métastase et la résistance a la
chimiothérapie. Une des fagons permettant d'inhiber des génes est le silengage génique. Le
silencage génique peut étre réalisé a l'aide des siARN (“'short interfering RNA™) et sShARN ("short
hairpin RNA") permettant un silencage post-transcriptionnel.[138] Montazami et al., en 2015,
dans une étude menee sur des cellules humaines cancéreuses du colon (SW480), ont trouvé que
I’inhibition du géne MDRI1 par le MDR1-siIARN. Cette inhibition a permis de partiellement
reverser la résistance de ces cellules a 1’oxaliplatin.[139] De plus, il a été remarqué que la
protéine GPR était fortement exprimée dans les cellules humaines cancéreuses gastriques. En
2013, Zishu et al. ont transfecté des cellules cancéreuses gastriques (AGS et MGC80-3) avec du
shARN anti-GPR137. Le silencage du géne GPR137 a abouti & une diminution dans la
prolifération des cellules cancéreuses et en une réduction de la formation de colonies
tumorales.[140] Aussi, il est bien connu que le géne AGR2 joue un réle important dans la survie
et la croissance cellulaire des cellules cancéreuses du sein en modulant la cycline D1, le récepteur
d’cestrogéne alpha et la survivine. En 2010, Kathryn E.V. et al. ont silencer le gene AGR2 a
I’aide des siARN, chez des cellules cancéreuses du sein (T47 D et ZR-75-1). Le silencage
d’AGR2 a été accompagné d’une diminution des taux de cyclin DI, d’une diminution de la
croissance cellulaire tumorale et d’une induction de I’apoptose.[141] De plus, la thérapie génique
peut étre utilisée pour développer des virus (virus "oncolytiques" : ex. Newcastle Disease Virus,
des virus génétiqguement modifiés visant les cellules cancéreuses, comme le virus de la rougeole,
le virus de la stomatite vésiculaire, I'adénovirus, etc.) et des génes de suicides afin de cibler les
cellules cancéreuses. Ces virus croissent sélectivement dans les cellules cancéreuses.[142-144]
Dans une étude in vivo menée par Salva et al. en 2012, des nanoparticules chitosane/VEGF-

siARN ont permis de réduire I'angiogenese et la croissance du cancer du sein. [145]

En plus de la thérapie génique, on note la présence d'une autre forme de thérapie
systémique connue sous le nom de thérapie hormonale. La thérapie hormonale, ou
hormonothérapie, est surtout appliquée dans le cas des cancers ou les cellules tumorales ont
besoin de certaines hormones (comme 1'cestrogéne ou la progestérone dans le cas du cancer du

sein) afin de stimuler leur croissance. Cette thérapie se base sur les médicaments, la chirurgie ou
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la radiothérapie afin d'inhiber I'action stimulante des hormones sur les cellules tumorales. Dans le
cas du cancer du sein, la thérapie hormonale agira sur le taux d'hormones dans le corps,
notamment 1'cestrogéne et la progestérone, afin d'affecter les cellules cancéreuses qui nécessitent
ces hormones pour leur croissance. La thérapie hormonale peut étre employée seulement dans le
cas ou les cellules cancéreuses du sein contiennent a leur surface des récepteurs d'cestrogénes et
de progestérone.[146] D’abord, la thérapie hormonale consiste a injecter des modulateurs
sélectifs des récepteurs cestrogéniques (SERM). Il s’agit de medicaments anti-cestrogéniques, tel
que le Tamoxiféne qui empéche l'arrivée de I'cestrogéne aux cellules cancéreuses du sein.[147,
148] Ensuite, la thérapie hormonale implique une ovariectomie, une chirurgie pour enlever les
ovaires, permettant de bloquer la source principale d'cestrogéne chez les femmes.[149] Enfin,
dans les cas des femmes qui ne peuvent pas subir de chirurgie, 3 mois de radiothérapie visant les

ovaires permettront de diminuer le taux d'cestrogeéne.

2.1.8.6 La doxorubicine

La doxorubicine est décrite en détail dans cette section, car il s’agit d’une drogue
largement exploitée en chimiothérapie et parce qu’elle a été utilisée dans ce projet de recherche
pour tester la resensibilisation des cellules cancéreuses. La doxorubicine est un antibiotique
cytotoxique d'origine naturelle appartenant a la classe de médicament des anthracyclines. La
doxorubicine dérive des bactéries du genre Streptomyces et est un composant essentiel de
nombreux régimes de traitement pour des tumeurs solides et sanguines. [150, 151] La
doxorubicine est généralement considérée comme le seul agent actif disponible pour le traitement
du cancer du sein.[152] .Cette drogue possede divers modes d’action. Elle agit en s’intercalant
dans 'ADN et en inhibant la synthése de I’ADN et I’ARN.[153]. La force de la doxorubicine

réside dans son pouvoir a interagir avec la topoisomérase 11-o. (TOP2A).[154].

Topoisomerase Il alpha (TOP2A) est une enzyme qui contr6le et modifie les états
topologiques de I'ADN lors de la transcription. Cette enzyme nucléaire est impliquée dans des
processus tels que la condensation des chromosomes, la séparation des chromatides, et le
relachement de la contrainte de torsion qui se produit lors de la transcription et la réplication de
I'ADN. Elle catalyse la coupure transitoire et rejoignant des deux brins d'/ADN, ce qui permet de
modifier la topologie de I'ADN. Le géne codant pour la TOP2A fonctionne comme la cible pour

plusieurs agents anticancéreux et une variété de mutations dans ce gene a été associée avec le
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développement de la résistance aux médicaments. L'enzyme TOP2A est la cible principale de
doxorubicine [154] et ainsi la résistance a la doxorubicine a été corrélée a une réduction de la
quantité de TOP2A et de la qualité de son activité. [155-157]

Méme si la doxorubicine est utilisée en milieu clinique depuis plus de 40 ans, son
mécanisme d’action est toujours en investigation. Des études suggerent que la doxorubicine
interrompt la liaison de la topoisomeérase Il a I'ADN entrainant ainsi des cassures au niveau de
I’ADN.[158] Ceci aboutit a I'échec de la réplication d'’ADN et déclenche la mort cellulaire causée
par la génération de radicaux libres.[159-162] Il a été aussi décrit que I'induction de I'apoptose
cellulaire par la doxorubicine peut étre déclenchée par I'inhibition de la synthese de I'ADN et de
I'’ARN et par la formation de réticulations ADN-protéines.[163-165] Un autre mode d'action de la
doxorubicine est I'induction de I'expression du ligand Fas induisant ainsi la mort cellulaire par la
voie Fas (Fas-mediated apoptosis).[166]. Récemment, Denard et al. (2012) ont trouvé que
doxorubicine induisait une augmentation de la production de céramides dans les cellules
aboutissant a I’activation de CREB3LI1, un facteur de transcription synthétise comme un
précurseur membranaire. La doxorubicine induit le clivage protéolytique de CREB3L. L’amino
terminal du CREB3L1 migre dans le noyau puis agit comme un facteur de transcription qui
active la transcription de divers génes codant pour des inhibiteurs du cycle cellulaire, comme la
protéine p21. Cette action permet ainsi 1’inhibition de la prolifération des cellules tumorales.[167,

168]

De plus, la doxorubicine permet I’induction de réponses immunitaires anti-tumorales
adaptatives [169, 170]. En effet, il a été démontré que cette drogue est impliquée dans la
modulation d’une réponse immunitaire dirigée contre la tumeur en stimulant la production de
cytokines, en augmentant l'activité des cellules NK (naturel Killers), en stimulant les
lymphocytes T cytotoxiques (CTL) et en augmentant la différenciation des macrophages.[105,
171, 172] Rappelons que 1”’immunité adaptative nécessite la présentation d’un peptide
antigénique aux lymphocytes par les cellules présentatrices d'antigene (CPA). Lorsqu'une cellule
lymphocyte T reconnait un peptide présenté sur la surface d'une CPA, un premier signal est
déclenché. Cependant, un deuxiéme signal est nécessaire pour l'activation des lymphocytes T. Ce
deuxieme signal est déclenché par la présence des molécules co-stimulatrices.[173] La balance

entre les signaux stimulateurs et inhibiteurs joue un réle crucial dans la maximisation du pouvoir
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du systéme immunitaire adaptatif a défendre I'organisme, tout en gardant une tolérance et tout en

empéchant l'auto-immunité. [174]

B7-H1 (PD-L1, CD274) est une molécule exprimée chez de nombreux types de cancers,
et est inhibitrice des lymphocytes T. Cette protéine est exprimée a la surface des cellules CPA
(cellules présentatrices d'antigénes) et se lie a son ligand sur les lymphocytes T, aboutissant a une
inhibition des cellules lymphocytaires T, et a leur apoptose.[174] La B7-H1 permet ainsi aux
cellules cancéreuses d'échapper au systeme immunitaire. Parmi les chimiodrogues testées in
vitro, la doxorubicine s'est avéré comme le plus efficace inhibiteur de I'expression, a la surface
cellulaire, de la protéine B7-H1.[175] Les résultats obtenus in vitro ont été validés in vivo dans un
modele de xénogreffe de souris, ainsi que dans le tissu cardiaque de souris connu pour exprimer
constitutivement B7-H1.[175] Le traitement des cellules cancéreuses du sein avec la
doxorubicine entraine une diminution de I'expression de B7-H1 a la surface cellulaire, une
augmentation de son expression nucléaire et ainsi méne a I'apoptose. [176] Cette redistribution de
B7-H1 a été accompagnée d'une translocation au noyau d'une MAP kinase, la protéine AKT
phosphorylée. La protéine AKT, activee par la phosphorylation est impliquée dans plusieurs
processus cellulaires, dont I'apoptose. L'inhibition de la voie de signalisation d'AKT engendre
une diminution de I’expression membranaire de la protéine B7-H1 et une augmentation de son
expression nucléaire, suggérant I'implication de la voie AKT dans la relocalisation de la protéine
B7-H1 dans le noyau.[175]

La doxorubicine est considérée comme l'agent le plus efficace dans le traitement du
cancer du sein, a la fois en tant que monothérapie ainsi qu'en association avec d'autres
médicaments. [177] Cependant, l'usage répétitif de cette molécule peut augmenter
dangereusement les risques que des cellules cancéreuses du sein a développer une résistance aux
médicaments. De nombreux mécanismes moléculaires contribuent au développement de la
résistance a la doxorubicine et différents cancers peuvent exprimer différents génes de résistance

aux médicaments.

Bien que le cancer du sein soit causé par des tumeurs solides chimiosensibles, la plupart
des patients développent une résistance a un large éventail de médicaments. Par conséquent, le
cancer du sein qui est réfractaire aux médicaments cytotoxiques est généralement incurable. [178]

Un taux 43% des patients traites pour la premiére fois avec la doxorubicine ont montré une
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réponse positive a ce traitement, alors que seulement 28% des patients déja exposés a cette
drogue ont montré une réponse positive au traitement répété. [179]. Il y a donc une résistance

croissante a la doxorubicine qui est une cause majeure de I'échec du traitement [180]

2.1.9 Lescellules MCF-7

Pour étudier I’efficacité de nouveaux traitements contre le cancer du sein, les chercheurs
devaient obligatoirement trouver des modeles cellulaires adéquats. Les cellules MCF-7 sont des
cellules épithéliales tumorales mammaires qui ont été isolées en 1970, a partir de France Mallon,
une femme de race blanche &gée de soixante-neuf ans souffrant d'un cancer du sein metastasique.
Les cellules MCF-7 sont devenues le modele standard dans des centaines de laboratoires dans le
monde pour les études menées sur le cancer du sein.[181-184] En 1973, a l'institut de Detroit,
Herbert Soule et collegues ont établi la lignée MCF-7 apres sept essaies. Ainsi MCF-7 est
I'acronyme de "Michigan Cancer Foundation-7", maintenant connue sous le nom de Barbara Ann

Karmanos Cancer Institute, I'institut ou la lignée MCF-7 fut établie. [185]

Les MCF-7 sont des cellules qui expriment les antigénes d'un groupe sanguin O, rhésus
positif (Rh™), possédent des récepteurs d'cestrogéne, et expriment l'oncogéne WNT7B ainsi que
I'insuline growth factor binding protein” type 2 (IGFBP-2), 4 (IGFBP-4) et 5 (IGFBP-5). Les
IGFBP jouent le role de protéines qui vont transporter les "Insuline growth factors" afin
d'allonger leur demi-vie dans les tissus.

Les cellules MCF-7 sont d’un grand intérét parce qu’elles peuvent devenir résistantes aux
drogues telles que la cyclophosphamide, la doxorubicine, 1’épirubicine et le méthotrexate. [11]
On appelle MCF-7 MDR les cellules MCF-7 ayant développé une résistance multiple aux

drogues.

2.1.10 Phénomene de résistance aux drogues

L’acquisition d’une résistance aux drogues, suite a une exposition répétée, nuit
sérieusement a 1’efficacité des traitements. Les cellules MDR "Multi-drug resistant™ sont des

cellules résistantes a différentes drogues anticancéreuses.

Deux formes de résistance a la chimiothérapie ont été décrites: résistance intrinséque et

acquise. La résistance intrinseque est une résistance préexistante qui est présente avant
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I'exposition a un médicament donné. En revanche, la résistance acquise se développe chez les
cellules tumorales qui étaient initialement sensibles au médicament, mais qui deviennent
résistantes a ce dernier avec le temps. [186] La résistance aux medicaments est une
caractéristique du cancer. Les mutations somatiques et de la plasticité génomique associées au
cancer sont le fondement de la résistance aux médicaments.[187] Par conséquent, I'hétérogénéite
du cancer est expliquée par le fait que chaque type de cancer exprime un ensemble de génes de
résistance différents aux médicaments. De plus, méme les cellules faisant partie du méme type de
cancer peuvent presenter une énorme quantité d'hétérogénéité a I'égard de la résistance aux

médicaments. [188]

2.1.10.1 Cause de résistance aux drogues

De nombreux mécanismes peuvent travailler simultanément afin de protéger les cellules
cancéreuses des agents chimiothérapeutiques tels que la doxorubicine. [189] Les changements
moléculaires qui sont accompagnés par la résistance a la doxorubicine se caractérisent par une
diminution de la concentration intracellulaire des chimiodrogues, due a I'expression d'un grand
nombre de pompes d'efflux dans la membrane, [190] a I'augmentation des enzymes métabolisant
les médicaments tels que le glutathion-S-transférase GST, [13] a la diminution de la
concentration et de I'activité de la TOP2A, [191] et & I'échec des voies de I'apoptose cellulaires.
[192]

Parmi la famille des enzymes cytochromes P450 impliqués dans le métabolisme de
plusieurs médicaments, CYP1Al, CYP1A2, CYP2C19, CYP2B6, CYP2C9, CYP3A4 et
CYP3A5 sont surexprimées chez les cellules résistantes & la doxorubicine, ce qui induit la
désactivation de la doxorubicine et augmente ainsi les chances de survie cellulaire. [193, 194] De
plus, une surexpression du gene GSTP1 a également été observée dans les cellules résistantes a la
doxorubicine. GSTP1 catalyse la conjugaison du glutathion a une grande variété de médicaments,
ce qui les rend plus solubles dans I'eau, facilitant ainsi leur élimination de la cellule. [195]

Parmi les voies apoptotiques altérées caractéristiques d'un cancer, on note la surexpression du
gene BCL2 codant pour une protéine anti-apoptotique qui joue un role important dans la survie
cellulaire, et qui, dans le cas du cancer du sein, joue un réle dans la résistance a la doxorubicine.
[196] En plus de la surexpression du géne BCL2, des études ont montré que les cellules

cancéreuses résistantes a la doxorubicine inhibent le gene GSK3 ("glycogen synthase kinase-3"),



27

qui code pour une protéine qui retarde la voie de signalisation apoptotique. Elle est aussi
impliquée dans la résistance a d'autres agents chimiothérapeutiques, tels que la camptothécine et
I'étoposide. [197]

2.1.10.2 Internalisation cellulaire des drogues

Afin de bien comprendre le phénomeéne de résistance aux drogues, il est important d'étudier
les mécanismes d'entrée des drogues dans les cellules cancéreuses. Les mécanismes d’entrée

varient en fonction de la nature hydrophile ou hydrophobe de la molécule anti-cancer.

Les molécules hydrophiles, solubles dans I'eau, sont incapables de passer a travers la
membrane cellulaire hydrophobe. Leur internalisation dans la cellule nécessite des transporteurs
qui permettent leur entrée par des canaux hydrophiles se situant au niveau transmembranaire.
Une mutation des transporteurs entraine une baisse dans I'accumulation des drogues a l'intérieur

de la cellule aboutissant ainsi a une résistance de la cellule contre une drogue spécifiqguement.

Les molécules hydrophobes, insolubles dans I'eau, comme la doxorubicine, passent a
travers la membrane plasmique par diffusion passive sans 1’aide des transporteurs.[198, 199]

2.1.10.3 Transport extracellulaire des drogues

Il est possible d’éviter I’accumulation des drogues dans les cellules par I'activation des
systemes de transport dépendant de I'énergie. Faisant partie de ces systémes, le premier a étre
identifié parmi les transporteurs "ATP-binding dependant cassette” (ABC), est la protéine P-gp.
Au total 48 différents transporteurs ABC, divisés en sept groupes (de A a G), ont été identifies
dans le génome humain. Parmi ces sept groupes, trois (B, C et G) sont impliqués dans la
résistance aux drogues.[200, 201] La protéine P-gp, exprimée dans un nombre limité de tissus,
est impliquée dans le transport des composés neutres et hydrophobes, et dans la résistance de
divers cancers a la chimiothérapie. [202] Elle contient plusieurs sites de liaison de substrat au
sein du domaine de liaison de ligand, [203, 204] et est directement responsable de I'exportation
des xénobiotiques contenus dans les cellules vers l'espace extracellulaire. Des expériences
meneées par Schinkel AH et al. (1997) et Johnson DR et al. (2001) sur des souris transgeniques
ont prouvé que le gene MDR1 codant pour la P-gp est impliqué dans I'absorption des drogues,

leur élimination, et joue un réle important dans les voies de détoxification. [205, 206]


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schinkel%20AH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9441946
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2.1.10.4 Preuves cliniques d'expression des transporteurs ABC dans les cellules

cancéreuses

Cinq critéres doivent étre respectés pour prouver I'implication des transporteurs ABC
dans la resistance des cellules cancéreuses contre les drogues anti-cancers. Premiérement, le
niveau d'expression des transporteurs doit prédire le degré de résistance aux drogues.
Deuxiemement, l'utilisation d'inhibiteurs de transporteurs, faisant partie de la chimiothérapie, doit
donner un avantage de survie. Troisiémement, le cancer doit exprimer le transporteur a des
niveaux déja prouveés in vitro a conférer une résistance aux drogues en guestion. Quatriemement,
durant le traitement anticancéreux, le développement de la résistance aux drogues doit étre
accompagné d'une augmentation de I'expression du transporteur. Finalement, les substances qui

inhibent la fonction du transporteur doivent inverser la résistance aux drogues.[202]

Plusieurs études ont montré I'implication de MDR1 dans la résistance aux drogues. En
effet, il s'est avéré que MDR1 est exprimé chez 1/3 des patients souffrant de leucémie aigué
myéloblastique (AML) durant leur premier diagnostic et chez plus que 50% des patients lors de
leur premiere rechute. De plus, List et al. en 2001, ont montré que I'emploi de cyclosporine A (un
inhibiteur de P-gp) pour le traitement de I'AML améliore les chances de rémission et améliore la
survie.[207] Ainsi, pour I'AML, tous les criteres indiquant que MDRL1 est impliqué dans la

résistance des cellules cancéreuses aux drogues ont été vérifiés.

2.1.10.5 Protéine P-gp

Rappelons que parmi les différentes pompes d'efflux ATP-dépendante impliquées dans la
résistance des cellules aux chimiodrogues, la protéine P-glycoprotéine (P-gp) était la premiére a
étre identifiée.[208] Dans les cellules épithéliales du tractus gastro-intestinales, les reins, le foie,
le cerveau, les ovaires et les testicules, la protéine P-gp bloque l'entrée des xénobiotiques et
entraine leur excrétion dans la bile et l'urine.[209] La protéine P-gp, localisée sur le chromosome
7021 appartient a la famille des protéines "ATP-binding cassette” (ABC). Cette protéine humaine
a une masse moléculaire de 170 KDa et est formée de 1280 acides aminés.[210, 211]. Les
analyses de la séquence de la protéine P-gp révelent deux domaines transmembranaires, chacun
formé de six domaines transmembranaires et deux domaines de liaisons aux nucléotides (Figure
2.1). La reconnaissance des drogues par la protéine P-gp est assurée par les domaines

transmembranaires. Les polymorphismes dans le géne MDR1 codant pour la proteéine P-gp,



29

affectent les propriétés pharmacocinétiques des drogues utilisées pour le traitement des cancers.
[202]

ouT

MEMBRANE

1280

Figure 2.1 Structure 2-D de la protéine P-glycoprotéine (P-gp) [202]

2.1.10.5.1 Polymorphisme du géne MDR1

Diverses études ont été menées pour étudier les fonctions pharmacologiques du gene
MDR1 pour caractériser la protéine P-gp. Des études in vitro et in vivo ont prouvé que cette
protéine joue un rdle important dans I'absorption, distribution, métabolisme et excrétion d'une
grande variété de médicaments anticancéreux.[212] Diverses études pharmacogénétiques et
pharmacogénomiques de la protéine P-gp ont relié l'altération dans son expression et
fonctionnement a des substitutions d'un seul nucléotide (SNP) dans la région codante du géne
MDR1.[213-215] Dans les dernieres années, un total de 50 SNP a été documenté dans le géne
MDR1.[216] Parmi les SNP identifiées résultants en des changements au niveau des acides
aminés, certains codent pour des acides aminés qui sont proches du site de liaison de I'ATP
(exemple G1199A dans I'exon 11), et dautres sont localisés dans les domaines
transmembranaires de la protéine P-gp (exemple G2956A dans I'exon 24).[217] Il est important
d'étudier les SNP du gene MDR1 pour mieux comprendre I'effet des SNP sur la fonction de la
protéine P-gp dans les cancers et pour prédire la sensibilité d'un individu aux drogues qui sont des

substrats de la protéine P-gp.[218]
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Rappelons que le développement d’une résistance des cellules cancéreuses aux
médicaments est associé a une surexpression de la protéine P-gp codée par le gene MDR1. Ainsi
une réduction de 1’expression de ce géne pourrait rendre les cellules cancéreuses plus sensibles a

la chimiothérapie

2.2 ARN interférent

La technologie basée sur I’utilisation des ARN interférents (ARNI), est une stratégie forte
intéressante pour le traitement de maladies causees par la surexpression de certains génes. La
découverte des ARN interférents a été une avance importante dans le domaine de la biologique

moléculaire.

Les ARNI ont été utilisés pour réduire I'expression d'une multitude de genes, dont le gene
MDR1 aussi nommé ABCBL et codant pour la protéine P-gp.[3, 37, 219-221]

2.2.1 Historique de ’ARN interférent

L'effet de I’ARNI a été observé pour la premiére fois en 1990 par un groupe de chercheurs
qui désirait augmenter l'intensité de la teinte mauve des petunias a des fins commerciales. Dans le
but de surexprimer le géne chalcone synthase (CHS), responsable de la pigmentation des
petunias, 1’équipe de Richard Jorgensen a introduit le transgéne CHS dans les plantes. Contre
toute attente, ils ont plutdt observé un blanchiment des petunias. A I'époque, on a attribué le
terme de co-suppression a cette forme de silencage post-transcriptionnel chez les eucaryotes. Lors
de l'introduction d'un transgene CHS, au lieu d’observer une surexpression du CHS chez 1’héte,
on observe une dégradation des ARNmM-CHS codant pour la protéine responsable de la
pigmentation. Ceci aboutit a la perte de la pigmentation de la plante. Les niveaux du CHS
endogene, ainsi que celui qui a été introduit, étaient 50 fois inférieurs & ceux dans les petunias de
type sauvage, ce qui leur a permis de penser que le transgéne introduit avait un effet co-

suppresseur sur le CHS endogéne. [222-224]

Plus tard en 1998, Andy Fire et Craig Mello ont démontré pour la premiére fois que I’injection de
I’ARN double brins (ARNdb) dans C. elegans mene au silengage spécifique d’un gene. Leurs
résultats ont aussi démontré que les ARN double brins sont des ARN interférents plus efficaces

que les ARN simple brin déja utilisés. Leur travaux sur les ARN interférents ont été récompenses
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par un prix Nobel (médecine et physiologie) en 2006.[225] Fire et Mello, en 1998, ont proposé
que cette interférence résulte d’un mécanisme antisens simple qui dépend de I’hybridation
spécifique entre I’ARN injecté et les ARNm endogénes transcript.[226] Un an plus tard,
Hamilton AJ et Baulcombe DC démontrerent que des petits ARN antisenses etaient impliqués
dans le silencage post-transcriptionnel de genes dans la plante.[227] En utilisant la drosophile en
systeme in vitro, Zamore et al, ont rapporté en 2000 que les longs ARN doubles brins étaient
modifiés par une ARNase Ill, appelée Dicer, en de petits fragments de 21-23 nt.[228] lIs

suggerent aussi que ces fragments guidaient le clivage de I’ARNm.

Cependant, en 2000, Esteban et son équipe ont démontré que le silencage impliquant de longues
chaines d’ARN (ARNdb) n'est pas spécifique au géne visé. Ceci méne a une réduction des
quantités totales d’ARNmM. Cette baisse cause une apoptose déclenchée par 1’activation de
I'interféron via une kinase dsRNA-dépendante. [229] C'est ainsi qu’en 2001, Tuschi et ses
collegues ont déemontré que le probleme de cette réponse non spécifique des dsRNA peut étre
résolu par I'emploi de séquences synthétisées de 19-23 nucléotides : les sSiARN "small interfering
RNA".[219] C’était la premiere description de I’ARN interférents dans les cellules de
mammiferes. Ainsi les petits fragments d’ARN double brin (siRNA) inhiberaient rapidement,
efficacement et spécifiqguement I'expression des génes dans des cellules humaines. En 2002, il a
été démontre par Paddison PJ et al., Sui G et al. et Paul CP et al. que les shARN "Short hairpin
RNAs" induisent le silencage spécifique dans les cellules de mammiferes.[230-232] Davis et al.,
en 2010, ont démontré pour la premiere fois que 1’administration systémique de siARN aux
humains peut mener a une inhibition spécifique d’un gene (réduction de ’ARNm et de la

protéine) par un mécanisme d’action de I’ARN d’interférence.[233]

2.2.2 Meécanisme d’action des siARN

Les siARN, sont des duplexes d’environ 21-23 nucléotides d’ARN doubles brins qui
peuvent entrainer le silencage de I’expression d’un gene de fagon spécifique. Les siRNA peuvent
provenir d’une longue molécule précurseur d’ARN, exprimée de facon endogene tel que les
micros ARN (miARN) ou d’une provenance extérieure telle que les petits ARN en épingle a

cheveux (shRNA) transcrits a partir de plasmides d’ADN introduit dans la cellule.[3]

L’inhibition induite par les siARN, connue sous le nom de silengage post-transcriptionnel,

suit un mécanisme bien spécifique. Le mécanisme moléculaire du silencage par le siARN a été
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élucidé suite a des analyses impliquant la Drosophila melanogaster, aussi appelée la mouche du
vinaigre.[234] Les longues chaines des dsRNA "double-stranded RNA" sont clivées par un
"Dicer" (membre de la famille des RNase I11) pour former des fragments de 19 a 23 nucléotides.
Les fragments ainsi obtenus sont nommeés des siARN "small interference RNA". Ces fragments
doubles brins sont formés d'un brin guide et d'un brin passager. La séparation des deux brins du
duplexe siARN se fait par I'endonucléase Argonaute 2 (Argo2). C'est alors que le brin guide

s'incorpore dans le complexe RISC "RNA interference Specificity Complexe". [235]

Assemblage de RISC

Brin guide

—

Brin passager

Reconnaissange
de la cible

|

Silencage du géne

7

Figure 2.2 Mécanisme de silencage génique. Image inspirée de I’article écrit par Richard W.
Carthew et al. en 2010.[236]

Le brin guide reconnait la séquence complémentaire de 'ARNm et dirige le complexe
RISC pour induire la dégradation de I'ARNm. C'est le domaine PIWI de Ago 2 et le "dicer" qui
sont responsables de la dégradation de 'ARNm (Figure 2.2).[237, 238]. Ce clivage génére, en
premier lieu, des fragments avec des terminaisons 5'-monophosphate et 3'-hydroxyl et va

permettre, en deuxiéme lieu, aux exonucléases cellulaires d'attaquer ces fragments pour



33

compléter le processus de dégradation. [239, 240] Une fois que le clivage est produit, le
complexe va se dissocier du brin guide (antisens) du sSiARN permettant au complexe RISC d'aller
attaquer d'autre ARNm cible. [241] Il est a noter que méme dans le cas ou il n'y a pas une
complémentarité parfaite entre le sSiARN et I'ARNm, un silengage post-transcriptionnel peut étre

observé.

2.2.3 Les défis de I’utilisation des siARN en milieu clinique

L utilisation des SIARN pour inhiber I’expression d’un gene reléve plusieurs défis, dont la
stabilité du siARN, la livraison spécifique au tissu cible et I'identification de la séquence de
I'ARNmM a cibler pour obtenir un le silencage efficace.

2.2.3.1 Stabilité des siARN

Afin d’assurer la stabilité des siARN, deux types de siARN ont été développées: des
siARN chimiquement synthétisés et des SiARN générés par digestion enzymatique. [242] Les
siARN chimiquement synthétisés sont préparés avec une composition uniforme, en large quantité
et avec un plus grand intervalle de modification chimique que les siARN générés par digestion
enzymatique. Leurs désavantages majeurs sont le colt élevé de fabrication et le temps important
de synthése. [243, 244]

2.2.3.2 Laséquence ciblée par les siARN

L'efficacité de silencage varie avec les segments de 'ARNm visés. Il est suggéré que la
région visée doit étre d'au moins 70 a 100 nucléotides en aval du site de traduction de 'ARNm et
que les rapports de quantité des AU:GC soient a 50%.[245] Cependant, le choix des SiARN en
fonction de ces informations ne permet pas de définir et de viser la séquence du géne qui mene a
un silencage optimal. C'est pour cette raison qu'une technique de formation des siARN par
digestion enzymatique a été mise en point. La premiére étape consiste a amplifier les séquences
nucléiques et puis la transcription par la T7 ARN polymérase. L'’ADNase sera par la suite ajoutée
pour digérer les séquences d'’ADN se trouvant dans le milieu. A la fin de ces étapes, de longues
chaines double-brins d'/ARN seront générées. Ensuite, les siARN seront générés en digérant, par
la RNase Il (source: E.coli.) ou par une autre enzyme nommeée "Dicer", les fragments obtenus.

C'est une meéthode rapide a réaliser, a faible colt et semblable a la réaction endogene.[246] Dans
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le cytoplasme des cellules des mammiféres, "dicer” initie la réaction de silencage d'un gene en
cassant les longues chaines des dsRNA pour donner de courtes chaines (21-23 nucléotides)
d’ARN nommées siARN.[39]

2.2.3.3 Livraison des siARN

Un nouvel espoir pour le traitement des maladies incurables et des maladies génétiques a
émergé avec la découverte des SiARN. [247] Toutefois la livraison des siARN dans les cellules
ciblées constitue un des obstacles majeurs a leur utilisation comme traitement clinique. Les
SiIARN nus sont instables dans le sang et le sérum et ont une courte demi-vie in vivo. Leurs
importants charge négative et poids moléculaire (~13 kDa) les empéchent de traverser la double
membrane cellulaire et entrainent leur dégradation par les nucléases, avant leur internalisation
dans la cellule.[248] Ces facteurs réduisent rapidement leur efficacité thérapeutique. Ainsi l'usage
de vecteurs viraux, tels que les rétrovirus et les adénovirus modifiés, s'est avéré beaucoup plus
efficace, mais engendre des préoccupations au niveau de la sécurité, des limitations au niveau de
la production des vecteurs viraux en grandes quantités, la toxicité, I'immunogénicité et les
interactions non spécifiques avec d'autres tissus.[249, 250] En effet, le probleme principal de la
transfection par les rétrovirus et les adénovirus modifiés est le risque de mutations
insertionnelles. Ceci pourra résulter en l'activation des proto-oncogénes ou l'inactivation des
genes suppresseurs de tumeurs, ce qui pourra mener a l'apparition de cancers.[251]

Afin de contourner les inconvénients associés aux methodes virales, les chercheurs ont
travaillé a I’¢laboration de systemes de livraison non-viraux. Les systemes non-viraux présentent
plusieurs avantages par rapport aux systemes viraux comme la faible immunogénicite, la facilité
de production et la possibilité d'une production a large échelle.[252] Deux types de systémes de
livraisons non-viraux sont couramment utilisés pour acheminer les acides nucléiques dans les
cellules : la livraison a base de lipide et celle a base de polymeére.[253-255] La premiére consiste
a couvrir les acides nucléiques par des lipides (DOTIM/cholestérol par exemple) ayant des
structures organisées en liposomes ou en micelles pour former des complexes nommées
lipoplexes.[255] La deuxieme se base sur la formation de complexes de polymeres (cationiques
par exemple) avec les acides nucléiques pour former des structures nommees polyplexes.[254]
PEI (polyéthylenimine) et le chitosane furent parmi les polymeres cationiques les plus utilisés
grace a leur efficacité de transfection élevée. PEI empéche la dégradation de I'ADN dans le

compartiment endosomal pendant la maturation de I'endosome en lysosome.[253] Cependant, il a
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été remarqué que PEI a été associé avec une cytotoxicité importante. [253] Autrefois, le chitosane
présentait une faible stabilité par rapport a la plupart des vecteurs non-viraux. Cependant, les
récents progrés technologiques dans la modification chimique du chitosane ont permis
d'améliorer I'efficacité de transfection du chitosane sans modifier sa biocompatibilité et
biodégradabilité. L'usage du chitosane constitue ainsi un systéme de livraison qui peut étre non-
immunogenes, non toxiques, produits en grande quantité, et pouvant se lier et condenser une
quantité importante d’ADN ou d'’ARN (siARN). [256] Le principal inconvénient de l'usage des
vecteurs non-viraux est leur faible efficacité de transfection. [257, 258] La formation de
complexes chitosane- siARN permet la condensation des acides nucléiques en nanoparticules afin
de faciliter leur internalisation intracellulaire par endocytose. Ceci a lieu par des interactions
entre la charge négative de la membrane cellulaire et la charge positive des nanoparticules
chitosane-siARN. Ainsi I'emploi du chitosane comme véhicule de transport savére fort
intéressant comme il offre une protection des siARN contre les nucléases, ce qui augmente leur
temps de circulation dans le sang, diminue leur clairance rénale et augmente ainsi leur
biodistribution. La livraison sécuritaire des siARN a l'intérieur de la cellule (par endocytose) va
ainsi leur permettre de s'échapper des endosomes, de se libérer dans le cytosol de la cellule pour

ainsi permettre la formation du complexe RISC et donc la destruction de 'ARNm ciblé.

2.2.4 Détermination de Defficacité des siARN a I’aide de genes de

référence (housekeeping genes)

La méthode de quantification relative par qPCR est largement utilisée afin d'évaluer
l'efficacité des SIARN a réduire I’expression d’un gene ciblé. Cette quantification permet
d’évaluer I’effet des siARN sur la variation du nombre de copies d’ARNm ciblé. Toutefois, cette
technique nécessite une comparaison avec des genes de références ayant une expression stable

malgré le traitement avec les SiARN.

Les génes de référence,"housekeeping genes", sont des génes impliqués dans le maintien
des fonctions cellulaires de base permettant aux cellules de vivre. Ces fonctions sont
indépendantes du role que la cellule joue dans un organisme ou un tissu. Dans des conditions
normales et peu importent I'état du cycle cellulaire ou les signaux externes que les cellules
recoivent, les génes de référence sont exprimés de la méme maniére dans tous les types

cellulaires.[259] Vu que les génes de références ont des niveaux d'expression constants, ils sont
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utilisés dans les études expérimentales comme contréles internes ou endogenes afin de détecter
un changement dans I'expression d'un géne en question par exemple. Des études ont été réalisées
afin de caractériser ces genes de reférence, et ont montré que ces derniers possédent plus de
répétitions de séquences simples "simple sequence repeats” dans la région 50 non traduite (UTR),
ont de courts introns et des exons, ainsi qu'une conservation plus faible de la séquence du
promoteur.[260-262] Parmi les genes de référence fréquemment utilises comme contrdles
endogenes, on note le GAPDH ("glyceraldehyde- 3-phosphate dehydrogenase™), les tubulines, la
cyclophiline, I'albumine, les actines (dont 'ACTB), les ARN ribosomaux 18S et 28S, la béta-2-
microglobuline (B2M), la phosphoribosyltransférase hypoxanthine-guanine (HPRT), POLR2A,
la Pumilio RNA-Binding Family Member 1 (PUML1), le récepteur de transferrine (TFRC), la
TATA-binding protein (TBP), le facteur d'élongation 1-alpha (ELF1a) et la porphobilinogene
déaminase (PBGD).

2.3 Chitine et chitosane

La chitine est un polymere appartenant au groupe des polyméres naturels les plus
abondants. C'est un polymere linéaire extrait des carapaces des crustacés (surtout les crevettes et
crabes). Cette macromolécule est composée des N-acétyl-D-glucosamine liées entre elles par des

liaisons B (1->4). La structure de la chitine est présentee dans la Figure 2.3.[263]
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Figure 2.3 Structure de la chitine


http://en.wikipedia.org/wiki/Hypoxanthine-guanine_phosphoribosyltransferase
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Parmi les biomatériaux en voie de développement, le chitosane, un polysaccharide
hydrophile, est devenu 1’un des centres d'intérét pour plusieurs scientifiques depuis les deux
dernieres décennies. Il est surtout utilisé dans les domaines biomédicaux, pharmaceutiques et du
génie tissulaire en raison de sa biocompatibilité, sa non-toxicité et sa biodégradabilité. Le
chitosane est obtenu par désacétylation alcaline de la chitine pour ainsi transformer les
groupements acétyles en amines (Figure 2.4). Cette désacétylation se fait en utilisant I'nydroxyde

de sodium comme réactif en excés et I'eau comme solvant.

Le chitosane a de nombreuses applications. Il peut étre utilisé comme systeme de livraison
de médicaments et de substances pharmaceutiques, il peut aussi servir pour le revétement des
objets des valves cardiaques, pour l'accelération de la cicatrisation des plaies, pour la fabrication
des peaux artificielles, pour la formation des hydrogels et pour la livraison d’ADN, ARN ou de
protéine dans des cellules.[201, 264-269]
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Figure 2.4 Production du chitosane par désacétylation de la chitine (modifié de NEUROtiker
2008)
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2.3.1 Utilisation du chitosane comme systéeme de livraison des acides

nucléiques

Notre équipe de recherche s’est particulierement intéressée a I’utilisation du chitosane
comme systeme de livraison d’ADN et de siARN.[270-272] La mise au point de ce systéme
permettra I’application de thérapie génique pour le traitement de diverses maladies telles que le
diabete de type 2, l’athérosclérose, arthrite rhumatoide etc.[44] Le chitosane est une
macromolécule qui est biocompatible, biodégradable, non-toxique et chimiquement
versatile.[273-275] Il a été démontré par notre groupe de recherche que la modification du degré
de désacétylation (DDA) ainsi que la masse moléculaire (Mn) du chitosane et le ratio N :P (ratio
groupements amines du chitosane : groupement phosphate des acides nucléiques) influence
I'efficacité de la transfection cellulaire avec des plasmides ADN.[48] La possibilité de varier le
DDA, Mn et ratio N:P du chitosane s'avérent donc fort intéressante pour modifier les
caractéristiques du systeme de livraison d’ADN en fonction des besoins et de 1’application
thérapeutique. En effet, un chitosane ayant une formulation DDA élevé et Mn faible est utilise
dans le domaine de la thérapie génique vu qu'il n'active pas le systeme immunitaire, tandis qu'un
chitosane ayant un DDA faible et une Mn élevée active la réponse immunitaire et pourra ainsi

étre utilisé pour le développement de vaccins.[47]

Il a été prouvé que le niveau de transfection est en relation directe avec la masse
moléculaire du chitosane: pour un degré de désacétylation spécifique (entre 70 et 100%), le
chitosane de masse moléculaire comprise entre 10 et 150 kDa présente une efficacité de
transfection élevée [276, 277], mais va retarder la libération de I'ADN une fois que les complexes
chitosane-ADN ont transfecté la cellule.[278] Ainsi, un chitosane avec un faible Mn doit détenir
un DDA assez important, et un chitosane avec un faible DDA doit avoir une grande masse
moléculaire afin de bien condenser les siARN.[277] Une formulation avec un ratio N:P élevé,
grace a la présence de chitosane en excées, augmente la stabilité des nanoparticules chitosane-
siARN, favorise l'internalisation des complexes dans I'espace intracellulaire et protege les ADN

contre la digestion par les nucléases dans les endolysosomes. [279]

La masse moléculaire, le degré de désacétylation et le ratio N:P peuvent affecter les forces
électrostatiques entre le chitosane et le siARN.[280] Plusieurs études ont montré l'effet des

différentes formulations des nanoparticules chitosane-siARN sur I'efficacité de la transfection. Il
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a été démontré gu'un chitosane ayant des DDA et Mn élevés est favorable pour la formation de
nanoparticules petites et condensées.[279] Un chitosane ayant un Mn élevé posséde une longue et
flexible chaine et un DDA important augmente la stabilité des complexes formés. Le DDA élevé
renforce l'interaction électrostatique du chitosane avec le siARN ce qui réduit donc la taille des
complexes de fagon synergique et augmente alors leur stabilité. [279, 281-283] De plus, un ratio
N:P élevé permet I'obtention de nanoparticules plus stables et une protection des siARN contre la
dégradation.[279]

2.3.1.1 Nanoparticules chitosane-ADN

Le chitosane a été utilisé dans de nombreuses études pour livrer, in vivo, I’ADN d’intérét
dans les cellules ciblées. Les recherches qui ont été menées pendant les dix derniéres années ont
rendu possible l'utilisation des nanoparticules chitosane/ADN pour une livraison efficace de
I'’ADN aux surfaces muqueuses par voie orale.[284-286] Chen et al. (2004) ont nourri des souris
avec le plasmide pPCMVp, contenant le géne lacZ, couplé ou non avec du chitosane. Il a éte
démontré par cette étude que les nanoparticules chitosane/ADN assurent une livraison efficace du
gene dans les entérocytes.[285] Il a été aussi démontré que les nanoparticules chitosane/ADN
peuvent étre utilisées pour la vaccination. En effet, Khatri et al. (2008) ont administré, par voie
nasale, des nanoparticules chitosane/ADN dont I'ADN code pour des protéines de surface du
virus de I'népatite B. Il a été observé que ces nanoparticules administrées a des souris ont mené a
la production d'anticorps anti-HBsAg dans le sérum.[286] Yang et al. (2010) ont trouvé que la
livraison des nanoparticules chitosane/ADN codant pour la protéine GFP in utero méne a une
expression génique postnatale. [287] De plus, suite & une administration orale des nanoparticules
chitosane/B-gal chez les souris, Kai et al. (2004) ont démontré une expression du gene B-gal dans
le duodénum, colon, jéjunum et I'iléon.[288] Ces résultats montrent le pouvoir du chitosane a
traverser la barriere intestinale afin de retrouver la circulation sanguine ou lymphatique. En 2009,
Jean et al. ont administré des nanoparticules chitosane/FGF2 et chitosane/PDGF-BB par injection
intramusculaire et sous-cutanée. Une expression de ces génes a été obtenue dans le muscle et les
tissus environnants.[47] Mandke et al. (2012) ont injecté dans le muscle tibial antérieur (injection
intramusculaire) des nanoparticules chitosane/ADNp codant pour linterleukine 10 et
I'interleukine 4.[289] Une expression prolongée de ces deux interleukines (allant jusqua 1

semaine post-injection) a été obtenue.
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2.3.1.2 Nanoparticules chitosane-siARN

Un certain nombre de travaux rapportent 1’utilisation réussie du chitosane pour livrer des
siARN thérapeutiques in vitro et in vivo dans le domaine du cancer, de I'arthrite rhumatoide , des
maladies infectieuses, etc. Dans le domaine du cancer, l'application des nanoparticules
chitosane/siARN dans la thérapie génique fut présentée par Salva et al. en 2012. Salva et al. ont
utilisé les nanoparticules chitosane (75-85, 75)/VEGF-siARN dans un modele in vivo de rat
présentant le cancer du sein. Les nanoparticules utilisées ont permis une réduction importante
dans I'expression du géne VEGF et dans le volume de la tumeur.[290] Les mémes résultats ont
été obtenus par Lee et al. en 2012.[291] Ces derniers ont injecté des nanoparticules
chiotsane/VEGF-poly-siARN/glycol intraveineusement dans un modele murin de xénogreffe de
cancer de prostate.[291] Kim et al., en 2011, ont observé une augmentation dans l'apoptose des
cellules tumorales et une diminution de la prolifération tumorale et dans lI'angiogenése suite a
I'injection intraveineuse des nanoparticules chitosane/Src-siARN chez des souris nudes
présentant le cancer des ovaires. [292] En 2011, Han et al. ont préparé des nanoparticules
chitosane (80-161)/TG2-siARN et ont effectué une injection intratumorale, chez des souris nudes
ayant le cancer du sein. lls ont démontré que I'incorporation du siARN dans le chitosane était

nécessaire pour une localisation plus importante du siARN dans la tumeur.[293]

Howard et al. (2009) ont mené une étude, in vitro, qui a prouvé que les nanoparticules
chitosane/TNF-siARN permettent le silencage efficace du gene codant pour la TNF (facteur de
nécrose tumoral) dans les macrophages péritonéaux primaires. TNF est une cytokine qui joue un
role important dans la réaction de phase aigué et dans Il'inflammation systémique. Son role de
lutte contre les cellules cancéreuses est assuré suite a sa production par les monocytes activés et
les lymphocytes T afin d'entrainer la nécrose des cellules tumorales et ainsi de permettre leur
élimination. De plus, I'administration intrapéritonéale des nanoparticules chitosane/TNF-siARN a
réduit I’expression du gene codant pour la TNF. Ceci a affecté les réponses inflammatoire et
systémique chez les souris souffrant d'arthrite induite par le collagéne. Ces résultats presentent
par consequent une nouvelle stratégie pour le traitement de I'arthrite.[294] Andersen et al. (2008)
ont montré que, in vivo, le silengage pro-inflammatoire de la TNF, chez une lignée cellulaire

murine de macrophage RAW 246.7, a été réalisé en utilisant des nanoparticules lyophilisées de
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chitosane/siARN.[295] La recherche in vivo et in vitro utilisant les nanoparticules
chitosane/siARN sont toujours en développement, et sont fort prometteuses.[280]

La formation de complexes chitosane-siARN est possible grace aux interactions
électrostatiques entre les groupements amines chargés positivement du chitosane et les
groupements phosphate chargés négativement des acides nucléiques. La force de la complexation
joue un réle important dans la capacité du chitosane a condenser les siARN pour les protéger des
nucléases, mais aussi pour libérer les siARN dans le cytoplasme de la cellule. Les nanoparticules
chitosane-siARN sont internalisées dans la cellule par endocytose suite aux interactions entre le
chitosane chargé positivement et la membrane plasmique chargée négativement. La membrane
internalise les complexes par la formation des endosomes (invagination de la membrane
cellulaire). Les endosomes se fusionnent avec les lysosomes de la cellule pour former des
endolysosomes. Par la suite, les nanoparticules chitosane-siARN s'échappent des endolysosomes
et les siARN sont libérés dans le cytoplasme cellulaire. L'échappement des nanoparticules de
I'intérieur des endolysosomes se fait par I'effet d'éponge a protons [296]. C’est-a-dire que la
maturation des endosomes s'accompagne d'une diminution du pH et d'une augmentation de la
charge positive du chitosane. Cette charge positive importante attire les ions chlorures qui vont
pénétrer et s'accumuler dans l'endosomes. La présence d'ions chlorures en exces dans les
endosomes va pousser I'eau a y rentrer par effet osmotique, ce qui va faire éclater les endosomes.
Le chitosane possede un pouvoir tampon permettant de protéger les siARN au cours de leur
chemin des endosomes jusqu'aux lysosomes. L'échec de la dé-complexation des siARN et du
chitosane est une des causes d'une transfection inefficace aboutissant a I'emprisonnement des
nanoparticules et ainsi a la dégradation des siARN par fusion entre les lysosomes, les endosomes

et les enzymes lytiques.[297, 298]

2.3.2 PEGylation du chitosane

Afin d’améliorer la pharmacocinétique des nanoparticules a base de chitosane, il possible
de pégyler le chitosane. Cette procédure consiste a fusionner une molécule PEG (polyéthyléne
glycol) sur le chitosane.[299-302] Le PEG (Poly(ethylene glycol) est un polymere largement
utilise dans le domaine pharmaceutique vu son caractere hydrophile, sa non-toxicité, sa
biodégradabilité et sa biocompatibilite. De nouvelles propriétés physicochimiques sont ajoutées

au chitosane par la PEGylation. En effet, cette méthode permet au chitosane d'avoir une meilleure



42

solubilité et une plus grande perméabilité membranaire, et ainsi de surmonter ses limitations
quant a la livraison d'ADN ou de siARN. L'effet protecteur de PEG empéche I'absorption des
nanoparticules par le systeme réticulo-endothélial (RES), aboutissant ainsi a un temps de
circulation amélioré.[300] Il a été démontré que la pégylation permet de réduire I'opsonisation
des protéines et ainsi empéche la phagocytose des nanoparticules par les cellules non-
parenchymateuses du foie (Lu et al., 2009; Betancourt et al., 2009; loele et al., 2005).[303-305]
Vlerken et al. (2009) ont montré que les nanoparticules pégylées échappaient a l'adsorption par le
RES chez la souris présentant le cancer du sein, aboutissant ainsi a un temps de circulation plus
important, et les nanoparticules peuvent donc rester dans la tumeur pendant une période plus
importante.[306] Malhotra M. et al. (2011) ont testé le pouvoir de livraison génique du chitosane
pégylé en le couplant avec du siARN marqué a un fluorochrome. Les résultats obtenus montrent
que les nanoparticules peuvent étre synthetisées en utilisant le chitosane sous sa forme pégylée, et
sont capables de transfecter efficacement les cellules neuronales (Neuro2a) sans aucune
toxicité.[301] En plus de la PEGylation du chitosane, la fusion de molécules spécifiques telles
que des ligands a la surface des nanoparticules chitosane-siARN s'est avérée avantageuse pour
leur internalisation dans les cellules/organes ciblés afin d'induire par la suite le silencage du géene
d'intérét. [3, 299-301]

2.3.3 Biodistribution et biodégradation du chitosane

Le destin métabolique d'un polymére, utilisé dans le domaine de la livraison des
médicaments, est important a élucider. Pour que les polymeres hydrophiles soient pris par
I'absorption systémique, ils doivent avoir la masse moléculaire appropriée pour I'élimination
rénale. La biodégradation du chitosane est dépendante de sa masse moléculaire : il a été démontré
gu'un chitosane ayant un Mn entre 30 et 40 kDa était éliminé par la clairance rénale.[263, 307]
Au-dela de ces valeurs, le polymeére sera dégradé en de plus petits polyméres par dégradation
chimique (dégradation par catalyse acide dans l'estomac) ou enzymatique (lysozyme et
microflore dans le colon) avant la clairance rénale.[263, 307] Les lysozymes et les enzymes
bactériennes dans le colon hydrolyse les liens N-acétyl-glucosamine—N-acétyl-glucosamine,

glucosamine—N-acétylglucosamine et glucosamine—glucosamine.[263, 308-310]
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2.3.3.1 Biodistribution des nanoparticules chitosane/siARN

Lors de I'utilisation de nanoparticules a base de chitosane, l'objectif principal est leur
prise en charge par les cellules ciblées. Il est possible d’utiliser toute une diversité de
nanoparticules a base de chitosane. Celles-ci sont caractérisées par la masse moléculaire et le
degré de désacétylation du chitosane, la taille des nanoparticules et les ligands greffés au non aux
nanoparticules. Ces différentes caractéristiques obligent les chercheurs & étudier leur impact sur
la biodistribution des nanoparticules in vivo et le sort final du chitosane apres I’internalisation des
nanoparticules et la libération de la molécule dans les cellules ciblées. 1l est important de noter
que les propriétés pharmacocinétiques et la biodistribution sont d’abord déterminées par la charge
et la taille de la nanoparticule, et non par le chitosane.[263, 311] Aussi, une fois la molécule
d’intérét livrée a l'intérieure de la cellule, le chitosane libre sera éliminé entre autres par
dégradation.[263] Le chitosane peut étre modifié de facon a libérer rapidement ou lentement la
molécule d'intérét. La biodégradation du chitosane consiste a son clivage en de plus petits
polyméres et en monomeres (D-glucosamine, N-acétyl-glucosamine). Le DDa et la Mn du
chitosane sont les facteurs qui permettent de contréler le taux de biodégradation.

Afin de déterminer la biodistribution des nanoparticules, le chitosane peut étre traqué a
I’aide d’un marqueur radioactif ou fluorescent qui se liec a ses amines primaires. Apres injection
intraveineuse de nanoparticules chitosane/siARN chez des souris, Guo et al, en 2011, ont obtenu
une accumulation des nanoparticules surtout au niveau rénal, dont l'intensité est restée forte
méme apres 24 heures. Une faible accumulation a été observée au niveau des poumons et de la
rate. Leurs résultats ont permis de conclure que les nanoparticules chitosane/siARN injectées
intraveineusement contournent la filtration glomérulaire rapide (contrairement au siARN nu)
pour aller s'accumuler au niveau des reins. Ces résultats sont intéressants et peuvent servir dans le
cas des maladies rénales.[312] En 2011, Salva et al. ont étudié la biodistribution des
nanoparticules chitosane/VEGF-siARN marqué par la FITC suite a des injections intraveineuses
chez les rats présentant la tumeur de cancer du sein. Les resultats obtenus montrent une
biodistribution des nanoparticules au niveau du cerveau, du cceur, la rate, le foie, les poumons, les
muscles et surtout dans les reins. Les nanoparticules se sont localisées au niveau de la tumeur
(cancer du sein) 15 minutes apres injections.[313]

En 1999, Richardson et al. ont étudié la biodistribution du chitosane marqué a I'iodine 125

(I'®), ayant plusieurs Mn (supérieur et inférieur & 5 kDa), chez le rat aprés injection
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intraveineuse. La majorité des chitosanes ayant une Mn supérieure a 5 kDa se sont retrouvés dans
le foie, alors que la plupart de ceux ayant une Mn inférieure a 5 kDa avaient un temps de
circulation plus long : la majorité a été trouvée dans le sang et 30% dans le foie.[314] Mao et al.
ainsi que Huh et al. ont obtenu une accumulation dans les reins et le foie des nanoparticules
chitosane/ADN et chitosane/siARN respectivement aprés injection intraveineuse chez les
souris.[315, 316] Le pouvoir des nanoparticules chitosane/siARN & se rendre au site de la tumeur
a été présenté par Lee et al. en 2012, dont les résultats ont montré la capacité des nanoparticules a
livrer les sSiARN au niveau de la tumeur, pendant une durée allant jusqu'a trois jours.[291] Ceci a
été confirmé par en 2011 par Torchilin et al. qui ont démontré que les nanoparticules
chitosane/siARN ayant une taille entre 100 et 500 nm s'accumulent efficacement au niveau de la
tumeur.[317] Ce temps de circulation important a été expliqué par la structure vasculaire
désorganisee dans les tumeurs, permettant aux nanoparticules de s'y accumuler.[291]

Selon une étude menée par Borja Ballarin-Gonzalez et al. en 2013 sur des souris,
I'administration orale des nanoparticules chitosane/siARN a abouti & une accumulation du siARN
dans le foie, la rate et le rein une heure apres.[318]

Une réduction de 43% du niveau d'expression du gene eGFP dans les régions inférieure et
supérieure a été obtenue en administrant les nanoparticules chitosane/eGFP-siARN par voie
intranasale chez les souris (Howard et al., 2006).[319] L'administration intranasale des
nanoparticules chitosan/siARN est un outil efficace utilisé dans la vaccination ciblant le tissu

lymphoide associé aux mugueuses du pharynx.[320]

2.3.3.2 Dégradation du chitosane : études in vitro

Il'y a deux types de biodégradation: chimique et enzymatique. La dégradation chimique se
fait par catalyse acide (estomac) et la dégradation enzymatique fait appel a des enzymes (ex.
chitosanases) qui hydrolysent les liens glucosamine-glucosamine, glucosamine-N-acétyl-
glucosamine et N-acétyl-glucosamine-N-acétyl-glucosamine.[321] Chitosanase est une enzyme
membre de la famille glycosyl hydrolase, permettant d’hydrolyser le chitosane. Les chitosanases
sont surtout retrouveees chez les microorganismes dont circulans MH-K1, Streptomyces sp.
N174, Nocardioides sp. N106 et Fusarium solani f. sp.phaseoli SUF386.[322-324] En général, la

biodégradation du chitosane est proportionnelle au degré de désacétylation.[308, 325]
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La dégradation du chitosane peut étre vérifiée, in vitro, en mesurant la diminution dans la
masse moléculaire. Plusieurs méthodes existent & cette fin, dont la mesure de la viscosité
(viscométrie) et la chromatographie par perméation sur gel. [326] Parmi les protéases connues,
les leucines amino-peptidases se sont averées les plus efficaces en dégradant les films de
chitosane a 38% en 30 jours.[327] Il a été aussi demontré que la dégradation du chitosane était
reliée & son degré de désacétylation et sa masse moléculaire.[328] Afin de minimiser la
dégradation prématurée du chitosane, des modifications, comme le “crosslinking covalent” et la
thiolation, peuvent étre introduis. [329, 330]

La stabilité des siARN contre la digestion par les nucléases est importante afin d'obtenir le
taux de silencage maximale dans les cellules. Katas et al. (2006) ont étudié la stabilité des
nanoparticules chitosane/siARN en présence de 5 et de 50% de FBS a 37°C.[282] Selon la
premiére condition, le SiARN nu a été totalement dégradé apres 48 heures, tandis que celui qui
faisait partie des nanoparticules était totalement dégradé apres 72 heures. En présence de 50% de
sérum, le siARN nu était totalement dégradé des qu'il était mis dans le milieu, alors que celui

provenant des nanoparticules était dégrade apreés 48 heures d'incubation.[331]

2.3.3.3 Dégradation du chitosane : études in vivo

La dégradation du chitosane dépend de sa voie d’administration. Par voie sous-cutanée, le
chitosane est souvent introduit sous forme d'implant. Un substitut de peau de gutaraldéhyde lié au
chitosane/collagene est stable, comparé au collagene seul, quand implanté chez les lapins.[332]
Chez les souris, la dégradation des hydrogels liés avec du chitosane (azide-chitosane-lactose) a
été étudiée en mesurant la libération du trypan bleu, un chromophore acide. Afin de Vérifier les
résultats in vitro, démontrant que le chromophore était stable, le gel a été introduit comme un
implant et le pourcentage de I'implant restant a été mesuré. Seulement 10% de 1’implant restait
apres 14 jours.[333]

Quant a la voie intraveineuse, peu d'études ont été réalisées dans ce domaine, expliquant
le manque d’information sur le mécanisme de dégradation du chitosane par cette voie. Selon une
étude menée par Saito et al. (en 2006) in vivo chez les souris, la présence du chitosane dans le
sang aboutit a la sécrétion de lysozyme et a I’activation des macrophages.[334] Ce groupe a
développé une feuille en chitosane (généralement utilisée pour fermer les plaies) et ont étudié la

possibilité d'utiliser une feuille en chitosane contenant de l'adriamycine (Doxorubicine sous
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forme commercial) pour une sécrétion contrdlée du médicament. Cette feuille en chitosane
contenant de l'adriamycine a été insérée dans la cavité péritonéale chez les souris, et la
biodégradation du chitosane a été mesurée. Adriamycine a été présente dans la feuille en
chitosane pendant deux mois sans étre digérée par des enzymes.[334]

Une étude réalisee par Hirano et al., 1991, chez les lapins a démontré que la dégradation d'un
mélange d'oligosaccharides du chitosane administré intraveineusement, & une concentration de
7.1 a 8.6 mg/kg, dépend de sa masse moléculaire et a lieu au niveau du foie et des rates. Il a été
démontré que le chitosane augmentait I'activité des lysozymes dans le sang, entrainant ainsi sa
dégradation. [335]

Le sort des nanoparticules de chitosanes/acides nucléiques injectées par voie intraveineuse
dépend de leur diametre. En effet, les nanoparticules ayant un diameétre plus petit que 100 nm
possédent un temps de circulation dans le sang plus important que celles ayant un diametre
supérieur a 100 nm. Ces dernieres sont captées par le systeme réticulo-endothélial de la rate.[336]

Par voie orale, le chitosane est dégradé dans le tractus gastro-intestinal, et sa dégradation
dépend de son DDA. Cependant, il semble que I'efficacité de la dégradation varie d'une espece a
l'autre et selon le nombre de NH, disponibles dans la structure du chitosane : il s'est avéré que
chez les poules, la dégradation est plus importante que les lapins (67-98% vs 39-83% de
dégradation apres ingestion orale). [337]
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CHAPITRE3 METHODOLOGIE

Ce projet de recherche consiste a resensibiliser les cellules cancéreuses MCF-7 MDR en
utilisant des nanoparticules chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN et de tester 1’effet de la nature des

bouts dépassants en 3’ des duplexes sur I’efficacité du silengage du géne MDRI1.

3.1 Synthese des siARN
Dans un premier temps, quatre séquences de sSiARN ont été choisies.

Les siARN utilises pour cette étude ont été chimiquement synthétisés par Technologies (Thermo
Scientific, Dharmacon RNAI Technologies, Lafayette, CO). Au total, quatre duplexes de siARN
ont été synthétisés: siARN_1, siARN_1M, siARN_2 et siARN_2M. Chacun des brins des
duplexes est formé au total de 21 acides nucléiques, dont deux acides nucléiques dépassants a
I’extrémité 3’. Les siARN 1 et siARN 1M sont complémentaires a la séquence d’acides
nucléique (577-595 acides nucléiques) du géne MDR1 alors que les siARN_2 et siARN_2M sont
complémentaires a une séquence du méme géne, mais légérement décalée en aval (583-607
acides nucléiques). Les duplexes ARN 1 et ARN 2 sont formés d’ADN au niveau des bouts
dépassants alors que les duplexes ARN 1M et ARN 2M sont formés exclusivement d’ARN. Les
séquences sens et anti-sens des siARN_1, siARN_1M, siARN_2 et siARN_2M sont présentées

dans le Tableau 3.1

Le choix des séquences de siARN _1 et sSiARN_2 a été basé sur les travaux de Hao Wu et
al. (2003), Stege et al. (2004), Miletti-Gonzalez et al. (2005), et Stierle et al. (2004) qui ont utilisé
les duplexes, correspondant a ceux que nous avons renommés siARN_1 et SiRNA_2, pour étudier

le silengage du gene MDR1 dans des cellules cancéreuses.[3-5]

Ces duplexes de siARN comportaient des bouts dépassants formés d’ADN. L’utilisation
de ’ADN aux extrémités overhang 3’ est bien connue depuis les débuts des recherches sur les
siARN synthétiques (Elbashir, 2001). [219] L’ADN permet d’augmenter la stabilité des duplexes
car les ARN sont plus vulnérables aux nucléases et particuliérement en absence d’un systéme de
livraison. Les siARN_1M et siARN_2M ont été ajoutés a notre étude en raison des résultats
obtenus par Strapps et al. (2010) en utilisant des lipoplexes (LNPs) formés a partir du mélange du
lipide cationigue CLinDMA  (2-(4-[(3b)-cholest-5-en-3-yloxy]-butoxy)-N,N-diméthyl-3-
[(9Z,12Z)-octadéca-9,12-dien-1-yloxy]propan-1-amine), cholestérol, et PEG-DMG
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(monométhoxy(polyéthyléneglycol)-1,2-dimyristoylglycérol) selon des ratio molaires de 50.3 :
44.3 : 5.4. Ses travaux ont démontré que le silengage est pareil, mais que la durée du silencage, in
vivo et in vitro, est plus importante lorsque les bouts dépassants en 3’ des duplexes siARN sont
formées de ribonucléotides comparativement aux bouts depassants formés de

désoxyribonucléotides. [6]

Les siARN, recus lyophilisés, ont été resuspendus dans I'eau ultra pure certifiée sans ADNase et
ARNase, afin d’obtenir une solution stock de 40 uM (0.531ug/pL). Des aliquotes de 25 pL ont

été préparées et conservées a -80°C.

Tableau 3.1 Séquences des brins sens et anti-sens des duplexes siARN_1, siARN_1M,
SiARN_2 et siARN_2M et la région ciblée au niveau de I'ARNmM du géne ABCB1 (MDR1)

Sens Anti-sens Région ciblée de
I’ARNm du géne
MDR1
SIARN_1 5’-GGAAAAGAAACCAACUGUCITAT-3' 5’-GACAGUUGGUUUCUUUUCCATdT-3’ 577-595
siRNA_1M 5’-GGAAAAGAAACCAACUGUCrArG-3’ 5’-GACAGUUGGUUUCUUUUCCrUruU-3’ 577-595
siRNA_2  5-GAAACCAACUGUCAGUGUAdTAT-3’ 5’-UACACUGACAGUUGGUUUCITAT-3’ 583-601
siRNA_2M 5’-GAAACCAACUGUCAGUGUArUrU-3’ 5’-UACACUGACAGUUGGUUUCrUrU-3’ 583-601

3.2 Préparation du chitosane 92-10-5 [DDA-Mn-N :P]
Pour cette étude le chitosane a été choisi comme systéme de livraison des siARN.

Le chitosane 92-10 [DDA-Mn] a été séché sous vide durant au moins 16 heures afin
d'éliminer toute trace d'eau résiduelle. Des solutions de 5 mg/ml de chitosane 92-10 [DDA-MM]
ont été préparées dans de 1’eau ultra pure, certifiée sans ADNase et ARNase, en ajoutant aussi du
HCI (1N) de fagon a obtenir un ratio monomére glucosamine: HCI de (1 : 1). La dissolution du
chitosane a été assurée par une incubation de 16 heures sous agitation constante a température de
la piece. La solution de chitosane a été filtrée sur des filtres a seringue de 0,22 um, puis a été
diluée dans I’eau ultra pure stérile, certifiée sans ADNase et ARNase de facon a obtenir le ratio

amine de chitosane : phosphate d’ARN de 5 :1.
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La dilution du chitosane nécessaire pour obtenir le ratio N :P désiré, lorsqu’un volume du

chitosane dilu¢ est ajouté a un volume d’ARN, est calculée selon la formule suivante :

V; Chitosane= [[(Vsiarn * Csiarn)/M]*Ratio désiré]]* [Mm chito/ [([DDA%/100)*Vchito]] *
(VilCi)

Vsiarn : Volume de siARN (ul)
Csiarn - Concentration de SIARN (ug/pl)
M : Masse moléculaire moyenne des acides nucléiques = 309 g/mol
Mn chito : Masse moléculaire du chitosane (g/mol)
Vs : volume final (c.-a-d. le volume total une fois le chitosane ajouté aux siARN) (ml)
Ci : concentration initiale du chitosane (5mg/ml)
Pour déterminer la dilution du chitosane nécessaire afin d’obtenir un ratio N : P de 5,
lorsque la concentration initiale de chitosane 92-10 (Mm 164,56) est de 5 mg/ml, que la
concentration initiale des siARN est de 0.05 pg/pL et que le volume final de chitosane dilué

désiré est de 0,4ml :

V; Chitosane = [[(200 ul * 0.05ug/ul)/309]*5] * [164,569/mol/[(92/100)*200ul)]] *
(0,4 ml/5mg/ml) =0.01152mL

Dans cet exemple, 11.52ul de chitosane (5 mg/ml) doit étre ajouté a 388.48 pl H,0O
(volume total de 0,4 ml) pour obtenir une solution de chitosane diluée ayant un ratio N :P de 5

lorsqu’un volume de ce chitosane dilué¢ est mélangé a un volume d’ARN ( 0.05 pg/pl).

3.3 Préparation des nanoparticules chitosane/siARN

Les nanoparticules chitosane (92-10-5)/siARN ont été formées en ajoutant le chitosane
92-10 aux siARN correspondant (MDR1-siARN, ou siGLO™), selon un volume de 1 pour 1, en
mélangeant rapidement avec la pipette par des mouvements de "up and down" (~20 fois). Par
exemple, un volume de 100 pL de la solution de chitosane préparée telle que décrite dans la
section 3.2 de ce chapitre, au ratio N: P de 5, a été ajouté dans un tube eppendorf de 1,5 ml,
certifi¢ sans ADNase et ARNase, contenant un volume de 100 pL de siARN a une concentration
initiale de 0.05 pg/uL. Les solutions ont ét¢ immédiatement et vigoureusement mélangées par
pipetage "up and down" (~20 fois) puis ont €t¢ incubées durant 30 minutes a la température de la

piece afin d’assurer la formation compléte des nanoparticules chitosane/MDRI1-siARN. La
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concentration finale des siARN correspondait donc a 0,025 pg/ul. Les volumes de chitosane et de
siARN utilisés pour préparer les nanoparticules peuvent varier entre 25 plL et 200 pL selon les

besoins. Par contre, il est primordial de garder des volumes égaux de chitosane et de siARN.

3.4 Analyse de la taille et du potentiel £ des nanoparticules chitosane (92-10-5)/MDR1-
siARN

Les nanoparticules ont été préparées tel que décrit dans la section 3.3 de ce chapitre. Les
nanoparticules ont été diluées dans du chlorure de sodium (10 mM) a un ratio 1:5 dans des
cuvettes. Les cuvettes ont été insérées dans 1’apparcil Zetasizer Nano Zs (Malvern,
Worcestershire, UK) afin de déterminer la taille hydrodynamique des nanoparticules via la
diffusion dynamique de la lumiere (DLS). Les mesures ont été réalisées en triplicata et chacune

des trois valeurs obtenues correspond a la moyenne de 10 mesures différentes de I’échantillon.

Aprés l'analyse de la taille des nanoparticules, le mélange a été dilué en utilisant la
solution de chlorure de sodium (10 mM) selon un ratio 1:2 (ratio total nanoparticules:NaCl est
alors 1:10) dans le méme vial utilisé pour la mesure de la taille. Le mélange, ayant un volume
final de 950 pL, a été transféré dans une cuvette pour mesurer le potentiel zéta en utilisant le
Malverne Zetasizer. Toutes les mesures ont été réalisées en triplicata et chacune des trois valeurs

obtenues correspond a la moyenne de 15 mesures différentes de 1’échantillon.
3.5 Culture cellulaire

3.5.1 Culture des MCF-7 et MCF-7 MDR

Les cellules MCF-7 ont été mises en culture dans le milieu de culture EMEM (Eagle's
minimal essential medium) contenant de l'insuline (1/1000). Les cellules MCF-7 MDR ont été
maintenues dans le milieu de culture RPMI-1640 en présence de doxorubicine (1/1000). Les deux
milieux de culture ont été complétés avec 10% du sérum bovin feetal (FBS). Les cellules MCF-7

et MCF-7 MDR ont été gardées dans un incubateur a 37°C, contenant 5% CO,


http://en.wikipedia.org/wiki/Eagle's_minimal_essential_medium
http://en.wikipedia.org/wiki/Eagle's_minimal_essential_medium
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352 H1299 eGFP”

Les cellules H1299 eGFP™ ont été mises en culture dans le milieu de culture RPMI-1640
contenant 10% du sérum bovin feetal (FBS). Les cellules H1299 eGFP™ ont été gardées dans un
incubateur & 37°C, contenant 5% CO,

3.6 Procédure de transfection avec les nanoparticules chitosane (92-10-5)/siARN

Un jour avant la transfection, le chitosane a été préparé tel que décrit dans la section 3.2 de ce
chapitre et le milieu de transfection DMEM (0.976 g/L MES et 0.84 NaHCO3) a été préparé a un
pH de 6.5 (sans FBS), filtré et gardé dans l'incubateur a 37°C et 5% de CO, toute la nuit. De plus,
les cellules H1299 eGFP+, MCF-7 ou MCF-7 MDR ont été ensemencees dans des plaques de 24
puits a une densité cellulaire permettant d'obtenir une confluence cellulaire de 70% le jour de la

transfection. Les plaques ont été incubées a 37°C et 5% de CO; toute la nuit.

Le jour de la transfection, les nanoparticules chitosane (92-10-5)/eGFP-siARN, chitosane (92-10-
5)/ siGLO™ | chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN_1, chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN_1M,
chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN 2 ou chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN_2M ont été
préparées tel que décrit dans la section 3.3 de ce chapitre. La concentration finale des siARN était
de 0,025 pg/ul.

Les nanoparticules ont été ensuite incubées 37°C et 5% CO; dans une plaque fantdme "ghost
plate” sans cellules et contenant le milieu de transfection DMEM a une concentration finale de
SiIARN de 100 nM par puits. Une fois le milieu de culture (EMEM ou RMPI) aspiré de la plague
contenant les cellules, un volume de 500 uL de nanoparticules a été transféré des puits de la
plaque fantdme vers les puits appropriés de la plaque de transfection. Les plateaux contenant les
cellules et le milieu de transfection ont été incubés 24 heures a 37°C et 5% de CO,. Notons que,
quatre heures apres transfection, du FBS a été ajouté dans chacun des puits de fagcon a obtenir une
concentration finale de 10% de FBS. Le milieu de culture des puits a été remplacé par du milieu

frais tous les 24 h jusqu’au moment des analyses.

Notons que les cellules non transfectées (cellules MCF-7 et MCF-7 MDR) ont été

utilisées comme contréle négatif.
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3.7 Procédure de transfection avec les lipoplexes (DharmaFect/siARN)

Comme contréles positifs et négatifs, DharmaFECT™ (Dharmacon RNAi Technologies)

et des cellules non transfectées (cellules MCF-7 et MCF-7 MDR) ont été respectivement utilisés.

Dans ce projet, le lipide DharmaFECT™ (Dharmacon RNAi Technologies) a été utilisé comme
contrdle positif vu son efficacité de transfection.[338] Cependant, il est important de prendre en
considération que DharmaFECT présente une toxicité cellulaire, pour cette raison il est important
de changer le milieu de culture cellulaire 4 heures aprés la transfection avec les lipoplexes
DharmaFECT/siARN.[339]

Une solution fille de siARN (eGFP-siARN, ou MDR1-siARN) de 2 uM a été préparée a
partir de la solution stock de SiARN (40 uM). Dans un premier tube (A), 80 pL de siARN (2
pUM) a été ajouté a 80 pL de milieu sans sérum (EMEM pour les cellules MCF-7 et RPMI1840
pour les cellules MCF-7 MDR et H1299eGFP"). Dans un deuxiéme tube (B), 6.4 pL de
DharmaFECT 1 (pour la transfection des cellules MCF-7 et MCF-7 MDR) ou DharmaFECT 2
(pour la transfection des cellules H12992GFP™) a été mélangé a 153.6 L de milieu sans sérum
(EMEM pour les cellules MCF-7 et RPMI11840 pour les cellules MCF-7 MDR et H1299eGFP™).
Les deux tubes ont été incubés pendant 5 minutes a la température de la piéce puis le contenu du
tube B a eté transféré dans le tube A et le tout a été incubé pendant 20 minutes a la température
de la piece. Une fois I’incubation terminée, un volume de 1280 pL de milieu (EMEM pour les
cellules MCF-7 et RPMI11840 pour les cellules MCF-7 MDR et H1299eGFP") avec 10% de
sérum a été ajouté au mélange. Un volume de 500 pL des lipoplexes DharmaFECT-siARN a été
ensuite pipetté dans une plaque fantdme "ghost plate". Une fois le milieu de culture (EMEM ou
RMPI) aspiré de la plaque contenant les cellules, le mélange (500 pL) a été transféré dans les
puits appropriés de la plaque de transfection. Quatre heures apres la transfection, le milieu
contenant les lipoplexes DharmaFECT/siIARN a été changé pour un milieu complet. Ensuite le
milieu de culture des puits a été remplacé par du milieu frais tous les 24 h jusqu’au moment des

analyses.

3.8 Analyse, par microscopie confocale, de I’internalisation des nanoparticules chitosane
92-10/ siGLO™ dans les cellules MCF-7 MDR

La microscopie confocale est une méthode qualitative permettant de visualiser

I’internalisation des nanoparticules dans les cellules. La microscopie confocale permet de
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localiser les nanoparticules et de définir leur position par rapport a leur environnement cellulaire.
L’obtention de ces images est possible grice au marquage des nanoparticules avec des
fluorochromes et a leur excitation par un rayon laser a une longueur d’onde spécifique. Une fois
les nanoparticules marquees excitées, elles émettent une fluorescence détectée par un
photomultiplicateur qui permet de générer I’image.

Le chitosane utilisé dans ce projet (92-10) a été marqué avec de la rhodamine B
isothiocynate (RITC) et a été par la suite complexé avec des siGLO™. Le siGLO™ est un
composé développé par Dharmacon permettant de vérifier I’internalisation cellulaire des siARN
et donc Defficacité de la transfection. Les siGLO™ sont des ARN double-brins synthétisés
chimiquement et marqués avec du 6-FAM. Ainsi il est possible de localiser avec précision le
chitosane et les duplexes de siARN et de déterminer s’il y a internalisation des nanoparticules
dans les cellules MCF-7 MDR. Les siGLO™ ont été chimiquement modifiés afin d’échapper au
complexe RISC. Les nanoparticules chiotsane (92-10-5)/ siGLO™ ont été préparées comme
décrit dans la section 3.3. Les cellules MCF-7 MDR ont été tout d'abord ensemencees, selon une
densité de 40 000 cellules par boite de Petri stériles a fond en verre (P35G-1.5-14-C, MatTek,
Ashland, MA, USA) puis ont été incubées toute la nuit a 37°C et a 5% CO,. Ensuite les cellules
ont été transfectées comme décrit dans la section section 3.6 avec une concentration de siGLO™
de100 nM. Les cellules transfectées ont été incubées 24 heures a 37°C et a 5% CO,. Dans le but
de minimiser tout risque de photoblanchiment des RITC et 6-FAM, les manipulations ont été
effectuées a I'abri de la lumiére. Le milieu de culture a été remplacé par du milieu de culture frais
et les cellules ont été observees avec le microscope confocal Zeiss LSM510 META Axioplan 200
(Carl Zeiss Canada Ltd., Toronto, ON, Canada). Les marqueurs FAM et le RITC ont été excités
respectivement a une longueur d’onde de 494 nm (filtre passe-bande d’émission 510/520 nm) et
543 nm (filtre passe-bande d’émission 565/615 nm). Le RITC excité émet une couleur rouge, le
FAM émet une couleur verte et ainsi la superposition de ces deux couleurs donnera la couleur

jaune caractéristique aux nanoparticules chitosane (92-10-5)/siGLO™.

3.9 Vérification du pouvoir de transfection des nanoparticules chitosane (92-10-5)/siARN

Afin de tester le pouvoir de transfection des nanoparticules chitosane (92-10-5)/siARN,
nous avons utilisé des cellules H1299 eGFP"et des nanoparticules siARN dirigées contre le géne

eGFP. Les cellules H1299 eGFP™ sont des cellules cancéreuses du poumon modifiées afin
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d’exprimer de facon continue la protéine eGFP. La protéine eGFP «Enhanced Green Fluorescent
Protein» exprimeée dans les cellules émet donc une fluorescence verte.

La veille de la transfection, le chitosane 92-10 a été préparé tel que décrit dans la section 3.2. Les
cellules H1299 eGFP" ont été ensemencées selon une densité de 45 000 cellules par puits dans
une plaque de 24 puits pour donner une confluence entre 70 et 75% le jour de la transfection. Le
jour de la transfection, les nanoparticules chitosane (92-10-5)/ eGFP-siRNA ont été préparées tel
que decrit dans la section 3.3 de facon a obtenir une solution de nanoparticules ayant une
concentration finale de 0.05ug/uL. Des nanoparticules DharmaFECT2/eGFP-siRNA ont été
utilisées comme contrdle positif lors des transfections cellulaires et elles ont été préparées tel que
décrit dans la section 3.7. Comme contr6les négatifs, des cellules ont été mises en contact avec le
chitosane seul (sans siARN) ou avec des nanoparticules formées de chitosane (92-10-5) et de
siRNA ne ciblant aucun géne (non-targeting). Les cellules ont été transfectées tel que décrit dans
la section 3.6 et chaque condition a été réalisée en triplicata. Apres une durée de 48 heures post-
transfection, les cellules adhérentes ont été détachées du fond des puits en les incubant avec 75
uL de trypsine 0.25% (Life Technologies, Numéro de produit : 25209-072) pendant 3 min dans
un incubateur 37°C, 5% CO,. La trypsine a été par la suite inactivée en ajoutant 325 pL du milieu
complet RMPI-1640 dans chaque puits. Les cellules ont été ensuite transférées dans des tubes
falcon placés sur glace jusqu’a I’analyse de la fluorescence cellulaire.

L’intensité de la fluorescence verte des cellules et le pourcentage total de cellules fluorescentes
ont été déterminés par 1’utilisation de la cytométrie en flux (FACS) a 1'Institut de Recherche en
Immunologie et en Cancérologie (IRIC). Les résultats ont été obtenus en utilisant le logiciel
FACSDiva version 6.1.3. Ces données nous ont permis de déterminer I'efficacité de transfection
et de silencage des nanoparticules chitosane (92-10-5)/siARN. En effet, le nombre de cellules
fluorescentes varie de fagon inversement proportionnelle a I’efficacité de transfection et de
silencage des nanoparticules. Autrement dit, plus il y a de transfection et un silencage du eGFP,

moins les cellules sont fluorescentes.

La cytométrie en flux, FACS, est la technique la plus performante et sensible permettant
de caractériser des cellules individuellement, les compter et les trier selon des caractéristiques
phénotypiques spécifiques, comme la fluorescence émise, la taille et la structure. Cet appareil est
formé de systéemes informatique, électronique, optique et fluidique. Dans un premier temps, a

I’aide du systeme fluidique, les cellules sont suspendues a l'intérieur d'une chambre d'analyse
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("buse™). Par la suite, cette suspension cellulaire est entrainée, selon le principe
d'hydrofocalisation, dans un deuxieme flux appelé le liquide de gaine. C'est ainsi que, par
I'intermédiaire d'un laser, chaque cellule est individualisée. Lors de son passage devant le laser,
chaque cellule va émettre des signaux qui seront captés, transformés en signaux électriques, et

enregistrés par un systeme de filtres et de photomultiplicateurs. [340]

3.10 Confirmation, par RT-PCR, de la présence d’ARNmM spécifiques au géne MDR1

Avant d’envisager le silencage du gene MDRL, il était primordial de confirmer la
présence de ’ARNm du géne MDRI1 dans les cellules MCF-7 MDR. Cette confirmation a été
effectuée par une réaction RT-PCR suivie d’un séquengage. Le séquencage du gene MDR1 a
partir des cellules MCF-7 MDR était crucial pour s’assurer que le géne était exempt de mutations
qui compromettraient la complémentarité des siARN. Les cellules MCF-7 MDR ont été cultivées
pendant 24 heures puis ’ARN total a été extrait (section 3.11.5), quantifié (3.11.6) et
rétrotranscrit en ADNCc (3.11.5).

3.10.1 Amplification d'une séquence du géne MDR1 par PCR

Une région de ’ADNc MDRI1 obtenu par la transcription inverse des ARN a été ensuite
amplifiée par PCR. Pour chaque réaction PCR, un volume de 1,5 pL (équivalent a 25 ng)
d’ADNc a été ajouté dans tube contenant un volume réactionnel final de 50 uL contenant 5 puL de
tampon 10X (Tris-HCI 10 mM, KC1 50 mM), 1.5 pL de MgCI2 a 50 mM, 1 uL du mélange de
dNTP & une concentration de 10 mM, 0.2 uL de la taq ADN polymérase Platinum (1 unité) et 1
puL de chacune des amorces a une concentration de 10 uM. Les séquences des amorces utilisées
pour cette réaction sont décrites dans le Tableau 3.2. La séquence de I'ADN complémentaire de
I'ARN messager du gene MDRL1 ainsi que la séquence ciblée par les sSiARN_1 et sSiARN_1M,
SiIARN_2 et siARN_2M et celles correspondants au site complémentaire des amorces forward et
reverse ont été présentées dans la Figure 3.1. Les tubes ont été transférés dans un thermocycleur
puis incubés a 94°C pendant 2 minutes pour dénaturer complétement la matrice (ADNCc) et
activer la taq polymérase. Au total, 30 cycles d'amplification ont été réalisés comme suit : 30
secondes de dénaturation a 94°C, 30 secondes d'hybridation a 55°C et une minute et demie

d'extension a 72°C.



Tableau 3.2 Les séquences des amorces utilisées pour I’amplification du géne MDR1

Amorce Séquence

forward 5" AAGCCAGAACATTCCTCCTG 3’

reverse 5’ GACAGCAGCTGACAGTCCAA 3’
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1 aaacacttgtattaccattttaaaggctatcattactctttacctgtgaagagtagaaca
61 tgaagaaatctactttattcagatattctccagattcctaaagattagagatcatttctc
121 attctcctaggagtactcacttcaggaagcaaccagataaaagagaggtgcaacggaagc
181 cagaacattcctcctggaaattcaacctgtttcgcagtttctcgaggaatcagcattcag
241 tcaatccgggccgggagcagtcatctgtggtgaggctgattggctgggcaggaacagcge
301 cggggcgtgggctgagcacagccgcttcecgetctetttgeccacaggaagectgagetcatt
361 cgagtagcggctcttccaagctcaaagaagcagaggccgctgttegtttecctttaggtcet
421 ttccactaaagtcggagtatcttcttccaaaatttcacgtcttggtggccgttccaagga
481 gcgcgaggtcggaatggatcttgaaggggaccgcaatggaggagcaaagaagaagaactt

541 ttttaaactgaacaataaaagtgaaaaagataagaaggaaaagaaaccaactgtcagtgt

601 attttcaatgtttcgctattcaaattggcttgacaagttgtatatggtggtgggaacttt

661 ggctgccatcatccatggggctggacttcctctcatgatgectggtgtttggagaaatgac
//
1021 agatgatgtctccaagattaatgaaggaattggtgacaaaattggaatgttctttcagtc
1081 aatggcaacatttttcactgggtttatagtaggatttacacgtggttggaagctaaccct
1141 tgtgattttggccatcagtcctgttc_tgggcaaagatact
1201 atcttcatttactgataaagaactcttagcgtatgcaaaagctggagcagtagctgaaga
1261 ggtcttggcagcaattagaactgtgattgcatttggaggacaaaagaaagaacttgaaag
//
4201 catccagaatgcagacttaatagtggtgtttcagaatggcagagtcaaggagcatggcac
4261 gcatcagcagctgctggcacagaaaggcatctatttttcaatggtcagtgtccaggectgg
4321 aacaaagcgccag-actctgactgtatgagatgttaaatactttttaatatttgttta
4381 gatatgacatttattcaaagttaaaagcaaacacttacagaattatgaagaggtatctgt
4441 ttaacatttcctcagtcaagttcagagtcttcagagacttcgtaattaaaggaacagagt
4501 gagagacatcatcaagtggagagaaatcatagtttaaactgcattataaattttataaca
4561 gaattaaagtagattttaaaagataaaatgtgtaattttgtttatattttcccatttgga
4621 ctgtaactgactgccttgctaaaagattatagaagtagcaaaaagtattgaaatgtttgce

4681 ataaagtgtctataataaaactaaactttcatgtgaaa

Figure 3.1 Séquence de ’ADN complémentaire de ’ARN messager du géne MDR1 (NCBI :
NM_000927). La sequence ciblée par les SiIARN_1 et siARN_1M est surlignée en bleu. La
séquence ciblee par les sSiARN_2 et sSiARN_2M est et en gras et souligné en noir. Les sequences
correspondantes au site complémentaire des amorces forward et reverse sont surlignées
respectivement en jaune et rose. Les codons «Start» et «Stop» sont surlignés respectivement en

vert et en rouge.
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3.10.2 Purification des produits PCR

Une fois la PCR terminée, les amplicons ont été analysés sur gel d'agarose 2%.
L’UltraPure™ Agarose-1000 (Life Technologies) a été utilisé pour la préparation du gel; il est
specifiquement formulé pour la séparation des fragments de PCR & haute résolution. Le standard
de poids moléculaire "1kb Plus " (Life Technologies) a été utilise pour évaluer le poids
moléculaire des amplicons. Les fragments ont été separés par électrophorése a 85 V pendant 1
heure et demie a température de la piece. Les bandes obtenues ont été révélées suite a une
coloration au bromure d'éthidium : le gel a été trempé dans une solution de bromure d'éthidium
(0.5 pg/mL) pendant 15-20 minutes. Le gel a été par la suite placé sous lumiére UV pour

visionner les bandes.

Les amplicons séparés sur gel d'agarose ont été isolés et purifiés en utilisant le Kit
"QIAquick Gel Extraction" (Qiagen). Le kit "QIAquick Gel Extraction™ est un systéme de
centrifugation utilisant une colonne ayant une membrane de silice. En présence de haute
concentration de sel (solution tampon), I'ADN se lie a la membrane de silice, laissant passer les
contaminants (enzymes, nucléotides, agarose, sels, bromure d'éthidium, amorces restantes de la
PCR, etc.) a travers la colonne. Une étape de lavage suit pour éliminer complétement les
impuretés et I'ADN est enfin élu.

Afin de quantifier 'ADN élu, un volume de 2 pL des échantillons a été place sur les
micropuits respectifs de la plaque "Take3™ Multi-Volume" puis 1’absorbance a été mesurée a
une longueur d’onde de 260 nm par spectrophotométrie en utilisant le systéeme "Epoch™ Multi-
Volume" et le logiciel Gen5™. Ensuite, ’ADN ¢élu a été migré une seconde fois sur un gel

d'agarose 2% pour s'assurer de la pureté des bandes et des produits purifiés.

3.10.3 Séquencage des amplicons par électrophorese capillaire

Finalement, les amplicons purifiés ont été séquencés par la technique de Sanger au
service de séquencage de I’institut de recherche en immunologie et en cancérologie (IRIC) en
utilisant les amorces présentées dans le Tableau 3.2. Le logiciel BioEdit a permis 1’analyse des
séquences et la comparaison avec la séquence réference du géne MDR1 (NCBI : NM_000927).
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3.11 Analyse quantitative du silencage du géene MDR1 par qPCR

L’efficacit¢ du silengage du géne MDRI1 dans les cellules traitées a ¢été évaluée en
quantifiant I'expression du géne MDR1, codant pour la P-gp, par des réactions d’amplification en

temps réel (QPCR).

3.11.1 La méthode

La qPCR est basée sur la détection et la quantification d’un émetteur fluorescent dont
I’émission est directement proportionnelle a la quantité d’amplicons générés pendant la réaction
de PCR et qui est mesurée a chacun des cycles (en temps réel). Pour effectuer cette qPCR, la

technologie Tagman a été utilisée en raison de sa grande sensibilité et spécificité.

La réaction Tagman nécessite la présence de 'ADNc du géne d’intérét, des amorces et des
sondes. Ces sondes sont des oligonucléotides qui se lient a I’ADN ciblé, mais ne peuvent pas étre
prolongées par l'action de I’enzyme Taq polymérase en raison de 1’absence du groupement
hydroxyle libre. Ces sondes contiennent un fluorochrome émetteur (ex. FAM: 6-
carboxyfluorocéine) a I'extrémité 5' et un fluorochrome suppresseur (ex. TAMRA : 6-carboxy-
tetramethyl-rhodamine) a I'extrémité 3'. Lorsque le fluorochrome émetteur et le suppresseur sont
proches I'un de l'autre, c’est-a-dire quand la sonde est intacte, I'énergie de I'émetteur excité est
transmise vers le suppresseur et donc aucune émission de I’émetteur n’est détectée. Ce
phénomene est connu sous le nom de FRET (Fluorescent Resonance Energy Transfer).
Cependant, lorsque 1'émetteur et le suppresseur se séparent, lors de la phase d’extension de la
gPCR, I'émetteur produira une fluorescence détectable. La réaction de qPCR débute par la
dénaturation de I'ADN a haute température. Au fur et a mesure que la température diminue, les
amorces et les sondes se lient a I'ADN par complémentarité. La Tag Polymérase se lie aux
amorces et déclenche la phase d'extension en créant de nouveaux brins d'’ADN complémentaires.
Cette enzyme posséde une activité 5’°-exonucléasique et sépare I'émetteur du suppresseur, et ainsi
engendre une augmentation dans l'intensité de la fluorescence qui est proportionnelle aux

amplicons produits (Figure 3.2).
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Figure 3.2 Réaction Tagman [341]

Pour cette étude, nous avons utilisé une méthode de quantification relative en choisissant
le modéle de Livak (2724¢9). Le cycle de quantification (Cq) correspond au point ol le signal
d’émission de fluorescence est statistiquement et significativement plus élevé que le bruit de
fond. La méthode de quantification relative repose sur la comparaison de la variation
d’expression du gene ciblé (MDR1) avec celle d’un géne de référence. 1l était donc primordial de

choisir un geéne de référence stable dans les conditions de transfection afin d’assurer des résultats
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fiables. Pour cette raison, la stabilité de différents génes a été testée et le meilleur candidat a été

sélectionne pour la normalisation des données avec la méthode de quantification relative.

3.11.2 Test de stabilité de 8 génes de référence

Dans le but d'évaluer l'efficacité du silencage du gene MDRIpar I’utilisation des
nanoparticules chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN, il était nécessaire de mettre au point une
méthode fiable de quantification relative de I’ARNm du géne MDRI1. Pour ce faire il était
primordial de choisir adéquatement les génes de références a utiliser pour comparer les variations
d’expression du géne MDRL1 ciblé. Ainsi, il était nécessaire de réaliser une étude sur la stabilité
des genes de références choisis pour la normalisation de la méthode de quantification relative
(2724Ca) qussi appelée la méthode de Livak. Il est, en effet, déconseillé de choisir un géne de
référence basé sur uniquement sur la littérature. Une étude de stabilité de plusieurs génes de

référence sous les conditions expérimentales doit étre réalisée.[342]

Selon les lignes directrices de MIQE ("Minimum Information for Publication of
Quantitative Real-Time PCR Experiments" ou "minimum d’information pour la publication
d’expériences de PCR en temps réel"), la normalisation avec un seul géne de référence n'est pas
acceptable a moins que les chercheurs présentent des preuves évidentes que I'expression de ce

gene de référence ne change pas dans les conditions expérimentales utilisées [342].

Dans le but d'identifier le géne de référence le plus stable qui devrait étre utilisé comme
facteur de normalisation, huit genes de référence (GAPDH, ACTB, POLR2A, PUML1, TFRC,
TBP, ELF1a, PBGD) ont été choisis en s’inspirant de la littérature. La stabilité de ces génes a été
ensuite verifiée par gPCR apres le traitement (ou I’absence de traitement) des cellules avec du
chitosane seul, avec des nanoparticules chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN ou avec des
lipoplexes DharmaFECT/MDR1-siARN.

Dans le but de mettre au point un test g°PCR fiable pour quantifier les variations du gene
MDR1 dans les cellules MCF-7 MDR, on a déterminé le géne de référence ayant la meilleure
stabilité par qPCR. Les réactions de gPCR réalisées étaient formées de 40 cycles (dénaturation-
hybridation-élongation). Le Cq «Quantification cycles » correspond au nombre de cycles
nécessaires pour que le signal de la fluorescence atteigne le seuil de détection. Moins il y a

d’ARNm du gene d’intérét, plus le nombre de cycles d'amplification est nécessaire pour détecter
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la fluorescence et donc plus la valeur Cq est élevée (ex. 30-35 cycles). Au contraire, plus il y a
présence d’ARNm du géne d’intérét, moins le nombre de cycles d’amplification est nécessaire
avant de deétecter la fluorescence et plus la valeur du Cq est petite (ex. 10-15 cycles). La valeur
Cq est celle qui est utilisée pour analyser les résultats de la qPCR. Les valeurs Cq obtenues pour
chacun des différents génes de références ont été comparées, en pair, dans des conditions ou les
cellules étaient transfectées ou non transfectées. Le programme ExpressionSuite a été utilisé a
cette fin: le score est un indice de stabilité d'expression d'un géne de référence candidat comparé
a tous les autres candidats.[343] ExpressionSuite est un programme qui permet d'analyser les
données obtenues par gPCR en comparant les Cq d'un gene aux restes des candidats. Plus le score
est petit, plus I'expression du gene est stable, relativement au reste des génes candidats. Le gene

de référence ayant le plus petit score a été choisi comme gene de référence pour la gPCR.

La stabilité des huit génes de référence a été testée dans les cellules MCF-7 MDR
ensemencées dans des plaques de 24 puits. Ces cellules ont été transfectées avec les
nanoparticules chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN_2M (100 nM/puit), le chitosane libre ou avec
les nanoparticules DharmaFECT/MDR1-siARN_2M (100 nM/puit) tel que décrit dans les
sections 3.6 et 3.7. DharmaFECT a servi comme contrdle pour évaluer I'effet spécifique des
systemes de livraison sur la stabilité des genes de référence. Les cellules non-transfectées ont
aussi servi pour comparer l'effet spécifique du traitement sur la stabilité des génes de référence.
Pour chaque condition, les cellules de quatre puits ont été transfectées (ou non) puis incubées a
37°C pendant 24 heures avec le milieu de transfection (DMEM). Le milieu de transfection a été
par la suite changé pour le milieu de culture (RMPI ou EMEM) et les cellules ont été incubées
pendant 24 heures & 37 C. Par la suite, 'ARN total a été extrait, traité a la chitosanase, purifié,
quantifié, analysé par Bioanalyzer et rétrotranscrit tel que décrit dans les sections 3.11.4 a 3.11.6.

La Figure 3.3 résume les étapes du test de stabilité.
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Figure 3.3 Le design expérimental pour determiner le géne de référence a utiliser pour
mesurer les variations de ’expression du géne MDR1 par PCR. La comparaison des Cq a
été effectuée par le logiciel ExpressionSuite afin d’attribuer a chacun des génes un score

correspondant & son indice de stabilité d'expression.

3.11.3 Transfection des cellules MCF-7 MDR

L’efficacité du silengage du géne MDR1 dans les cellules MCF-7 MDR transfectées avec
les nanoparticules chitosane 92-10/MDR1-siARN a été évaluée en quantifiant les ARNm, du
géne MDR1, par des réactions d’amplification en temps réel (QPCR).Tout d’abord, les cellules
MCF-7 MDR ont été ensemencées dans des plaques de 24 puits puis transfectées avec les
nanoparticules chitosane 92-10/MDR1-siARN, DharmaFect/MDR1-siARN ou le chitosane seul
tel que décrit dans les sections 3.5.1, 3.6 et 3.7. De plus, quatre différents duplexes de siARN ont
été testées (Tableau 3.3). Des cellules MCF-7 MDR non transfectées ont été utilisées comme
calibrateur pour permettre une normalisation par le modele de Livak. Aussi des cellules MCF-7
non transfectées ont été utilisées pour déterminer le niveau d’expression du géne MDR1 dans des
cellules sensibles a la doxorubicine. Ensuite 48 heures apres la transfection, les cellules ont été
traitées a la chitosanase afin d'éliminer la présence de chitosane libre (section 3.11.4). Ce dernier
doit étre éliminé pour éviter une interférence avec I’extraction de I'ARN total. L’ARN total a été
extrait puis purifié afin d’éliminer toute trace ADN génomique (section 3.11.5). Ensuite la qualité
de ’ARN total extrait a été évaluée selon le rapport 28S/18S (ribosomal) en utilisant le "Agilent
BioAnalyzer 2100 et I'ARN total a été quantifié par le test de ribogreen [6] tel que décrit dans
les sections 3.11.5 et 3.11.6. Rappelons qu’il était important de quantifier et de déterminer
I’intégrit¢ de cet ARN afin d’assurer des résultats fiables lors de la qPCR (sections 3.11.6-
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3.11.7). L'ARNm (1.0 ug) a été rétrotranscrit en ADNCc (section 3.11.8) avant de procéder au
gPCR (section 3.11.9). Rappelons que ces analyses par qPCR avaient d’abord nécessité une
recherche poussée au niveau des génes de références a utiliser. Le niveau d’expression du géne
de référence choisi et du géne MDRL1 a été étudié par multiplexe. L’étude a été menée selon le

design expérimental présenté dans la Figure 3.4.

Tableau 3.3 Conditions de transfection des cellules MCF-7 MDR

Description nbr SIARN (description des brins sens | Systeme de livraison
et antisens dans la section 3.1)
Echantillons 1 SIARN 1 Chitosane 92-10-5
2 SIARN_2 Chitosane 92-10-5
3 SIARN_1M Chitosane 92-10-5
4 SIARN_2M Chitosane 92-10-5
Controle negatif | 6 Chitosane 92-10-5
Contréle positif | 7 SIARN_1 DharmaFectl
8 SIARN_2 DharmaFectl
9 SIARN_1M DharmaFectl
10 SIARN_2M DharmaFectl
Calibrateur 11 Aucun traitement (pas de transfection)
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Préparation de la solution stock I
de chitosane CONDITIONS
| ‘ Extraction d.ARN
Ensemencement des cellules 1) Cellules MCF-7 MDR
MCF.7 et MCF-7 MDR transfectées avec les nanoparticules 1
chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN (¥
' 1,10,2 et 2M) Purification d'ARN
Préparation de la solution fille 2) Contréle négatif : cellules MCE-7 et
du chitosane MCF-7 MDR transfectées avec du '
| chitosane (92-10)
v Bioanalyzer
Préparation de la solution fille 3) Contrble positif
du siARN MCF-7 MDR transfectées avec les
lipoplexes DharmaFECT/MDR1- '
v SIARN (R, 10,2 ot 2M) Rétro-transcription
Préparation des particules chi ‘] 4) Calibrateur : cellules MCF.7 et
(92-10- S)MDRI1-siARN(#1, 1M, 2 et 2M) MCF-7 MDR non-transfectées 1
4 5) Cellules MCF-7 non-transfectées qPCR
Préparation des lipoplexes DharmaFECT ]
/MDRI1-siARN(#1, 1M, 2 et 2M)

Figure 3.4. Le design expérimental pour déterminer efficacité du silencage du géne MDR1
dans les cellules MCF-7 MDR transfectées avec les nanoparticules chitosane 92-10/MDR1-
SIARN

3.114 Traitement a la chitosanase

Afin d'améliorer le rendement d’extraction de I’ARN et l'intégrité de I'ARN extrait a partir
des cellules traitées avec les nanoparticules chitosane/MDR1-siARN, nous avons eu recours a un
traitement enzymatique impliquant la chitosanase type Ill. Cette méthode permet d’éliminer le
chitosane libre présent dans les puits. Cette étape est importante, car le chitosane libre se lie a
I’ARN et empéche un bon recouvrement lors du processus d’extraction de ’ARNm ou d’ARN
totale.[272] Pour traiter les cellules d’un plateau de 24 puits, 11.9 mL de milieu DMEM (MES 5
mM, NaHCO3; 10 mM, pH 6.5, sans sérum) a été mélangé avec 144 pL de chitosanase (9
mU/mL). Le milieu cellulaire (RPMI11640 pour les cellules MCF-7 MDR et EMEM pour les
cellules MCF-7) a été aspiré du plateau et remplacé avec 500 pL du mélange préparé de DMEM
et de chitosanase. Pour permettre I’action de I’enzyme, le plateau a été incubé pendant 60 minutes
dans l'incubateur a 37°C et 5% de CO,.
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3.115 Extraction de I'ARN total

Apres traitement des cellules a la chitosanase, I'ARN total a été extrait des cellules en
utilisant le RNeasy Mini Kit (Qiagen) selon le protocole du manufacturier. [344] L'ARN obtenu a
été ensuite purifié en utilisant le TURBO DNA-free™ Kit (Life Technologies) tel que décrit par
le manufacturier.[345] Cette étape a permis I'élimination compléte de I'ADN génomique en
utilisant 1’enzyme "Hyperactive TURBO DNase".Cette enzyme possede une activité 50 fois
supérieure et une efficacite catalytique 350% plus grande que la DNasel conventionnelle. Ces
caractéristiques rendent la TURBO DNase plus efficace pour éliminer la contamination de
I'ADN.

3.11.6 Quantification de I'ARN total

L’ARN total extrait a été quantifié en utilisant le test de quantification d’ARN «Quant-
iT™ RiboGreen®» dans un environnement de travail exempt d’ARNase. Le réactif Ribogreen
est un marqueur d’acides nucléiques ultra sensible permettant de quantifier I’ARN en solution.
C’est un outil puissant capable de quantifier aussi peu que 200 pg d’ARN dans un échantillon de
200 pL de volume. Le Ribogreen a permis de remplacer la technique de quantification d’acides

nucléiques la plus utilisée: la mesure de 1’absorbance a 260 nm.

3.11.6.1 Préparation de la courbe standard

La courbe standard a été préparée en utilisant 'ARN ribosomal (ARNr) fourni avec le kit
Quant-iT™ RiboGreen®. L'ARNr (100 pg/mL) a été diluée avec le tampon TE (10mM Tris-HCI,
1 mM EDTA, pH 7.5) de fagon a obtenir cing différentes concentrations (1, 0.5, 0.1, 0.02 et O
ug/mL). Un volume de 100 uL des solutions a été transféré en triplicata dans un plateau noir de

96 puits a fond plat.

3.11.6.2 Préparation des échantillons

Les échantillons d’ARN totaux extraits des cellules non-transfectées, des cellules
transfectées avec les nanoparticules, ou avec le chitosane libre ont été diluées 100 fois dans du

tampon TE (10mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 7.5). Ensuite, un volume de 100 uL de chaque

échantillon d’ARN dilu¢ a été transféré en triplicata dans les puits d’un plateau noir de 96 puits
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3.11.6.3 Préparation de la solution de travaille RiboGreen®

Le réactif RiboGreen® a été dilué 200 fois dans du tampon TE (10mM Tris-HCI, 1 mM
EDTA, pH 7.5) puis 100 pL de cette solution diluée a été ajouté dans chacun des puits du plateau

contenant les solutions a tester ou les standards.

3.11.6.4 Lecture de la plaque et analyse des données

Le plateau a été incubé pendant cing minutes a température de la piéce puis la
fluorescence a été mesurée par spectrométrie en utilisant un lecteur pour microplaque (Tecan
Infinite M®200) a des longueurs d’onde excitation/émission de 485nm/535nm. Une courbe
standard a été obtenue en associant une mesure de fluorescence pour chacune des concentrations
du standard. Les concentrations d’ARN total des échantillons testés ont été calculées a partir de

I'¢quation de la courbe standard.

3.11.7 Evaluation de I'intégrité de I'ARN total

L'évaluation de l'intégrité de I'ARN total isolé est nécessaire pour assurer une
quantification fiable du silencage par qPCR. L'intégrité de I'ARN total extrait a été réalisée en
utilisant le systéeme Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Mississauga, ON, Canada) a

I'institut de recherche en immunologie et en cancérologie (IRIC).

Le fonctionnement du Bioanalyzer est basé sur le principe de I'électrophorése capillaire
durant laquelle les molécules d’ARN seront séparées selon leur taille: les particules les plus
petites vont migrer plus rapidement. Des sondes moléculaires (fluorophores) sont utilisées pour
former des complexes avec I’ARN détectable en induisant la fluorescence avec un laser. Les
informations obtenues sont ainsi présentées sous forme de bandes de type gel et des pics
d'électrophorése.

La quantification totale d'’ARN est réalisée en comparant l'air sous les pics avec celui du
marqueur. L'intégrité de I'ARN (RIN) est déterminée en calculant le ratio (18S et 28S). Le facteur
d'intégrité de I'ARN (RIN) «RNA Integrity Number » est un outil puissant permettant d'estimer la
pureté et l'intégrité d'un échantillon d'ARN. C'est un nombre qui varie entre 1 et 10, ou 1
représente un échantillon d'ARN completement dégradé, et 10 un ARN parfait. De plus, le RIN
peut étre utilisé pour comparer des échantillons d’/ARN et pour assurer, par exemple, la

reproductibilité d'une expérience.
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Un volume de 1 pL de chaque échantillon d’ARN, préalablement dénaturé a 70°C
pendant 10 minutes, a été chargé dans chaque puits d’une puce «Nano 600 kit». La puce a été

vortexée a 2 400 rpm durant 1 minute et transférée dans I’appareil Bioanalyzer.

3.11.8 Rétrotranscription de ARN en ADNc

L'ARN total extrait des cellules a été rétrotranscrit en ADNc en utilisant le "SuperScript®
VILO™ ¢DNA synthesis kit" (Tableau 3.4). Cette trousse a été utilisée pour synthétiser I’ADNc
en utilisant une enzyme SuperScript® Il RT qui est une version améliorée de la M-MLV RT,
avec une meilleure stabilité thermique et une activité RNase H plus faible.[19, 198] C’est un kit
qui permet la préparation d’ADNc a partir de I’ARN total avec un excellent rendement, peu

importe le taux d’abondance du gene d’intérét, ce qui améliore la gamme dynamique de la qRT-

PCR.

Ainsi 1.0 pg d’ARN total a été utilisé dans un volume réactionnel final de 20 pL contenant le
mélange de réaction 5X VILO™ et le mélange 10X SuperScript® Enzyme. Le mélange de
réactions 5X VILO™ contient des amorces aléatoires « random » (3 pg/pL), du MgCl,, et des
dNTP (1 mM) dans un tapom optimisé pour la gRT-PCR. Le mélange 10X SuperScript®
Enzyme contient [’enzyme SuperScript® III RT (200 wunités/uL), la « RNaseOUT™
Recombinant Ribonuclease Inhibitor » (40 unités par 20 pL de mélange réactionnel) et une

« proprietary helper protein ».

La réaction de transcription inverse a été effectuée dans un thermocycleur Rotorgene
HRM 6000. Les échantillons ont été soumis a une température de 42°C pendant 60 minutes afin
de promouvoir la synthese du premier brin de 'ADNCc. La synthése a été arrétée en incubant les

mélanges a 85°C pendant 5 minutes.
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Tableau 3.4 Composant et les volumes utilisés pour la réaction de transcription inverse d'un
microgramme d'ARN total en ADNc en utilisant le kit "VILO Superscript Reverse

transcription™

Composant Volume (pL)
5X VILO Reaction Mix 4
10X SuperScript Enzyme Mix 2
ARN (1.0 pg) X puL (jusqu'a 2 pL)
Eau certifiée sans nucléase Ajuster pour un volume final de 20 uL

3.11.9 Amplification en temps réel (QPCR) du géne MDR 1

Pour effectuer la qPCR, la technologie Tagman expliquée dans la section 3.11.93.11.1, a
été utilisée en raison de sa grande spécificite.

3.11.9.1 Préparation de la plague

Une préparation minutieuse des plaques qPCR était nécessaire pour effectuer une réaction
tagman. Il est a noter que des microtubes certifiés sans ADNase et sans ARNase ont été utilisés
pour toutes les étapes menant a une analyse par qPCR. Dans chaque tube, 690 uL de réactif
"TagMan gene expression Master mix " (Life technologies), ayant une concentration 2X, ont été
ajoutés aux 69 puL de 'ADNc (50 ng) provenant des cellules soumises a I’une conditions décrites
précédemment. Le réactif "TagMan gene expression Master mix" contient une polymérase
ultrapure "AmpliTag Gold® DNA Polymerase”, une glycosylase Uracil-ADN(UDG), des
désoxyribonucléotide triphosphates (ANTPs) avec de la désoxyuridine triphosphate (dUTP), du
ROX™ Passive Reference, et des composants tampons optimisé€s pour la sensibilité, la précision,

la spécificité et pour la complexation (“duplexing"™).

Les tubes ont éte, par la suite, vortexés pendant 5 secondes et centrifugés pendant 10 secondes a
13 000 rpm. Un volume de 11 pL du mélange a été transféré dans les puits d’une plaque de 96
puits (Corning 96 well plate tissue culture sterile, Fisher, Product N°10-126-37). La plaque a été
centrifugée a 2000 rpm pendant 5 secondes afin d’éliminer les bulles. La plaque a été ensuite

scellée et placée a 4°C. Une autre série de tubes certifiés sans nucléase a été identifiée par le nom
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du (des) gene(s) de référence et un tube par le nom du gene cible (MDR1). Dans chaque tube,
276 uL d'eau certifié sans nucléase ont été mélangés avec 34.5uL des amorces-sondes spécifique
aux genes de reférence ou au géne MDR1 et le tout a été vortéxé pendant 15 secondes. Les tubes
ont été par la suite centrifugés a 13 000 rpm pendant 30 secondes. Enfin, 9 uL du contenu de
chaque tube ont été ajoutés dans les puits correspondants de la plaque tel qu’illustré dans la
Figure 3.5 pour I’expérience servant a déterminer le géne de référence a utiliser ou tel qu’illustré
dans la Figure 3.6 pour les expériences servant a déterminer le silencage du gene MDR1. Notons
que les expériences gPCR ont été réalisées en monoplexe, c’est-a-dire qu’il y avait un seul type

de sonde, specifique a un géne, par puits.
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Condition

Figure 3.5 Design de la plaque 96 puits pour I'expérience de gPCR afin d'étudier la stabilité
de huit génes de référence. La stabilité des genes a été étudiée dans différentes conditions
cellules non-transfectées, cellules transfectées avec du chitosane 92-10 seul (CS), avec les
nanoparticules chitosane (92-10-5)MDR1siRNA_2M (CS-siARN) et avec le DharmaFECT-
MDR1siRNA _2M (DharmaFect). "NTC" ("no template controle™) correspond au controle ne
contenant pas d'ADNc. Le contrdle "sans polymérase™ ou "no amplification contréle™ (NAC) ne
contient pas la polymérase, et celui "sans ADNCc et sans polymérase" ou "no reverse transcriptase

contréle” (NRTC) ne contient pas I'enzyme réverse transcriptase ni I'ADNc.
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Cellules MCF-7 MDR non-traitées Cellules MCF-7 MDR non-traitées NTC

C592-10 C592-10 MAC

CS [92-10-5)/MDR1-siARN_1 C5 [92-10-5)/MDR1-siARN_1 NTCC
DharmaFECT/MDR1-siARN_1 DharmaFECT/MDR1-siARN_1 VIDE
Cellules MCF-7 MDR non-traitées Cellules MCF-7 MDR non-traitées VIDE
€5 92-10 €592-10 VIDE
C5S (92-10-5)/MDR1-siARN_1M C5 (92-10-5)/MDR1-siARN_1M VIDE
DharmaFECT/MDR1-siARN_1M DharmaFECT/MDR1-siARN_1M VIDE
Cellules MCF-7 MDR non-traitées Cellules MCF-7 MDR non-traitées VIDE
€592-10 €592-10 VIDE
CS (92-10-5)/MDR1-siARN_2 C5 (92-10-5)/MDR1-siARN_2 VIDE
DharmaFECT/MDR1-siARN_2 DharmaFECT/MDR1-siARN_2 VIDE
Cellules MCF-7 MDR non-traitées Cellules MCF-7 MDR non-traitées VIDE
C592-10 C592-10 VIDE
CS (92-10-5)/MDR1-siARN_2M €5 (92-10-5)/MDR1-siARN_2M VIDE
DharmaFECT/MDR1-siARN_2M DharmaFECT/MDR1-siARN_2M VIDE

Figure 3.6 Design de la plaque 96 puits pour déterminer par qPCR le silencage du géne
MDR1 en utilisant le géne de référence sélectionné POLR2A. "NTC" ("no template contréle™)
correspond au contréle ne contenant pas d’ADNc. Le contréle "sans polymérase” ou "no
amplification controle™ (NAC) ne contient pas la polymeérase, et celui "sans ADNc et sans
polymeérase™ ou "no reverse transcriptase controle™ (NRTC) ne contient pas lI'enzyme réverse

transcriptase ni I'ADNCc.
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La plaque a été scellée avec un film adhésif transparent et centrifugé a 2000 rpm pendant
5 minutes pour éliminer les bulles d'air et pour s'assurer que les sondes, amorces, les réactifs et
I'’ADNc ont bien été mélangés. Les plaques ont été placées dans I'appareil 7900HT Fast Real
Time PCR System de Applied Biosystem et la réaction gPCR a été lancée par le logiciel
Viia7.[345] La réaction gPCR consiste en une premiére étape qui dure 2 minutes a 50°C (étape
nécessaire pour une activité enzymatique optimale de I'UNG), une deuxiéme a 95°C durant 10
minutes permettant d'activer I'enzyme Taqg polymérase et une troisieme étape, composée de 40
cycles dont chacun est divisé en 15 secondes a 95°C pour la dénaturation et 60 secondes a 60°C
pour I’appariement des amorces et sondes et I'amplification de I’ADN. 1l est a noter que 1'enzyme
UNG (AmpErase® uracil-N-glycosylase (UNG) (P/N N808-0096)) est un composant important
du "TagMan gene expression Master mix" permettant de prévenir la ré-amplification des produits
PCR "carryover" en enlevant les uraciles incorporés dans les brins d'/ADN simple ou double
brin.[346]

3.11.9.1.1 Controles négatifs

Afin de s’assurer de la fiabilité¢ des résultats de la qPCR, de nombreux contrdles ont di

étre prévus tels que :

1. Un contr6le "sans ADNCc" ou "no template contréle” (NTC), ne contenant pas d'ADNCc, a été
utilisé afin de détection toute contamination. Ce contréle a été le dernier échantillon pipeté dans

la plaque.

2. Un contrdle "sans polymérase” ou "no amplification contréle” (NAC), ne contenant pas la

polymérase, a été utilisé pour vérifier s’il y a dégradation de la sonde.

3. Un contrdle "sans ADNc et sans polymérase™ ou "no reverse transcriptase contréle” (NRTC),
ne contenant pas l'enzyme réverse transcriptase ni I'ADNc a été utilisé pour vérifier toute

contamination et la spécificité de la réaction.

3.12 Test de cytotoxicité des nanoparticules et resensibilisation des cellules MCF-7 MDR a

la doxorubicine

Un des objectifs importants de ce projet consiste a resensibiliser les cellules MCF-7 MDR
a la doxorubicine. Pour resensibiliser ces cellules, il fallait d’abord réduire de fagon spécifique

I’expression la protéine P-gp, par la transfection des cellules avec les nanoparticules chitosane
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(92-10-5/MDR1-siARN. Afin de déterminer 1’efficacité de la réduction de la protéine P-gp et la
resensibilisation des cellules, les cellules transfectées ont été soumises & un traitement a la
doxorubicine. Si la transfection avec les nanoparticules préalablement au traitement a la
doxorubicine permet d’augmenter la mortalité des cellulesMCF-7 MDR, il est possible d’affirmer
que I’expression de la protéine P-gp a été altérée et que les cellules ont été resensibilisées.
Cependant, afin de s'assurer que la mortalité observée est directement causée par doxorubicine, il
fallait tout d'abord évaluer la toxicité des nanoparticules chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN.

L'évaluation de la cytotoxicité des nanoparticules a été réalisée en utilisant le bleu alamar
(alamarBlue®). Le bleu alamar fonctionne comme un indicateur de la viabilité des cellules en
mesurant le pouvoir de réduction de celles-ci. Le cytosol des cellules vivantes est un
environnement réducteur. La résazurine est I’ingrédient actif du bleu alamar, il est non toxique,
perméable aux membranes cellulaires, de couleur bleu et non fluorescent. Lorsque la résazurine
(forme oxydée) pénetre dans une cellule vivante, elle est réduite en résorufine. La resorufine est
un produit rouge et fluorescent qui peut étre mesuré par colorimétrie (Figure 3.7). 1l y a donc une
augmentation de la fluorescence et de la couleur rouge en fonction de la réduction du bleu alamar
et de la viabilité des cellules. Ainsi, des lectures d'absorbance a 570 et 600 nm par spectrométrie
ont été effectuées afin de calculer le pourcentage de réduction du bleu alamar et pour conclure le

pourcentage de mortalité/survie cellulaire.

L/H“I’N“:Iﬁ*“ cellules m'antes__ ”'M\J"N*‘ "
T “[ LTk
P -0 o ey .:hD
-0 0 -0
Ma' MNa*

forme oxvdee forme réduite

Figure 3.7 Réaction de réduction dans les cellules vivantes de la forme oxydée du bleu

alamar (résazurine) en une forme réduite (résorufine).
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3.12.1 Détermination du nombre de cellule a ensemencer et le temps d'incubation

avec le bleu alamar

La durée d'incubation avec le bleu alamar ainsi que le nombre de cellules ensemencées
sont deux variables qui peuvent influencer les résultats des tests de cytotoxicité. Des pré-tests ont

donc éte réalises afin de fixer ces deux variables pour chaque lignée cellulaire utilisée.

Les cellules MCF-7 et MCF-7 MDR ont été ensemencées dans une plaque de 96 puits a
différentes quantités (0, 2000, 5000, 10 000, 20 000, 30 000, 40 000 et 50 000 cellules/puits) et
incubées pendant 24 heures & 37°C et 5% de CO,. Ensuite, le milieu a été aspiré des puits et 100
pL/puits de bleu alamar dilué 1:10 dans du milieu de culture, a été ajouté sur les cellules. La
viabilité cellulaire a été déterminée aprés 1, 2, 3, 4, 5 et 24 heures d'incubation & 37°C et 5% de
CO,. L’absorbance des surnageant a été mesuré par spectrométrie en utilisant 1’appareil Infinite
200 a des longueurs d’onde de 570nm et 600nm (longueur d’onde de référence). Des puits, sans

cellules et avec le milieu de culture, ont été utilises comme controle négatif.

Un premier graphique représentant la réduction du bleu alamar en fonction du temps
d'incubation pour les différentes densités de cellules ensemencées. Il a été tracé afin de
déterminer le nombre de cellules dont la croissance est proportionnelle (linéaire) a la réduction du
bleu alamar. Un deuxieme graphique, présentant la réduction du bleu alamar en fonction de la
densité cellulaire pour les différents temps d'incubation avec le bleu alamar, a été préparé. Ceci a
permis d’identifier le temps d'incubation maximal avec le bleu alamar ou la réduction du bleu

alamr est linéaire, peu importe la quantité de cellules ensemencées.

La réduction du bleu alamar a été calculée selon I'équation suivante en utilisant les coefficients

d'extinction molaire du bleu alamar présentés dans le Tableau 3.5 :

% réduction de I'alamar bleu =

Conc. de la forme réduite de l,Alamar Bleu dans le PUITS TESTE _ 2oxy(600nm)*A(560nm)— Y oxy(560nm)*A(600nm)
Conc.de la forme oxydée dans le PUITS CONTROLE NEGATIF Yred(560nm)*A(600nm)— Y red(600nm)*A(560nm)




Tableau 3.5 Coefficient d'Extinction Molaire du bleu alamar

Longueur d*onde () ¢RED £0X
540 nm 104.395 47.619
570 nm 155.677 80.586
600 nm 14.652 117.216
630 nm 5.494 34.798
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Ces tests étaient importants, car ils ont permis de déterminer: (1) le temps d'incubation
maximale avec le bleu alamar pour une densité de cellule donnée, et (2) la gamme de la densité
cellulaire pour laquelle il y a une réponse linéaire reliant le nombre de cellules a la réduction du

bleu alamar pour un temps d'incubation donné.

Parallelement aux tests de cytotoxicité avec le bleu alamar, un comptage cellulaire a
I’hémacytomeétre a été effectué a 1’aide d’une coloration au bleu de trypan. Le bleu de trypan, un
colorant azoique, permet de distinguer les cellules vivantes et mortes en colorant uniquement les
cellules mortes en bleu. Ce comptage cellulaire permet d’assurer, pour les tests suivants, que la
quantité de cellules vivantes dans les puits s’inscrit dans la fourchette acceptable prédéterminée

pour une évaluation fiable de la cytotoxicité par le test de I’alamar bleu.

3.12.2 ldentification de IC50 de la doxorubicine

Afin d'identifier la concentration de doxorubicine qui mene a 50% de mortalité chez les
cellules MCF-7 et/ou MDF-7 MDR, 10 000 cellules ont été ensemencées par puits dans une
plaque 96 puits dans leur milieu de culture correspondant (EMEM pour les cellules MCF-7 et
RPMI pour les MCF-7 MDR). Aprés une incubation de 24h a 37°C et 5% CO,, le milieu de
culture a été remplacé par du milieu frais puis les cellules ont été incubées durant 48 heures dans
les mémes conditions. Ensuite de nouveaux milieux de culture ont été préparés contenant chacun
différentes concentrations de doxorubicine : les cellules MCF-7 ont été incubées avec 0, 0.008,
0.5, 1, 10, 20, 25, 30 et 50 nM de doxorubicine, et les cellules MCF-7 MDR ont été incubées
avec 0, 0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 6 et 8.6 UM de doxorubicine pendant 48 heures dans un incubateur a
37°C contenant 5% CO,. Aprés 48 heures, les milieux de culture ont été remplacés par de

nouveaux contenants 10% de bleu alamar et les cellules ont été incubées pendant 4 heures dans
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un incubateur & 37°C contenant 5% CO,. Aprés 4 heures, l'absorbance des milieux contenus dans
les puits a été mesurée & 570 nm (en utilisant une longueur d'onde de référence de 600 nm).Gréace
aux donneées obtenues pour chacune des lignées cellulaires, un graphique a été tracé pour montrer
la survie cellulaire (%) en fonction de la concentration de doxorubicine (nM pour les cellules
MCF-7 et uM pour les cellules MCF-7 MDR). Une valeur de viabilité cellulaire de 100% a été
attribuée aux cellules dont le milieu de culture ne contenait pas de doxorubicine. La concentration
de doxorubicine qui réduisait le nombre de cellules viables a 50% apres 48 h d'exposition (IC50)

a eté déduite a partir des données du graphique.

3.12.3 Test de toxicité des nanoparticules chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN

Dans le but de vérifier la toxicité des nanoparticules chitosane 92-10, chitosane (92-10-
5)/MDR1-siARN_1, chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN_1M, chitosane (92-10-5)/MDR1-
SIARN_2, chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN_2M, DharmaFECT/MDR1-siARN_1,
DharmaFECT/MDR1-siARN_1M, DharmaFECT/MDR1-siARN_2 et DharmaFECT/MDR1-
SIARN_2 M, les cellules MCF-7 et MCF-7 MDR ont été ensemencées dans une plaque 96 puits
selon une densité de 10 000 cellules par puits. Le lendemain, les cellules ont été transfectées tel
que décrit dans la section 3.6 et 3.7 avec les nanoparticules puis incubé durant 48 heures a 37°C
et 5% CO,. Ensuite, la viabilite cellulaire a été mesurée par test au bleu alamar tel que décrit dans
la section 3.12.1. Les cellules non-traitées ont été utilisees comme contrdle négatif.

3.12.4 Test de resensibilisation a la doxorubicine des cellules MCF-7 MDR pré-
traitées avec les nanoparticules chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN

Afin de Vérifier si le silencage du géne MDR1 était suffisant pour inverser la résistance
des cellules MCF-7 MDR aux chimiodrogues, en particulier a la doxorubicine, les cellules MCF-
7 MDR ont été transfectées avec les nanoparticules tel que décrit dans la section précédente.
Apreés 48 heures, le milieu de culture a été changé pour un milieu frais contenant la concentration
de doxorubicine correspondant au IC50. Ensuite, 48 heures aprés I'ajout de la doxorubicine, le
milieu de culture a été encore une fois change pour un milieu contenant 10% de bleu alamar et la
plague a été incubée pendant 4 heures dans un incubateur a 37°C contenant 5% CO,. La viabilité
cellulaire a été déterminée via une lecture de I'absorbance a 570 nm (avec une longueur d'onde de

référence de 600 nm).
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3.13  Analyses statistiques

Tous les résultats obtenus ont été analysés avec le logiciel SigmaPlot 12.0 afin de pouvoir
déterminer lesquels sont statistiquement significatifs. Les expériences ont été réalisées deux ou
trois fois (N=2 ou 3), et chaque condition a éte testée en triplicata ou en quadruplicatat (n=3 ou 4)
dans le but d'assurer la reproductibilité des résultats. Les résultats ont été exprimes sous formes
d'une moyenne + I'écart-type. Afin de déterminer s'il y a une différence significative entre les
moyennes de trois ou plusieurs groupes indépendants lI'un de l'autre, le test d'analyse de variance
ANOVA a un seul facteur ("One Way ANOVA") a été fait suivi du test post-hoc de Tukey. Les
résultats sont jugés significatifs quand "p" est inférieur a 5% (0.05), ou "p" est la probabilité que
les groupes testés ne soient pas différents.
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CHAPITRE 4 RESULTATS

4.1 Caractérisation physico-chimique des nanoparticules chitosane 92-10 /MDR1-siARN :
Détermination de la taille, du potentiel zéta () et de la polydispersité (pdl)

Les caractéristiques physico-chimiques des nanoparticules chitosane/MDR1-siARN ont
été étudiées en mesurant leur potentiel zéta et leur taille. Ces caractéristiques sont indicatrices de
la stabilité des nanoparticules et du pouvoir protecteur offerts par le chitosane envers le siARN
contre les nucléases. Les caractéristiques physico-chimiques des nanoparticules
chitosane/MDR1-siARN permettront d'évaluer l'efficacité du chitosane a jouer le réle d'un
systeme de livraison des MDR1-siARN.

Sachant que la membrane cellulaire est chargée négativement, il est nécessaire que les
nanoparticules soient chargées positivement, et qu'elles aient un diameétre plus petit que 150 nm
afin de pouvoir se lier puis traverser facilement la double membrane cellulaire. [347, 348] Les
nanoparticules doivent aussi avoir diamétre plus grand que 15 nm pour éviter 1’élimination rénale
lors d’une administration in vivo.[349, 350] En résumé, les nanoparticules chitosane-siARN,
doivent avoir une taille comprise entre 68 et 129 nm, un potentiel zéta positif approximatif de 20
mV et une polydispersité plus petite que 0.3.[347, 348] Dans le but de déterminer la grandeur et
la charge de la surface des nanoparticules chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN en solution, le
potentiel zéta, la taille et la polydispersité (PdI) ont été mesurés en utilisant I’appareil Zetasizer
Nano Zs par des techniques de diffusion dynamique de la lumiére (DLS). Les résultats présentés
dans le Tableau 4.1 montrent que les nanoparticules chitosane (92-10-5)/MDRI1siARN 1,
chitosane (92-10-5)/MDR1siARN_1M, chitosane (92-10-5)/MDR1siARN_2 et chitosane (92-10-
5)/MDR1siARN_2M possedent respectivement un potentiel zéta de 19.8, 17.4, 23.5 et 21.7 mV,
une taille de 82.29, 72.58, 82.72 et 62.56 nm et une polydispersité de 0.23, 0.21, 0.22 et 0.17. Les
résultats obtenus par DLS (taille, potentiel zéta et Pdl) montrent que les nanoparticules chitosane
(92-10-5)/MDR1-siARN ont des tailles, des potentiels zéta et des polydispersités recherchés pour

permettre une transfection efficace in vitro et in vivo.
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Tableau 4.1 Taille, potentiel zéta et polydispersité (Pdl), obtenus par des techniques de
diffusion dynamique de lumiere (DLS), pour les nanoparticules chitosane (92-10-5)/MDR1-
SiIARN_1, chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN_1M, chitosane (92-10-5)/MDRI1siARN_2 et
chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN_2M.

siARN Chitosane Taille (nm) Pdl Potentiel Zéta (mV)
MDR1siARN_1 92-10-5 82.29 £0.7 0.23 +0.004 +19.8 £0.06
MDR1siARN_1M 92-10-5 72.58 £0.5 0.21 +0.013 +17.4 £2.6
MDR1siARN_2 92-10-5 82.72 0.9 0.22 £0.003 +23.5+2.9
MDR1siARN_2M 92-10-5 62.56 +0.5 0.17 £0.015 +21.7 £2.11

4.2 Internalisation des nanoparticules chitosane 92-10 /si siGLO™ dans les cellules MCF-
7 MDR

Cette expérience avait pour but de démontrer, par microscopie confocale, la capacité des
nanoparticules a traverser la membrane cytoplasmique des cellules MCF-7 MDR. Grace a la
microscopie confocale et a I'utilisation de siARN et de chitosane marqués par des fluorochromes,
il est possible de localiser les composantes des nanoparticules dans une culture cellulaire. Le
suivi du chitosane et du siARN marqués est possible grace a I’émission d’une fluorescence suite
a Dexcitation, par un laser, des fluorochromes a une longueur d’onde bien précise. Cette

fluorescence est détectée par un photomultiplicateur qui permet de générer 1’image.

Le chitosane et le siGLO™ ont été marqués respectivement par la Rhodamine et le 6-
FAM. L’émission de la fluorescence du chitosane correspond a la couleur rouge alors que celle
des siGLO™ est associée au vert. Ces expériences en microscopie confocale ont réalisées afin
d’étudier le pouvoir des nanoparticules chitosane (92-10-5)/ siGLO™ & traverser la membrane
cytoplasmique des cellules MCF-7 MDR, et pour étudier la capacité du siGLO™ a se libérer du
chitosane une fois les nanoparticules acheminées au niveau du cytosol. Les complexes chitosane-

siGLO™ sont reconnaissables par leur couleur jaune provenant de la superposition des couleurs
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lumiéres rouge (chitosane) et du vert (siGLO™). Les résultats obtenus par microscopie confocale
des cellules MCF-7 MDR 24 heures apres transfection prouvent que le chitosane (92-10) posséde
le pouvoir de livrer le SIGLO™ a I’intérieur de la cellule (Figure 4.1). Ceci est expliqué par la
fluorescence observée dans le cytosol montrant que les siGLO™ (vert) se trouvent dans le
cytosol de la cellule et ont été séparés du chitosane (rouge). On remarque aussi la présence de
nanoparticules (jaune) a I’extérieur et a ’intérieur des cellules. Ces résultats font preuve du
pouvoir du chitosane a jouer le role d’un systéme de livraison des SiARN dans les cellules MCF-

7 MDR.
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Figure 4.1 Observation par microscopie confocale de I’internalisation des nanoparticules
chitosane (92-10-5)/ siGLO™ dans les cellules MCF-7 MDR et de la dissociation des
SiGLO™ des chitosanes dans I’espace intracellulaire. Les cellules MCF-7 MDR ont été

transfectées avec les nanoparticules chitosane (92-10-5)/ siGLO™ et ont été observées 24 heures
plus tard par microscopie confocale. Le quadrant de gauche est formé d’images confocales d’un
plan élargi des cellules. Le quadrant de droite est composé d’images focalisées sur la cellule
fortement transfectée. A) Détection du 6-FAM pour localiser les siGLO™ (en vert) B) Détection
de la Rhodamine pour localiser le chitosane (Rouge. D) Superposition des émissions des
fluorescences obtenues en A) et B). La couleur jaune est causée par 1’addition des signaux de la
Rhodamine (rouge) et 6-FAM (vert) et correspond aux nanoparticules chitosane (92-10-5)/

siGLO™. C) Image des cellules sans la détection de fluorescence.

4.3 Vérification du pouvoir de transfection des nanoparticules chitosane (92-10-5)/siARN

Les résultats en microscopie confocale ont démontré que les nanoparticules
chitosane/siARN peuvent s’internaliser dans les cellules MCF-7 MDR et libérer les siARN. La
prochaine expeérience avait donc pour objectif de confirmer que les nanoparticules chitosane (92-
10-5)/siARN peuvent transfecter efficacement des cellules et «silenger» un géne marqueur. Cette
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expérience sert ainsi de contrble positif pour I'entiéreté du projet de recherche. Le pouvoir de
transfection des nanoparticules a été déterminé en mesurant le niveau d’expression de la protéine
eGFP dans des cellules H1299 eGFP* non transfectées comparativement & celles transfectées
avec les nanoparticules chitosane (92-10-5)/eGFP-siARN. La fluorescence de la protéine eGFP a
été mesurée par cytométrie en flux (FACS). Cette mesure a permis de déterminer le niveau
d’expression de la protéine eGFP et ainsi le pouvoir de transfection des nanoparticules a base de
chitosane 92-10. Les résultats bruts obtenus par FACS sont présentés dans les figures en annexe 1
et les pourcentages de silencage du géne eGFP" sont résumés dans le Tableau 4.2. Les cellules
non-transfectées agissent comme une référence avec un silencage fixé a 0%. Le pourcentage de
silencage obtenu pour les cellules transfectées avec les nanoparticules chitosane (92-10-5)/eGFP-
siARN est de 40%, tandis qu’il est de 79% pour les cellules transfectées avec les nanoparticules
DharmaFECT/eGFP-siARN (contr6le positif). Le chitosane (92-10) seul montre une réduction
négligeable de I’expression avec un silengage non statistiguement significatif de 4%. Tel
qu’attendu, aucun silencage n’est observé pour les cellules transfectées avec des nanoparticules a

base de chitosane et de sSiARN leurre (c.-a-d.. spécifique a aucun géne de la cellule).

Tableau 4.2 Silencage obtenu et attendu du géne eGFP" (%) aprés transfection des cellules
H1299 eGFP" avec le chitosane 92-10, les nanoparticules chitosane (92-10-5)/eGFP-siARN,
DharmaFECT/eGFP-siARN et chitosane (92-10-5)/siARN leurre

Silengage du géne eGFP* (%) Silengage attendu du géne eGFP* (%)"
NT 0 0
CH 4+12 0-10
chitosan (92-10-5)/eGFPsiARN 40+0.5 40-55
DharmaFECT-eGFPsiARN 79+23 60-80
CS(92-10-5)/eGFPsiARN leurre 0+£0.6 0-10

* Les valeurs du « silencage» attendu du géne EGFP™ proviennent d’une série d’expériences réalisées dans

nos laboratoires (données non publiées).
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4.4 Confirmation de la présence d’ARNm spécifique au géne MDR1 par RT-PCR

Nous avons démontré clairement que les nanoparticules chitosane (92-10-5)/siARN
pouvaient réduire 1’expression du géne eGFP dans les cellules H1299 eGFP*. Ainsi, nous étions
en mesure de croire que les nanoparticules a base de chitosane 92-10 et formées de SiARN
specifiques au géne MDR1 peuvent transfecter des cellules MCF-7 MDR et réduire I’expression
du géne MDRL1 responsable de la résistance des cellules MCF-7 MDR aux chimiodrogues.
Toutefois avant d’entreprendre le silengage du géene MDRI, il était primordial de confirmer la
présence de ce gene dans les cellules MCF-7 MDR. Cette confirmation a été effectuée par une
réaction RT-PCR suivie d’un séquengage. Le séquengage du géne MDR1 a partir des cellules
MCF-7 MDR était crucial pour s’assurer que géne était exempt de mutations qui pourraient

compromettre la complémentarité des sSiARN-MDR1.

4.4.1 Amplification du géene (en partie) MDR1 par RT-PCR.

Afin de vérifier la présence de I’ARNm du géne MDRI1 dans les cellules MCF-7 MDR,
I'ARN total a été extrait, quantifié puis analysé a 1’aide du Bioanalyzer. Ensuite I'ARN total a été
rétrotranscrit en ADNc. L'amplification d'une partie du géne MDR1 a été réalisée par PCR en

utilisant I’ADNCc et des amorces propres au gene MDRI.

44.1.1 Analyse des amplicons sur gel d*agarose

L’analyse par €lectrophorese sur gel d’agarose, apreés coloration au bromure d’éthidium,
du produit amplifié par PCR montre un fragment d’ADN de 1100 pb qui correspond a taille
théorique du fragment du gene MDR1 (Figure 4.2).
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Figure 4.2 Profil électrophorétique du fragment obtenu suite a I'amplification d’une partie

du gene MDR1 des cellules MCF-7 MDR. L'ARN total a été extrait des cellules MCF-7 MDR en utilisant le

RNeasy Mini Kit, analysé par Bioanalyzer et rétro-transcrit en utilisant le Superscript VILO kit. L'ADNc produit a été utilisé
comme matrice et le couple d’amorces (forward (5° AAGCCAGAACATTCCTCCTG 3’) et reverse (5’
GACAGCAGCTGACAGTCCAA 3’) a été utilisé afin de confirmer, par PCR, la présence du géne MDR1 dans les cellules MCF-
7 MDRL. Le produit PCR obtenu a été analysé par migration sur gel d'agarose 1000 (2%). Le marqueur de poids moléculaire 1 kb
plus (puits #1) permet d’estimer la taille des amplicons a1100 pb (puits #2).

4.4.1.2 Séquencage par électrophorese capillaire des amplicons

La présence du gene MDR1 dans les cellules MCF7-MDR a été confirmée par une PCR
suivie du séquencage, par la méthode de Sanger, des amplicons purifiés.

La méthode de Sanger se base sur la polymérisation de I'ADN par I'emploie d'amorces
complémentaires a la séquence d’ADN a séquencer, de quatre types de désoxyribonucléotides
(dATP, dCTP, dTTP et dGTP), quatre types de didésoxyribonucléotides (ddATP, ddCTP, ddGTP
et ddTTP) qui vont arréter I'élongation, et d'une ADN polymérase responsable de I'élongation de
I'amorce. Des fragments ainsi synthétises ont été détectés en incorporant un traceur fluorescent
attaché aux didésoxyribonucléotides. Les séquences obtenues par séquencgage ont été comparées a
la séquence enregistree (Référence NCBI de la séquence : NM_000927) a I’aide du programme
BioEdit. La Figure 4.3, correspond a une partie de la séquence codant pour le géne MDR1. Les
acides nucléiques en rose correspondent aux régions de I’amplicon séquencées qui sont 100%

homologues au géne MDR1.


http://fr.wikipedia.org/wiki/Did%C3%A9soxyribonucl%C3%A9otide
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Figure 4.3 Fragment de PARNm du géne MDRI1 qui a été amplifié et séquencé et qui est
homologue a la séquence publiée (NCBI Reference Sequence: NM_000927.4). Les encadrés
noirs correspondent aux amorces forward et reverse utilisées pour la réaction PCR et le
séquencage. La séquence en gras correspond a la région ciblée par les siARN utilisés dans ce

projet.

45 Evaluer, par gPCR, le silencage du géne MDR1 dans les cellules MCF-7 MDR

transfectées avec les nanoparticules a base de chitosane.

La gPCR, "real-time Polymerase Chain Reaction" ou "réaction en chaine par polymérase
en temps réel", est une technologie basée sur la détection et la quantification d’un émetteur
fluorescent dont I’émission est directement proportionnelle a la quantit¢ d’amplicons générés
pendant la réaction de PCR et qui est mesurée a chacun des cycles. Pour ce projet, la technologie
Tagman a été utilisée et implique des sondes liées a des fluorochromes et spécifiques & une partie
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de la séquence du gene MDR1 amplifié. Lors de la qPCR, plus il y a de matrices (c.-a-d.
d’ADNc-MDR1) provenant de la rétrotranscrition de I’ARN), moins élevé sera le Cq (cycle de
quantification). Le Cq correspond au nombre de cycles requis pour que la fluorescence émise soit
statistiquement et significativement plus élevée que le bruit de fond.

La quantification relative c’est fait par la méthode AACq (Modéle de Livak). D’abord, il y a eu
normalisation par rapport au gene de référence (Cq gene cible — Cq géne référence = ACq) et
ensuite, par rapport a [’échantillon non traité (calibrateur) (ACq échantillon traité- ACq

Calibrateur )= AACq . Finalement on détermine la variation du nombre de copies du geéne cible
(Z-AACt)

45.1 Caractérisation de la pureté et de I'intégrité de I'ARN total

Préalablement au qPCR, I'ARN total a €té extrait et sa pureté a été évaluée avec le
Bioanalyzer qui attribue une valeur d'intégrité pour 'ARN : RIN ("RNA Integrity Number").
Sachant que I'ARN est une molécule thermodynamiquement stable, elle est cependant rapidement
dégradée en présence de RNase. Une dégradation de I’ARN risque de compromettre les résultats
des expériences ultérieures de qPCR. Le RIN est ainsi un outil important qui détermine I’ intégrité
de I'ARN total extrait et permet d'assurer des résultats fiables de qPCR. Briévement, l'intégrité
des échantillons d’ARN est déterminée par leur profil électrophorétique. Le RIN peut prendre des
valeurs entre 1 et 10, 1 étant un échantillon d'/ARN complétement dégradé, et 10 étant la valeur
maximale présentant un échantillon ayant une intégrité maximale (sans aucune dégradation). Les

échantillons testés présentent un RIN moyen de 9.9 (Tableau 4.3), preuve de haute intégrite.
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Tableau 4.3 RIN moyen de I'ARN total extrait des cellules MCF-7 et MCF-7 MDR non-
transfectées, transfectées avec du chitosane (92-10), du chitosane (92-10-5)-MDR1siARN_1
et DharmaFECT-MDR1siARN_1. Les RIN ont été mesurés avec linstrument "Agilent
Bioanalyzer 2100

Condition RIN MOYEN
MCF-7 MDR Non-transfectées 9.95
MCEF-7 Non-transfectées 9.75
MCF-7 MDR transfectées avec chitosane 9.95
MCEF-7 transfectées avec chitosane 9.8
MCF-7 MDR transfectées avec chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN_1 9.85
MCF-7 transfectées avec chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN 1 10
MCF-7 MDR transfectées DharmaFECT/MDR1-siARN_1 10
MCF-7 transfectées DharmaFECT/MDR1-siARN_1 10

4.5.2 Etude de la stabilité de 8 génes de référence

Afin d'évaluer I'efficacité du silencage du géne MDR1 suite au traitement des cellules
MCF-7 MDR avec les nanoparticules, nous avons effectué une quantification relative. Cette
quantification nécessite un géne de référence. Le gene de référence est un géne dont I’expression
ne varie pas en fonction du traitement appliqué aux cellules. Rappelons que dans ce projet, le
traitement consistait a transfecter des cellules avec des nanoparticules chitosane (92-10-
5)/MDR1-siARN et de quantifier I'expression du gene MDR1 dans les cellules MCF-7 MDR.
Grace a sa stabilité, le géne de référence permet de mesurer la variation de I’expression du gene

MDR1 ciblé par les siARN.

Il était donc important de tester d’abord la stabilité¢ de différents génes puis de choisir le
meilleur candidat comme géne de référence pour effectuer la normalisation avec la méthode de

quantification relative (RQ) (2722¢4) o0 le modéle de rendement corrigé

ACq(échantillon control)
ibl N . .,z , .
RQ= X cammonsommon » OU E = ef ficacité de la réaction PCR.
Egene de reference
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Quatre conditions ont été réalisées dans cette expérience : des cellules MCF-7 MDR non-
transfectées, des cellules MCF-7 MDR transfectées avec du chitosane seul, du chitosane (92-10-
5)/MDR1siARN_2M ou des lipoplexes DharmaFECT-MDR1siARN_2M. L'ARN total a été par
la suite extrait, purifié, quantifié, analysé par bioanalyzer et rétrotranscrit en ADNCc. Les cellules
non transfectées ont été aussi utilisées comme calibrateur pour normaliser les résultats par la
méthode AACq. Le DharmaFECT a servi de contrdle pour évaluer son effet sur la stabilité du
gene de référence. Apres la rétrotranscription, une gPCR a été effectuée en utilisant des amorces
spécifiques aux genes de référence (paires amorces + sonde spécifique). Une analyse en paire,
des genes de réeférence a été effectuée a I'aide du logiciel ExpressionSuite. Le manuel du logiciel
et de la procédure d'exploitation standard associée ont été utilisés pour effectuer, étape par étape,
I'analyse et I'exportation des données afin de choisir le meilleur candidat comme gene de

référence.

Le but de cette étude a été d'identifier et de sélectionner le géne de référence le plus stable
a utiliser comme facteur de normalisation pour I'évaluation du silencage du géne MDR1 par
gPCR. Ainsi, huit génes de référence ont été testés (Tableau 4.4), et ExpressionSuite a attribué
un score pour chacun. Le logiciel donne le score en utilisant la méthode de Cq comparative
(AACq = Cqschanilion traité ~C(calibrateur)), OU le calibrateur est I'échantillon non-traité. Le meilleur
controle aura la AACq la plus proche de zéro. Ceci signifie qu'il n'y a aucune variation dans
I'expression du gene entre les différentes conditions testées. Le géne de référence ayant le plus
petit score a été identifié comme celui le plus stable. Parmi les 8 génes testés, le gene POLR2A a

été choisi comme étant le plus stable avec un score de 0.463 (Tableau 4.4).

Tableau 4.4 Score des genes de référence obtenu avec le logiciel ExpressionSuite

Géne de référence Score
ACTB 0.909
ELF-la 0.746
GAPDH 0.622
FBGD 0.561
PUMI 0.500
POLR2A 0.463
TEP 0.487
TFRC 0.598

Les valeurs Cg ont été analysées par le logiciel ExpressionSuite pour attribuer un "Score” a chague géne de référence testé
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45.1 Quantification relative du gene MDR1 codant pour la protéine P-gp par q-PCR

Les cellules MCF-7 MDR, résistantes aux drogues, ont été transfectées avec du chitosane
92-10 libre, des nanoparticules chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN 1, chitosane (92-10-
5)/MDR1-siARN_1M, chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN_2, chitosane (92-10-5)/MDR1-
SIARN 2M, du DharmaFECT/MDR1-siARN 1, DharmaFECT/MDR1-siARN_1M,
DharmaFECT/MDR1-siARN_2 et DharmaFECT/MDR1-siARN_2M. L'ARN total a été extrait
des cellules puis rétrotranscrit en ADNc. Ensuite, I’ADNc a été utilisé pour quantifier de fagon
relative le géne MDR1 par gPCR. Les cellules non transfectées ont été utilisées comme
calibrateur pour normaliser les résultats du qPCR par la méthode AACq. Rappelons que le gene
POLR2A a été utilise comme contrble endogéne (gene de référence), car son niveau d'expression

varie peu ou pas au sein des cellules MCF-7 MDR transfectées ou non.

Les résultats obtenus, présentés dans la Figure 4.4, montrent que les nanoparticules a base
de chitosane modifient I’expression du géne MDR1, dans les cellules MCF-7 MDR, en réduisant
drastiquement I’expression a moins de 29%. Ce résultat a été obtenu avec les nanoparticules
chitosanessMDR1-siARN_2M et correspond a un silencage du géne MDR1 supérieur a 71%. Les
résultats montrent que, dans les cellules transfectées avec les nanoparticules a base de chitosane,
I’utilisation des duplexes avec des bouts dépassants d’ARN en 3’ tendent a augmenter le taux de
silencage du géne MDRI1 par rapport a I’utilisation des duplexes avec les bouts dépassants
d’ADN en 3’. Ainsi, on observe un silencage de 53 vs 65% et 44 vs 71% respectivement pour les
nanoparticules chitosanes (92-10-5)/MDR1-siARN_1 vs chitosanes/MDR1-siARN_1M et
chitosanessMDR1-siARN_2 vs chitosanessMDR1-siARN_2M. De la méme facon, dans les
cellules transfectées avec le lipoplexe DharmaFECT, I’utilisation des duplexes avec des bouts
dépassants d’ARN en 3’ augmentent considérablement le silengage du géne MDRI1 par rapport a
I'utilisation des duplexes avec des bouts dépassants d’ADN en 3°. Ainsi on observe un silengage
de 50 vs 94% et 53 vs 92% respectivement pour les nanoparticules DharmaFECT/MDR1-
SIARN 1 vs DharmaFECT/MDR1-siARN_1M et DharmaFECT/MDR1-siARN_2 vs
DharmaFECT/MDR1-siARN_2M. On remarque aussi que les cellules transfectées avec les
duplexes siARN_1 ou siARN_2 (bouts dépassants d’ADN en 3’), montrent un silengage
semblable peu importe le systéeme de livraison utilisé (chitosane ou DharmaFECT). Alors que
I’utilisation des duplexes siARN 1M ou siARN 2M (bouts dépassants d’ARN en 3’) mene a un
plus grand silencage du gene MDR1 dans les cellules transfectées avec le DharmaFECT
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comparativement a celles transfectées avec le chitosane. De plus, tel qu’attendu, les cellules
MCF-7 qui sont sensibles aux drogues expriment faiblement le gene MDR1.

-
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Figure 4.4 Analyse, par gPCR, de la réduction de I'expression du gene MDR1 dans les
cellules MCF-7 MDR. Les cellules MCF-7 MDR ont été transfectées avec le chitosane (92-
10-5)/MDR1-siARN_1, le chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN_2, le chitosane (92-10-
5)/MDR1-siARN_1M et le chitosane (92-10- 5)/MDR1-siARN_2M. L'efficacité du silencage a
été évaluée en mesurant I'expression du géne MDR1 (%). Ce pourcentage a été calculé en
comparant les cellules MCF-7 MDR transfectées et non transfectées en utilisant la méthode
AACq. Le géne POLR2A a ét¢ utilis¢ comme controle endogene. Les cellules MCF-7 MDR non
transfectées ont une expression du gene MDRI1 fixé a 100%. L’expression du géne MDRI a été
aussi analysée dans les cellules MCF-7 non transfectées afin d’évaluer le niveau d’expression du

géne MDR1 dans des cellules sensibles aux drogues (n=3, *p<0,05)

4.6 Resensibilisation a la Doxorubicine des cellules MCF7-MDR transfectées avec les

nanoparticules chitosane-siARN

On a démontré qu’il est possible de réduire le niveau d'expression du géne MDR1
responsable de la résistance aux chimiodrogues, dans les cellules MCF-7 MDR suite a leur
transfection avec des nanoparticules chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN. La diminution de

I'expression de la P-gp devrait ainsi resensibiliser les cellules MCF-7 MDR aux chimiodrogues
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telles que la doxorubicine. Théoriquement, plus I’expression de la P-gp est réduite dans les
cellules, plus ces dernieres seront sensibles a la doxorubicine et plus leur taux de mortalité sera
important lors d’une incubation en présence de doxorubicine. Le test bleu alamar, qui utilise la
résazurine comme réactif, a permis de mesurer le taux de viabilité des cellules MCF-7 MDR

transfectées avec des nanoparticules puis traité avec la doxorubicine.

4.6.1 Détermination du nombre de cellules a ensemencer et le temps d'incubation

avec Alamar Bleu

Le bleu alamar est un indicateur sensible de 1’état d'oxydoréducteur du milieu
intracellulaire. Cependant, différentes lignées cellulaires répondent différemment au bleu alamar
selon le temps d’incubation et le nombre de cellules ensemencées. De plus, le produit généré lors
du test et mesuré par colorimétrie peut rapidement saturer si le nombre de cellules est trop élevée
ou si le temps d’incubation avec le réactif est trop long. Ainsi, des tests ont été nécessaires afin de
déterminer le nombre de cellules et le temps d’incubation idéal pour chaque lignée cellulaire
utilisée. Les tests sur les cellules MCF-7 et MCF-7 MDR ont permis de déterminer que le temps
d'incubation avec le bleu alamar doit étre entre 3 et 5 heures (Figure 4.5 et Figure 4.6), et le
nombre de cellules ensemencées doit étre de 10 000 a 50 000 cellules/puits (Figure 4.7 et Figure
4.8). Ainsi pour toutes les expériences de cytotoxicité ultérieure, un nombre de 10 000
cellules/puits a été ensemencé et le temps d’incubation avec le bleu alamar a été fixé a 4 heures
(Tableau 4.5). Ces choix ont été effectués en déterminant les points sur les courbes ayant le plus

grand coefficient de linéarité.

Il est a souligner qu’au jour des tests de cytotoxicité avec 1’alamar bleu, un comptage
cellulaire a I’hémocytometre a été effectué parallelement a 1’aide d’une coloration au bleu de
trypan. Ce comptage cellulaire permet d’assurer que la quantité de cellules vivantes dans les puits
s’inscrit dans la fourchette acceptable (soit entre 10 000 a 50 000 cellules/puits) pré-déterminée

pour une évaluation fiable de la cytotoxicité par le test du bleu alamar.
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Figure 4.5 Réduction la résazurine en fonction de la durée (heures) de I’incubation du bleu
alamar avec différentes quantités/puits de cellules MCF-7 ensemencées dans une plaque de

96 puits.
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Figure 4.6 Réduction la résazurine en fonction des différentes quantités/puits de cellules
MCF-7 ensemencées dans une plague de 96 puits pour différents temps d'incubation avec le

bleu alamar.
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Figure 4.7 Réduction la résazurine en fonction de la durée (heures) de I’incubation du bleu
alamar avec différentes quantités/puits de cellules MCF-7-MDR ensemencées dans une

plaque de 96 puits
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Figure 4.8 Réduction la résazurine en fonction des différentes quantités/puits de cellules
MCF-7 MDR ensemencées dans une plaque de 96 puits pour différents temps d'incubation
avec le bleu alamar.
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Tableau 4.5 Nombre de cellules MCF-7 et MCF-7 MDR a ensemencer dans un plateau de
96 puits et le temps d'incubation requis avec le bleu alamar pour mesurer la cytotoxicite.

MCF-7 MCF-7 MDR
Densité cellulaire (cellules/puit) 10 000 10 000
Temps d'incubation avec le bleu alamar 4 4
4.6.1.1 Identification de 1C50 de Doxorubicine

Afin de déterminer la concentration de doxorubicine & utiliser dans le test de
resensibilisation des cellules MCF-7 MDR, les cellules ont été incubées pendant 48 heures avec
la doxorubicine a différentes concentrations (0, 0.008, 0.5, 1, 10, 20, 25, 30 et 50 nM pour les
cellules MCF-7 et 0, 0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 6 et 8.6 UM pour les cellules MCF-7 MDR). Les
concentrations ont été choisies en fonction de la littérature.[177, 351, 352] Les Figure 4.9 Aet B
montrent respectivement le pourcentage de survie des cellules MCF-7 et MCF-7 MDR (mesurée
par test du bleu alamar) en fonction de la concentration de doxorubicine. Ces résultats ont permis
de déterminer la IC50 de la doxorubicine pour les cellules MCF-7 et MCF-7 MDR (Tableau
4.6). L’IC50 de la doxorubicine (la concentration causant 50% de mortalité) est de 28.4 nM et de
6.7 UM pour les cellules MCF-7 et MCF-7 MDR respectivement (Tableau 4.6). Les cellules
MCF-7 MDR, caractérisées par leur résistance a la doxorubicine, montre un IC50 qui est 236 fois

plus élevé comparativement a celui des cellules MCF-7, sensibles a la doxorubicine.
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Figure 4.9 Sensibilité des cellules MCF-7 (A) et MCF-7 MDR (B) a la doxorubicine.

Pourcentage (%) de la survie cellulaire, mesurée par un test de bleu alamar, en fonction de la
concentration de doxorubicine (nM ou puM)
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Tableau 4.6 1C50 de doxorubicine pour MCF-7 et MCF-7 MDR

MCF-7 MCF-7 MDR

IC50 28.4 nM 6.7 UM

4.6.1.2 Test de toxicité des nanoparticules

Avant de procéder a I'évaluation de I'efficacité du silencage du géne MDR1 via un test de
re-sensibilisation, il était important de tester la toxicité du chitosane 92-10 libre, des
nanoparticules chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN_1, Chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN_1M,
Chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN_2, Chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN_2M,
DharmaFECT/MDR1-siARN_1, DharmaFECT/MDR1-siARN_1M, DharmaFECT/MDR1-
SIARN_2 et DharmaFECT/MDR1-siARN_2M. Le test de la toxicité des nanoparticules permet
de s'assurer que la mortalité des cellules MCF-7 MDR transfectées est bien due au silencage du
géne MDR1 qui resensibilise les cellules a la doxorubicine et non due a une toxicité des
nanoparticules. Des cellules non-traitées et traitées avec DharmaFECT-siARN ont été utilisées
comme contréle négatif et positif respectivement. Les résultats obtenus avec le bleu alamar
montrent une viabilité totale pour les cellules non-traitées, ainsi que pour celles traitées avec les
nanoparticules chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN (Figure 4.10). Tel qu’attendu on observe une
plus forte mortalité cellulaire suite & la transfection avec les nanoparticules formées de
DharmaFECT (Figure 4.10). Les liposomes sont, en effet, reconnus pour leur forte toxicité.[353,
354]



=
=
o

=
=
]

100 +

80 A

60 4

40 -

Réduction du bleu alamar (%)
4

20 A

" N & N y
& .-'\E::l o “-}h‘\} W‘t\@f &@.'} ’b‘} = Ji:}"‘\.} p;‘t\“-\} '\»‘!\Q/ '\‘}Qs/ "'I.-@
;glv??'ﬁ;/& @/?} o o e %W"‘.“@/Q‘\}./Q‘Q./Q‘@/
I T S P I S I S IS S g
@ o O oF @ ¥ & @ ¥ @ GF o ¥ o oF
o @'@9 Qb.@@ @@Q & \!9@@@ Q.N”@Q' QLN'@'{) o
NPT O ESE NPT P TETE
S o PN E SH S FE s E
@’V :\EY qﬂ; :\EJ“ é‘;ﬁ» ﬂ&@ég’cﬁ’ c;l' o 0?"' .\f{) ‘@'b é(“v {@éﬁw
&L GO SV ST @ (g
& &V & & & Vg &
MCEF-7 MCF-7 MDR

98

Figure 4.10 Effet cytotoxique des nanoparticules sur les cellules MCF-7 et MCF-7 MDR.

(n=3, 'p<0.05).

46.1.3 Test de resensibilisation a la doxorubicine des cellules transfectées.

Une fois qu'il a été prouvé que les nanoparticules chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN ne

sont pas toxiques pour les cellules, il a été possible d'étudier la resensibilisation a la doxorubicine
des cellules MCF-7 MDR transfectées avec les nanoparticules chitosane (92-10-5)/MDR1-

SIARN. Les cellules MCF-7 MDR transfectées avec les nanoparticules ont été ensuite traitées

avec de la doxorubicine a 6.7 uM (valeur de IC50 préalablement identifiée). La viabilité

cellulaire a été mesurée 48 heures apres I'ajout de la doxorubicine par une analyse colorimétrique

bleu alamar. Les résultats obtenus sont présentés dans la Figure 4.11. La transfection des cellules
MCF-7 MDR avec les nanoparticules chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN _1 et chitosane (92-10-
5)/MDR1-siARN_2, a permis une mortalitt ~50% des cellules par un traitement a la

doxorubicine. La transfection des cellules MCF-7 MDR avec des nanoparticules a base de

chitosane et des duplexes, ayant des extrémités 3’ d’ARN au lieu d’ADN, tend a faire augmenter
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la mortalité des cellules suite au traitement avec la doxorubicine. On observe une mortalité
moyenne de 47% chez les cellules MCF-7 MDR transfectées avec les nanoparticules chitosane
(92-10-5)/MDR1-siARN comparé a une moyenne de 75% de mortalité obtenue avec
DharmaFECT/MDR1siARN. Cependant, cette forte mortalité n'est pas totalement due a la
resensibilisation obtenue par le silencage, mais en partie a la nature toxique du
DharmaFECT.[353, 354] Il est important de noter que la mortalité observée (~50%) des cellules
MCF-7 MDR non-transfectées et traitées avec la doxorubicine ont été normalisées a 100%. Ainsi
les pourcentages de mortalités présentés dans la Figure 4.11 sont relatifs aux cellules non-
transfectées. Aucune différence significative dans la mortalité n'a été observée en changeant la
nature des extrémités dépassantes en 3’ des duplexes lors de la transfection des cellules avec les
nanoparticules a base de chitosane ou de DharmaFECT. On n’obtient aucune survie pour les

cellules MCF-7 non transfectées et traitées avec de la doxorubicine a 6.7 uM.
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Figure 4.11 Resensibilisation des cellules MCF-7 MDR a la doxorubicine. Les cellules MCF-
7 MDR préalablement transfectées avec les nanoparticules chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN ou
DharmaFECT/MDR1-siARN ont été traitées a la doxorubicine (6.7 uM) pendant 48 heures. La
prolifération cellulaire a été mesurée par un test de bleu alamar en mesurant I'absorbance a 570
nm (avec 610 nm comme longueur d'onde de référence). (n=3, 'p<0.05). Il est important de
noter que la mortalité observée (50%) des cellules MCF-7 MDR non-transfectées et traitées

avec la doxorubicine ont été normalisées a 100%.
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CHAPITRES DISCUSSION

L'accumulation des mutations dans des endroits spécifiques du génome peut aboutir a une
division non contrélée d'une ou de plusieurs cellules. Cette division cellulaire anormale, si elle
demeure non-contrélée par le systeme de défense de I'organisme, sera la cause du développement
d'une tumeur. L'irradiation par les rayons gamma, la chirurgie et la chimiothérapie sont les
principaux traitements conventionnels du cancer.[355] La chimiothérapie occupe une place
importante dans le traitement de plusieurs types de cancer. Cependant, le succes de la
chimiothérapie est souvent limité par des mécanismes de résistance. De ce fait, I'usage des siARN
fait parti des méthodes innovatrices utilisées pour contourner la chimiorésistance et améliorer
I’efficacité de 1’agent anticancéreux.[356, 357] Ces petits ARN double-brins sont capables de lier
spécifiquement une séquence d’ARNm cible (dans notre cas ARNm du gene MDR1) et induire sa
dégradation. Cette dégradation aboutit ainsi a un silengage post-transcriptionnel permettant donc
I'inhibition de la traduction de la protéine P-gp, responsable de la chimiorésistance.

Les ARN d'interférence (ARNI) ont attiré beaucoup d'attention dans les dernieres années
grace a leur potentiel de former une nouvelle classe de traitements thérapeutiques contre diverses
maladies dont le cancer, l'infection virale et les troubles génétiques.[358-362] L'ARNi est clivé
par la protéine Dicer en petits fragments nommés siARN. Le brin guide des siARN se lie au
complexe RISC et a ’ARNm complémentaire, ce qui aboutira & la dégradation de I'ARNm
d'intérét (dans notre cas ARNm du géne MDR1) inhibant ainsi la traduction de la protéine cible
(P-gp).[363] Cependant, plusieurs défis doivent étre surmontés afin d’assurer une application
efficace des siARN. Parmi les problemes majeurs a contourner, on note une instabilité dans le
milieu physiologique (dégradation par les RNase), une faible internalisation intracellulaire a
cause de leur charge anionique, et une stabilité limitée dans le sang. Afin de surmonter ces
obstacles, le recours a un systeme de livraison est essentiel. Ceci est nécessaire afin d’augmenter

I'internalisation intracellulaire et la stabilité du siARN en présence de nucléases.[364]

Choisi comme un systéeme de livraison dans ce présent travail, le chitosane est un
polymére linéaire ((1-4)-2-amino-2-deoxy-p-d-glucane) obtenu a partir de 1’acétylation partielle
de la chitine.[365]. Le chitosane est caractérisé par une charge positive a cause de la protonation

de ses groupements amines. Cette densité de charge positive favorise une interaction
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électrostatique avec les siRNA charges négativement permettant ainsi la formation des
nanoparticules stables.[246, 366]

Le présent projet de recherche consiste a resensibiliser les cellules cancéreuses du sein
MCF-7 MDR a la doxorubicine en utilisant les nanoparticules chitosane (92-10-5)/MDR1-
siARN. Les MDR1-siARN sont spécifiques au gene MDR1 qui code pour la protéine P-gp. La
protéine P-gp est surexprimée chez les cellules MCF-7 MDR et fait partie des causes principales
de la résistance de ces cellules aux chimiodrogues, dont la doxorubicine. Quatre séquences de
SiARN ont été testées : MDR1-siARN_1, MDR1-siARN_2, MDR1-siARN_1M et MDR1-
siARN_2M. Chacune de ces séquences a été utilisée avec le chitosane (92-10) selon un ratio N:P
de 5 pour former les nanoparticules chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN_1, chitosane (92-10-
5)/MDR1-siARN_2, chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN_1M et chitosane (92-10-5)/MDR1-
SIARN_2M. Les overhangs (bouts dépassants) des SiARN_1 et siARN_2 sont formés d'ADN
(dTdT) tandis que ceux des SiARN_1M et siARN_2M sont formés d'ARN (rArG et rUrU
respectivement). Les nanoparticules chitosane (92-10-5)/MDR1-siRNA ont tout d'abord été
préparées et leurs proprietés physicochimiques ont été déterminées. L’internalisation des
nanoparticules chitosane-siARN dans les cellules MCF-7 MDR a été analysée par imagerie
confocale. Par la suite, le pouvoir des nanoparticules chitosane (92-10-5)/eGFP-siARN a
transfecter les cellules H1299 eGFP™ a été évalué. Ensuite, la présence de I'ARNm du géne
MDR1 exempt de mutation a été vérifiée chez les cellules MCF-7 MDR. De plus, on a étudié
I'efficacité de silencage du géne MDR1 en utilisant des nanoparticules chitosane (92-10-
5)/MDR1-siARN, et une attention particulaire a été portée sur l'effet des overhangs sur cette
réponse. Enfin, apres avoir transfecté les cellules MCF-7 MDR avec les nanoparticules chitosane
(92-10-5)/MDR1-siARN, on les a traité avec doxorubicine, et la mortalité cellulaire a été

mesurée.

51 Caractérisation des nanoparticules chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN

Une transfection efficace se base sur le pouvoir du chitosane a jouer le réle d'un systéme
de livraison. Ceci implique une livraison sécuritaire du siARN a l'intérieur des cellules (MCF-7 et
MCF-7 MDR). Une fois le siARN est libére a I'intérieur de la cellule, il silencera le géne cible
(MDR1 dans notre cas). Cependant, le plus grand défi est de surmonter les difficultés que

parcourent les siARN a circuler dans le sang, passer a travers la membrane cellulaire, se libérer
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des endosomes et des lysosomes afin d'aller se lier & la séquence cible d’ARNm. Ainsi, nombreux
efforts ont été dédiés au développement de systéme de livraison qui soit non-toxiques,
biocompatibles et biodégradables.[367] Le chitosane est un polysaccharide cationique largement
utilisé comme systéme de livraison dans le domaine de la thérapie génique. [368-370]

Dans ce projet de recherche, le chitosane (92-10) a été utilisé comme systéme de livraison des
MDR1-siARN. Ce choix est basé sur le fait que le chitosane est biocompatible, non-

inflammatoire, non-toxique et biodégradable.

Les caracteres physicochimiques sont des composants importants qui déterminent le
pouvoir du chitosane a former des nanoparticules chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN ayant la
taille, charge et stabilité appropriées pour passer a travers la membrane cellulaire et libérer le
siARN dans le cytoplasme. Une transfection efficace permettra de silencer le géene MDR1 codant
pour la protéine P-gp, qui elle, est responsable de la résistance des cellules MCF-7 MDR aux
chimiodrogues (Doxorubicine). Sachant que la membrane cellulaire est chargée négativement, il
est nécessaire que les nanoparticules soient chargées positivement (un potentiel zéta positif
approximatif de ~20 mV), et qu'elles aient un diamétre plus petit que 150 nm afin de pouvoir se
lier puis traverser facilement la double membrane cellulaire.[347, 348] Les nanoparticules
doivent aussi avoir un diameétre plus grand que 15 nm pour éviter 1’élimination rénale lors d’une
administration in vivo et une polydispersité plus petite que 0.3.[349, 350] Une polydispersité
inférieure & 0.3 indique que les nanoparticules sont monodispersées, c’est-a-dire qu’elles ont des
dimensions égales ou trés voisines augmentant ainsi ’efficacité de transfection.[44] Dans le but
de déterminer la grandeur et la charge de la surface des nanoparticules chitosane (92-10-
5)/MDR1-siARN en solution, le potentiel zéta, la taille et la polydispersité (Pdl) ont été mesurés
en utilisant 1’appareil Zetasizer Nano Zs par des techniques de diffusion dynamique de la lumiere
(DLS). Les résultats de la DLS démontrent que les nanoparticules possedent une taille entre 62 et
83 nm (Tableau 4.1) et sont en accord avec les résultats présentés par Myriam et al. (2012).
Myriam et al. ont préparé des chitosane/siARN ayant une taille entre 68 et 129 nm.[44] Cette
distribution de taille favorise 1’internalisation cellulaire des nanoparticules et leur diffusion a
travers I’endothélium vasculaire. Grace a cette taille nanométrique, les nanoparticules seront
capables aussi de franchir le systeme de phagocytaire mononucléé, ce qui assure une circulation
sanguine prolongée [371, 372] en évitant la filtration rénale et les cellules de Kupfer

(macrophages propres au foie).[373]
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D’autre part, les résultats du potentiel zé&ta démontrent que les nanoparticules possédent
une charge positive (+20mv) conforme a ce qui a été publié dans la littérature ou les auteurs
reportent des valeurs positifs pour les nanoparticules a base de chitosane.[277, 294, 366, 374] La
charge positive des nanoparticules chitosane-siRNA est due au DDA élevée (92%). Défini
comme le pourcentage des groupements amines désacétylés, ce parametre influence la densité de
charge du chitosane suite a sa dissolution dans un milieu acide. En effet, une valeur de DDA
élevée induit une augmentation de la charge positive de chitosane favorisant son interaction
électrostatique avec les siRNA et la formation de nanoparticules stables.[279, 374-376] Les
groupements amines chargés positivement permettent au chitosane de passer a travers la
membrane cellulaire et d'étre internalisé dans la cellule par endocytose.[377, 378] Enfin, la
polydispersité (pdl) des nanoparticules est un indicateur sur leur uniformité lors de la préparation,
c.-a-d. gu'elles ont toutes une forme et diametre semblables. Les résultats obtenus, étant de 0.2,
sont en accord avec la littérature et font preuve que les nanoparticules sont uniformes. Ceci
signifie une efficacité d'adsorption maximale.[379] Nurkhasanah et al, en 2015, ont caractérise

des nanoparticules a base du chitosane et ont reporté des pdl proches de 0.3.[380, 381]

Les résultats obtenus par DLS (taille, potentiel zéta et Pdl) montrent que les
nanoparticules chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN ont des tailles, des potentiels zétas et des
polydispersités recherchés pour permettre une transfection efficace in vitro et in vivo. Les
nanoparticules formées sont 1) chargées positivement et devraient alors interagir avec la
membrane cellulaire, 2) assez petites pour passer a travers la membrane et 3) ont toutes des
diametres semblables. Les résultats obtenus permettent de procéder avec la transfection des
cellules MCF-7 MDR afin de silencer le géene MDR1 codant pour la protéine P-gp. [347-350]
[347-350]

Pour conclure, la caractérisation physicochimique des nanoparticules préparées, soit les
chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN_1, chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN_1M, chitosane (92-10-
5)/MDR1-siARN_2 et chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN_2M, prouve qu'elles sont capables de
transfecter les cellules MCF-7 MDR et silencer le gene MDR1. Ces résultats nous ont permis de
procéder a la quantification du géne MDR1 suite a la transfection des cellules MCF-7 MDR avec
les nanoparticules chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN.
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5.2 Vérification du pouvoir de transfection des nanoparticules chitosane (92-10-5)/siARN

Avant de procéder a la quantification de I'expression du géne MDR1, il était nécessaire de
tester I’efficacité de transfection avec les nanoparticules chitosane (92-10-5)/siARN ainsi que
I’efficacité de silengage du gene visé. En effet, le premier objectif est une preuve du pouvoir que
le chitosane possede comme systeme de livraison, tandis que le deuxiéme objectif montre que le
SiARN est capable de se libérer du chitosane pour aller se lier a I’ARN messager en question afin
de silenger le gene cible. Ainsi, afin de répondre a ces deux objectifs, on a réalisé une étude
préliminaire en transfectant des cellules H1299 eGFP" avec des nanoparticules a base de
chitosane 92-10. Les cellules H1299 eGFP" expriment de facon stable la protéine fluorescente
eGFP. Suite a la transfection, la fluorescence émise par la protéine eGFP a été évaluée par
cytométrie en flux (FACS). La variation de la fluorescence a permis d’évaluer le pourcentage de
silencage du géne eGFP dans les cellules transfectées avec les nanoparticules. En effet, la
diminution de la fluorescence est corrélée avec 1’inhibition de I’expression de la protéine
fluorescente eGFP. Cette inhibition est le résultat de la capacité du systéme de livraison a franchir
la bicouche lipidique et libérer les siARN dans le cytosol. Un silencage important est donc
associé a une transfection efficace. Cette expérience consiste a évaluer le pouvoir de transfection
des nanoparticules chitosane-siARN préparées avec la formulation: 92-10-5. Les résultats de la
cytométrie en flux (40% de silencage eGFP) démontrent tout d'abord que les nanoparticules
préparées avec la formulation 92-10-5 sont capables de franchir la membrane cytoplasmique et de
libérer les sSiARN dans le cytoplasme cellulaire. Ceci est directement lié au pouvoir du chitosane
(92-10-5) a livrer les siARN a I'intérieur de la cellule. Une fois les siARN sont dans le cytosol, ils
seront incorporés par RISC aboutissant ainsi a la dégradation de I’ARNm du géne cible. Les
valeurs du silencage obtenues suite ala transfection des cellules H1299 eGFP* par les
nanoparticules chitosane (92-10-5)/eGFP-siARN, supportent des études antérieures effectuées
dans notre laboratoire.[44] De plus, la spécificité du siARN a silencer un géne en particulier a été
confirmée par la transfection des cellules H1299 eGFP" avec du chitosane (92-10-5)/eGFP-
SIARN leurre et par I’obtention d’aucun silencage du géne eGFP. Ainsi, les nanoparticules
chitosane (92-10-5)/siARN peuvent étre utilisées pour la transfection efficace des cellules MCF-7
MDR afin de réduire I’expression du gene MDR1 codant pour la protéine P-gp, protéine

responsable de la chimiorésistance.
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Nos résultats sont en corrélation avec les travaux de Howard et al. en 2006 (obtention de
77% de réduction dans l'expression de eGFP chez les cellules cancéreuses du poumon
transfectées avec chitosane/eGFPsiARN).[319] La différence entre le silencage de eGFP obtenu
dans notre expérience et celle obtenue avec Howard et al. peut étre expliquée par la différence au
niveau du rapport N:P utilisé. En effet, Howard et al. ont utilisé un rapport de 6 (5 dans notre
cas), signifiant qu'il y a 6 fois plus de groupements amines par rapport aux groupements
phosphate.[319] Une étude realisée par Katas et al. (2007) a montré une diminution du potentiel
zéta (de 60 a 40 mV) avec la diminution du ratio N:P (6 a 4), ce qui se traduit par une diminution

de I'efficacité de transfection.[282]

Pour conclure, la transfection des cellules H1299 eGFP™ avec les nanoparticules chitosane
(92-10-5)/eGFP-siARN confirme la capacité du chitosane a franchir la membrane cytoplasmique
et échapper la barriére endosomale. Une fois dans le cytoplasme, les siARN ont été incorporés
par RISC induisant ainsi la dégradation de I’ARNm cible d’ou la diminution de la fluorescence
observée dans les résultats de silengage. Ces données ont permis la poursuite du projet de

recherche en utilisant comme un modele cellulaire les cellules MCF-7 et MCF-7 MDR.

5.3 Microscopie confocale

Les caractéristiques physicochimiques des nanoparticules chitosane (92-10-5)/MDR1-
SiIARN, ainsi que le silencage obtenu par la transfection des cellules H1299 eGFP™ avec chitosane
(92-10-5)/eGFP-siARN prouvent que ces nanoparticules sont capables de traverser la membrane
cellulaire. Cependant, il était important de visualiser le comportement de la nanoparticule
chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN, ainsi que le "sort" du chitosane et du siARN, une fois que la
nanoparticule est mise en contact avec le milieu cellululaire. La microscopie confocale a permis
d'analyser les cellules MCF-7 MDR et le comportement des nanoparticules chitosane (92-10-
5)/siGLO™. Trois conlusions ont été tirées de cette experience. Premiérement, les images
obtenues confirment que les nanoparticules sont capables de franchir la membrane cellulaire.
Deuxiéemement, les nanoparticules sont capables de se libérer des endolysosomes. Et
troisiemement, le siARN est libéré dans le cytosol. En effet, le pouvoir des nanoparticules a
franchir la membrane cellulaire est une confirmation des résultats potentiel zéta et la taille
mesurés des chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN. Par la suite, 1’échappement des nanoparticules

des endolysosomes est explique par le ratio N:P (donc I'excés du chitosane) et par I'effet d'éponge
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a protons. En effet, Thibault et al. (2011) expliquent que I'excés du chitosane libre dans la
solution est essentiel pour une transfection efficace. Ceci permet aux nanoparticules chitosane
(92-10-5)/siARN de s'échapper des endolysosomes.[382] Vu qu'un ratio N:P de 5 a été utilisé
dans ce projet, le résultat qu'on a obtenu est en accord avec I'étude menée par Thibault et al.
(2011). Selon l'effet d'éponge a protons, une diminution du pH a lieu lors de la maturation des
endosomes, et aboutit & une augmentation de la charge du chitosane. L'augmentation de la charge
positive a l'intérieur des endosomes va attirer les ions chlorures, ce qui augmentera la pression
osmotique osmotique et éclatera les endosomes. [297, 298] Enfin, la libération du MDR1-siARN
dans le cytosol est soutenue par le principe de déstabilisation des nanoparticules chitosane (92-
10-5)/MDR1-siARN causeée par le pH de la cellule.[383]

La présence des siARN dans le cytosol des cellules MCF-7 MDR suite a leur transfection
avec les nanoparticules chitosane (92-10-5)/siGLO™ a prouvé I'efficacité de transfection. Ce
résultat est en accord avec I’expérience préliminaire réalisée sur les cellules H1299 eGFP*. Afin
d'étudier I'effet du MDR1-siARN sur I'expression du géne MDR1 codant pour la protéine P-gp,
une RT-gPCR a été réalisée. Cependant, il était nécessaire de vérifier la présence de 'ARNmM du

gene MDR1 exempt de mutations dans les cellules MCF-7 MDR.

5.4 Confirmation de la présence de PARNm du géne MDR1 dans les cellules MCF-7
MDR

Les cellules MCF-7 MDR sont caractérisées par une surexpression de la P-gp, protéine
cible a inhiber dans le cadre de ce présent travail. L'inhibition de cette protéine se fait par le
silencage du géne MDR1 qui la code. Avant de procéder a la transfection des cellules MCF-7
MDR avec les nanoparticules chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN, il était primordial de s'assurer
de la présence de I'ARNm du géne MDR1 dans les cellules MCF-7 MDR et que la séquence
ciblée par nos MDR1-siARN est exempt de mutation(s).

Des amorces spécifiques ont été utilisées afin de confirmer, par PCR, la présence du gene
MDR1. Les amplicons obtenus ont la taille attendue de 1010 pb et correspondent au fragment du
gene MDRL1. Les amplicons ont éeté par la suite séquences par la technique de Sanger et les
séquences obtenues ont été analysées par le logiciel BioEdit. Ce dernier permet d’effectuer une
comparaison avec les séquences obtenues et la séquence référence du géene MDR1 (NCBI :

NM_000927). Les résultats obtenus permettent de confirmer 1’intégrité de la séquence et donc
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I’appariement possible des siARN a ’ARNm du géne MDRI1. Une fois qu'on a confirmé que
I'ARNm du gene MDRL1 était présent dans les cellules MCF-7 MDR et ne contenait aucune
mutation, une qPCR a été réalisée afin de quantifier I'expression du géne MDR1 dans les cellules

transfectées ou non avec nos nanoparticules.

5.5 Design et détermination des meilleurs génes de référence pour la quantification

relative du niveau d’expression de ’ARNm codant pour le gene MDR1

Le géne MDRL et la protéine P-gp codée par le gene MDRL1 sont surexprimes chez les
cellules cancereuses du sein MCF-7 MDR.[19, 137] Le but de notre projet de recherche était
donc de silencer le gene MDRL1 afin de réduire I’expression de la protéine P-gp, responsable de
I'expulsion des chimiodrogues a I'extérieur de la cellule et donc de la résistance développée a la
chimiothérapie. Une des facons permettant de silencer un gene est par I'emploi des siARN. Ainsi,
on a transfecté les cellules MCF-7 MDR avec des nanoparticules chitosane (92-10-5)/MDR1-
SiARN (en utilisant quatre séquences de siARN différentes, soit le siARN_1, siARN_2,
siARN_1M et siARN_2M) dont leurs caractéristiques physicochimiques ont été vérifiées a étre

dans les normes pour une transfection efficace.

Afin de quantifier I'expression d'un géne (MDR1 dans notre cas), une gPCR est
nécessaire. La gPCR permet de mesurer la variation de l'expression du gene étudié en
comparaison avec un gene de référence, caractérisé par une une expression stable.[384]
Cependant, I'expression du gene de référence peut étre différente selon les tissus, et selon les
circonstances. Ainsi, la stabilité du géne de référence est cruciale pour mesurer d'une fagon fiable
et précise le nombre de transcrits du géne étudié.[385] Ce n'est que trés récemment que Lin-Lin
Liu et al. (2015) ont identifié un géne de référence valide pour la normalisation de I'expression de
gene par gPCR chez des cellules cancéreuses du sein (HCC1937, HCC1806, HCC1500, BT474,
T47D, MDA-MB-231 ,SKBR3, MCF-7 et MCF-10A).[386] llIs ont identifié la combinaison
ACTB-GAPDH comme la meilleure pour les cellules cancéreuses du sein de type basal
(HCC1806, HCC1937, MDA-MB-231, et SUM149PT) et HSPCB-ACTB comme celle a utiliser
pour les cellules cancéreuses du sein ER* (HCC1500, MCF-7, T47D et BT474).[386]

Dans le présent projet de recherche, les valeurs Cq des différents genes de référence (GAPDH,
ACTB, POLR2A, PUM1, TFRC, TBP, ELFla et PBGD) ont été calculées a partir de celles

traitées vs. non-traitées et une comparaison par paire, en utilisant le logiciel statistique
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ExpressionSuite a été réalisée. Il est a noter que l'intégrité des ARN extraits des cellules est
cruciale pour obtenir des résultats significatifs de I'expression du gene par qRT-PCR. L'intégrité
de I'ARN est mesurée selon la valeur de son RIN. Le RIN peut prendre une valeur entre 1 et 10,
ou 10 signifie que I'ARN a une intégrité parfaite. Les RIN obtenus lors de cette expérience
avaient une valeur moyenne de 9.9. Le(s) gene(s) de reférence avec le plus bas M score a/ont été
considéré(s) comme le(s) plus stable(s) sous les conditions expérimentales testées. Ainsi, les
résultats de cette expérience apportent de I’information sur trois points importants. Premiérement,
en comparant le niveau d'expression des géenes de référence choisis par condition, et entre les
conditions elles-mémes, le géne le plus stable est POLR2A. Ce résultat est en désaccord avec
Lin-Lin Liu et al. (2015) et peut étre expliqué par le fait que : 1) POLR2A ne faisait pas partie de
leur choix de génes, 2) le choix des génes est totalement différent (sauf pour GAPDH, ACTB et
PUM1) et 3) les cellules MCF-7 MDR ne faisaient pas parti de leur choix de cellules.
Deuxiemement, la stabilité du géene de référence POLR2A n'est pas affectée par le chitosane 48
heures apres transfection. Enfin, la stabilité du géne de référence POLR2A n'est pas affectée
lorsqu'on compare les deux conditions : cellules transfectées avec du chitosane vs. les cellules

traitées avec les lipides (DharmaFECT).

Il est intéressant de mentionner que notre résultat est en accord avec les travaux de
Saviozzi et al. (2006) qui ont mené une étude pour sélectionner le géne de référence le plus stable
pour la normalisation de I'expression de géne chez les cellules cancéreuses du poumon.[387] lls
ont conclu que POLR2A fait partie des génes de référence pouvant étre utilisés en gqPCR. D'autre
part, GAPDH et PBGD sont des génes de référence utilisés fréquemment dans les études de
silencage du géne MDR1 chez les cellules cancéreuses du sein.[388, 389] La différence au niveau
des genes de référence utilisés dans les différentes études est inquiétante vu que les conclusions

obtenues peuvent étre totalement différentes dépendamment du gene de référence choisi.

Ayant le score le plus faible (0.463) et donc une expression stable quel que soit la
condition expérimentale testée, le gene POLR2A a donc été identifié comme le gene de référence
le plus stable. Par conséquent, il a été utilisé comme contréle endogéne dans I'expérience de
gPCR visant & identifier I'efficacité du silencage du géne MDRL1 chez les cellules MCF-7 MDR
transfectées avec les nanoparticules chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN. Au meilleur de notre

connaissance, on est le premier groupe @ mener une étude sur la détermination de I'expression de
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géne MDR1 chez les cellules cancéreuses du sein MCF-7 MDR en utilisant le géne POLR2A

comme geéne de référence.

5.6 Quantification relative du niveau d’expression de ’ARNm codant pour le gene
MDR1 et I'effet des extrémités dépassantes (overhangs) des SiARN sur I'efficacité du

silencage

Les travaux de recherche dans notre laboratoire portant sur la formulation idéale du
chitosane pour une efficacité de transfection cellulaire maximale ont permis de conclure que, in
vitro, le chitosane ayant un DDA de 92, une Mn de 10 et complexé avec du siARN selon un ratio
N:P de 5, possédait le grand pouvoir de livraison (Lavertu et al., 2006)[48]. De plus, Jean et al.
(2012) et Alameh et al. (2012) avaient étudié I'effet du ratio N:P sur le silengage.[44, 375] Ils ont
obtenu le meilleur silencage avec le ratio N:P de 5. Peu d’études ont été menées sur le silencage
du géne MDR1 en utilisant des siARN afin de réduire I'expression de la protéine P-gp chez le
cancer du sein, plus précisément, celles qui se sont concentrées sur la résistance des cellules

MCF-7 MDR aux chimiodrogues; d'ou I'importance de notre étude.

Dans ce projet de recherche, les cellules MCF-7 et MCF-7 MDR ont été transfectées avec
les nanoparticules chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN. Quatre séquences de siARN, anti-MDR1
(décrites dans la section 3.1) ont été testées. Chacun des siARN est composé de 21 acides
nucléiques, dont deux dépassants a I’extrémité 3. Les duplexes ARN_1 et ARN_2 sont formés
exclusivement de désoxyribonucléotides alors que les sSiARN_1M et ARN_2M sont formés de
ribonucleotides au niveau des extrémités dépassantes (overhangs) en 3'. Les quatre séquences ont
été choisies suite a une revue de littérature. Hao Wu et al. (2003), Stege et al. (2004) et Miletti-
Gonzalez et al. (2005) ont trouvé que les siARN_1 et siARN_2 sont efficaces pour silencer le
gene MDR1 dans le cas les cellules cancéreuses.[3-5] De plus, Strapps et al. (2010) ont étudié les
deux nucléotides 3' des bouts dépassants du brin guide des siARN et ont prouvé que, comparés
aux extrémités dépassantes (overhangs) qui contiennent des deoxyribonucéotides en 3' du brin
guide du siARN, le silencage, in vivo et in vitro, est le méme dans les deux cas, mais dure plus
longtemps dans le cas des sSiARN avec les overhangs rUrU et rArG.[6] C'est pour cette raison que
deux autres séquences de siARN (siARN_1M et siARN_2M) ont été ajoutées a I'étude afin

d'élucider I'effet des ribonucléotides des extrémités dépassantes sur I'efficacité du silengage du
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gene MDR1 par gPCR. Il est a noter que les extrémités dépassantes des sSiARN_1M, siARN_2 et
siARN_2M sont complémentaires a la séquence cible du gene MDR1.

La transfection des cellules MCF-7 MDR avec les nanoparticules chitosane (92-10-
5)/MDR1-siARN (1, 1M, 2 ou 2M) a permis de conclure ce qui suit.

Premiérement, on note une absence significative de changement dans I'expression du gene
MDR1 dans le cas de la transfection avec du chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN_1 comparé au
chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN_2. Vu que les deux siARN ciblent la méme région de
I'ARNmM du gene MDR1 a 4 acides nucléiques pres, l'effet sur I'ARNmM est le méme et ainsi un

silencage de MDR1 a eu lieu avec la méme efficacité.

Deuxiemement, on obtient un silencage significatif du géne MDR1 dans le cas des
ribonucléotides comparé aux deoxyribonucéotides sur les overhangs pour les nanoparticules
chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN_1M comparé au chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN_1 et
chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN_2M vs chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN_2 respectivement
(65 vs 53 et 71 vs 44 %). Ces résultats sont en désaccord avec ce que Strapps et al. avaient
reporté : ces derniers ont transfecté des cellules Hepa 1-6 avec des Apob-siARN ayant des
extrémités dépassantes en 3’ formées de désoxyribonucléotides ou de ribonucléotides. Leurs
résultats induiquent aucune différences dans le niveau de silengage du gene Apob.Les mémes
résultats ont été observés avec DharmaFECT. Notons que Strapps et al. ont utilisé les LNP (“lipid
nanoparticle” ou "nanoparticule lipidique™) comme systeme de livraison et leurs observations ont
été réalisées 24 et 120 heures apres transfection. En effet, selon les conditions expérimentales de
notre projet, on mesure la variation de I'expression du géne MDR1 aprés 48 heures de
transfection avec les nanoparticules chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN. Ainsi, on peut imaginer
que dans le cas de Strapps et al., une durée de 24 heures n'était peut-étre pas suffisante pour voir

I'effet du silencage du géne ApoB.

Troisiemement, le meilleur silencage a été obtenu en utilisant les nanoparticules chitosane
(92-10-5)/MDR1-siARN_2M (71%). Ce résultat est en accord avec les travaux d’Alameh et al.
(2012) et Jean M. et al. (2012) et confirme le pouvoir du chitosane a livrer le siARN dans la
cellule. Alameh et al. (2012) ont obtenu un silengage de 80% du géne RecQLL1 chez les cellules
LS174T en utilisant les nanoparticules chitosane (92-10-5)/RecQL1-siARN.[375] Jean M. et al.
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(2012) ont obtenu un silencage de 56% du gene DPP-1V chez les cellules HepG2 et Caco-2 en
utilisant les nanoparticules a base de chitosane (92-10-5)/DPP-1V-siARN.[43]

Cette diminution dans I'expression du gene MDR1 confirme les résultats obtenus par
microscopie confocale et prouve, encore une fois, que suite a une transfection avec les chitosane
(92-10-5)/MDR1-siARN, le siARN est libéré dans le cytosol et agit sur 'ARNm cible du géne
MDRL1. Cette interaction aboutit a la dégradation de I'ARN cible et mene au silengage du gene
MDR1. Le pourcentage de silencage du gene MDR1 (71%) obtenu est plus élevé que celui déja
obtenu par Hao et al. (65%) en 2003 et par Xiao et al. (60%) en 2008.[3, 390, 391] Sachant que
Hao et al., ainsi que Xiao et al. n'ont pas utilisé de systeme de livraison (des MDR1-siARN nus
ont été utilises pour transfecter les cellules MCF-7/Adr dans le cas de I'étude menée par Hao et
al.; des MDR1-ARNi nus ont été employés pour transfecter les cellules Ncl-H460 dans le cas de
Xiao et al.), on peut supposer que I'emploi du chitosane et des extrémités dépassantes des SiIARN

formées de ribonucléotides contribue a la différence observée.

Cependant, le taux de silencage obtenu dans ce projet est inférieur a celui que notre
équipe avait trouvé (90%).[392] En fait, notre équipe de laboratoire a mené un projet de
recherche in vitro consistant a évaluer I'efficacité des nanoparticules chitosane-siARN a silencer
le géne MDR1 dans un modele de cancer de sein (cellules MCF-7 et MCF-7 MDR) en utilisant
les nanoparticules chitosane/MDR1-siARN cocktail.[392] Vu que les deux études ont été
réalisées sur les mémes lignées cellulaires, et avec les mémes concentrations de siARN et de
chitosane, trois hypothéses peuvent étre émises pour expliquer cette différence. Tout d'abord, on
peut imaginer que la différence provient du fait que notre groupe avait utilisé un cocktail de
SiARN (siGENOME SMART Pool par Dharmacon), ce qui semble étre plus avantageux que de
transfecter les cellules avec une séquence de siARN. D'autre part, on peut croire que cette
différence provient d'une meilleure efficacité d'une ou de plusieurs séquences de SiARN
contenues dans le cocktail, comparé aux séquences utilisées dans le présent projet. En fait, ces
séquences seraient peuvent donc étre plus accessibles au complexe RISC et d'induire ainsi un
meilleur silencage. Finalement, le cocktail de siARN utilisé cible les régions (1405-1423), (1870-
1888), (2035-2053) et (3966-3984), alors que les siARN utilisés dans ce projet ciblent des
régions (577-595) et (583-601). On pourra ainsi imaginer qu'un meilleur silencage du gene
MDR1 est obtenu en ciblant une plus grande région (1405-3984).
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D'autres études menées sur différents types de cancers (de l'estomac, etc.) ont reporté jusqu'a
80% de silengage du géne MDR1 en utilisant les siARN spécifiques. [4, 393] Cependant, les
conditions expérimentales sont différentes de celles utilisées dans ce projet de recherche : type de
cellules (NIH-MDR-G185, EPG85-257RDB), modele de cancer (estomac), et la concentration
des siARN (20 nM, 50 nM, 200 nM).

Quatriemement, 1’utilisation des nanoparticules chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN(1,
IM, 2 et 2M) n'a pas permis de réduire le niveau d’expression du gene MDR1 dans les cellules
MCF-7 MDR a un niveau semblable aux cellules MCF-7. Ceci est directement lié a I'efficacite de
transfection qui, a son tour, dépend de plusieurs facteurs dont le DDA, Mn du chitosane, le
rapport N:P, la concentration du sérum, etc. Cependant, il est important de noter qu'aucune étude,
jusgu'a ce jour, n'a donné un silencage total du géne MDRL1 dans le cas des cellules MCF-7 MDR

en utilisant les nanoparticules chitosane/siARN.

5.7 Resensibilisation des cellules cancéreuses du sein a la Doxorubicine

En théorie, une cellule MCF-7 MDR dont I'expression de son gene MDR1 a été largement
diminuée par I'emploi des nanoparticules chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN (1, 2, 1M et 2M
respectivement), doit présenter beaucoup moins de protéines P-gp et ainsi devrait voire sa

concentration intracellulaire en doxorubicine augmenter suite a un traitement avec ce dernier.

Afin d'identifier le pouvoir des nanoparticules chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN a
sensibiliser les cellules cancéreuses du sein a la doxorubicine, les IC50 de doxorubicine pour les
cellules MCF-7 et MCF-7 MDR ont di étre déterminées. IC50 de doxorubicine est la
concentration qui permet de tuer 50% des cellules. Les résultats du test alamar confirment que les
cellules MCF-7 MDR sont resistantes a la doxorubicine. Pour les cellules MCF-7 et MCF-7
MDR (non transfectées), les IC50 obtenues sont de 28.4 nM et 6.7 UM respectivement. Ces
valeurs sont proches de celles décrites dans la littérature qui varient de 0.4 a 35 nM pour les
MCF-7 et de 1.9 a 7uM pour les MCF-7 MDR. [177, 351, 352, 394] Le degré de résistance est
évalue en termes d'indice de résistance (R), qui est calculé selon la relation: R = IC50 des cellules
résistantes/IC50 des cellules sensibles. Par conséquent, les cellules MCF-7 MDR sont d'environ
236 fois plus résistantes a la doxorubicine que de la lignée cellulaire MCF-7 d'origine. Cette
résistance est causée par la surexpression de la protéine P-gp chez les cellules MCF-7 MDR.

Craig et al. (1987) ont prouve que les cellules MCF-7 MDR étaient 200 fois plus resistants a la
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doxorubicine que les cellules MCF-7 et expriment jusqu’a 60 fois plus le géne MDR1, codant
pour la protéine P-gp.[395] Une autre explication est que le développement de la résistance a la
doxorubicine chez les cellules MCF7 est accompagné de modifications morphologiques uniques.

Il a été remarqué que les cellules résistantes presentent plusieurs noyaux dans le
cytoplasme. Ceci est causé par une fusion cellulaire augmentée entre les cellules sous stress
continu. [396] Ce stress continu est di & la présence de doxorubicine dans I'environnement
cellulaire. [396] De plus, plusieurs grandes vésicules, remplies de doxorubicine, ont été observées
dans le cytoplasme des cellules résistantes, surtout autour du noyau. Plusieurs explications ont été
formulées afin d'expliquer cette observation. Chen et al. ont suggéré que les cellules accumulent
le médicament dans ces vésicules pour éviter I'effet de I'empoisonnement de la doxorubicine sur
I'’ADN, et pour aider a la clairance extracellulaire de la drogue en dehors de la cellule.[397] En
raison de la forte concentration des transporteurs MRP (transporteurs des molécules de
doxorubicine inactivées par leur liaison au glutathion) qui a été observée dans les membranes de
ces vésicules, Rajagopal et al. ont proposé que ces vésicules puissent jouer un réle dans

I'inactivation métabolique de la doxorubicine.[398]

Une fois que la IC50 déterminée, les cellules préalablement transfectées avec les
nanoparticules chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN ont été traitées avec la dose IC50 de
doxorubicine déja identifiée. En théorie, les cellules MCF-7 MDR transfectées avec les
nanoparticules sont plus sensibles aux drogues car elles ont subi un silencage du géne MDR1
(codant pour la protéine P-gp) par les MDR1-siARN. Une mortalité supérieure a 50% devrait étre
obtenue si les cellules ont été suffisamment resensibilisées & la doxorubicine. Une inhibition
compléte du géene MDR1 devrait rendre les cellules MCF-7 MDR aussi sensible que les cellules
MCF-7. Cette restauration de la sensibilité signifie une diminution drastique de la protéine
membranire P-gp et ainsi une augmentation de la concentration intracellulaire de doxorubicine
dans les cellules MCF-7 MDR. Doxorubicine va donc interrompre la liaison de la topoisomérase
Il a 'ADN et entraine des cassures au niveau de I'ADN. Ceci aboutira a la mort des cellules
MCF-7 MDR suite a la création de radicaux libres. [158] [139-142][163-165]

Il a été démontré que le gene MDR1 (aussi nommé ABCB1), codant pour la protéine P-
gp, est entre 24 et 60 fois plus exprimé chez les cellules MCF-7 résistantes a la doxorubicine que
chez les cellules MCF-7.[193, 395] Une diminution d'expression du gene MDR1, codant la
protéine P-gp, de 71%, a été observée en transfectant les cellules MCF-7 MDR par les
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nanoparticules chitosane-MDR1 siARN_2M. Lors du traitement de ces cellules avec
doxorubicine (6.7 uM), 60% de mortalité cellulaire a été obtenu. Il est important de noter que la
mortalité observée (~50%) des cellules MCF-7 MDR non-transfectées et traitées avec la
doxorubicine ont été normalisées a 100%. Ainsi les pourcentages de mortalités sont relatifs aux
cellules non-transfectées (Figure 4.11). Une mortalité de 100% n'a pas été obtenue pour deux
raisons. Premiérement, étant donné qu'une diminution d'expression du géne MDR1 de 71% a été
obtenue, on peut imaginer que 29% du géne MDR1 est toujours exprimé. Ce niveau d'expression
du géne MDR1 est responsable de I'expression de la protéine P-gp a la surface cellulaire,
expulsant ainsi la doxorubicine & l'extérieur de la cellule, permettant donc a cette derniére de
survivre. Deuxiemement, il a été remarqué qu’ABCC2 (MRP2) et ABCC6 (MRP6), deux génes
de la famille ABCC codant pour les transporteurs MRP, sont surexprimés chez les cellules MCF-
7 résistantes a la doxorubicine.[399] En plus des ABCC2 et ABCC6, des genes comme les
ABCG2 (codant pour la BCRP) et le MVP (codant pour le LRP) sont surexprimés dans les
cellules résistantes a la doxorubicine. La présence d'autres protéines jouant un réle dans la
résistance des cellules a la doxorubicine, rend le travail plus compliqué, car les nanoparticules
chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN, spécifiques uniquement au gene MDR1, ne sont pas
suffisants pour entrainer une mortalité & 100% des cellules MCF-7 MDR. Afin de contourner ce
probléme, une transfection combinée avec différentes nanoparticules chitosane/siARN ciblant les
genes MDR1, ABCC2, ABCC6, ABCG2 et MVP serait intéressante a tester.

Il est & noter qu'afin de s'assurer que la mortalité obtenue n'est pas causée par un caractére toxique
des nanoparticules chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN, un test de cytotoxicité a été réalisé.
Aucune mortalité cellulaire n'était observée, confirmant la non-toxicité des nanoparticules. 1l est a
noter que la non-toxicité des nanoparticules chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN est importante
pour éviter I'ajout d'effets secondaires a la chimiothérapie.

Une autre alternative pour améliorer I'efficacité du silencage est en essayant d'améliorer
I'efficacité de transfection. Ceci pourra étre réalisé en tirant avantage du mécanisme
d'internalisation des nanoparticules par le mécanisme de fixation a un ligand ("ligand-mediated
uptake™) pour favoriser le ciblage et l'internalisation. Des ligands comme le galactose, la
transferrine, I'acide folique et le mannose peuvent étre conjugués a la surface des nanoparticules
afin d'augmenter la spécificité de la transfection a partir de I'endocytose par un récepteur propre

au ligand se retrouvant sur la surface des nanoparticules. Le récepteur de la transferrine est
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présent sur la surface cellulaire de la majorité des cellules eucaryotes. [400] L'acide folique est
surexprimé a la surface de plusieurs cellules cancéreuses. [401]

En somme, notre projet de recherche consiste a transfecter des cellules cancéreuses du
sein MCF-7 MDR avec des nanoparticules chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN afin de silenger le
géne MDRL1. Ce silencage resensibilise les cellules MCF-7 MDR a la doxorubicine. Le traitement
avec doxorubicine permet ainsi de tuer les cellules MCF-7 MDR. Méme si les siARN a bout
dépassant rUrU et rArG semblent plus efficaces que les siARN a bout dépassant d’ADN (dTdT)
pour réduire 1I’expression du gene MDR1, ¢a ne semble pas suffisant pour montrer une différence
au niveau de la resensibilisaiton des cellules MCF-7 MDR a la doxorubicine. Ceci est dd a la
difficulté de silencer totalement le géne MDR1,; la possibilité de présence d'autres génes qui sont
surexprimés et qui jouent un rdle dans la résistance des cellules MCF-7 MDR a la doxorubicine;

et la présence de mécanismes inconnus que la cellule utilise pour survivre a la chimiothérapie.
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CHAPITRE6 CONCLUSION

La résistance des cellules tumorales aux divers agents cytotoxiques, "multidrug
resistance” ou MDR, est une limitation majeure a la mise au point d'un traitement efficace contre

le cancer.

La chimiothérapie est I'emploi de substances chimiques pour traiter diverses maladies.
Parmi ces maladies, on note le cancer. Malheureusement, le développement d'une résistance par
les cellules cancéreuses face aux substances chimiques employées, les chimiodrogues,

compromet son efficacité.

Le phénotype MDR est le resultat d'un empéchement d'accumulation des chimiodrogues
dans la cellule cancéreuse dd, entre autres, a la surexpression de la protéine P-gp, codée par le
gene MDR1. Nombreuses sont les études étudiant les moyens pour inhiber I'expression du géene
MDR1 pour ainsi essayer d'augmenter la concentration des chimiodrogues dans la cellule
tumorale menant & sa mort. Malheureusement, les résultats obtenus étaient souvent décevants :
aucune inhibition totale du géne MDR1 dans les cellules cancéreuses du sein MCF-7 MDR n'a pu
étre obtenue. Parmi les méthodes employées, on note l'usage de I'ARN interférent. Les ARN
interférents ayant une taille comprise entre 21 et 23 nucléotides sont nommes des siARN. Ces
molécules double-brins sont utilisées pour un silengcage post-transcriptionnel spécifique d'un géne

en particulier.

Une méthode permettant de réduire la concentration membranaire de la protéine P-gp
chez les cellules MCF-7 MDR est I'utilisation de séquences de siARN spécifique au géne MDR1
permettant de le silenger. Cependant, I'efficacité de ce silencage est définie par le pouvoir du
siARN a se rendre a l'intérieur de la cellule. Pour cette raison, le chitosane, un biomatériau non-
toxique et biocompatible a été utilisé comme systéme de livraison. Basé sur des publications et
sur le travail de notre laboratoire, le chitosane sous la formulation 92-10-5 (DDA, MM, N:P) a
été choisi dans ce projet pour sa grande efficacité. 1l a ainsi été complexé avec 4 différentes
séquences de siARN pour ainsi donner quatre différentes nanoparticules : chitosane (92-10-
5)/MDR1-siARN_1, chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN_1M, chitosane (92-10-5)/MDR1-
SIARN_2 et chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN_2M, ou M correspond aux extrémités

dépassantes formées de ribonucléotides.
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En réalisant ce projet de recherche, on a pu créer des nanoparticules ayant la bonne taille,
forme, diametre et charge, et donc capables de transfecter efficacement les cellules MCF-7 MDR
afin de réduire I'expression du géne MDR1 codant pour la protéine P-gp. Aprés avoir prouvé la
présence et l'intégrité de I'ARNm spécifique au gene MDR1 dans les cellules MCF-7 MDR, et
apreés avoir identifie POLR2A comme le gene de référence, les cellules ont été transfectées avec
les nanoparticules puis une qPCR a été réalisee. Le meilleur silencage du géne MDRL1 (71%) a
été obtenu en utilisant les nanoparticules chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN_2M et le pouvoir
des siARN a silencer le gene MDR1 fut amelioré par l'usage des extrémités deépassantes
contenant des ribonucléotides. Finalement, le traitement des cellules MCF-7 MDR, transfectées
avec les nanoparticules chitosane-MDR1 siARN_2M, avec la dose IC50 de doxorubicine a donné
60% de mortalité. L'absence d'une mortalité complete peut étre expliquée par le silencage partiel
du géne MDRL1 par les nanoparticules chitosane-MDR1 siARN_2M et par la surexpression des
ABCC2 (MRP2) et ABCC6 (MRP6). ABCC2 et ABCC6 sont deux génes de la famille ABCC
codants pour les transporteurs MRP ainsi que ABCG2 (codant pour la BCRP) et le MVP (codant
pour le LRP).

Pour conclure, la complexité du cancer rend sans doute la tache de trouver un traitement
efficace anticancéreux beaucoup plus difficile. Comme le géne MDR1, il existe d'autres génes
qui sont connus ou non, qui sont surexprimés et qui codent pour des protéines jouant un réle dans
la résistance des cellules aux chimiodrogues. Cependant, des projets de recherche comme celui-
Ia, ceux qui ont déja été faits, et ceux qui seront faits, sont nécessaires afin d'arriver a l'ultime
traitement qui marquera la victoire contre les maladies cancéreuses. Il sera intéressant de réaliser
un projet ou on transfecte les cellules MCF-7 MDR avec du chitosane (92-10-5)/MDR1-siARN,
chitosane (92-10-5)/ABCC2-siARN, chitosane (92-10-5)/ABCC6-siARN, chitosane (92-10-
5)/ABCG2-siARN et chitosane (92-10-5)/MVP-siARN afin de voir la différence au niveau de la

resensibilisation de ces cellules a la doxorubicine.
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Annexe 1. Résultats bruts de cytométrie en flux. Les cellules H1299 eGFP™ ont été transfectées
avec le chitosane (92-10-5)/eGFP-siARN. La fluorescence des cellules a été détectée et présentée

dans les figures.



150

i)

MCF-7 MOR Moo trastées. MCF-7 MOR Moo trastees MCF-7 Moo traitées. MOF-7 Moo traftées.
N0 Rk 950 RN 950 L
) J d
o o
<4 d .| -
L) | 3 S TR S T L LA | L2 v A L2 T T L] L L2 T T T
7 00 00 a0 . ¥ 20 o0 00 ) ¥ X0 100 0 ) B 00 000w it
MCY-7 MOR Tramdectées chitosane MCY-7 MOR Tramdectées ctosane PCF-7 Trasndectées chitosane MCF-7 Tramfectées chitosane
R 990 RN N RN 950
vig . .
-
1 T T 1 T T 1 T T T L4 L h = L] l Bl B ] L) LJ A L) T L)
MO0 000 40 foe] M M0 00 o ] X 20 1000 a0 t »* 200 3000 It
MCF-7 MOR Trandfectées chitosane ] WA MCF-7 MOR Transfecttes civtosane/ SRNA MCF-7 Transfectées cvtosane/ SRNA MOF-7 Transfectées cvtosane/ SlRNA
N0 L ] e N30
U - y 4
B T L | T L) T -t T L A | T T Y L) T7T L T L4 < 1 T 1 T
¥ X0 1000 400 ) % W 100 w00 ) ¥ o200 000 a0 i) » X0 1000
MCF-7 MDR Transfectées dharmalioct/ sRNA MCF-7 MOR Transfoctées dharmaliect/ SlRNA MCF -7 Transfectées dharmaliect/ uRNA MCT-7 Transfectées dharmaliect/ iRNA-
R0 LS e L3
- y d Yol
o 1 . |
L | ‘ o
o 0 - o
13 bR L L3 L L Bz & L T 1 L 59 L Ll Ll L L LS
» X0 00 000 o » M0 100 00 "t B W 0o 00 ", % 20 1000 )

Annexe 2. Bioanalyzer - Electrophérogrammes du Nombre d'intégrité de I'ARN total (RIN)
extrait des cellules MCF-7 et MCF-7 MDR non-transfectees, traitées avec du chitosane (92-10) et
transfectées avec des nanoparticules chitosane(92-10-5)/MDR1-siRNA_1 et des lipoplexes

DharmaFect)/MDR1-siRNA_1



