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RESUME

Parmi les différents types de nanoparticules développés pour la livraison d’acides nucléiques, les
complexes de polyélectrolytes (PEC), sont populaires en raison de leur facilité de production. Le
chitosane (CS) est lI'un des polycations les plus étudiés pour la livraison de matériel géenétique
thérapeutique di a ses propriétés bénéfiques reconnues (biocompatibilité, biodégradabilité,
absence de toxicité). Lorsqu'il est mélangé avec l'acide nucléique, il y a une formation spontanée
de PEC via un processus principalement entrainé par de fortes attractions électrostatiques et un
gain d'entropie associé a la libération de contre-ions. L'ajout d'acide hyaluronique (HA) aux
nanoparticules CS/ARNm est une approche prometteuse pour la livraison d'/ARNm, en raison du
potentiel de combiner la capacité tampon du chitosane (effet éponge protonique) avec
I'némocompatibilité amélioree fournie par I'HA négativement chargée et I'internalisation médiée
par récepteur de l'acide hyaluronique, ce qui pourrait conduire a lI'administration ciblée de
nombreuses tumeurs qui régulent positivement I'expression des récepteurs HA tels que CD44 et
RHAMM. Contrairement a d'autres glycosaminoglycanes (GAG), ’HA n'est pas sulfaté et a une
densité de charge relativement faible (une charge négative par dimére). En utilisant des HA
sulfatés, la stabilité des nanoparticules est susceptible de s'améliorer en raison de sa densité de
charge plus élevée qui lui confére une affinité de liaison plus élevée avec le chitosane chargé
positivement. Pour cette raison, des nanoparticules HA-CS / ARNm avec des HA sulfatés et non
sulfatés ont été préparées pour évaluer I'influence de la densité de charge de HA sur I’expression

génique in vitro.

L’objectif de cette étude était de déterminer les formulations optimales de nanoparticules
CS/ARNmM recouvertes de HA pour la livraison de génes en étudiant I'effet des différents
parametres de formulation sur la bioactivité in vitro. Le projet a été congu pour évaluer
systématiquement l'influence des propriétés structurelles du CS et HA (poids moléculaires et
densités de charge du chitosane et de 1'acide hyaluronique) et la stoechiométrie des composants
sur les propriétés physicochimiques des nanoparticules (NP) et I'efficacité de la transfection in
vitro.

Les différentes formulations de nanoparticules produites ont été caractérisées par leur taille et
leur charge de surface en utilisant la diffusion de lumiére dynamique (DLS). Ensuite ces

nanoparticules ont été transfectées in vitro dans des cellules humaines du cancer du poumon
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exprimant la protéine EGFP (EGFP* H1299) afin de normaliser le signal géne rapporteur
(luciférase) avec la fluorescence EGFP et avoir ainsi des signaux relatifs & la densité cellulaire
dans les puits. Les résultats ont démontré que les propriétés structurelles des polyélectrolytes
(masse molaire, densité de charge) ainsi que le ratio molaire des charges positives et négatives
durant le mélange ont un impact sur la bioactivité in vitro. La formulation optimale pour la
livraison chez les cellules EGFP* H1299 a été déterminée. Il s’agit de nanoparticules ternaires qui
ont ét¢ formées avec une charge de surface positive (exces de chitosane) en utilisant de I’acide
hyaluronique de 10 kDa ayant 1.4 groupes sulfates par dimére en combinaison avec un chitosane
ayant une densité de charge élevée et une masse molaire faible ou I’inverse (c.a.d. DDA=80%
avec Mn=10kDa, ou DDA=92-98% avec Mn=5kDa). Ces formulations présentent un équilibre
adéquat entre l'avidité du systeme et la facilité de libération de 'ARNm, résultant en un niveau
d'expression amélioré. La présence du HA sulfaté dans les nanoparticules résulte en une
augmentation de la capacité d’internalisation cellulaire de ces systémes de livraison de geénes. De
plus, il a été observé que la présence de tréhalose dans ces PEC permet aussi d’augmenter
I’expression génique in vitro. Le mécanisme impliqué dans cette derniere observation demeure
inconnu. Des études subséquentes sont nécessaires pour chercher a comprendre le mécanisme qui
fait en sorte que le tréhalose améliore la bioactivité in vitro et de vérifier si ce phénoméne est

observé in vivo.
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ABSTRACT

Among the different types of nanoparticles developed for gene delivery, polyelectrolyte
complexes (PEC), or polyplexes, are a popular approach due to the ease of their production.
Chitosan (CS) is one of the most studied biopolymers for the delivery of therapeutic compounds
due to its a recognized beneficial properties (biocompatibility, biodegradability, lack of toxicity).
When mixed with nucleic acid, there is a spontaneous formation of PEC via a process mainly
driven by strong electrostatic attractions and an entropy gain associated with the release of
counter-ions. Adding hyaluronic acid (HA) to CS/mRNA nanoparticles is a promising approach
for mRNA delivery, due to the potential to combine the buffering capacity of chitosan (proton
sponge effect) with improved hemocompatibility provided by the negatively charged HA, and
receptor-mediated internalization of hyaluronic acid, which might lead to targeted delivery to
numerous tumors that upregulate the expression of HA-receptors such as CD44 and RHAMM.
Unlike other glycosaminoglycans (GAG), HA is not sulfated and has a relatively low charge
density (one negative charge per dimer). By using sulfated HA polymers, nanoparticle stability is
likely to improve due to the higher charge density of sulfated HA, which would lead to a higher
binding affinity with the positively charged chitosan and an increased propensity for mRNA
liberation in the cytoplasm, which is necessary for gene expression. For this reason, it was
decided to prepare HA-CS/mRNA particles with sulfated as well as non-sulfated HAS to assess

the influence of HA charge density on in vitro bioactivity.

The goal of the project is to perform a screening of HA coated CS/mRNA nanoparticles designed
for mRNA delivery to study the effect of different formulation parameters on in vitro bioactivity.
The project was designed to systematically evaluate the influence of CS and HA macromolecular
properties (molecular weights and charge densities of chitosan and hyaluronic acid), and
components stoichiometry on the physicochemical properties of the nanoparticles and their in

vitro transfection efficiency.

The different formulations produced have been characterized for their size and surface charge
using dynamic light scattering (DLS). Then these nanoparticles were transfected in vitro in
human lung cancer cells expressing EGFP (EGFP* H1299). Results suggest that the molecular
properties of polyelectrolytes (molar mass, charge density) as well as the molar ratio of positive

and negative charges during mixing have an impact on in vitro bioactivity. The optimal
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formulation for delivery in EGFP™ H1299 cells was determined. These are HA-CS/mRNA
nanoparticles that have been formed with a net positive charge (thus with an excess of chitosan)
using chitosan having a degree of deacetylation greater than 80% and a molecular weight of less
than or equal to 10 kDa, and using sulfated hyaluronic acid with 1.4 sulfate groups per dimer and
a molar mass of 10 kDa. It appears that this formulation results in polyelectrolyte complexes that
are stable enough to protect the mRNA from nucleases and deliver it to the cells, while allowing
for release of the mRNA into the cytoplasm. The presence of sulfated HA has demonstrated
increased cell internalization capacity. In addition, it has been observed that the presence of
trehalose in polyelectrolyte complexes increases gene expression in vitro. The mechanism
involved in this observation remains obscure. Subsequent studies are needed to understand the
mechanism by which trehalose improves in vitro bioactivity and whether this phenomenon is

observed in vivo.
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alamarBlue assay 48 h post transfection. A) Transfection performed at pH 6.5. B)
Transfection performed at pH 7.3. Data represent average + standard deviation of at least 2
independent experiments with at least 2 or 3 technical replicates in each experiment (N = 2,
LI ) TSSO 51
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LISTE DES SIGLES ET ABREVIATIONS

H-NMR Résonance nucléaire magnétique

ApoE Apolipoproteine E

ADN Acide désoxyribonucléique

ARN Acide désoxyribonucléique

BSA Albumine de sérum bovin

CS Chitosane

Da Dalton, unité de masse molaire

DDA Degrée de déacetylation

DS Degrée de sulfatation

DLS Diffusion dynamique de la lumiére (Dynamic Light Scattering)

ELS Diffusion électrophorétique de la lumiere (Electrophoretic Light Scattering)
EGFP Protéine fluorescente verte renforcée (enhanced green fluorescent protein)
H1299 Lignée de cellules pulmonaires d'adénocarcinome humain

HA Acide hyaluronique

LDL Lipoprotéine de basse densité (low density lipoprotein)

LNP Nanparticules lipidique (Lipid Nanoparticles)

N:P:C Ratio molaire entre les fonctions amines du chitosane (N), les phosphates de

I’acide nucléique (P) et les charges associés aux fonctions carboxyle et sulfate de

I’acide hyaluronique (C)
PEC Complexe polyélectrolyte (Polyelectrolyte Complex)
kDa Kilo Dalton, 1000 Daltons

GAG Glycosaminoglycane



CHAPITRE 1 INTRODUCTION

1.1 Thérapie génique

Les modalités de traitement traditionnelles reposent sur 1’utilisation de molécules et de composés
biologiques pour stimuler ou inhiber une réponse physiologique, conduisant a un effet
thérapeutique. Cette approche s’est avérée efficace pour contréler ou soulager des symptémes,
sans nécessairement guérir le patient de sa maladie. Des avancées technologiques en génie
génétique, couplé a des progres dans la compréhension des mécanismes biologiques qui causent
certaines pathologies, offrent 1I’opportunité d’explorer de nouvelles stratégies thérapeutiques. La
thérapie génique est une approche en développement visant a utiliser des acides nucléiques pour
traiter ou prévenir des maladies. En contraste avec les thérapies traditionnelles, la thérapie

génique offre la possibilité de traiter les causes sous-jacentes de la maladie.

Initialement, le paradigme en thérapie génique était de remplacer des genes défectueux par leur
contrepartie normale. Concrétement, ceci peut se faire en injectant une séquence d’ADN
fonctionnelle correspondante a la séquence du gene cible dysfonctionnel a I’intérieur de cellules
cibles (Horton, 2006). Ces genes fonctionnels seront ensuite transcrits dans le noyau en une
séquence d’ARNm. Ce dernier sera ensuite traduit en une séquence d’acides aminés ayant la
séquence appropriée, permettant la formation d’une protéine biologiquement active et
fonctionnelle. Quoique la livraison d’acides nucléiques demeure un défi de taille, une alternative
plus simple consiste a injecter une séquence d’ARN messager (ARNm) correspondante dans le
cytoplasme de la cellule pour éviter 1’obstacle majeur que représente 1’internalisation d’un brin
d’ADN exogéne dans un noyau cellulaire (Phua, Leong, & Nair, 2013; Schlake, Thess, Fotin-
Mleczek, & Kallen, 2012). De cette fagon, 1’étape de transcription dans le noyau est évitée; il ne

reste que 1’étape de traduction de ' ARNm en séquence d’acide aminé.

Cependant, I’application thérapeutique d’ARNm a jusqu’a récemment été limitée par son
instabilité in vivo (Pardi, Hogan, Porter, & Weissman, 2018). Plusieurs barriéres physiologiques
empéchent 1’administration d’acides nucléiques, incluant leur susceptibilité a la dégradation par
des nucléases et I’internalisation cellulaire limitée. Pour remédier a ces obstacles, les stratégies en
développement incluent des modifications chimiques de I’ARNm (Pardi et al., 2018) ainsi que le

développement de systémes de livraison de génes. Les systemes de livraison encapsulant le



matériel génétique visent & protéger les acides nucléiques de la dégradation par les nucléases
ainsi que de faciliter I’internalisation a travers la membrane cytoplasmique (Koping-Hoggard et
al., 2001; Nimesh, Thibault, Lavertu, & Buschmann, 2010; Sato, Ishii, & Okahata, 2001; Strand,

Issa, Christensen, Varum, & Artursson, 2008).

Les systemes les plus avancés dans les essais cliniques sont composés de nanoparticules a base
de lipides et de polyméres ou de conjugués moléculaires (Fitzgerald, White, et al., 2017; Wittrup
& Lieberman, 2015). Les nanoparticules lipidiques (LNP) cationiques sont les systemes de
livraison de géne ayant démontré 1’efficacité la plus élevée in vivo comparés aux autres systemes
en développement. Dans le cadre de ce projet, I’étude porte sur les complexes polyélectrolytes
(PEC) a base de chitosane (CS) et d’acide hyaluronique (HA) en tant que systéme de livraison
d’ARNm. Ces nanoparticules sont faciles a produire et leurs caractéristiques physicochimiques
influencant la toxicité et la bioactivité peuvent facilement étre adaptées en changeant la masse

molaire et/ou la densité de charge des composantes du systeme (CS et HA).

1.2 Probléematique

Bien que plusieurs types de PEC aient été étudiés pour la livraison d’ARN interférent et d’ADN
plasmidique, les études concernant la livraison d’ARNm sont limitées. L’optimisation de PEC
pour maximiser la bioactivité de I’acide nucléique dépend de la nature de I’acide nucléique
utilisé. Considérant les différences structurelles évidentes entre les séquences d’ADN plasmide
circulaires et double brin, les petits ARN interférents, ou les ARN messagers qui sont simples
brins et de plus grande taille que les ARN interférent (Horton, 2006), les parametres optimaux
pour la production de nanoparticules ne seront pas les mémes (Alameh et al., 2018; Lavertu,
Methot, Tran-Khanh, & Buschmann, 2006; Malmo, Sorgard, Varum, & Strand, 2012; Thibault,
Nimesh, Lavertu, & Buschmann, 2010), d’ou la nécessité d’effectuer un dépistage afin de
déterminer les paramétres de production optimaux pour produire des vecteurs de transport
d’ARNm efficaces.

Question de recherche : Quels sont les parametres optimaux pour une livraison efficace de
I'ARNm in vitro en utilisant des systemes de livraison composés de chitosane et d’acide

hyaluronique ?



1.3 Objectif et hypothéses de recherche

L’étude présentée dans ce mémoire visait a optimiser I’expression génique in vitro suite a la
transfection d’ARNm par I’entremise d’un systeme de livraison a base de chitosane et d’acide
hyaluronique. En utilisant des chitosanes et des acides hyaluroniques ayant différentes longueurs
et densité de charge, des complexes polyélectrolytes encapsulant I’ARNm ont été préparés a
différentes steechiométries molaires de groupes ionisables. La taille, la charge de surface et la
bioactivité in vitro de ces nanoparticules ont été caractérisées. Aprés avoir mesuré 1’expression
d’un geéne rapporteur in vitro pour plus de 60 différentes combinaisons de nanoparticules
transfectées, les différents niveaux d’expression obtenus ont été comparés pour des
nanoparticules formées de combinaisons de polyélectrolytes (CS et HA) différant par leur masse
molaire et leur densité de charge, ainsi que leur ratio molaire de charges entre les groupes
ionisables de chaque polymere (N :P :C). De cette maniére, il a été possible de maximiser la

bioactivité in vitro et limiter la cytotoxicite.
L’identification des formulations optimales a été effectué en faisant varier les facteurs suivants :

e Masse molaire du chitosane (Mn)

e Degré de déacétylation du chitosane (DDA)

e Masse molaire de I'acide hyaluronique (Mn)

e Degré de sulfatation (DS) de I’acide hyaluronique

e Ratios molaires entre les groupes amine du chitosane (N), les groupes phosphate de
I’ARNm (P) et les fonctions carboxyle et sulfate de I’'HA (C)

e Présence ou absence de tréhalose comme agent stabilisant
Hypotheéses :

e Les nanoparticules ayant une charge de surface positive présenteront une meilleure
efficacité de transfection in vitro par rapport aux nanoparticules préparées avec une
charge de surface négative di a la nature anionique de la membrane cellulaire.

e Les nanoparticules préparées avec du chitosane de grand poids moléculaire auront une
efficacité réduite due a une condensation trop forte des nanoparticules, limitant la
libération intracellulaire de I’ARNm de fagon similaire aux systemes CS/ADNp. (Lavertu
et al., 2006; Thibault et al., 2010)



e L'ajout de HA sulfaté dans les nanoparticules augmentera I'efficacité de la transfection
par rapport aux HA non sulfatés en raison de sa densité de charge plus élevée, résultant en

une compétition accrue avec I’ARNm et une libération intracellulaire facilitée.

1.4 Structure générale du mémoire

Le chapitre suivant (Chapitre 2) vise a faire une synthése sur I’état de I’art concernant
’utilisation thérapeutique de I’ARNm. Le lecteur est invité a consulter les revues citées s’il désire

plus de détails sur des sujets particuliers.

Le Chapitre 3 représente le coeur de I’ouvrage et présente une publication intitulée In vitro
Efficacy of Chitosan/Hyaluronic Acid based mRNA Delivery Systems : Influence of Composition,
Hyaluronic Acid Sulfation Degree, Molecular Weight and Structural Parameters, soumis a
Biomacromolecules. Ce qui est présenté dans cet article constitue la totalité des expériences
effectuées dans le cadre de ce mémoire. Ce chapitre inclut donc la liste exhaustive du matériel, la

méthodologie expérimentale compleéte et la totalité des résultats obtenus.

Le Chapitre 4 présente une discussion générale des résultats obtenus en lien avec la revue de
littérature présenté dans le Chapitre 3. Finalement, le Chapitre 5 correspond a la conclusion,
incluant des recommandations pour les perspectives de recherche futures qui pourraient suivre les

résultats présentés dans le Chapitre 3.



CHAPITRE 2 REVUE DE LA LITTERATURE

Ce chapitre vise a informer le lecteur sur tous les concepts et composantes nécessaire a la
compréhension de ce mémoire. Tout d’abord, I’ARN messager est présenté en commengant avec
I’historique qui a mené a sa découverte, suivie par une bréve description de son rdle biologique
primaire ainsi que son potentiel thérapeutique. En deuxieme lieu, les obstacles liés a la livraison
d’acides nucléiques in vitro et in vivo sont présentés, suivis par une description générale des
vecteurs de transport a 1’é¢tude pour la livraison d’ARNm. Ensuite, les composantes utilisées pour
produire les systémes de livraison dans cette étude (chitosane, acide hyaluronique, trehalose) sont
présentées. Finalement, la théorie derriere les techniques de mesure de la taille et de la charge de

surface des nanoparticules sera présentée.

2.1 ARN messager

2.1.1 Historique

En 1953, James D. Watson et Francis H.C. Crick ont proposé une structure moléculaire pour
I’ADN (Horton, 2006). La structure de I'ADN proposéee par Watson et Crick suggere la nécessité
d’un processus de réplication de I'ADN pour transférer I'information génétique d'une génération a
l'autre. George Beadle et Edward Tatum ont proposé qu'une seule unité d'hérédité, ou gene, dirige
la production d'une seule enzyme (Horton, 2006). Une démonstration compléte de la relation
entre les genes et les protéines est venue en 1956, quand Vernon Ingram a montré que
I'hnémoglobine de patients atteints d'anémie falciforme héréditaire différait de I'hémoglobine
normale par le remplacement d'un seul acide aminé (Ingram, 1956). Les résultats d’Ingram
indiquent que des changements génétiques peuvent se manifester en un changement dans la
séquence des acides aminés d’une protéine. Donc il a été possible de conclure que 1’information
contenue dans un génome décrit la structure primaire de chaque protéine de I’organisme. Un gene
est défini comme étant une séquence d’ADN qui est transcrite (Horton, 2006). Cette définition
inclut les genes qui ne codent pas pour des protéines. Lorsqu’un geéne code pour une protéine,
ceci est effectué par I’entremise de 1’acide ribonucléique messager (ARNm), ayant comme
fonction principale de mener la séquence d’un geéne a la machinerie qui traduit cette séquence

pour synthétiser les protéines de I’organisme (Figure 2-2). La découverte de I’ARNm est



largement attribuée au travail de Francois Jacob et Jacques Monod ainsi que leurs collaborateurs
a D’institut Pasteur (Paris, France) (Horton, 2006).

2.1.2 Structure et Fonctions principale de PARNm

Il existe plusieurs types d’acides ribonucléiques dans 1’organisme (Horton, 2006), I’ARN de
transfert (ARNt) transporte les acides aminés vers les complexes de traduction. L’ARN
ribosomale (ARNr) constitue une grande partie du ribosome. De petites molécules d’ARN
participent dans divers processus métaboliques. Finalement, I’ARN messager (ARNM)
correspond a une copie complémentaire d’un géne de I’ADN, ayant le role d’intermédiaire entre
la séquence d’un géne contenu dans I’ADN et la synthése de protéines. C'est-a-dire que I’ARNm
transcrit le géne qui se trouve dans le noyau et achemine la séquence au cytoplasme pour

permettre la traduction en protéine.

OH OH

Figure 2-1. Structure moléculaire d'un brin d’ARNm. Quatre formes possibles des nucléotides,
différant au niveau de la base azotée liée au ribose. (C : Cytosine, G : Guanine, A : Adénine, U:

Uracile). Adapté de http://www.scienceprofonline.com/genetics/nucleic-acid-function-DNA-replication-

transcription-translation-3.html, consulté le 9 avril 2018. Domaine public.



http://www.scienceprofonline.com/genetics/nucleic-acid-function-DNA-replication-transcription-translation-3.html
http://www.scienceprofonline.com/genetics/nucleic-acid-function-DNA-replication-transcription-translation-3.html

L’ARN est un polyélectrolyte anionique formé d’unités de nucléotides liées par des liens
covalents. Ces polyméres ont une extrémité phosphoryle, appelée extrémité 5 ', et une extrémité
hydroxyle, ou 3'. Ceux-ci définissent la direction 5 '— 3° (Figure 2-1). L’ARN et I’ADN
different dans leur structure sur trois aspects. Premiérement, les nucléotides de I’ARNm
contiennent un ribose, alors qu’il s’agit plutét d’un désoxyribose dans le cas de I’ADN.
Deuxiémement, ’ADN est formé de deux brins complémentaires de directions opposées alors
que I’ARNm est simple brin. Troisiemement, I’ARNm remplace la thymine par 1’uracile en tant
que base azotée complémentaire a I’adénine. Chaque nucléotide de ’ARNm est formé d’un
ribose lié a un groupe phosphate et une base azotée. Les groupes phosphates sont présents a
intervalle régulier tout au long de la chaine de I’ARNm. Puisque le pKa du groupe phosphate est
pres de 0, ce groupe fonctionnel maintient une charge négative en milieu physiologique. La

nature anionique des acides nucléiques peut étre exploitée pour le développement de

nanoparticules.
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Figure 2-2. Fonction biologique de I’ARNm. Adapté de:
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide ribonucl%C3%A9ique messager#/media/File:MRNA _fr.svg, consulté

le 15 avril 2018. Domaine public
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Tel qu’illustré dans la Figure 2-2, le mécanisme de synthese des protéines est médié par I’ARNm.
D’abord, un géne présent dans I’ADN est transcrit sous forme d’ARNm a I’aide de divers
enzymes, dont I’ARN polymérase, en suivant la direction 3’ a 5° de I’ADN donnant une séquence
complémentaire d’ARNm allant de 5’ a 3’. Ensuite, ’ARNm subit un épissage (coupure de
certaines régions de I’ARNM), permettant d’obtenir la séquence finale codant pour une protéine
donnée. A I’ARN s’ajoute une coiffe a 1’extrémité 5’ et une queue poly-A & I’extrémité 3°, lui
conférant un certain degré de stabilité. L’ ARNm muri quitte alors le noyau vers le cytoplasme, ou
il va se s’incorporer aux ribosomes pour traduire le géne transcrit en séquence d’acides aminés
(Horton, 2006).

Chez les procaryotes, il a été observé que la majorité¢ de I’ARN cytoplasmique est sous la forme
d’ARNr, alors qu’une trés petite fraction (~3%) correspond aux ARNmM (Horton, 2006).
Toutefois, ’ARNm a un taux de synthése beaucoup plus élevé comparé aux autres ARN, car
I’ARNm est beaucoup moins stable que I’ARNr ou I’ARNt et se dégrade donc plus rapidement
(Horton, 2006). Le taux de dégradation des ARNm (ou taux de demi-vie) dépend de plusieurs
facteurs dans I’environnement de la cellule et permet ainsi de réguler I’expression de différents

genes en fonction du contexte cellulaire.

2.1.3 Potentiel therapeutique de ’ARNm et obstacles a I’administration

L utilisation d’acides nucléiques en tant qu’agents thérapeutiques est considérée comme une
stratégie prometteuse. En tant que classe émergente d’acide nucléique thérapeutique, 1’utilisation
de ’ARNm présente des avantages clairs en contraste a ’utilisation de I’ADN plasmidique. Au
niveau de la sécurité d’utilisation, ’ARNm présente une meilleure alternative a ’ADNp. En
effet, I’ARNm ne contient aucun promoteur viral (ex : CMV) ni de séquence bactérienne pouvant
induire une toxicite. De plus, ’ARNm ne peut pas s’insérer dans le génome des cellules
transfectées, donc il n’y a pas de risque de mutagenése insertionnelle (Wurtele, Little, &
Chartrand, 2003) contrairement a 1’ADNp. Soulignons aussi qu’étant donné que ’ARNm est
I’intermédiaire entre la traduction de ’ADN codant pour une protéine et la synthése de la
protéine en question, il offre un avantage par rapport a ’ADNp au niveau de D’efficacité
thérapeutique. N’ayant pas besoin de traverser I’enveloppe nucléaire pour accomplir sa fonction,
les chances de succeés sont augmentées avec I’ARNm (Probst et al., 2007). 1l est & noter que

puisque I’ARNm est moins stable que I’ADNp, son utilisation pour exprimer une protéine



fonctionnelle pourrait nécessiter des injections multiples a une fréquence plus élevée comparée a
I’ ADNp.

Outre les applications en livraison de geénes, ’ARNm présente un potentiel important en tant
qu’agent de vaccination. La vaccination est le processus par lequel des substances appelées
antigénes sont introduites dans le corps pour stimuler le systeme immunitaire. Ces antigenes sont
généralement des agents infectieux - des agents pathogenes - qui ont été inactivés par la chaleur
ou par un traitement chimique, de sorte qu'ils ne provoquent pas de maladie. Les antigenes
peuvent également étre des protéines purifiées provenant des agents pathogenes. L'exposition du
corps aux antigenes conduit a la production de molécules spécifiquement dirigées contre eux,
appelées anticorps. Les anticorps permettent une réponse plus rapide et efficace du systeme
immunitaire contre une infection réelle (Schlake et al., 2012). Pour un vaccin classique, I'antigene
est introduit dans le corps pour produire une réponse immunitaire. Cependant, dans le cas des
vaccins a base d'’ADN ou d'ARNm, aucun antigene n'est introduit, seul 1’acide nucléique
contenant l'information génétique pour produire lI'antigene est injecté. Autrement dit, pour cette
classe spécifique de vaccins, l'introduction d’ADN et d’ARNm fournit les instructions a
I'organisme pour produire I'antigéne lui-méme (Schlake et al., 2012). Suite a I’injection d’ARNm,
les cellules dendritiques utiliseront la séquence d'ARN de I'antigéne pour synthétiser la protéine
et la présenter sur le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) (Bol et al., 2015). Par la suite,
les cellules dendritiques, maintenant nommées cellules présentatrices d’antigéne (CPA),
migreront vers les ganglions lymphatiques et activeront les lymphocytes Th (Hirosue & Dubrot,
2015) afin de stimuler la réponse immunitaire et produire des anticorps spécifiques a 1’antigéne,

des cellules cytotoxiques et des cellules mémoires.

La premiére étude réussie portant sur I’utilisation de I’ARNmM transcrit in vitro chez des animaux
a été publiée en 1990. Dans cette étude, des genes rapporteurs ont été injectés chez des souris et
la production de la protéine associée a ce géne a été détectée (Wolff et al., 1990). Une étude
subséquente, publiée en 1992, a démontré que 1’administration dans 1’hypothalamus d’ARNm
codant pour la vasopressine induisait une réponse physiologique chez les rats (Jirikowski, Sanna,
Maciejewski-Lenoir, & Bloom, 1992). Pour la vaccination a base d’ARNm, I’intérét a débuté en
1996, suivant les résultats d’une étude qui a démontré que des cellules dendritiques pulsées avec
de ’ARNm sont de puissantes cellules présentatrices d’antigenes in vitro et in vivo (Boczkowski,
Nair, Snyder, & Gilboa, 1996).
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Ces résultats n’ont pas conduit a un investissement important dans le développement de produits
thérapeutiques a base d’ARNm. Ce manque d’intérét était principalement di a I’instabilité de
I’ARNm et a son immunogénicité élevée. Au licu de I’ARNm, les recherches ont mis 1I’emphase
sur des approches thérapeutiques utilisant I’ADN (Pardi et al., 2018). Toutefois, il a été découvert
par la suite qu’il est possible de moduler I'immunogeénicité inhérente de 'ARNm & la baisse
(Kariko et al., 2008; Thess et al., 2015) avec des modifications des nucléosides, telle que la
substitution de pseudo-uridines (Kariko et al., 2008). De plus, certaines modifications
structurelles de I’ARNm, telles que la modulation de la longueur de la queue poly-A (Holtkamp
et al., 2006) et I’ajout d’analogues de coiffe modifiés (Kuhn et al., 2010), permettent de réguler la
stabilité de cet acide nucléique, résultant en une amélioration de 1’efficacité de transfection de
I’ARNmM nu in vivo. Bref, au cours des derniéres décennies, des innovations technologiques
majeures ont permis @ I’ARNm de devenir un outil thérapeutique prometteur dans le domaine du

développement de vaccins.

Malgré les modifications structurelles de I’ARNm lui conférant une meilleure stabilité, cet acide
nucléigue demeure vulnérable aux nucléases avant d’atteindre les cellules cibles. Pour étre en
mesure d’accomplir son réle thérapeutique in vivo, I’ARN messager doit pénétrer les cellules
cibles en traversant la membrane cytoplasmique, se libérer de 1’endosome et entrer en contact
avec les ribosomes. Dans le cas d’une administration intraveineuse, ceci est précédé par une
navigation dans la circulation sanguine, une extravasation et une diffusion locale pour entrer en
contact avec les cellules. Tout cela en évitant la dégradation par les nucléases. Si on effectue une
livraison locale, il est possible de contourner les obstacles lies a la circulation sanguine et
I’extravasation. Toutefois, considérant la répulsion ¢lectrostatique entre I’ARNm chargé
négativement et les membranes cytoplasmiques ayant aussi une charge nette négative, la
diffusion passive et ’internalisation de ces molécules restent limitées (Dowdy, 2017). Dans le
contexte de cette étude, on se limite aux obstacles d’internalisation cellulaire et de libération

endosomale, puisque ces obstacles peuvent étre adressés dans des études de transfection in vitro.

2.1.4 Méthodes de livraison de ’ARNmM

Parmi les differentes méthodes envisagées pour améliorer 1’internalisation cellulaire de I’ARNm,
I’électroporation ex vivo a émergé comme étant une méthode populaire pour transfecter des

cellules dendritiques (Van Tendeloo et al., 2001). L’¢lectroporation est une technique dans
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laguelle un champ électrique est appliqué aux cellules afin d'augmenter la perméabilité de leur
membrane cellulaire (Aarntzen et al., 2012; Van Tendeloo et al., 2001), permettant I'introduction
de 'ARNmM, dans les cellules. Une approche de vaccination ex vivo consiste donc a transfecter par
¢lectroporation des cellules dendritiques autologues du sang avec le ’ARNm codant pour un
antigéne tumoral et de les réinjecter dans I’organisme (Aarntzen et al., 2012). Cette approche
d’¢lectroporation ex-vivo permet d’avoir un contréle précis de la cible cellulaire a transfecter en
assurant une efficacité satisfaisante. Cependant, cette approche ex vivo est laborieuse et demande

I’acceés a de I’équipement dispendicux.

Une deuxiéme approche populaire est 1’injection parentérale directe de I’ARNm nu ou d’ARNm
encapsulé dans un vecteur de livraison. L’injection directe de ’ARNm est une approche plus
abordable et rapide, mais elle ne permet pas d’effectuer une livraison précise et efficace a un type

cellulaire ciblé, bien qu’il y ait eu des progres récents a cet égard (Kranz et al., 2016).

Le peptide cationique protamine a démontré une capacité de protection de ’ARNm de la
dégradation par les RNAses (Hoerr, Obst, Rammensee, & Jung, 2000). Pour une application de
vaccination contre le cancer, I’exposition des cellules dendritiques avec des antigénes tumoraux
peut stimuler une immunité (voir section 2.1.3) anti tumorale puissante (Bol et al., 2015; Kubler
et al., 2015). Cependant, ’ARNm complexé avec la protamine seule présente des niveaux
d’expression limités dans un modele de vaccination contre le cancer. Ces niveaux d’expressions
limités peuvent étre en raison d’une affinité trop forte entre la protamine et I’ARNm, limitant la
libération de I’acide nucléique dans le cytoplasme (Fotin-Mleczek et al., 2011; Schlake et al.,
2012).

La livraison de I’ARNm par son encapsulation dans des nanoparticules présente des avantages
potentiels, dont le plus important étant la possibilité d’administration in vivo de vaccins a base
d’ARNm sans manipulation ex vivo. L’encapsulation de I’ARNm dans des nanoparticules permet
aussi de protéger ’ARNm de la dégradation par les nucléases, de faciliter 1’internalisation
cellulaire et de promouvoir la libération endosomale par différents mécanismes suggérés dans la
littérature, tels que la formation de pores dans la membrane endosomale, l'effet d’éponge
protonique (tamponnage du pH dans 1’endosome), ou la fusion avec la membrane endosomale,
plus particulierement avec les particules lipidiques (Varkouhi, Scholte, Storm, & Haisma, 2011),

cette derniere étant I’étape la plus limitante dans la livraison d’acide nucléique (Dominska &
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Dykxhoorn, 2010; Dowdy, 2017; Fitzgerald, Kallend, & Simon, 2017; Wittrup et al., 2015). La
livraison de I’ARNm par I’entremise de nanoparticules a été explorée en utilisant des particules
composées des complexes polyélectrolytes (Al-Qadi, Alatorre-Meda, Zaghloul, Taboada, &
Remunan-Lopez, 2013; Alameh et al., 2018; Almalik, Day, & Tirelli, 2013; Buschmann et al.,
2013; Corbet et al., 2016; Ji et al., 2009; Lallana et al., 2017) , des particules lipidiques (Kedmi,
Ben-Arie, & Peer, 2010; Lv, Zhang, Wang, Cui, & Yan, 2006; Perche et al., 2011; Su, Fricke,
Kavanagh, & Irvine, 2011; Wittrup et al., 2015), ou des particules hybrides composées de
polymeres et de lipides (Su et al., 2011) parmi tant d’autres.

Les nanoparticules lipidiques (LNP) sont 1I’un des systémes les plus attrayants et couramment
utilisés. Ces derniers comprennent généralement quatre éléments : un lipide cationique ionisable
favorisant I’auto assemblage a des tailles autour de 100 nm, du cholestérol, un agent stabilisant et
des phospholipides naturels. Les LNP ciblent naturellement les hépatocytes grace a 1I’endocytose
médiée par LDLr-ApoE (Akinc et al., 2010). L'interaction électrostatique entre les lipides ayant
un groupe cationique et le 1’acide nucléique chargé négativement génére des structures multi
lamellaires avec des bicouches lipidiques chargées positivement séparées les unes des autres par
des couches d’acides nucléiques chargées négativement (Schroeder, Levins, Cortez, Langer, &
Anderson, 2010). L’ajout de co-lipides tels que le lipide fusogéne dioleoyl
phosphatidylethanolamine (DOPE) démontre une libération endosomale améliorée en raison d’un
mécanisme de fusion du lipoplexe avec la membrane endosomale (Chang, Higuchi, Kawakami,
Yamashita, & Hashida, 2010; Varkouhi et al., 2011). Toutefois, les nanoparticules cationiques,
incluant les LNP cationiques, sont associées a une dissociation spontanée (Buyens et al., 2010;
Zelphati, Uyechi, Barron, & Szoka, 1998), et a une forte toxicité in vivo (Buyens et al., 2010;
Knudsen et al., 2015; Lv et al., 2006) du a leur charge nette positive a la surface. Il est a noter que
ce probleme est commun a tous les systémes de livraison ayant une surface chargée en raison des
interactions avec les protéines dans I’organisme. Cette toxicité peut néanmoins étre diminuée en
greffant des chaines de polyéthyléne-glycol (PEG) (Lechanteur et al., 2016) a la surface des
nanoparticules. Ceci reduit aussi la capacité d’internalisation des particules (Corbet et al., 2016;
Lechanteur et al., 2016). Une bioactivité améliorée a été obtenue avec des liposomes recouverts
de PEG concgus pour se dissocier a des taux contrélés, déplacant ainsi de fagcon dynamique
1'équilibre entre la toxicité et 1’efficacité d’expression au fil du temps (Romberg, Hennink, &
Storm, 2008).
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Les complexes polyélectrolytes (PEC) sont des nanosystemes fréquemment utilisés pour la
livraison d’acides nucléiques en raison de leur facilité de production, leur colt abordable, ainsi
que le fait que leurs propriétés biologiques peuvent étre modulées en jouant sur les parameétres
moléculaires des polyeélectrolytes qui les composent (Buschmann et al., 2013). La formation de
ces nanoparticules se fait spontanément lorsque I’ARNm est mélangé avec un polycation. Cette
formation spontanée est principalement due aux fortes attractions électrostatiques entre les
polymeres cationique et anionique (acides nucléiques) et aussi au un gain d’entropie associ¢ a la
libération des contre-ions (Buschmann et al., 2013). Parmi les polycations utilisés pour la
formation de PEC, le polyéthyléneimine (PEI) est l'un des polymeres cationiques les plus
largement utilisés (Dominska & Dykxhoorn, 2010; Shim & Kwon, 2009). Le PEI peut étre
synthétisé sous une forme linéaire (IPEI) ou ramifiée (bPEI) et son poids moléculaire peut étre
contr6lé (Dominska & Dykxhoorn, 2010). Les PEI linéaires ont démontré une diminution de la
toxicité in vitro et in vivo par rapport a leurs homologues ramifiés (Bonnet, Erbacher, & Bolcato-
Bellemin, 2008; Merkel et al., 2011; Owens & Peppas, 2006), ce qui explique leur utilisation
fréguente dans la littérature. Bonnet et al., ont montré que I'administration intraveineuse de IPEI
encapsulant de I’ARN interférent induit un silencage génique puissant sans augmentation
significative des cytokines pro-inflammatoires ou des transaminases hépatiques (Bonnet et al.,
2008). Cependant, les PEI sont généralement associés a une toxicité (Boeckle et al., 2004; de
Fougerolles, Vornlocher, Maraganore, & Lieberman, 2007) et a une instabilité colloidale
(Williford et al., 2014) limitant leur utilisation dans les essais cliniques. La cytotoxicité du PEIl a
été caractérisée comme un processus en deux phases ou l'interaction polycation-cellule induit une
perte d'intégrité de la membrane cellulaire et I'initiation de la mort cellulaire programmée (Hunter
& Moghimi, 2010). Un apercu des mécanismes moléculaires de la toxicité a révélé I'importance
des interactions physiques entre le polycation et les mitochondries menant a la libération de
protéines pro-apoptotiques et a l'initiation subséquente de I'apoptose. Une alternative moins
toxique serait le chitosane en tant de polycation pour la formation de PEC (Buschmann et al.,
2013). Dans le cadre de 1’étude présentée dans ce mémoire, les complexes polyélectrolytes (PEC)
a base de chitosane et d’acide hyaluronique sont explorés en tant que nanoparticules servant de
vecteurs de livraison d’ARNm. Les sections suivantes de ce chapitre détaillent les composantes

qui forment les complexes poyélectrolytes développés dans cette étude.
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2.2 Le chitosane

2.2.1 Structure et propriétés physicochimiques du chitosane

Le chitosane est un copolymére linéaire composé d’unités de glucosamine (Figure 2-3; D-unit) et
de N-acetyl-glucosamine (Figure 2-3; A-unit), liés par des liaisons glycosidiques B (1—4). Ce
polymere est dérivé de la déacetylation partielle de la chitine, le deuxiéme polysaccharide le plus
abondant sur la planéte terre aprés la cellulose (Buschmann et al., 2013; Younes & Rinaudo,
2015).

O\C/CH;, M

CH
26A

"4A oH 1-DDA

GlcN or D-unit GIcNAc or A-unit

Figure 2-3. Structure chimique du chitosane avec unités désacétylées glucosamine (D-unit) et acétylé
N-acetyl glucosamine (A-unit) récurrents aléatoirement et a intervalle variable dépendant du degré
de désacétylation du chitosane. Adaptée de (Buschmann et al., 2013) © Elsevier 2018, reproduit avec

permission.

Le chitosane est caractérisé par son degré de déacétylation (DDA), sa masse moléculaire, et son
indice de polymolécularité (IP) (Buschmann et al., 2013). Le DDA correspond a la fraction
molaire des monomeres qui sont déacetylés (Figure 2-3) et est le parametre le plus important pour
caractériser le chitosane. Effectivement, le DDA permet de connaitre la quantité moyenne de
groupes amines disponible pour interagir avec les acides nucléiques durant la formation de
nanoparticules. De plus, le DDA joue un réle important dans la solubilité (en régulant la polarité
du chitosane) et de la biodégradabilité du polymere, puisque la dégradation nécessite un motif
spécifique d’unités glucosamine et N-acetyl-glucosamine (Kean & Thanou, 2010). Le DDA peut
étre précisément mesuré par RMN-H'(Lavertu et al., 2003). La chromatographie d'exclusion
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stérique permet de séparer les chaines de chitosane en fonction de leur taille. La combinaison
avec un systeme de diffusion de lumiere multi-angles permet de mesurer la masse molaire en

nombre (Mn) et la masse molaire moyenne en masse (Mw) (Buschmann et al., 2013).

Le chitosane est un polycation avec un pKa intrinséque autour de 6.5-6.7. A des valeurs de pH en
dessous du pKa réel, qui dépend du degré de déacetylation du chitosane, les unités glucosamine
(Figure 2-3), contenant un groupe amine ionisable, deviennent protonnées. Ceci permet au
chitosane d’avoir des interactions électrostatiques avec des polyanions, tels que les differents
types d’acides nucléiques (ADNp, ARNi, ARNm, etc) et ’HA. L’interaction électrostatique entre
le chitosane et les acides nucléiques résulte en une formation spontanée de nanoparticules de
différentes tailles et morphologies dépendant de plusieurs facteurs (ratio molaire des charges,
concentration et méthode de mélange, poids moléculaire et densité de charge du chitosane,
etc.)(Buschmann et al., 2013; Mao, Sun, & Kissel, 2010). Des propriétés additionnelles du
chitosane, telles que sa nature mucoadhésive, sa biocompatibilité, sa biodégradabilité, sa faible
toxicité ainsi qu’un coit de production abordable (Buschmann et al., 2013; Muzzarelli, 2010;
Onishi & Machida, 1999) favorisent 1’utilisation de ce polycation en recherche pour différentes
applications thérapeutiques, dont le développement de systémes d’administrations d’acides
nucléiques. L’influence des parametres moléculaires du chitosane (DDA, Mn, ratio molaire des
polyélectrolytes durant le mélange) sur I’efficacité de transfection in vitro, ainsi que sur les
propriétés des nanoparticules formés (taille, charge de surface) sera détaillée dans la section

suivante.

2.2.2 Utilisation du chitosane dans des complexes polyélectrolytes

L’influence des paramétres physicochimiques du chitosane sur 1’efficacité de transfection in vitro
des nanoparticules de CS/ADNp a été étudiée et I’efficacité maximale a été trouvée pour des
combinaisons particuliéres de DDA et de masse molaire (Alameh et al., 2018; Lavertu et al.,
2006; Malmo et al., 2012; Thibault et al., 2010). Puisqu’il y a des différences structurelles entre
I’ADNp et I’ARNi qui affectent la stabilité des colloides formés de chitosane et d’acides
nucléiques, les paramétres de production optimaux pour maximiser la bioactivité dépendent de
I’acide nucléique utilisé. Dans tous les cas, les résultats suggerent qu’un équilibre délicat entre la
condensation de la charge utile dans les particules et la décomplexation intracellulaire est

nécessaire pour obtenir une efficacité de transfection satisfaisante.
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Des mesures de calorimétrie par titration isothermique ont révélé qu’une augmentation du DDA
et du Mn était accompagnée par une augmentation de 1’affinité entre les polyélectrolytes (Ma,
Lavertu, Winnik, & Buschmann, 2009). Le trafic intracellulaire et la cinétique de décomplexation
des nanoparticules ont été mesurés par transfert d'énergie par résonance de type Forster (FRET)
pour confirmer que les nanoparticules avec une forte affinité de liaison étaient incapables

d'échapper a I'endosome et de libérer leur matériel bioactif(Thibault et al., 2010).

Thibault et al. ont démontré qu’une combinaison de DDA élevé et Mn faible résulte en des
nanoparticules CS/ADNp qui se désassemblent en méme temps qu’ils se libérent des endosomes
(Thibault et al., 2010). Ce phénomeéne s’explique par I’hypothése de 1’éponge a protons
(Varkouhi et al., 2011). En résumé, 1’acidification de I’endosome se fait par I’entremise du
pompage de protons H*, mais le chitosane tamponne le milieu, ce qui fait en sorte qu’une plus
grande quantité de H* et de CI" doit étre pompée dans 1’endosome pour atteindre un pH donné.

Par conséquent la pression osmotique augmente jusqu’a la rupture de I’endosome.

Une diminution importante du Mn et/ou du DDA résulte en une diminution de I’internalisation
cellulaire (Thibault et al.,, 2010). Cette derniére observation est probablement due a un
désassemblage prématuré et donc une protection réduite des acides nucléiques dans I’endosome
riche en nucléases. En accord avec ce qui précede, Kiang et al. ont montré une corrélation
positive entre la réduction du DDA, a un poids moléculaire fixe, et I’efficacité de transfection

(Kiang, Wen, Lim, & Leong, 2004).

L’administration de I’ARNi via des systémes a base de chitosane a démontré un silencage plus
efficace lorsque des chitosanes ayant un DDA supérieur a 80% sont utilisés (Alameh et al., 2018;
Liu et al., 2007). De plus, I’efficacité de silencage de I’ARNi augmente avec I’augmentation du
Mn (Alameh et al., 2018; Bustin et al., 2009; Holzerny et al., 2012; Howard et al., 2006; Ji et al.,
2009; Liu et al., 2007; Malmo et al., 2012). Ces observations suggérent que pour des conditions
similaires, les polyplexes CS/ARNi sont moins stables que les polyplexes CS/ADNp, donc
I’affinité entre le chitosane et I’ARNI doit étre régulé a la hausse comparativement aux systémes
CS/ADNp, pour atteindre 1’équilibre désiré entre la stabilité colloidale et la facilité de

décomplexation intracellulaire.

Etant donné que le pKa intrinséque du chitosane est autour de 6.5-6.7, une diminution de la

densité de charge (déprotonation) se produit a un pH plus élevé et devrait diminuer l'affinité de
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liaison entre les polyélectrolytes. Plusieurs études ont montré que la livraison optimale de
1I’ADNp est obtenue entre pH 6.5 et 7.0, I'efficacité diminuant rapidement & un pH plus élevé en
raison de la libération de la charge utile (Lavertu et al., 2006; Nimesh et al., 2010; Sato et al.,
2001; Strand et al., 2008). Cependant, pour des systemes de chitosane/ARNi, I’efficacité de
transfection in vitro maintien des niveaux de silencage élevés dans des conditions de pH allant de
6.5 a 7.4 lorsque du chitosane ayant un DDA élevé est utilisé (DDA > 92% a Mn fixe) (Alameh
et al., 2018). Cette efficacité de silencage élevée indique que les nanoparticules de siRNA sont
capables d’inhiber les génes cibles a pH physiologique, soulignant une difféerence majeure avec
I'ADNp (Lavertu et al., 2006; Nimesh et al., 2010; Sato et al., 2001; Strand et al., 2008).

Le rapport N:P, c'est-a-dire le ratio molaire entre les groupes amines du chitosane (N) et les
groupes phosphate de 1’acide nucléique (P), représente un parametre important influencant les
propriétés physicochimiques et biologiques des nanoparticules binaires (c.a.d. formées de deux
composantes; CS et acide nucléique) (Buschmann et al., 2013; Mao et al., 2010). Ce rapport N:P
s’est avéré important pour réguler la stabilité des particules et influencer, selon le DDA, la charge
de surface (potentiel-{) des nanoparticules (Strand et al., 2008). Donc une augmentation du
rapport N:P est nécessaire pour compenser une diminution du poids moléculaire et/ou du DDA
(Kiang et al., 2004; Koping-Hoggard et al., 2001). 1l a été démontré par fractionnement
d’écoulement de champ qu’une fraction significative de polycations des systémes a base de
chitosane préparés a des ratios N :P supérieur a 2, n’est pas lié aux particules (Ma, Buschmann, &
Winnik, 2010). De plus, il a été déemontré que I’efficacité de transfection in vitro est plus
importante en transfectant avec des polyplexes préparés a N :P=5:1 comparé a des polyplexes
préparés a N :P=2 :1(Thibault et al., 2011). En contraste avec les systemes CS/ADNp, la majorité
des études menées avec des systemes CS/ARNi ont utilisé un rapport N:P trés élevé (N:P > 25)
dans leurs formulations pour obtenir une bioactivité importante (Bustin et al., 2009; Holzerny et
al., 2012; Howard et al., 2006; Ji et al., 2009; Liu et al., 2007; Malmo et al., 2012).

2.3 L’acide Hyaluronique

2.3.1 Structure et propriétes physicochimiques de I’acide hyaluronique

L’acide hyaluronique (HA) est un glycosaminoglycane (GAG) anionique non sulfaté largement

abondant dans les tissus conjonctifs, épithéliaux et neuronaux (Collins & Birkinshaw, 2013). Le
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fait d’étre non sulfaté rend ce polymere unique parmi la famille des GAG. De plus, contrairement
aux autres GAG, I’HA est synthétisé dans la membrane plasmique et non pas dans 1’appareil de
Golgi, et peut-étre tres grand, avec une masse molaire pouvant atteindre les millions de Da
(Collins & Birkinshaw, 2013). Ce polysaccharide linéaire est composé d’unités disaccharides

récurrentes d’acide D-glucuronique et de N-acétyl-D-glucosamine (Figure 2-4)
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Figure 2-4. Structure chimique du disaccharide récurrent de I'acide hyaluronique. Adapté de
(Kogan, Soltes, Stern, & Gemeiner, 2007). © Springer Nature 2018, reproduit avec permission.

Il a été documenté que la sulfatation chimique de I’HA permet de lui conférer des propriétés plus
ou moins similaires a I’héparine dépendant du degré de sulfatation (Barbucci, Lamponi, Magnani,
& Renier, 1998). Dans le contexte de développement de complexes polyélectrolytes pour la
livraison d’ARNm, la sulfatation de I’HA permet de moduler la densité de charge de ce
polyanion, ce qui permet d’avoir un contrdle sur le degré de stabilité colloidale des particules
ternaires formées d’HA, de CS et d’ARNm.

2.3.2 Utilisation du HA dans des complexes polyélectrolytes

L’acide hyaluronique (HA) a été décrit comme amplificateur de la bioactivité lorsqu’il est ajouté
a des PEC binaires PEI/ADNp et CS/ADNp (Ito, lida-Tanaka, & Koyama, 2008; Ito et al., 2006;
Manna, Bharani, & Patil, 2009). L’amélioration de la performance suite a 1’inclusion d’HA dans
ces systemes de livraison pourrait étre attribuée a différents mécanismes énoncés dans la
littérature. Tout d’abord, il a été observé que I’HA réduit les interactions non spécifiques entre les
nanoparticules encapsulant les acides nucléiques, et les protéines sériques (Ito et al., 2006) en
méme temps d’améliorer I’internalisation des nanoparticules chez les cellules exprimant les
récepteurs C44, RHAMM et HARLEC (Luo & Prestwich, 1999; Mok, Park, & Park, 2007).
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Deuxiemement, il a été observé que, suite a I’internalisation cellulaire, I’HA s’accumule dans les
régions péri-nucléaire des cellules, favorisant 1’expression de génes (Ruponen et al., 2001).
Finalement, la présence de HA permet de diminuer la force des interactions entre le chitosane et
les acides nucléiques, sans complétement déstabiliser les colloides (Ito et al., 2006), facilitant
ainsi la libération de I’acide nucléique dans le cytoplasme (Ito et al., 2006). Puisque I’HA a un
pKa intrinseque autour de 3-4 (Menzel & Farr, 1998), il demeure pleinement ionisé dans un

milieu physiologique a pH=7.4.

La coexistence du chitosane et de I'acide hyaluronique dans des systemes de livraison d’acide
nucléique est intéressante, car elle combine la faible toxicité et 1’effet d'éponge protonique du
chitosane, avec les propriétés promotrice de bioactivité de I’HA (Al-Qadi et al., 2013; Almalik et
al.,, 2013; Ito et al., 2006; Luo & Prestwich, 1999; Ruponen et al., 2001), telles que
I'internalisation médiée par les récepteurs CD44 qui sont surexprimés chez plusieurs cellules
tumorales (Goodison, Urquidi, & Tarin, 1999; Naor, Nedvetzki, Golan, Melnik, & Faitelson,
2002). Les complexes polyélectrolytes binaires formés de CS et d’acide nucléique ont été
largement étudiés (Alameh et al., 2018; Buschmann et al., 2013; Haley & Frenkel, 2008;
Holzerny et al., 2012; Ji et al., 2009; Lavertu et al., 2006; Malmo et al., 2012; Mao et al., 2010),
mais des études portant sur des systeémes ternaires sont limités quand on s’intéresse aux systemes
contenant du chitosane et de ’acide hyaluronique (Al-Qadi et al., 2013; Almalik et al., 2013;
Lallana et al., 2017). Présentement, Lallana et al. ont été les seuls a étudier ce type de systéeme
pour la livraison d’ARNm. Lallana et al. ont observé que la présence d’HA permet d’augmenter
le taux d’internalisation cellulaire chez les cellules surexprimant le récepteur CD44. La relation
entre la stabilité des particules et la bioactivité in vitro qu’ils ont démontrée est cohérente avec ce
qui a été observé pour des systemes binaires CS/ADNp (Lavertu et al., 2006; Thibault et al.,
2010). Bref, les colloides formés d’HA-CS/ARNi et HA-CS/ARNm doivent étre optimisés afin
de permettre la libération intracellulaire de I’acide nucléique tout en maintenant une stabilité
suffisante pour protéger le matériel bioactif avant qu’il arrive aux cellules cibles. L’équilibre
entre I’affinité des polyélectrolytes et la facilité de décomplexation est clé dans la maximisation

de la bioactivité in vitro.
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2.4 Le tréhalose

Le tréhalose est un disaccharide non réducteur composé de deux monomeres de glucose (Figure
2-5), qui est produit en réponse au stress dans de nombreux organismes (Katyal & Deep, 2014).
Cette molécule présente la capacité de stabiliser des lipides et protéines pour la lyophilisation
(lyoprotection), d’assurer une fonction de réserve énergétique nette, de participer a
I'osmorégulation, a empécher I'agrégation des protéines B-amyloides et prion et d’agir comme
cryoprotecteur (Jain & Roy, 2009; Singer & Lindquist, 1998).
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Figure 2-5. Structure chimique du tréhalose. Adapté de (Feofilova, Usov, Mysyakina, & Kochkina,
2014).© Springer Nature 2018, reproduit avec permission

Intuitivement, il est raisonnable de croire que si le tréhalose est efficace pour stabiliser des
protéines, il pourrait avoir un effet similaire avec d’autres complexes de macromolécules
ionisables, telles que les complexes polyélectrolytes qui sont a 1’étude. Plusieurs théories
proposées dans la littérature cherchent a expliquer le mécanisme de stabilisation du tréhalose.
L’hypothése de remplacement de I’eau suggére que le tréhalose stabilise une protéine via une
interaction directe par des liaisons hydrogéne (Carpenter & Crowe, 1989; Crowe, Crowe, &
Chapman, 1984). En revanche, I’hypothése de piégeage de I’eau (Lins, Pereira, & Hunenberger,
2004), qui est une extension de I’hypothese d’exclusion préférentielle (Xie & Timasheff, 1997),
suggére que le tréhalose emprisonne 1’eau a I’interface des polymeres par la formation de
domaines vitreux et préserve ainsi la solvatation native des protéines. L’hypothese de piégeage

mécanique suggére que la stabilisation se produit par piégeage des macromolécules dans une
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matrice vitreuse de tréhalose (Green & Driggers, 1989). Chacune de ces hypothéses peut
expliquer en partie le phénoméne observé, mais aucune d’entre elles n’est globalement
descriptive dans toutes les gammes de concentration de tréhalose. Par exemple, I’hypothése de
piégeage mécanique ne peut étre appliquée que lorsque la concentration de tréhalose est élevée
(>1M). De plus, des études récentes présentent des contradictions quant au mécanisme d’action

du tréhalose (Crowe et al., 1984).

Suite a une expérience effectuée dans notre laboratoire cherchant a optimiser la lyophilisation de
PEC avec I’ajout de tréhalose en tant que lyoprotectant, il a été observé que la bioactivité des
échantillons réhydratés était améliorée en présence de tréhalose. Il sera intéressant de vérifier si le
tréhalose peut interagir avec des complexes polyélectrolytes pour améliorer leur bioactivité,

possiblement en affectant la stabilité colloidale des PEC.

2.5 Caractérisation des nanoparticules

La taille moyenne et la distribution de taille des nanoparticules ont été mesurées par diffusion de
lumiere dynamique. De plus, pour avoir une idée de la charge de surface des nanoparticules, le
potentiel- (Potentiel Zeta) a été mesuré par diffusion de lumiére électrophorétique (ELS). Les
notions théoriques sur lesquelles ces techniques de caractérisation sont basées sont présentées

dans cette section.

2.5.1 Diffusion de lumiere dynamique (DLYS)

La diffusion de lumiere dynamique (DLS) permet de mesurer la taille moyenne hydrodynamique
de nanoparticules en solution (Bhattacharjee, 2016). En résumé, un faisceau laser est dirigé a
travers la solution colloidale. Lorsque le laser atteint les nanoparticules, la lumiere va diffuser
dans toutes les directions. Si la taille des particules est inférieure a A/10 (ou A est la longueur
d’onde du faisceau laser), la lumiére va diffuser a la méme intensité dans toutes les directions
(diffusion Rayleigh), mais dans le cas contraire (taille supérieure a A/10 ), I’intensité de la lumiére
diffusée va dépendre de I’angle de diffusion (Diffusion Mie) (Bhattacharjee, 2016). Un ou
plusieurs détecteurs, positionnés a différents angles, collectent les photons de la lumiere diffusée
(Figure 2-6).
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Figure 2-6. Instrumentation pour effectuer des mesures en diffusion de lumiere dynamique. Adapté

de (Bhattacharjee, 2016). © Elsevier 2018, reproduit avec permission

Le mouvement brownien des nanoparticules va provoquer des interférences constructives et
destructives, faisant en sorte que I’intensité détectée de la lumiére diffusée va fluctuer dans le
temps. A partir de la fluctuation de I’intensité lumineuse, la fonction d’autocorrélation du signal
est générée par le logiciel. Le temps caractéristique de décroissance de la corrélation permet de
déterminer le coefficient de diffusion a 1’aide d’une fonction mono-exponentielle indiqué ci-

dessous :
G(t) =1+b-e 2P’

ou Dy est le coefficient de diffusion, b est une constante dépendante de I’instrument utilisé, T est
le temps caractéristique de décroissance de la corrélation et q est le vecteur de diffusion exprimé

par la relation ci-dessous :

4mtn,
lgl =
Apsin 5
ou ny est I’indice de réfraction du solvant, 4 est la longueur d’onde dans le vide et @ est I’angle

de diffusion.

A partir du coefficient de diffusion Dy obtenu, il est possible de déterminer le diamétre

hydrodynamique moyen des nanoparticules avec 1’équation ci-dessous :



23

_ kgT
"~ 6mnRy

t

ou kg est la constante de Boltzmann, T est la température en kelvin, n est la viscosité du solvant,
et Ry est le rayon hydrodynamique, correspondant au rayon d’une spheére solide hypothétique qui
diffuse a la méme vitesse que les particules analysées par DLS. Donc il faut s’assurer que les
nanoparticules ont une forme sphérique pour avoir une approximation de la taille par DLS qui est

réaliste.

2.5.2 Potentiel-¢ et diffusion de lumiere electrophoreétique (ELS)

En solution, la charge de surface d’une nanoparticule est enrobée par une couche fixe de contre-
ions (Figure 2-7 ; Stern layer). En dehors de cette couche fixe se trouve une couche diffuse
formée d’ions de la solution. L’ensemble des charges stationnaires (Stern Layer) et des charges
mobiles diffuses est défini comme la double couche (Figure 2-7 ; Electrical double layer) et cette
zone est electriquement neutre dans son ensemble (Kirby & Hasselbrink, 2004). Lorsqu'une
différence de potentiel est introduite dans la solution colloidale, toutes les particules chargées
sont attirées vers I'électrode de polarité opposée accompagnée de la couche fixe de contre-ions
(Stern layer) et d'une partie de la couche diffuse d’ions. Le potentiel-C est la mesure du potentiel
électrique au plan de cisaillement (Figure 2-7, slipping plane) (Kirby & Hasselbrink, 2004)
correspondant a la frontiere entre la phase de charges mobiles et stationnaires et dépend de non
seulement la charge de surface réelle de la particule, mais aussi de la force ionique du milieu de
dispersion (Doane, Chuang, Hill, & Burda, 2012). Il s’agit d’un bon indicateur de la
répulsion/attraction électrostatique entre les nanoparticules dispersées dans un milieu aqueux.
Pour cette raison, le potentiel-{ pourrait étre décrit comme I'un des paramétres fondamentaux

importants affectant la stabilité des nanoparticules.
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Figure 2-7. Structure des couches d’ions d'une nanoparticule en suspension dans un milieu de
dispersion soumis a un champ électrique. Adapté de (Bhattacharjee, 2016). © Elsevier 2018, reproduit

avec permission

La mesure du potentiel-C ne peut pas se faire directement, alors il est dérivé de la mobilité
électrophorétique des particules, mesurée par diffusion de lumiére électrophorétique (ELS).
Cependant, l'interprétation de la mobilité électrophorétique des colloides, en particulier lorsqu’il
s’agit de PEC ou de nanoparticules solides revétues de ligands, peut étre complexe (Doane et al.,
2012). Ceci étant dit, dans le cadre de cette étude, la mesure du potentiel-(, est effectuée a titre
indicatif afin de déterminer si les particules préparées ont une charge nette positive ou négative
indiquant un certain degré de stabilisation par répulsion électrostatique. De plus, il s’agit d’une
bonne fagon de confirmer la steechiométrie des charges entre les polyélectrolytes formant les
nanoparticules. 11 est attendu d’observer que les nanoparticules préparées avec un exceés de charge
positive ont une charge nette positive, et que 1’inverse est observé lorsque des particules sont

préparees avec un exces de charges négatives.
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Figure 2-8. Instrumentation pour effectuer des mesures en diffusion de lumiere électrophorétique
(ELS). Adapté de (Bhattacharjee, 2016). © Elsevier 2018, reproduit avec permission

Laser

La Figure 2-8 illustre le processus de la diffusion de lumiere électrophorétique utilisé. En
résumé, un faisceau laser est divisé en faisceaux de référence et d'excitation. Le faisceau
d'excitation est dirigé a travers I'échantillon tandis qu'un champ électrique E est appliqué pour
induire 1’électrophorése des nanoparticules tel qu’illustré dans la Figure 2-7 (Doane et al., 2012).
Lors de la recombinaison des faisceaux diffusés et de référence, une différence de fréquence est
mesuré par le détecteur ELS pour fournir la vitesse de dérive électrophorétique des

particules¥(Doane et al., 2012). La mobilité électrophorétique u est ensuite déterminée par

=

I’équation suivante : ¥ = uE

Avec la mobilité électrophorétique, il est possible de déterminer le potentiel- { a I’aide de la

formule de Smoluchowski ou Hiickel. La sélection de I’équation a utiliser dépend du produit du
parameétre de Debye K et le rayon a des nanoparticules (Doane et al., 2012). Dans les équations
ci-dessous, ¢ est la constante diélectrique du solvant, &, est la permittivité du vide et n est la

viscosité du solvant.

Smoluchowski (ka » 1); u = eggn~1&

2
Hiickel (ka < 1); p = §Sson_1f
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Abstract:

For understanding design principles and optimizing parameters for efficient delivery of
messenger RNA (mRNA), a library of pharmaceutical grade chitosans (CS) and hyaluronic acids
(HA) (native versus sulfated) was used to produce nanoparticles with different degrees of
deacetylation (DDA), polymer length (Mn), degrees of sulfation (DS), and amine to phosphate to
carboxyl (+sulfate) ratio (N:P:C), in the presence/absence of kosmotropic agent and tested in
vitro a different pHs. Particles were characterized for their size and (-potential and correlated
with bioactivity. Polymer length and charge densities (DDA, DS) of both HA and CS had a direct
influence on in vitro bioactivity through modulation of avidity. N:P:C ratio, trehalose, mixing
concentration and nucleic acid dose play important roles in improving bioactivity with optimized
formulations reaching ~ 60-65% transfection efficiency relative to commercially available lipid

control with no apparent toxicity



28

3.1 Introduction

Chitosan is a family of biocompatible cationic polymers that can be precisely tuned for specific
number average molecular weight (Mn) and degree of deacetylation (DDA), using chemical
and/or enzymatic processes 1. Spontaneous formation of binary polyelectrolyte complexes, or
nanoparticles (NPs), occurs during mixing of polyanionic molecules such as nucleic acids (NA)
and cationic chitosan (CS) through a process driven by electrostatic interactions and entropy gain
! Transfection efficiency (TE) with plasmid DAN and siRNA was previously shown to depend
on a fine balance between nanoparticle complexation (stability) and decomplexation (instability)
2% with parameters such as DDA, Mn, amine to phosphate ratio (N:P), pH and serum content
strongly modulating polymer affinity, or avidity *° (avidity being defined as cumulative strength

3 514 and in vivo® Y

of multiple affinities). Despite several reports demonstrating in vitro
efficacy, colloidal instability and blood-polymer interactions *® limit nanoparticle dosing °.
Recent studies demonstrated different design parameters or requirements for long double-
stranded and flexible NAs (i.e. plasmid) ° versus short and stiff molecules (i.e. siRNA) *
highlighting the need to tailor design based on the nature of the delivery cargo. Improvement of
colloidal stability and hemocompatibility can be achieved through chemical modification of the
polymer, nanoparticle surface decoration and/or via inclusion of other polyelectrolytes to form

ternary structures/complexes 1% 9%,

Hyaluronic acid (HA), a biocompatible glycosaminoglycan (GAG), has been previously shown to
electrostatically coat CS and improve nanoparticle hemocompatibility **. In addition, HA could
improve internalization via interactions with the CD44 and RHAMM receptors ** %% in multiple
cell lines and tumors® and is an attractive option for nanoparticle decoration. In contrast to other
GAGs, HA is not sulfated (SO3’) and has a relatively low charge density (~ 1 - charge/dimer)
potentially limiting binding affinity to chitosan resulting in premature decomplexation/reduced

bioactivity.

Here the effect of DDA, polymer length (Mn), mixing ratio (N:P) and pH was systematically
examined on a library of accurately characterized chitosans and correlated with physicochemical
characteristics (size, polydispersity index, and {-potential) of nanoparticles. Moreover, in vitro
bioactivity was also investigated to understand design parameters driving efficient in vitro

delivery of messenger RNA (mRNA); a class of nucleic acid with promising potential for
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therapeutic use. Efficient formulations (uncoated) were selected and the influence of polymer
length, HA degree of sulfation (DS), and stoichiometry (amino to carboxylic acid to phosphate
ratio; or N:P:C ratio) was studied for the first time to correlate physicochemical parameters with
in vitro bioactivity, toxicity. In addition, trehalose, a disaccharide, with protective stabilising
properties 2 was investigated for improved nanoparticle stability and bioactivity. In this report,
we show that coating with specific HAs in the presence of trehalose improved transfection
efficiency revealed by luciferase expression ~ 16 fold compared to uncoated formulations

reaching ~50-60% of commercially available lipid controls with no apparent toxicity.
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3.2 Materials and methods

3.2.1 Materials

5meC yU modified mRNA encoding the firefly luciferase (FLuc) (Cat#L-6107-1000) was
purchased from Trilink Biotechnologies. Raw chitosan (~180kDa, ~80%DDA) was obtained
from Marinard (Riviere-au-Renard, QC, Canada). Hyaluronic acids ranging in molecular weight
(10kDa — 150kDa) and degree of sulfation (DS of 0.5 to 2 sulfates/dimer) were provided by HTL
Biotechnology (Lots# FP-RD009-27, FP-RD009-33, FP-RD009-34, FP-RDO009-35; Javene,
France). High (866kDa, Cat#HA1M-1) and low molecular weight (10 kDa, Cat #HA10K-5)
nonsulfated HAs were purchased from Cedarlane Laboratories (Burlington, ON, Canada).
HEPES free RPMI-1640 (Cat# 350-002-CL from Wisent (Saint-Bruno, QC, Canada). MOPS
buffer (Cat #M-1254) was purchased from VWR. Trehalose dihydrate (Cat #T-9531), and
endotoxin free hydrochloric acid 0.1M (Cat #2104), sodium hydroxide (Cat #71690) were
purchased from Sigma-Aldrich (Oakville, ON, Canada). Nunc™ F96 MicroWell™ culture plates
(Cat # 136101), alamarBlue cell viability reagent (Cat # DAL1025), DPBS (Cat #14190-144),
Sodium Pyruvate 100mM (Cat# 11360-070), RNase free water (Cat #B-003000-WB-100),
RPMI-1640 with HEPES, Opti-MEM Reduced serum medium (Cat# 31985-062), Fetal bovine
serum (FBS, Cat #26140), Lipofectamine Messenger MAX (Cat# LMRNAOO1), GlutaMAX™
100X (Cat# 35050-061) were purchased from Thermo Fisher Scientific (Burlington, ON,
Canada).

3.2.2 Preparation and characterization of depolymerized chitosan

Raw chitosan was heterogeneously deacetylated using concentrated sodium hydroxide to reach
specific degrees of deacetylation (DDA: 80%, 92%, and 98%) followed by nitrous acid
depolymerization to achieve specific number average molecular weight targets (Mn) of 5, 10, 40
and 180 kDa. Chitosan number and weight average molecular weights (Mn and Mw) were
determined by Size Exclusion Chromatography with Multi-Angle static Light Scattering (SEC-
MALS) using a Shimadzu LC20AD isocratic pump coupled with a Dawn HELEOS OO multi-
angle laser light scattering detector (Wyatt Technologies co, Santa Barbara, CA), and Optilab
rEX interferometric refractometer and two Tosoh TSKgel (G6000PWxI-CP and G5000PWxI-
CP; Tosoh Bioscience LLC, King of Prussia, PA). The degree of deacetylation was determined
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by 'H NMR °. Elution of chitosans during characterization were conducted as previously
described °.

Table 3-1. Characterization of Chitosans and Hyaluronic Acids Tested in This Study. Different chitosans
and hyaluronic acids denoted according to their chemical composition using the nomenclature [CS:DDA-
Mn] and [HA:DS-Mn] respectively are listed in the first column of the table. The degree of deacetylation
(DDA) was determined by *H NMR. The number and weight average molecular weight (Mn and Mw)
were determined by SEC-MALS. The polydispersity index (Pdl) was calculated as M,/M, The degree of
sulfation (DS) and Mn of HAs were provided by the manufacturer on the certificates of characterization.

ﬁry‘:ﬁfr%”mc g | DDA | Mn(kDa) Pdl | DS (sulfates/dimer)
CS:80-5 80.2 43 167 :
CS:80-10 82.9 10.1 1.60 :
CS:80-40 82.5 38.4 139 :
CS:92-5 91.7 430 151 :
CS:92-10 92.3 113 1.49 :
CS:92-20 92.0 24.0 155 :
CS:92-180 91.9 180.0 1.86 :
CS:98-5 98.0 52 137 :
CS:98-10 98.1 10.1 159 :
CS:98-40 98.8 34.8 132 :
HA:0S-10 : 10.0 NA 0.0
HA:0S-866 : 866.0 NA 0.0
HA:0.95-10 : 11.0 NA 0.9
HA1.45-10 : 12.0 NA 14
HA1S-150 i 154.0 NA 1.0

3.2.3 Preparation of CS, HA, and mRNA stock solutions

5meC-yU modified FLuc stock solution was purchased in RNase free water at Img/mL and
characterized for concentration and purity by UV spectrophotometry (Azeo, Azso, and Azsozso M).
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Aliquots of the mRNA stock were stored at -80 °C until use. Chitosan and hyaluronic acid stock
solutions were prepared at 5 and 2 mg/mL respectively by dissolving CS in hydrochloric acid
(HCI) at a glucosamine to HCI molar ratio of 1:1 and HA in RNase free water. All solutions,
except mRNA, were dissolved overnight on a rotary mixer at room temperature, sterile filtered

using 0.22um PVDF membranes and stored at 4 °C until use (2-weeks maximum storage).

3.2.4 Preparation of Nanoparticles by Manual Mixing

Chitosans and hyaluronic acid stock solutions were diluted to specific molar glucosamine (N) to
MRNA phosphate (P) to carboxyl (C) ratio (N:P:C) of 5:1:0, 5:1:1 and 5:1:7 using sterile and
nuclease-free water; note that C denotes the carboxyl or the carboxyl + sulfate for the case when
HA is sulfated. Before complexation, FLuc mRNA was diluted to a working concentration of
0.15 mg/mL. Nanoparticles were formed by simple electrostatic complexation following manual
addition of specific chitosans (different Mn and DDA) to FLuc mRNA at a 1:1 ratio (v/v),
allowed to rest for 10 min, and mixed with specific hyaluronic acids (HAs with different Mn and
DS) at specific P:C ratios (i.e. 1:1 or 1:7) at a volumetric ratio of 2:1 to reach a final nucleic acid
concentration in particles of 0.05 mg/mL; nanoparticles with an N:P:C ratio of 5:1:0 (uncoated)
were prepared as described above with water replacing HA. For trehalose (C12H22011, Mw
342.296 g/mol), all stock solutions (i.e. CS, HA, mRNA) were diluted to a final concentration of
0, 5 and 10 % (w/w) and nanoparticles formed as described above. In all experiments, the final
volume never exceeded 250 pL, and chitosan was pipetted into mRNA. Nanoparticles were kept

at room temperature for 20-30 min before further use.

Lipofectamine™ MessengerMax™-FLuc mRNA nanoparticles were prepared by diluting the
FLuc mRNA stock solution to 0.03 mg/mL in Opti-MEM serum-free media and complexed to

lipid component as per manufacturer recommendation.

3.2.5 Determination of Nanoparticle Size (Z-average,), Polydispersity, and

Surface Charge

The hydrodynamic diameter (Z-average size) and surface charge ((-potential) were measured at
25 °C by dynamic light scattering (DLS) and laser Doppler velocimetry using a Zetasizer Nano
ZS instrument (Malvern Instruments Ltd, Malvern, UK) equipped with a solid-state HeNe 633

nm laser at a scattering angle of 173°. Samples were diluted 1:8 and 1:16 using sterile RNase free
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water before determination of size/PDI and (-potential respectively. (-potential values were
computed by the Malvern software from the measured Ug by application of the Henry equation:

Ug = 2Pk \y here  is the zeta-potential, € is the dielectric constant of dispersant (water), n is
3

the viscosity, and F(ka) is the Henry function. Each measurement was performed in triplicate

run with fifteen measurements / run (N = 3, n = 45).
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3.2.6 Cell culture and transfection

The EGFP" H1299 cell line (human lung carcinoma) was provided by Prof. Jorgen Kjems
(Aarhus University, Denmark) and used for in vitro transfection. Cells were cultured in HEPES
buffered RPMI-1640 media supplemented with 10% heat-inactivated FBS, 1% GlutaMAX, and
500 ug/mL of G418 antibiotic at 37 °C in a 5% CO, environment.

For assessment of transfection efficiency (i.e. Luc assay) and toxicity (alamarBlue assay), cells
were seeded in white ThermoFisher Scientific™ Nunc™ F96 MicroWell™ culture plates at a
density of 3,750 cells/well to reach ~75-80% confluence on the day of transfection (48 hours
later); qualitative (visual) assessment of confluence was performed in parallel in a clear Costar
96-well plate (Corning Inc., Cat#3595) whereas quantitative assessment of EGFP (EGFP
quantification; Aex: 488 nm, Aem: 530 nm) in the white plate was performed using a TECAN
infinite F500 micro-plate system (Tecan Systems, Mannedorf, Switzerland).

Prior to transfection, the culture medium was replaced with MOPS supplemented (20 mM)
RPMI-1640 (HEPES™) buffered at 6.5 or 7.3 in the presence of 10% serum. Nanoparticles were
prepared as described above, and a specific volume added to cells to reach the target mRNA
dose/well; for the dose-response experiment nanoparticle volume depends on both mixing
concentration and final dose. Cells were incubated at 37 °C in a 5% CO; environment for 24
hours and transfection media (HEPES™, MOPS supplemented, pH buffered RPMI-1640)
replaced with culture media (RPMI-1640) for an additional 24 hours before assessment of

resofurin (alamarBlue) reduction (toxicity), and luciferase activity (transfection efficiency).
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3.2.7 Assessment of Nanoparticle Toxicity Using the AlamarBlue Assay.

The effect of nanoparticles on metabolic activity (toxicity) was measured using the alamarBlue
assay 48 h post-transfection, by replacing media over cells with 200 pL of complete RPMI-1640
medium supplemented with 10% alamarBlue reagent. Fluorescence was measured at 612 nm
using a TECAN infinite F500 micro-plate system (Tecan Systems, Mannedorf, Switzerland) 1 h
after the addition of the assay reagent. Metabolic activity or percentage viability of the cells was

calculated as mean Fluorescence Intensity (FI) relative to untransfected cells (Viability (%) =

Mean FI (treated)
Mean FI (untreated)

X 100).

3.2.8 Assessment of Nanoparticle Bioactivity (Luciferase expression).

For the assessment of luciferase expression (activity), cells were washed twice 48 h post
transfection with 200 pL of pre-warmed Ca2+/Mg2+-free PBS, and EGFP measured (Aem = 535
nm) in 50 puL PBS using the multi-readings/well function on a TECAN infinite F-500 microplate
reader (Tecan Systems, Mannedorf, Switzerland). Cells were then lysed for 10 minutes by adding
an equal volume (50uL) of the lysis-luciferin mix (40 mM tricine, 2.14 mM magnesium
carbonate hydroxide pentahydrate, 5.34 mM magnesium sulfate, 0.2 mM EDTA, 66.6 mM DTT,
1.08 mM coenzyme A, 0.94 mM D-luciferin, 1.06 mM ATP, 2% w/v Brij-58, 200 mM trizma
acetate, 40 mM Mg-acetate, 4 mM EGTA) to the PBS pre-filled wells, and luminescence
measured using the same micro-plate reader. Luciferase activity was expressed as relative

luminescence units (RLU) following normalization against the average EGFP signal

Total L i
(fluorescence) from the same well and calculated as RLU = bl it

average Fluorecence for the same well’

EGFP signal was also used as a quality control procedure to verify seeding and viability before
normalizing luciferase activity and photomultiplier tube (PMT) gain was set constant for all

experiments and plates for comparative results.

3.2.9 Hyaluronic Acid Competition

For the hyaluronic acid competition experiments, cells were pre-incubated for 30 min before
transfection with an HA (10 kDa, 0S) concentration of 0.031 and 0.22 mg/mL for particles
prepared at 5:1:1 and 5:1:7 respectively; equivalent to ~30-fold concentration found in the

nanoparticles and previously demonstrated to block the HA receptor CD44 *°. Transfection was
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performed as described above by directly adding nanoparticles to pretreated wells and luciferase
activity measured 48 h post-transfection.

3.2.10Statistical analysis

Data were collected and expressed as average + standard deviation (SD). Statistical analysis and
graphing were conducted using GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA,
USA) software package. Unless otherwise stated, the general linear model, and one/two-factor
ANOVA were performed on collected data with Dunnet and Tukey test used for multiple

comparisons.
3.3 Results

3.3.1 Chitosan-mRNA nanoparticles bioactivity is similar to chitosan-plasmid
nanoparticles, requiring a fine balance between DDA and Mn and
slightly acidic pH.

A library of chitosans was produced, accurately characterized (Table 3-1) and screened to
understand the influence of molecular parameters (i.e. DDA, Mn and N:P ratio) on
physicochemical properties (size and -potential) and in vitro mRNA expression efficiency. HA
addition to nanoparticles was then performed followed by assessing the influence of nanoparticle
parameters on bioactivity. As illustrated in Figure 3-1, nanoparticle size and polydispersity
measured in water were between 80-120 nm and 0.18-0.22 respectively and were not influenced
by an increase in DDA, Mn and N:P ratio except for the CS:92-180 formulation that showed
reproducible aggregation at high N:P ratio. In contrast to size, surface {-potential initially
increased with an increase of N:P ratio from 2 to 5 and plateaued above N:P 5 at around 20-25
mV (Figure 3-1). Given that these nanoparticles showed colloidal stability in water and had
acceptable size, PDIs and positively charged {-potential, in vitro bioactivity was assessed in the
EGFP* H1299 cell line at different pH. As shown in Figure 3-2, luciferase activity, an indirect
measure of luciferase expression, increased with an increase in N:P ratio in slightly acidic pH
conditions. Increasing pH from 6.5 to 7.3 decreased luciferase expression for all formulations
tested (Figure 3-2). In vitro bioactivity showed that transfection occurs at low Mn values of 5 and

10 kDa for intermediate to high DDA formulations reminiscent of requirements established for
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plasmid DNA > %2 Nanoparticle bioactivity increased significantly with the increase of N:P
ratio from 2 to 5 and to a lesser and statistically insignificant, extent when N:P ratio was

increased from 5 to 20.
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Figure 3-1 Effect of DDA, Mn, and amine to phosphate ratio (N:P) on nanoparticle size,
polydispersity index, and (-potential Nanoparticles were prepared in water and physicochemical

parameters measured using dynamic light scattering. A) Nanoparticle size (Z-average in nm), B)
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Nanoparticle polydispersity, C) Nanoparticle {-potential in mV. Data represent the average + standard

deviation of 3 independent experiments with 2 technical replicates per experiment (N = 3, n = 6).
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Figure 3-2. Effect of DDA, Mn, amine to phosphate ratio (N:P) and pH on nanoparticles in vitro
bioactivity in presence of 10 % FBS. Nanoparticles were formed in water following a 1:1 (v/v) mixing
ratio at an FLuc mRNA concentration of 0.1 mg/mL. EGFP* H1299 cells were transfected at a final mLuc
dose of 150ng/well. Data represent the average + standard deviation of 3 independent experiments with 2
technical replicates per experiment (N = 3, n = 6). Luciferase expression was normalized to mean EGFP
expression. The media pH was adjusted to the specific values in the caption (i.e. 6.5, 6.9 and 7.3) by
buffering the RPMI-1640 media with MOPS.

3.3.2 HA coating influences nanoparticle size, surface charge and improves
bioactivity.
Based on the above results from in vitro luciferase expression and nanoparticle physicochemical

properties (Figure 3-1 and Figure 3-2), four formulations with low Mn/intermediate-to-high DDA
(viz. CS:80-10, CS:92-10, CS92-5, or CS98-5) were selected for further characterization during
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screening of a pharmaceutical grade hyaluronic acid (HA) library (Table 3-1). Nanoparticles
were prepared at N:P 5 and coated with different HAs (sulfated vs non sulfated at different Mn) at
either a P:C ratio of 1:1 (N:P:C 5:1:1) or 1:7 (N:P:C 5:1:7) to study and compare the effect of

molar excess of HA on particle physicochemical characteristics and bioactivity.

As illustrated in Figure 3-3 A, uncoated chitosans (controls) showed a slight decrease (~ 10-15
nm) in size with decreasing molecular weight (Mn 10 to 5 kDa) and increasing DDA (80 to
98%). In contrast, the polydispersity index showed an inverse relationship (Figure 3-3 B). HA
coating affected nanoparticle size, polydispersity and {-potential depending on Mn, DS and P:C
ratio tested. Nanoparticle surface charge significantly decreased with increasing P:C ratio and
reached negative values ~ - 25-35 mV (Figure 3-3 C). In contrast, and as expected from the
positive to negative mixing charge ratio (stoichiometry), particles prepared at an N:P:C of 5:1:1
remained positive due to an incomplete HA coating of the nanoparticle prepared in excess
chitosan (N:P 5). For low molecular weight HA (10 kDa), nanoparticle {-potential did not
significantly decrease with increasing degrees of sulfation (i.e. 0 to 1.4 S). Interestingly, and
counter-intuitively, the greatest decrease in (-potential (~ - 60mV) was observed at higher Mn
(150 kDa). In general, nanoparticle size increased with either the increase in hyaluronic acid Mn
or with the absence of sulfate groups (0S) (Figure 3-3, A). Intriguingly, a two-fold size increase
was observed with either unsulfated (0S) or intermediately sulfated (0.9-1S) HAs irrespective of
the Mn, and only when prepared at a P:C of 1:1. The polydispersity of most HA coated
formulations ranged between 0.15-0.22 indicating homogenous nanoparticles and were
comparable to uncoated controls (Figure 3-3, B). Severe aggregation and increased
polydispersity (~ 0.35-0.4) was observed for formulations coated with high Mn HAs and
prepared at net negative surface charge or P:C of 7. It is noteworthy to mention that visual
aggregates were observed with the 866 kDa HA upon formation of nanoparticles and could not be
accounted for in the DLS measurement consequently underestimating the real polydispersity
index (Figure 3-3, B right side).
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Figure 3-3 Effect of chitosan and hyaluronic acid parameters on nanoparticle size, polydispersity
and -potential. Effect of chitosan molecular weight, degree of deacetylation, and hyaluronic acid
molecular weight, degree of sulfation and phosphate to carboxyl molar ratio on A) nanoparticle size, B)
nanoparticle polydispersity and C) nanoparticle (-potential. Data represent the average + standard

deviation of 3 independent experiments with 2 technical replicates per experiment (N = 3, n = 6).



41

Next, we investigated the effect of the different HA parameters (i.e. Mn, DS, and P:C ratios) on
in vitro bioactivity by measuring the normalized luciferase expression for each condition tested.
In general, a slight increase in luciferase expression was observed with coated nanoparticles
prepared at a P:C of 1:1 using low Mn sulfated HAs (Figure 3-4). The increase was statistically
significant, with an observed 2-fold increase when the degree of sulfation increased from 0 to 1.4
per HA dimer. In contrast to the positively charged and coated NPs (N:P:C 5:1:1), negatively
charged particles (N:P:C 5:1:7) showed a small decrease in luciferase activity versus both coated
(+ C-potential) and uncoated (+ (-potential) nanoparticles. The observed decrease in transfection
efficiency (TE) with particles prepared at N:P:C of 5:1:7 (negative particles) could be explained
by limited electrostatic interaction with cell membranes due to electro repulsive forces between
the nanoparticles (negative) and cell membranes (negative). Increasing the molecular weight of
hyaluronic acid obliterated transfection efficiency (Figure 3-4) and, could be explained by the
simultaneous increase in size/polydispersity and the appearance of visual aggregates for specific
formulations (Figure 3-3, see text above).
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Figure 3-4. Effect of HA degree of sulfation, molecular weight, and P:C ratio on in vitro bioactivity.
Nanoparticles were formed in water using a two-step methodology where chitosan and mRNA (0.15
mg/mL) were manually mixed at 1:1 (v/v) ratio, incubated for 10 min and coated with different hyaluronic

acids (DS, Mn) at either P:C 1 (positive particles) or 7 (negative particles). EGFP* H1299 cells were
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transfected in the presence of 10% FBS, pH 6.5, at a final mMRNA dose of 150 ng/well. Data represent
average + standard deviation of at least 2 independent experiments with at least 2 or 3 technical replicates
in each experiment (N = 2, n = 4—6). The media pH was adjusted to pH 6.5 by buffering the RPMI-1640
media (pH 7.2—7.4) with 20 mM MOPS followed by a 1 N HCI titration.

Since translocation into tissues requires passage through tissue and endothelial fenestrations
(~100-150 nm), nanoparticles that are stable colloidally with a size around 60-100 nm are
generally accepted for intravenous administration in preclinical and clinical trials. As a
consequence, nanoparticles coated with low molecular (10 kDa) hyaluronic acid (1.4S) were
selected for further optimization and characterization since this hyaluronian : 1) stabilized
nanoparticle size at ~ 80-100 nm, with an acceptable polydispersity index of ~ 0.2, irrespective
of chitosan degree of deacetylation, molecular weight, and N:P:C ratio (Figure 3-3, A) and 2)

improved nanoparticle bioactivity by two-fold (Figure 3-4).

3.3.3 Addition of trehalose has no effect on nanoparticle size and
polydispersity but greatly increases transfection efficiency at slightly

acidic pH.

Trehalose is hypothesized to improve the stability of bio-macromolecular structures (i.e.
polypeptide polymers) due to water exclusion and physical stabilization, therefore, allowing
resistance to desiccation, freezing, and denaturation 2*. The effect of increasing trehalose
concentrations on the size, polydispersity and in vitro bioactivity of formulations coated with the
most efficient HA (10 kDa, 1.4S) was investigated. As shown in Figure 3-5, increasing the
trehalose concentration from 0 to 10% had no significant effect on nanoparticle size or
polydispersity for both coated and uncoated formulations. In contrast transfection efficiency, as
indirectly estimated through the assessment of luciferase expression (activity), increased for both
uncoated and HA-coated formulations (Figure 3-6, A). Uncoated formulations demonstrated a ~
2-fold increase in bioactivity compared to the condition where no trehalose was added during
preparation of the nanoparticles. HA coating, in the presence of trehalose, improved bioactivity
by around 4-fold versus absence of trehalose. The increase in bioactivity reached ~30 % of the
lipid control (Figure 3-6, A). However, the effect of pH on nanoparticle bioactivity was marked
with a sharp decrease in luciferase expression (activity) reaching baseline levels of luminescence

when transfection was performed at near physiological pH ( ~ 7.3-7.4) (Figure 3-6, B).
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Figure 3-6. Effect of increasing trehalose concentrations on the bioactivity of uncoated and HA-
coated (1.4 S) nanoparticles. Nanoparticles were formed in the presence of increasing trehalose
concentrations (w/w) using a two-step methodology where chitosan and mRNA (0.15 mg/mL) were
manually mixed at 1:1 (v/v) ratio, incubated for 10 min and coated with the optimal hyaluronic acid (Low
Mn of 10 kDa, and a degree of sulfation of 1.4) at a P:C of 1:1 (positive particles). EGFP™ H1299 cells
were transfected in the presence of 10% FBS, at pH 6.5 in (A) or 7.3 (B), at a final MRNA dose of 150
ng/well. Data represent average * standard deviation of at least 2 independent experiments with at least 2
or 3 technical replicates in each experiment (N = 2, n = 4-6). The media pH was adjusted to pH 6.5 by

buffering the RPMI-1640 media (pH 7.2—7.4) with 20 mM MOPS followed by a 1 N HCI titration.
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3.3.4 Hyaluronic acid competition suggests a role of receptor-mediated

internalization in the improvement of nanoparticle bioactivity

In order to determine if the observed increase in bioactivity (Figure 3-4 and Figure 3-6) was due
to an interaction between the HA-coated nanoparticles and the H1299 surface CD44/RHAMM

2221 cells were pre-treated with 30X the concentration of HA to saturate the CD44

receptors
receptors™®, transfected at different N:P:C ratios and compared to controls. As illustrated in
Figure 3-7 A, nanoparticle transfection efficiency decreased significantly to baseline levels
following pre-treatment with HA. Given that the milieu is saturated with HA, positively charged
particles prepared at N:P:C of 5:1:1 could undergo structural rearrangement and incorporate HA
to their surface, therefore, limiting particle-membrane interactions and transfection efficiency
(Figure 3-4). As a consequence, we hypothesized that an additional drop of bioactivity following
HA saturation and subsequent transfection with negatively charged particles (N:P:C 5:1:7)
compared to positively charged particles would indicate a clear role of CD44 saturation in the
observed loss of bioactivity for positively charged NPs (Figure 3-7 A). As shown in Figure 3-7
C, pre-treatment with HA incurred an additional drop in bioactivity for negatively charged
nanoparticles indicating that the observed bioactivity of HA nanoparticles (Figure 3-4 and
Figure 3-6) was most probably due to interaction with the CD44 receptors. Metabolic activity or
cell cytotoxicity was not influenced by nanoparticles, the presence of trehalose or the saturation

of the CD44 receptor (Figure 3-7 B).



46

A) 5 600 = Control
» 550 @2 HA saturation {30X)
@ mw Lipid control
S 500+
>
W 450
)
© 400+
& 200+
S 150
-
@ 1004
& 50
@
(1 [ qﬂ_ﬁl
B) 140 mm Control
HA saturation (30X)
= 120+ mm Lipid control
S
> 100
=
=z
+ 80
©
= 80
]
0
I 404
©
=
204
D_ 'l / l A il
1rt:halc|5[:[‘¥:} 0 10 ,,0 10 ,, 0 0 ,, 0 10 ,, 0 10 ,, 0 10 , 0
NPC ' 510 ' 511 510 514 ' 510 0 511
. 11 |l |
Formulation | CS:80-10 11 CS:92-5 H CS:98-5 !
C) c 600 mm Control

ZA HA saturation (30X)

550+ m=m Lipid control

500+
450

4001
200

1504
100+

<
?

Relative Luciferase Expressio

0- = 'i;lJ i 1

=
Trehalose%) 0 10 0 10 0 10 10 0 10 0 10 0
1 [ 1
NPcratio T 549 1" 517 ' 510 517 " 510 0 517
L |
I 1

CI[I'T\UHI[JI'II | | |
Fomuiationt CS:80-10 ! CS:92:5 ' €S:98-5 !

Figure 3-7 Effect of hyaluronic acid competition on nanoparticle bioactivity and toxicity. EGFP"
H1299 cells were treated with 30X HA for 30 min prior to transfection with HA (low Mn, 1.4 S) coated
nanoparticles and compared to controls 48 hours post-transfection in the presence of 10% FBS, pH 65. A)
Bioactivity of nanoparticles prepared at an N:P:C ratio of 5:1:1 (positively charged). B) metabolic activity
of cells treated with nanoparticles prepared at an N:P:C ratio of 5:1:1 (positively charged) in the presence
and absence of competing HA molecules. C) Bioactivity of nanoparticles prepared at an N:P:C ratio of
5:1:7 (negatively charged). Data represent average + standard deviation of at least 2 independent
experiments with at least 2 or 3 technical replicates in each experiment (N = 2, n = 4—6). The media pH
was adjusted to pH 6.5-6.7 by buffering the RPMI-1640 media (pH 7.2-7.4) with 20 mM MOPS
followed by a 1 N HCl titration.
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3.3.5 Nanoparticle bioactivity can be further improved by optimizing mixing

conditions with no metabolic effects.

In order to further improve nanoparticle bioactivity and optimize transfection efficiency, the
effect of nucleic acid concentration during mixing was investigated since dilute versus
concentrated mixing regimen yield particles with different sizes and, consequently different
nucleic acid content*® %%, As demonstrated in Figure 3-8 A and C, a dose-dependent increase in
size and (-potential was observed when particles were formed at increasing nucleic acid
concentrations. However, the polydispersity index remained relatively stable between 0.2-0.3
(Figure 3-8 B). Despite the slight increase in PDI from ~0.2 to 0.3 in comparison with historical
data * *** and data in Figure 3-3, no signs of aggregation were detected in dynamic light
scattering correlation functions (data not shown) suggesting that particles are colloidally stable
for NA concentration up to 0.3 mg/mL during mixing; final concentration in particles equal 0.15

mg/mL.

In general, nanoparticle bioactivity increased with both mixing concentrations and dose (Figure
3-9 A) and was negatively affected with increased pH (Figure 3-9 B). Luciferase expression
improved by more than two-fold reaching around 60% of the lipid control; a net improvement of
10-12 fold compared to uncoated particles (Figure 3-2). In the presence of trehalose (10%),
nanoparticle bioactivity reached a plateau above a dose of 150 ng/well with mixing concentration
showing only a marginal effect. In contrast, an unforeseen and 10 to 12-fold strong increase in
bioactivity was observed in the absence of trehalose for coated particles prepared at high mixing
concentrations (Figure 3-9 A, left side). Differences in colloid sedimentation rates for particles
prepared in water versus trehalose in presence of high ionic strength media (i.e. transfection
media) might explain the improved bioactivity of HA-coated particles prepared at high mixing
concentration in the absence of trehalose. Indeed, forcing nanoparticles to sediment on cells via
mild centrifugation, increased the bioactivity of all tested conditions suggesting that a significant
percentage of nanoparticles population was suspended in the cell medium and did not contribute
to transfection (Figure S. 3-1). However, these results do not explain the signal saturation in
presence of trehalose (with or without centrifugation) and remain to be explored.
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In vitro metabolic activity and cell toxicity was not influenced by either the mixing concentration
(indirectly particle size), dose or the transfection pH indicating in vitro safety of the optimized

system (Figure S. 3-2).
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prepared at a P:C ratio of 1. B) Influence on the polydispersity index of the nanoparticles. C) Influence on
nanoparticle {-potential. Data represent the average * standard deviation of 3 independent experiments

with 2 technical replicates per experiment (N = 3, n = 6).
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Figure 3-9 Effect of nucleic acid concentration and dose on coated nanoparticle bioactivity in the
presence/absence of trehalose. Nanoparticles were formed in the absence (0 %) or presence (10 %) of
trehalose using a two-step methodology where chitosan (CS: 80-10) was manually mixed at 1:1 (v/v) ratio
with increasing concentrations of mRNA (75 to 450 pg/mL), incubated for 10 min and coated with the
optimal hyaluronic acid (HA: 1.4S-10 kDa) at a P:C 1 (positive particles) using a particle to HA
volumetric ratio of 2:1. EGFP* H1299 cells were transfected at increasing nucleic acid doses and in the
presence of 10% FBS, at either pH 6.5 in (A) or 7.3 (B). Data represent average * standard deviation of at
least 2 independent experiments with at least 2 or 3 technical replicates in each experiment (N =2, n =

4-6).



50

| |
Dose (ng/well) 50 300 250 300 150

0% Trehalose (w/w) 10% Trehalose (w/w)

1600
75 ug/mil
75 ug/ml+ Cenftrifugation
1400 == 450 ugimil
5 450 pg/ml + Centrifugation
= me  Lipid control
o 1200+ mmm Lipid control + Centrifugation
c I [ '[
S 1000+
]
: l
E 800+ l
I

Iﬂ 600+ I e I I
@ I 11 I 1 L ox
| T T
2 400+ T
E

1 1 I "
|
2200“ ' m ] & iiiiiliii
E -
@
(14

T I | i ‘
Rl G I
0= | | | | | | | | | |
100 150 200 250 50 100 150 200

Figure S. 3-1 Effect of centrifugation on nanoparticle bioactivity. Nanoparticles were formed in the
absence (0 %) or presence (10 %) of trehalose using a two-step methodology where chitosan (CS: 80-10)
was manually mixed at 1:1 (v/v) ratio with increasing concentrations of mRNA (75 to 450 pg/mL),
incubated for 10 min and coated with the optimal hyaluronic acid (HA: 1.4S-10 kDa) at a P:C 1 (positive
particles). EGFP* H1299 cells were transfected at increasing nucleic acid doses and in the presence of
10% FBS, pH 6.5. Plates were then subjected to centrifugation (2000 g) for 45 min to force contact
between nanoparticles and cells and compared with plates without centrifugation. Data represent average
* standard deviation of at least 2 independent experiments with at least 2 or 3 technical replicates in each
experiment (N =2, n =4-0).



o1

A) 140
pH 6.5 . 75 Lg/iml
B 150 pgimL
450 ug/mL
120 mm Lipid Control
Baseline untreated cells
- 0 - A
fa s T u T T T T T X -
£
2 80-
o
(3]
2
s 60
=]
]
]
= 40+
20+
O_
Dose 50 100 150 200 250 300 50 100 150 200 250 300 150
(ng/well) } | | i
0% Trehalose (wiw) 10% Trehalose (w/w)
B) 140 N 75 ng/mL
ug/m
PH7.3 B 150 gL
4_5(J_JL /mL
120+ == Lipid Control
Baseline untreated cells
é T T T T i T - T T T T 1
£
Z 80+
L=
™
=2
5 60
o
m
]
@
= 40
20+
0-
Dose 50 100 150 200 250 300 50 100 150 200 250 300 150
(ng/well) | | } |
0% Trehalose (wiw) 10% Trehalose (w/w)

Figure S. 3-2 Effect of nucleic acid concentration and dose on coated nanoparticle metabolic activity
(toxicity) in the presence/absence of trehalose. Nanoparticles were formed and transfected as described
in Figure 3-9. Metabolic activity was measured using the alamarBlue assay 48 h post transfection. A)
Transfection performed at pH 6.5. B) Transfection performed at pH 7.3. Data represent average + standard
deviation of at least 2 independent experiments with at least 2 or 3 technical replicates in each experiment

(N=2,n=4-6).
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3.4 Discussion

This study demonstrates the importance of several factors in improving the biological
performance of chitosan-based nanoparticles for the delivery of messenger RNA, and shows that
the system is amenable to in vitro transfection efficiencies approaching those of lipid
formulations without toxicity. The effect of Mn, N:P ratio, pH and degree of deacetylation played
an important role in dictating bioactivity of uncoated chitosan nanoparticles (Figure 3-2) with
design principles reminiscent of those needed for plasmid DNA delivery and transgene
expression “® % These previous studies showed transgene expression occurred at intermediate to
high DDA of chitosan with low Mn values suggesting the role of a fine balance between Mn and
DDA in mediating nanoparticle extracellular stability and intracellular decomplexation. The
effect of N:P ratio was also evident with a clear requirement of free chitosan for improved
transgene expression confirming previous results where excess polycation was shown to mediate
pDNA transfection efficiency and transgene expression through nanoparticle escape from
endosomes *. Our findings highlight similar design principles for the delivery of mRNA. In
contrast to the lipid control, uncoated formulations resulted in ~ 20-fold lower protein expression
(luciferase activity) (Figure 3-2).

Lipid nanoparticles are highly efficient, in comparison with most polymeric systems, due to their
endosomal escape mechanism *>**, In order to improve colloidal stability, hemocompatibility and
transfection efficiency via modulation of surface properties and/or nanoparticle binding affinity
with nucleic acids, a library of natural (unsulfated), or chemically modified (sulfated), hyaluronic
acids was tested. In this study, low molecular weight HAs (10 kDa) with a high degree of
sulfation (1.4 S), or charge density, improved nanoparticle bioactivity ~ 2-fold when compared to
uncoated formulations (Figure 3-4). Improved bioactivity could possibly be attributed to the
modulation of nanoparticle avidity, or cumulative strength of multiple affinities between CS
amines and NA phosphates, through competition between the 1.4 S hyaluronic acid chains
(highly charged) and the polyanionic NA cargo therefore facilitating intracellular decomplexation
and subsequent Luc expression; an alternative explanation regarding increased bioactivity is
discussed below and pertain to receptor mediated endocytosis. The destabilizing effect, or
modulation of avidity through competition has been well established for chitosan-siRNA

nanoparticles coated with HA ** and, more generally for nucleic acid-polycation systems ¢,
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Decreasing the negative charge per hyaluronic acid dimer, or the degree of sulfation (DS),
decreased nanoparticle bioactivity to levels similar to uncoated controls (Figure 3-4). Lallana et
al, demonstrated that nanoparticle dissociation in the presence of competing polyanions, depends
on the nucleic acid cargo®, with mRNA based particles partially dissociating at very high charge
ratios (25- 250) as a function of chitosan degree of deacetylation and chain length (Mn).
Decreased bioactivity might therefore be due to a a more stable and difficult to dissociate
particle. The importance of this association/dissociation balance is highlighted by the drop in
bioactivity when chitosan polymer length increased from 5 to 10 kDa in the presence of the
competing polyanionic and highly sulfated HA (1.4S) (Figure 3-4). Increasing either DDA, Mn
or both parameters has been previously reported to enhance particle stability and consequently

3 2339 In this study, bioactivity

decreases nucleic acid dissociation from nanoparticles
decreased when nanoparticles were coated with high molecular weight hyaluronic acid (viz.
HA:0S-866 and HA:1S-150) (Figure 3-4). The decrease in bioactivity can be explained by either
an increase in nanoparticle stability due to longer HA chain length or nanoparticle aggregation in
high ionic strength media. Alameh et al showed that chitosan nanoparticles are stable in water but
rapidly aggregate in high ionic strength media/buffers (150 mM) with a Kinetic that depend on
nanoparticle size, and polymer length *; nanoparticle size formed/coated with high Mn HAs was

around 2-4 fold higher than particles coated with low Mn HA (Figure 3-3, A).

Nanoparticles prepared at an N:P:C of 5:1:7 (negatively charged; Figure 3-3 C) showed a
systematic decrease in bioactivity (Figure 3-4 and Figure 3-7) compared to particles prepared at
N:P:C of 5:1:1 (positively charged, Figure 3-3 C). The systematic decrease could be explained
by limited electrostatic interactions with cell membranes due to repulsive electrostatic forces
between the negative nanoparticles (5:1:7) *° and cell membranes. In this study, bioactivity was
systematically abrogated when transfection was performed at pH 7.3 (Figure 3-6, 7 and 9)
confirming published data for plasmid DNA® and mRNA®®. This is probably due to chitosan
deprotonation and subsequent decrease in nanoparticle stability, premature decomplexation, and

aggregation.

In addition to the modulation of nanoparticle stability, hyaluronic acid is a well-known ligand for
the CD44 receptor expressed on multiple cell lines and tumors. In order to validate if the
improved bioactivity is also due to potential interactions with hyaluronic acid surface receptors
and subsequent internalization by receptor-mediated endocytosis, a competition assay was
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designed and tested. A decrease in nanoparticle bioactivity following pre-treatment and receptor
saturation™® with excess HA (Figure 3-7) clearly demonstrated that hyaluronic acid is actively
involved in nanoparticle internalization; confirming previous reports™® that further characterized
this phenomenon. However, reduction in bioactivity due to steric hindrance and electrostatic

repulsion of HA cannot be excluded.

In order to improve bioactivity and nanoparticle stability, trehalose was incorporated into the
formulation. The stabilizing effect of trehalose on biomacromolecules, such as proteins, has been
documented in the literature with multiple hypotheses to explain its effects “**. Bioactivity, or
luciferase expression, of uncoated and HA-coated nanoparticles, increased four-fold reaching
around 30-35% expression relative to the lipid control (Figure 3-6) for the most efficient
formulations (viz. HA coated 1.4S). The intriguing effect of trehalose on bioactivity could
potentially be explained by its kosmotropic properties where :1) rearrangement of water
molecules around, as well as inside, nanoparticles is thought to lead to structural rearrangements
probably enhancing HA exposition for improved interactions with its receptor and/or 2) improved
nanoparticle stability by limiting interactive forces between nanoparticles and its environment.
However, these two hypotheses need to be validated through additional experimental design and
multiple experiments involving further structural characterization and, for example, binding

experiments to the HA receptors.

Further improvement of bioactivity could be achieved by increasing dose and/or mRNA
concentration during mixing and/or mixing regimen. In this study, improved bioactivity was
observed in a dose-dependent manner, and relative to mixing concentration (Figure 3-9) with
luciferase expression reaching around 60-65 % of the lipid control; a further 2-fold improvement
in bioactivity. Interestingly, nanoparticle bioactivity plateaus above the 150 ng/well dose in
presence of trehalose, contrasting with a steady bioactivity increase when particles are prepared

in water. This behavior needs further exploration to elucidate its mechanistic principles.

Nanoparticle size and surface charge are two important factors that modulate colloidal stability,
bioactivity and in vivo pharmacokinetics %°. In this study, nanoparticle size ranged between 80
and 110 nm (Figure 3-1). The degree of deacetylation, or the number of glucosamine residues,
polymer length (Mn) and the N:P ratio had a minimal effect of particle size and polydispersity.

Following optimization, nanoparticle size and polydispersity were not significantly affected in
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presence of trehalose (10% w/w; ~ 0.26 M) indicating that increased osmotic pressure is not high
enough to destabilize the system and cause aggregation and/or increase in particle size (Figure
3-5). Nanoparticle surface charge, or {-potential, was modulated via the increase of the N:P:C
ratio for both uncoated and coated formulations (Figure 3-1 and Figure 3-3). All three
physicochemical parameters (i.e. size, PDI, and {-potential) increased with increasing nucleic
acid mixing concentration (Figure 3-8) consistent with previously reported results using manual
and in-line mixing of chitosan-pDNA . Throughout this study, uncoated nanoparticles and
particles optimized through coating, trehalose incorporation, HA competition, and/or nucleic acid
mixing regimen/dose were non-toxic with no apparent change in metabolic activity relative to

untreated cells (Figure 3-7 and Figure S. 3-2) confirming previous data > 7 10-13.16.19.21.

3.5 Conclusion

We have shown that the presence of HA in mRNA loaded nanoparticles can increase in vitro
bioactivity. This increase is attributable to the coupled effect of increasing cell internalization via
potential interaction with the CD44/RHAMM receptors, and/or reduced nanoparticle avidity
therefore allowing a better balance between complexation and decomplexation. Low Mn
hyaluronic acids are superior than their high Mn counterparts at maintaining nanoparticle
physicochemical properties and improving bioactivity especially when sulfated. In addition, we
show that N:P:C ratio, trehalose, mixing concentration and nucleic acid dose play important roles
in improving bioactivity. Most importantly, we showed that optimized formulations are able to
reach around 60-65% transfection efficiency at slightly acidic pH, or luciferase expression,
relative to commercially available lipid control with no apparent toxicity. In contrast to the only
published manuscript on chitosan mRNA delivery, we demonstrate significant improvement in
bioactivity following parameter optimization and addition of a kosmotropic agent.
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CHAPITRE 4 DISCUSSION GENERALE

Dans le cadre de I’étude publiée, qui a été présentée dans le Chapitre 3, différentes combinaisons
de polyplexes formés de chitosane, d’acide hyaluronique et d’ARNm codant pour la luciférase
ont été produites, caractérisées par DLS/ELS et transfectées dans des cellules eGFP™ H1299 a
différents pH.

Tel que mentionné dans le Chapitre 2, il a été établi dans la littérature que la masse molaire et la
densité de charge du chitosane jouent un réle important dans la stabilité colloidales lors de la
formation de polyplexes et ont une influence directe sur I’efficacité de transfection. Les résultats
du dépistage avec les systemes binaires CS/ARNm présentés dans le Chapitre 3 sont cohérents
avec la littérature pour les systemes CS/ADNp, mais différent des systemes CS/ARNi (Alameh et
al., 2018; Lavertu et al., 2006; Malmo et al., 2012; Thibault et al., 2010). Un équilibre entre
I’avidité des polyélectrolytes et la facilité de dissociation de 1’acide nucléique doit étre atteint
pour les PEC binaires CS/ARNm et CS/ADNp, alors que les systemes CS/ARNi semblent
démontrer une bioactivité qui augmente avec I’augmentation de 1’avidité. Les similarités entre les
systemes CS/ARNm et CS/ADNp peuvent étre dues a leur taille similaire, leur conférant, toute
chose étant égale, une avidité plus élevée que les systemes CS/ARNiI qui rend la libération
d’ARNm et ADNp plus difficile. Le tableau ci-dessous présente les similarités et différences des
parametres optimaux pour les systemes CS/ADNp, CS/ARNi et CS/ARNmM basé sur des
publications du laboratoire de biomatériaux et du cartilage (BCL) (Alameh et al., 2018; Lavertu
et al., 2006; Thibault et al., 2010):

Tableau 4-1. Comparaison des paramétres optimaux pour la livraison d’ARNm, ARNi et ADNp in vitro.

PEC Masse pH Degré de | Commentaire

binaires molaire (Mn) déacetylation

CS/ARNm | 5kDa < Mn < | 6.5 80% < DDA | Augmentation Mn doit étre compensé
10kDa par une baisse du DDA et vice versa

CS/ADNp | Mn < 10kDa 6.5 80% < DDA | Augmentation Mn doit étre compensé
par une baisse du DDA et vice versa

CS/ARNI 5kDa<Mn 6.5 a|92%<DDA -
7.4

Suite a I’ajout d’acide hyaluronique a differentes densités de charge ou masse molaire, une

augmentation marquée de 1I’expression génique est observée lorsque I’HA utilisé a une densite de
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charge suffisamment élevée et une faible masse molaire, alors que 1’expression n’augmente pas
par rapport aux systemes binaires CS/ARNm suite a 1’ajout d’HA natif (non sulfaté). Les
différences en bioactivité peuvent étre expliquées par un effet combiné des interactions
spécifiques entre ’HA et des récepteurs a la surface des cellules transfectées, et une
déstabilisation contr6lée des nanoparticules permettant d’aboutir a un équilibre entre une
condensation suffisante des nanoparticules pour protéger I’ARNm et une facilité de dissociation
permettant la libération intracellulaire de ’ARNm. L’essai de compétition présenté dans le
Chapitre 3 suggere que des interactions spécifiques entre I’HA et des récepteurs a la surface des
cellules tumorales (CD44 ou RHAMM) permettent d’augmenter la bioactivité en permettant un
plus grand taux d’internalisation cellulaire. Toutefois, la baisse d’expression observée suite au
pré traitement des cellules avec un exceés d’acide hyaluronique pourrait étre causée par un
encombrement stérique a la surface des cellules, inhibant 1’internalisation cellulaire. Afin de
déterminer s’il s’agit vraiment d’un effet de compétition avec les récepteurs, il serait nécessaire
d’effectuer une expérience dans laquelle des cellules seront transfectées avec les formulations
ternaires optimales apres avoir inhibé I’expression des récepteurs HA a leur surface. Il serait aussi
nécessaire de quantifier la quantité de récepteurs présents avant et aprés I’inhibition pour valider
que, s’il y a une différence de bioactivité, elle est due a une absence de récepteurs HA a la surface

des cellules.

La figure suivante illustre les résultats de Lallana et. al., publié en 2017. On peut constater que
I’administration d’ARN interférent démontre une bioactivité plus importante comparée a
I’administration de I’ARNm et que 1’expression d’ARNi n’est pas affectée par une augmentation
du pH. Ces résultats sont cohérents avec ce qui a été reporté dans la littérature (Alameh et al.,
2018; Bustin et al., 2009; Holzerny et al., 2012; Howard et al., 2006; Ji et al., 2009; Liu et al.,
2007; Malmo et al., 2012). En comparant les niveaux d’expression d’ARNm avec les résultats
présenté dans le Chapitre 3, on constate que leur meilleure formulation pour la livraison
d’ARNm atteint 1% du contrdle positif, alors que pour la formulation ternaire optimisée dans
I’étude de ce mémoire, 1’expression atteint plus de 60% du contrble positif. De plus, la
diminution drastique d’expression avec une baisse de la densité de charge rapportée par Lallana
et al. suggere que I'utilisation de chitosane avec un DDA<80% réduit la bioactivité, quel que soit
la masse molaire. L’avidité faible des nanoparticules est probablement a 1’origine d’une

dissociation prématurée des particules et la et donc d’une perte d’efficacité lorsque des chitosanes
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de faible DDA sont utilises. L’expression limitée observée pour toutes les formulations testées
par Lallana et al. est vraisemblablement due a sélection sous-optimale des caractéristiques (DDA
et Mn) du chitosane. Il est a noter que conformément a ce qui a été présenté au Chapitre 3, il n’y

a plus d’expression lorsque les particules sont transfectées a pH physiologique.

siRNA mMRNA
untreated
140 100000
2
e 120 ~ 10000 LTX
o =]
@ 1001 '
<, 8 <
o 5 w § 1000
[ £ 60 o 100
° X
XL g 403 5 L
o} o g 10 i | =1
2 20 7 x g - [
s 7 T i
r O T - i H 1 : 1 - : M
AP 91423m§9142350§9142350_@91423505_914235@‘_ s142350591423505914235{;59142350 9 14 28 50
chitosan  H84 | H51 | L84 | L51 | uo1 | H84 | H51 | L84 | L51 uia1
untreated
— 140
b
c 1204 s
8 3
w 0 m
ﬂ'_ gwu % % =
@
M~ % 80 % g g
[ £ o 7 =
3 v e
I & 2297 =]
o 40 f ﬁ =2
o i 7 |
Qo o f ‘é 4
5 » . |
€ o %202 : : i , § 1) e e oot T2
AP 9142850{0 14 2850} 0 14 2850} 9 14 28 50} 9 14 28 50 914285019 14285019 1426509 14 2850} 14 2850
chitosan HB4 | HE1 | L84 i 151 i U9t H84 | H51 L84 L51 uL91

Figure 4-1. Résultats principaux de la seule autre publication traitant sur des systémes ternaires
HA-CS/ARNmM. L'expression dARNm et d'ARNsi est présenté suite a la transfection de différentes
formulations de particules ternaires a pH physiologique (7.4) et intra-tumoral (6.5). Adaptée de (Lallana et

al., 2017). © American Chemical Society 2018, reproduit avec permission

Il est raisonnable de supposer que les particules contenant de I’HA fortement anionique
démontrent un plus grand niveau d’expression que ceux préparés avec un HA natif, car I’avidité
du systéme est réduite suite a 1’ajout d’un polyanion qui entre en compétition avec I’ARNm,
facilitant ainsi sa libération. L’HA natif aura donc une densité de charge trop faible pour
déstabiliser les nanoparticules binaires de fagon significative. Cela sous-entend aussi que les

ARNm sont plus a risque d’étre libérés prématurément ou de devenir plus accessibles aux
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nucleases si les nanoparticules ternaires sont moins condensées dii a la présence d’un HA
fortement chargé. Les résultats ont démontré que la présence de tréhalose en concentration
relativement faible (0.26M) permet d’amplifier la bioactivité in vitro. Considérant I’hypothése de
remplacement de ’cau rapporté dans la littérature (Carpenter & Crowe, 1989; Crowe et al.,
1984), il est possible que cette bioactivité améliorée soit liée a un enrobage des nanoparticules
par une matrice vitreuse de tréhalose qui réduit la libération spontanée de I’ARNm. De plus, la
nature kosmotrope du tréhalose pourrait faire en sorte que la confromation du HA en surface des
PECs permet une meilleure interaction/internalisation avec les récepteurs a la surface des

cellules.

Il est possible que la présence d’HA sulfaté, couplé avec la présence d’une matrice vitreuse
enrobant les particules permet de bénéficier de la libération facilitée de I’ARNm tout en réduisant
son exposition aux nucléases ou sa libération prématurée. Bref, il est possible que la présence du
trehalose réduise I’effet secondaire indésirable de la déstabilisation par HA. De plus, si la
viscosité au sein des nanoparticules est plus élevée a cause de la présence du tréhalose, une
libération plus lente et controlé de I’ARNm dans le cytoplasme pourrait avoir lieu, quoi que ce
soit peu probable compte tenu de la faible concentration de tréhalose. Ceci expliquera pourquoi
I’expression détectée avec des systémes contenant du tréhalose atteint un plateau avec

I’augmentation de la concentration et de la dose.



64

CHAPITRES5 CONCLUSION ET RECOMMANDATIONS

Le développement de systéme de livraisons de genes pour la thérapie génique est un domaine de
recherche complexe qui est en croissance depuis les derniéres décennies. Les complexités des
systémes physiologiques dans lequel s’incorporent ces systémes de livraison font en sorte qu’il
est plus facile d’effectuer des optimisations empiriques que d’essayer de développer des modeles
prédictifs pour concevoir des systemes de livraison. Moduler la formulation de complexes
polyélectrolytes et les transfecter in vitro permet de facilement observer la bioactivité pour des
combinaisons de polyélectrolytes a différentes masses molaires, densités de charges et ratios de
mélange, permettant ainsi de trouver une formulation optimale pour un acide nucléique
spécifique. Cette étude met en évidence I'importance de la densité de charge du chitosane et de
I’acide  hyaluronique, de leur masse molaire et du rapport  molaire
(amine) :(phosphate) :(carboxyle et sulfate) des polyplexes pour une performance in vitro

efficace et non toxique.
Les hypothéses présentées dans 1’introduction étaient les suivantes :

e Les nanoparticules ayant une charge de surface positive présenteront une meilleure
efficacité de transfection in vitro par rapport aux nanoparticules préparées avec une
charge de surface négative due a la nature anionique de la membrane cellulaire.

e Les nanoparticules préparées avec du chitosane de grands poids moléculaires auront une
efficacité réduite due a une condensation trop forte des nanoparticules, limitant la
libération intracellulaire de I’ARNm de facon similaire aux systemes CS/ADNp. (Lavertu
et al., 2006; Thibault et al., 2010)

e L'ajout de HA sulfaté dans les nanoparticules augmentera l'efficacité de la transfection
par rapport aux HA non sulfatés en raison de sa densité de charge plus élevée, résultant en

une compétition accrue avec I’ARNm, pouvant inciter sa libération intracellulaire

Les résultats attendus ont été observés, mais la validation des mécanismes sous-jacents proposés
dans nos hypothéses nécessitera des travaux de recherche supplémentaire. En effet, les
nanoparticules ayant une charge nette positive a la surface présentent de meilleurs niveaux
d’expression de luciférase comparée aux nanoparticules préparés avec les mémes
polyélectrolytes, mais avec une stecechiométrie qui leur confére une charge négative.

Deuxiéemement, il a été observé que les PEC binaires et ternaires préparés avec du CS, ou méme
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de I’HA, de grandes masses molaires démontrent une absence d’expression ou bien des niveaux
d’expression trés faibles. De plus, 1’ajout d’HA non sulfaté ne démontre aucune valeur ajoutée
alors que I’ajout d’HA ayant une densité de charge suffisamment élevée permet d’augmenter la
bioactivité de facon significative. Une observation inattendue est le fait que le tréhalose amplifie

I’expression génique se fagon systématique et trés prononcée.

Les explications suggérées pour les résultats obtenus ne sont que des suppositions basées sur la
revue de littérature. Pour étre en mesure d’élucider le mécanisme qui résulte en cette
augmentation significative de la bioactivité, il faudrait avoir une compréhension plus approfondie
des interactions moléculaires complexes qui ont lieu lorsque des polyélectrolytes exogénes sont
présents dans un organisme, ceci dépasse le cadre de cette étude et serait du domaine de la
recherche fondamentale en biologie moléculaire et en biochimie. La formulation optimale établie
dans cette étude est optimisée pour une transfection in vitro. Pour aboutir a une application
clinique réelle, il est nécessaire d’effectuer un dépistage similaire in vivo. Dépendant de la route
d’administration, il est possible qu’il y ait des différences quant a la combinaison optimale de

chitosane, acide hyaluronique et tréhalose afin de livrer efficacement I’ARNm in vivo.

Afin d’¢lucider le mécanisme qui fait en sorte que le tréhalose améliore la bioactivité¢ des PEC
aux faibles doses d’ARNm (< 150 ng), il serait raisonnable de commencer par vérifier si le
tréhalose a une influence sur 1’efficacité d’encapsulation de I’ARNm. La concentration d’ARNm
libre pourrait étre quantifié en présence et absence de tréhalose a différents temps suite a la
formation des PEC ternaires. De plus, des essais de compétition avec des polyanions tel que

I’héparine pourraient étre faits en présence et absence de tréhalose.

Des expériences supplémentaires seront également nécessaires pour Vérifier si la bioactivité
améliorée avec I’HA est bien due a des interactions avec des récepteurs spécifiques. Des
expeériences de transfection a la suite d’une inhibition de I’expressions de ces récepteurs ainsi que
des mesures de I’ARNm libre en présence/absence d’HA permettront de mieux comprendre le
role du HA dans le processus de transfection. Finalement, des mesures de la taille et de la charge
de surface des particules dans le milieu de transfection seraient pertinentes pour déterminer la

structure finale des PEC une fois que les protéines du milieu sont adsorbées a leur surface.
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