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INTRODUCTION




La lombalgie est décrite chez ’homme comme une douleur au niveau du bas du dos, dans la
région lombaire. La lombalgie constitue un probléme majeur de santé publique au regard des
conséquences sur la qualité de vie du patient. Elle est considérée comme le mal du XXle siecle
(CNAM, 2017), avec une prévalence de 80 % au niveau de la population des pays industrialisés.
L'impact socio-économique de cette maladie est majeur et reconnu comme la troisieme
source d’invalidité par le régime général de la sécurité sociale, avec des codts directs et indi-
rects estimés a environ 15 milliards d’euros par an (CNAM, 2017). En France, la lombalgie est
ainsi responsable de 30 % des arréts maladie de plus de 6 mois et de 25 % des arréts de travail

plus courts.

La lombalgie peut étre divisée en trois catégories : aigué (durée inférieure a 6 semaines), su-
baigué (durée entre 6 et 12 semaines) et chronique (durée supérieure a 12 semaines). Environ
40 % des lombalgies chroniques sont dues a une dégénérescence du disque intervertébral
(DIV), appelée lombalgie discogénique. Le DIV est une articulation semi-mobile jouant un réle
fondamental dans la cinématique rachidienne. Les DIV jouent le réle d’amortisseurs fibro-hy-
drauliques en permettant de répartir les tensions mécaniques sur I'ensemble de la colonne
vertébrale, tout en lui conférant une certaine flexibilité (Frapin et al., 2019). Les DIV se com-
posent d’une partie centrale, le noyau pulpeux ou Nucleus pulposus (NP) entouré en périphé-
rie par I'anneau fibreux ou Annulus fibrosus (AF). lls sont reliés a la colonne vertébrale grace
aux plateaux cartilagineux (PC). Tout au long de la vie, les DIV subissent de nombreuses con-
traintes mécaniques provoquant leur dégénérescence plus ou moins précoce pouvant alors
provoquer des lombalgies. La prise en charge des lombalgies est actuellement essentiellement
centrée sur le soulagement des douleurs. Pour les lombalgies peu invalidantes, des traite-
ments pharmacologiques (antalgiques et anti-inflammatoires) sont dispensés. En fonction de
la sévérité, des approches chirurgicales peuvent étre proposées. |l existe aujourd’hui deux ap-
proches chirurgicales : I'arthrodése et I'arthroplastie. Ces solutions thérapeutiques restent li-
mitées et ne s’attaquent pas a I'étiopathogénie de la lombalgie discogénique (Clouet et al.,

2018).

Les meilleures connaissances de la physiopathologie discale, obtenues depuis une vingtaine
d’années, permettent aujourd’hui d’envisager le développement de nouvelles approches thé-
rapeutiques innovantes, afin de traiter directement la cause des lombalgies discogéniques et

de restaurer le tissu discal (Henry et al., 2018a). Parmi ces nouvelles stratégies thérapeutiques,
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la médecine régénératrice, et plus particulierement la thérapie cellulaire basée sur la trans-
plantation de cellules stromales mésenchymateuses (CSM) exogéenes, a fait I'objet d'une at-
tention particuliére et a laissée entrevoir un bénéfice clinique prometteur (Gugjoo et al.,
2020). Cependant, trop peu d’études in vivo montrent un effet bénéfique de I'implantation
notamment de CSM. Ces résultats, associés a des limites techniques-technologiques-écono-
miques, associé a I'amélioration des connaissances relatives a la physiopathologie discale, ont
conduit la communauté scientifique a développer d’autres stratégies thérapeutiques (Clouet
et al., 2018). La découverte récente du role des microARN (miARN) dans les processus physio-
pathologiques de nombreuses maladies, y compris dans la dégénérescence discale (DD), font
des miARN de potentiels candidats et cibles thérapeutiques. Depuis la découverte du premier
miARN en 1993, ce domaine s'est considérablement développé et parmi les nombreux miARN
découverts, un certain nombre d’entre eux sont aujourd’hui identifiés comme acteurs dans le
processus de DD. Parmi eux, le miR-155 présente un role pléiotrophique qui amene a le con-
sidérer avec intérét comme agent thérapeutique pour lutter contre la DD. En effet, ses réles
dans les processus d’apotose des cellules du DIV, dans la synthése de la Matrice Extra-Cellu-

laire (MEC) et dans les processus inflammatoires sont bien identifiés.

Malgré les progrés réalisés dans notre compréhension fondamentale du réle des microARN
(miARN ou miR) dans la pathologie de diverses maladies, la fragilité de ces miARN apres ad-
ministration et leur incapacité a pénétrer seuls au sein des cellules constituent les obstacles
majeurs afin de pouvoir les utiliser comme agent thérapeutique (Mori et al., 2019). Ainsi, |’ uti-
lisation des miARN est conditionnée au développement de vecteurs permettant leur protec-
tion et leur internalisation au sein des cellules cibles ou ils pourront exercer leurs effets thé-
rapeutiques. Différents systémes de vectorisation sont actuellement envisagés (Ahmadzada,
Reid and McKenzie, 2018). Parmi eux, les plateformes nanoparticulaires présentent différents
atouts pour assurer la vectorisation des miARN. Ainsi, ces plateformes nanoparticulaires as-
sureront la protection du matériel génétique in situ, I'internalisation cellulaire et la libération
intracytoplasmique des miARN. Parmi ces plateformes nanoparticulaires, les nanocapsules li-
pidiques (LNC) présentent différents atouts. Leur biocompatibilité, leur capacité a protéger et
a libérer le matériel génétique au sein des cellules ont en effet pu déja étre démontrées (Da-
vid, Montier, et al., 2012). De plus, leurs caractéristiques physico-chimiques sont bien maitri-

sées et permettent méme d’envisager une fonctionnalisation en surface des nanoparticules,
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qui permettrait de cibler spécifiquement les cellules du NP et d’améliorer leur efficacité d’in-

ternalisation.

Dans ce contexte, I'objectif de ce travail de thése a été de développer un systéme nanoparti-
culaire capable de délivrer un miARN au sein des cellules cibles du DIV (cellules du NP), afin
de rétablir ’'homéostasie du tissu. Pour ce faire, des LNC chargées en miR-155 ont été formu-
lées, purifiées et caractérisées. Ensuite, leur efficacité a été démontrée in vitro, puis une étude
de faisabilité in vivo a été réalisée. En paralléle, une fonctionnalisation de surface des LNC avec
un peptide d’intérét (sLink-N) a été étudiée pour permettre un ciblage spécifique des cellules

du NP et ajouter un potentiel effet thérapeutique cumulatif avec le miR-155.

Ce manuscrit est divisé en 3 grandes parties. Une premiere partie bibliographique décrira la
physiopathologie discale et la lombalgie discogénique, les traitements conventionnels et no-
vateurs, le role des miARN dans la physiopathologie discale et les différents systemes de vec-
torisation développés. Cette derniére sous-partie correspond a une revue qui sera soumise
dans le journal Advanced Drug Delivery Reviews. La seconde partie présentera les résultats
expérimentaux. Il s’agira tout d’abord des résultats décrivant la formulation des LNC chargées
en miARN, leur caractérisation physico-chimiques compléte, leur efficacité in vitro et leur in-
jection sur un modele ovin. Les résultats obtenus ont été soumis dans le International Journal
of Pharmaceutics. Il s’agira ensuite des résultats relatifs a la décoration en surface des LNC par
le peptide d’intérét sLink-N. La troisieme et derniere partie du manuscrit permettra de discu-
ter I'ensemble des travaux réalisés durant cette thése et d’ouvrir vers de nouvelles perspec-

tives de travail.
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PARTIE I :

ETAT DE L’ART SUR LA
PHYSIOPATHOLOGIE DISCALE ET
LES TRAITEMENTS DE LA
DEGENERESCENCE DISCALE
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I- Le disque intervertébral et la lombalgie discogénique
1. Le disque intervertébral sain

A. Généralités
Le disque intervertébral (DIV) est un élément clef de la cinématique rachidienne qui confere
a la colonne vertébrale ses capacités de mobilité et de soutien. Le DIV est considéré comme
une articulation semi-mobile (amphiarthrose) qui permet la séparation entre les vertebres. La
colonne vertébrale humaine compte 6 DIV au niveau cervical, 12 au niveau thoracique et 5 au
niveau lombaire (Figure 1). Les 23 DIV représentent un quart de la hauteur de la colonne
vertébrale (Panjabi et al., 1994). La forme des DIV varie en fonction de leur localisation au sein
de la colonne vertébrale. Les DIV au niveau lombaire sont de forme ovoide alors que les DIV
au niveau thoracique sont de forme ronde. Les DIV présentent un diametre moyen de 40 mm
et une hauteur de 7 a 12 mm, avec une hauteur maximale pour les DIV situés dans la région
lombaire (Pooni et al., 1986) (Figure 1). Le DIV représente un tissu unique caractérisé par : (i)
son absence de vascularisation ; (ii) sa faible teneur en oxygéne (hypoxie) ; (iii) I'absence
d’innervation et (iv) un privilege immunitaire (Raj, 2008; Sun, Liu and Luo, 2020). En effet, le
DIV est la structure la moins vascularisée du corps humain et les cellules du DIV se trouvent
éloignées des vaisseaux sanguins d’environ 8 mm. Cette avascularisation s’"accompagne d’une
faible pression en oxygéne au sein de la matrice extra-cellulaire (MEC) du DIV et en fait un
tissu hypoxique. Ainsi, la pression en oxygéne au centre du DIV est d’environ 0,4 kPa, ce qui
est bien inférieur a celle du cartilage articulaire (1,3 4 kPa) ou méme des poumons (14 kPa)
(Huang and Gu, 2008). Cette absence de vascularisation s’accompagne également d’un apport
limité en nutriments au sein du DIV, conduisant les cellules du DIV a adapter leur métabolisme
vers la glycolyse anaérobie. Cette adaptation métabolique permet aux cellules de limiter leur
consommation d’énergie, via cette voie métabolique non-consommatrice en oxygéne. En
contrepartie, la glycolyse anaérobie, via la production d’acide lactique, provoque une
acidification du milieu discal (pH de 7,5 a 5,7 ) (Urban and Winlove, 2007). Le DIV est aussi un
tissu présentant une innervation spécifique. Les terminaisons nerveuses se situent
uniguement au niveau de la partie externe du DIV (au niveau de I"Annulus fibrosus) (Garcia-
Cosamaldén et al., 2010). La structure particuliere du DIV lui confere également une
caractéristique de privilege immunitaire. Le privilége immunitaire au sein du corps humain
induit une tolérance aux antigenes d’origine étrangére, sans pour autant entrainer une

réaction immunitaire (Sun, Liu and Luo, 2020). Cette immunité spécifique se retrouve aussi
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dans des tissus tels que le cerveau, la rétine, les testicules ou encore le foetus (Wu et al., 2019).
Deux mécanismes pourraient expliquer ce privilege immunitaire : i) la barriere physique
formée par la structure intrinséque du DIV et ii) les mécanismes cellulaires impliquant les

protéines transmembranaires Fas-ligand (FasL) via les cellules du DIV (Sun, Liu and Luo, 2020).

6 DIV cervicaux

Rachis cervical

12 DIV thoraciques Rachis dorsal

5 DIV lombaires Rachis lombaire

Sacrum

Coccyx

Figure 1 : Vue latérale et antérieure de la colonne vertébrale.

Répartition schématique des différentes régions du rachis ainsi que des disques intervertébraux (DIV) (modifié a
partir de Cramer & Darby, 1995).

B. Organisation anatomique du DIV
Le DIV est composé essentiellement de 3 structures : le noyau pulpeux (Nucleus pulposus, NP)

situé au centre, I'anneau fibreux (Annulus fibrosus, AF) entourant le NP et les plateaux
cartilagineux qui permettent la jonction avec les vertebres (Waxenbaum, Reddy and

Futterman, 2021) (Figure 2).
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Figure 2 : Structure et organisation du disque intervertébral (DIV).

(a) Section axiale du DIV (b) Coupe d’un DIV montrant la structure lamellaire de I'anneau fibreux (Modifié a partir
de Tomaszweski et al. 2015).

1. Le noyau pulpeux ou Nucleus pulposus

La partie centrale du DIV est constituée du NP. Le NP est caractérisé par un niveau
d’hydratation élevé (70-80 % de sa masse) et une densité cellulaire tres faible, d’environ
4 000 cellules/mm? (Huang and Gu, 2008). La MEC du NP est caractérisée par sa composition
isotrope, composée d’'une matrice collagénique principalement de fibres de collagéne de
type I (80 % du collagene total) ainsi que de protéoglycanes (PG). Parmi les PG, I'agrécane est
le plus représenté au sein du NP. Celui-ci est composé d’une protéine structurelle associé a
des chaines de sulfate de kératane et de sulfate de chondroitine reliés entre elles par des
protéines de liaison. Ainsi, I'agrécane est, de par sa structure, hautement chargée
négativement, lui conférant une capacité de rétention hydrique importante (Urban and
Winlove, 2007). La MEC est ainsi constituée d’environ 90 a 95 % d’eau, caractéristique
essentielle pour permettre au DIV de jouer son rdle d’amortisseur fibro-hydraulique. La
composition cellulaire du NP varie en fonction de I'dge. Durant les premieres années de vie,
deux populations cellulaires distinctes coexistent : les cellules notocordales (CNT) et les
nucléopulpocytes (NPCy) (Chelberg et al., 1995). Les CNT sont issues de la notochorde
embryonnaire et sont caractérisées par une taille importante et la présence de vacuoles. Elles
participent particulierement au maintien de I’homéostasie discale. Les NPCy sont, quant a
elles, de petite taille, sphériques et leur phénotype a longtemps été considéré comme proche
de celui de chondrocytes articulaires (chondrocyte-like)(Mwale et al., 2009). Elles présentent

la capacité de synthétiser une MEC riche en collagéne de typell et en PG (agrécane
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majoritairement). Il est aujourd’hui clairement établi que ces NPCy possedent un phénotype
singulier différent de celui des chondrocytes articulaires. Ainsi, I'expression génique de
différents marqueurs spécifiques a pu étre évaluée. Ces marqueurs sont notamment : le
collagene de type V, la protéine MGP (matrix-gla-protein (MGP), la sérine peptidase (HTRA1)
(Clouet et al., 2009) Carbonic Anhydrase 12 (CA12) et Forkhead Box F1 (FOXF1) (Stoyanov et
al., 2011).

2. L’anneau fibreux ou Annulus fibrosus

L’anneau fibreux (AF) qui entoure le NP est constitué d’un réseau organisé en 15-25 lamelles
concentriques superposées de fibres de collagenes. Ces fibres sont orientées avec un angle de
60° par rapport a I'axe de la colonne vertébrale de facon paralléle entre elles (disposition
lemniscatoire). La MEC de I’AF est composée de 60 a 70 % d’eau, avec une quantité de
collagéne représentant 50 a 70 % de sa masse seche (Buckwalter, Maynard and Cooper, 1978).
L’AF est organisé en 2 zones : I’AF externe (AFE) possédant une rigidité plus importante liée a
des fibres resserrées et mieux ordonnées et I’AF interne (AFI) moins organisé et moins rigide.
Ces propriétés de rigidité différentes entre les zones sont liées aux variations de composition
des MEC de I’AFE et de I’AFI. Ainsi, la MEC de I’AFE contient essentiellement des fibres de
collagene de type | contrairement a la MEC de I'AFI qui présente essentiellement des fibres de
collagene de typell (Johnstone et al., 1992). L'AF contient des cellules fusiformes au
phénotype fibroblastique au sein de I'AFE et des cellules rondes avec un phénotype se
rapprochant du phénotype des chondrocytes articulaires au niveau de I'AF interne. Ces
cellules sont alignées parallélement aux fibres de I’AF avec une densité cellulaire d’environ

9000 cellules/mm?3.

3. Les plateaux cartilagineux

Les plateaux cartilagineux (PC) recouvrent 90 % des corps vertébraux supérieur et inférieur
des DIV. Il s’agit de structures cartilagineuses permettant la jonction entre les vertebres. lls
possedent une épaisseur d’environ 1 mm dans la région de I’AF. Cette épaisseur diminue en
périphérie du NP (0,6 mm d’épaisseur) (Moon et al., 2013). Les cellules des plateaux
cartilagineux présentent un phénotype chondrocytaire et synthétisent une MEC proche de

celle du cartilage articulaire. Il s’agit de fibres de collagéne de type Il et de protéoglycanes
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(PG). Les PC possedent une composition spécifique permettant de s’adapter aux contraintes
mécaniques. Proche de I’AF, la MEC des PC sera plus riche en PG alors qu’a proximité du NP
les fibres de collagéne seront particulierement représentées et permettront une déformation
adaptée du NP et une répartition adaptée des tensions. Les PC jouent un réle majeur dans la
nutrition du DIV, grace a la présence de vaisseaux sanguins assurant I'apport en oxygene et
en nutriments pour les cellules du NP afin de maintenir I’homéostasie discale (Rodriguez et

al., 2012) (Figure 3).
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Figure 3 : Représentation schématique des échanges et de la composition du disque intervertébral (DIV).

(a) Le DIV est non-innervé et non-vascularisé, les échanges de métabolites se produisent par diffusion a travers
les plateaux vertébraux. Le DIV posséde des conditions particulieres d’osmolarité et de pH, conduisant les cellules
résidentes du DIV a adapter leur métabolisme. (b) Au sein de I'’AF, les cellules de phénotype fibroblastique sont
organisées parallelement aux lamelles concentriques de fibres de collagéne. Au sein du NP, des cellules
notochordales et des nucléopulpocytes coexistent et assurent I'homéostasie de la matrice extracellulaire
(D’aprés Henry et al. 2014).

4. Particularités du microenvironnement discal

Le DIV est un tissu avasculaire. Par conséquent, I'apport de nutriments se fait principalement
par diffusion a partir de son systéme vasculaire environnant (Fournier et al., 2020). La varia-
tion entre les taux de consommation cellulaire et le transport des nutriments (passif ou actif)
conduit a des gradients de concentration des métabolites et des nutriments dans I'ensemble
du DIV. Cela affecte de fagon marquée la viabilité, la prolifération et la fonction des cellules,
altérant collectivement toute régénération ou réparation potentielle. Dans les DIV lombaires
humains, les niveaux d'oxygene varient considérablement. Les concentrations d'oxygene di-

minuent depuis I'AF a travers la structure interne du DIV (entre 19,5 % et 0,65 %). Les niveaux
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d’oxygéne moyens dans la partie centrale du NP étant compris entre 0,5 % et 10 % (Buckley
et al., 2018). Ces niveaux sont principalement déterminés par le transport a travers les PC,
mais aussi par la densité cellulaire au sein du tissu et I'activité cellulaire. Un autre point cri-
tiqgue du microenvironnement est le faible taux de glucose présent, glucose affectant la viabi-
lité des cellules du NP (Yin et al., 2020). Les cellules du NP se sont cependant adaptées a cet
environnement hypoxique et pauvre en glucose en utilisant comme voie métabolique la gly-
colyse anaérobie (Risbud, Schipani and Shapiro, 2010). L’utilisation de cette voie métabolique
conduit a une nouvelle caractéristique de la MEC du NP avec pH « acide ». En effet, le pH
intradiscal peut varier, principalement dii a la production locale d'acide lactique lors de la gly-
colyse anaérobie, résultant de la glycolyse par les cellules du DIV. Plusieurs mesures in vivo
ont révélé que le pH pouvait varier de 5,7 a 7,5 (Gilbert et al., 2016; Bez et al., 2018). Ces
variations peuvent conduire a des modifications de la viabilité cellulaire avec des consé-

quences sur la viabilité cellulaire et le processus de DD.

Une autre particularité du DIV est I'importance des contraintes mécaniques qu’il subit tout au
long de la vie et le fait que les cellules sont soumises a un environnement hyperosmolaire.
Cette pression osmotique de la MEC est notamment corrélée a la quantité d’agrécane (Bezci
and O’Connell, 2018). Les PG chargés négativement, dont I'agrécane, permettent de réguler
I'équilibre ionique de la MEC du DIV (Johnson et al, 2014). Dans un état sain, |I'osmolarité ex-
tracellulaire peut varier d'environ 430 mOsm/L (pression isoosmotique) a environ 496

mOsm/L (pression hyperosmotique) (van Dijk, Potier and Ito, 2011).

Dans le contexte du développement d’approches de médecine régénérative, les 4 compo-
santes principales du microenvironnement (oxygéne, glucose, pH et osmolarité) devront étre
prises en compte au regard de leur impact potentiel sur les cellules du DIV. D'une part, la
concentration en oxygene semble jouer un role central dans la régulation de la biosyntheése et
du phénotype de cellules ciblées pour des applications thérapeutiques (Syeda Masooma Naqvi
and Buckley, 2015). D'autre part, de faibles concentrations en glucose, I'osmolarité et les pH
acides peuvent nuire a la survie et au comportement biologique des cellules du DIV. Il est donc
important de maintenir I’homéostasie du DIV afin de conserver un microenvironnement discal

sain.
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5. Relation structure-fonction

Au cours de la vie, le DIV est soumis a de nombreuses contraintes. La structure intrinseque du
DIV va lui permettre d’absorber ces contraintes. Pour ce faire, le DIV adapte sa forme et sa
teneur en eau, permettant aux tensions mécaniques de se répartir le long de la colonne
vertébrale. Les charges subies par le DIV sont différentes en fonction de la posture de
I'individu. En compression axiale, I’AF va contenir le NP qui se comprime et s’étend vers
I’extérieur. L'AF permet de rediriger les forces subies par le NP en tension. Au sein du NP, la
pression va passer de 0,06 MPa en position allongée a 2,30 MPa lors du port de charge de
20 kg avec une flexion thoracique (Shapiro and Risbud, 2014). Ces modifications de pression
vont s’accompagner d’une diminution de la hauteur discale. Lors de mouvements de torsion,
extension ou flexion vertébrale, I’AF subit des forces de cisaillements multidirectionnelles. La
composition de la MEC de I’AF riche en eau, en PG et en collagéne permet une déformation
capable de rediriger et d’'emmagasiner une partie des forces subies par le DIV (Fearing et al.,
2018). Le NP, hautement hydraté (90/95 % d’eau), va jouer le role d’amortisseur hydraulique
permettant la restauration de la hauteur discale et de sa forme initiale (Figure 4). La capacité
de résistance du DIV provient de la capacité de la MEC du NP a moduler sa pression osmotique
ainsi que sa quantité en eau en fonction des contraintes subies. La variation de pression
osmotique, entrainant une déformation et un changement de hauteur discale, est
principalement expliquée par les PGs de la MEC du NP (YALTIRIK et al., 2019). Les cellules du
DIV ont aussi montré une réponse métabolique différente en fonction de I'intensité et du type
de contraintes appliquées, selon des mécanismes de mécanotransduction. Les cellules du DIV
peuvent notamment adapter la synthése des protéines structurales telles que I'actine ou la
tubuline ou encore changer de métabolisme en passant d’un métabolisme catabolique au
repos a anabolique en activité (Fearing et al., 2018) (Figure 5). De plus, la mécanotransduction
impacte aussi le profil d’expression des miARN régulant alors directement les mécanismes de

réponses aux contraintes mécaniques (D’Angelo, Godeau and Solon, 2019).
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Figure 4 : Représentation des contraintes subies par le disque intervertébral (DIV).

En position neutre (debout) le DIV subit une compression axiale verticale. Le Nucleus pulposus va s’étendre
radialement créant une tension circonférentielle sur les fibres de collagene de I’Annulus fibrosus. Lors de
contraintes de torsions, d’extensions et de flexions, le DIV va étre soumis a des forces différentes, créant une
déformation ainsi qu’une modification des pressions hydrostatique et osmotique (d’aprés Fearing et al. 2016).
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Figure 5: Composition et organisation de la matrice extracellulaire (MEC) du disque intervertébral (DIV).

(a) Agrégat d’agrécane, protéoglycane (PG) de la MEC du DIV. Les molécules d’agrécane sont associées a une
chaine d’acide hyaluronique et des protéines structurales ; (b) MEC composée d’un réseau dense de fibres de
collagéne entourée de substance fondamentale composée essentiellement d’eau et de PG qui subit des tensions
et adapte la composition en eau du DIV (d’aprés Gauci et al. 2017 et Kiani et al. 2002).
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2. Le disque intervertébral dégénéré
A. Lombalgie et dégénérescence discale (DD)

La lombalgie est considérée comme le mal du 21¢ siécle par I’Organisation Mondiale de Ila
Santé (OMS). Les symptomes de la lombalgie sont des douleurs ou fourmillements au niveau
du rachis lombaire, des difficultés motrices ou locomotrices. La lombalgie représente la
deuxieme cause de consultation médicale dans les pays industrialisés et son impact socio-
économique est considérable. D’aprés une étude réalisée en 2017 par la Caisse Nationale
d’Assurance Maladie (CNAM) (CNAM, 2017), les douleurs d’origine lombaire représentent des
colts directs (indemnisation, kinésithérapie, prise en charge médicamenteuse) d’environ 661
millions d’euros par an en France. D’aprés la méme étude, les co(ts indirects liés aux arréts
de travail pourraient représenter 10 fois le montant des co(ts directs. Ces lombalgies,
s’expliqguent dans 40 % des cas par une dégénérescence du DIV (DD) (Luoma et al., 2000),
également appelée lombalgie discogénique. Il est clairement établi aujourd’hui que I'origine
de la DD est multifactorielle, avec des composantes génétiques, environnementales et
biomécaniques (Di lorio et al.,, 2007). Le polymorphisme génétique pourrait avoir une
incidence de 75 % sur I'apparition des symptémes de la lombalgie discogénique. Les génes
codant pour les protéines de la MEC, en particulier celles de la MEC du NP (agrécane, collagene
types | et ), seraient les plus souvent concernés (Martirosyan et al., 2016). Des études sur des
jumeaux ont permis de confirmer I'impact du polymorphisme génétique sur les douleurs
lombaires (Battié et al., 2009; Mayer et al., 2013; Kitis et al., 2018). Ce polymorphisme
génétique pourrait étre aussi lié aux génes codants pour les ARN interférents (ARNi). Ces ARNi
sont des ARN de petite taille, non codants, capables d’inhiber ou d’accentuer I’expression
génique ou la synthése protéique des composants de la MEC. Ils pourraient avoir aussi une
action sur des voies de signalisation essentielles telles que I'autophagie, le métabolisme
anaérobique ou encore l'inflammation (Clouet et al., 2018). Le role et I'implication dans la DD
de ces ARNi seront décrits dans un paragraphe dédié. La lombalgie discogénique est
aujourd’hui considérée comme une maladie multigénique, avec néanmoins des composantes
non-géniques (Mayer et al., 2013). Les facteurs environnementaux et biomécaniques sont
ainsi évoqués dans la mise en place de la DD. |l s’agit, en particulier, du tabagisme, de la
sédentarisation, du sport intensif ou encore de la catégorie socio-professionnelle du patient

(Ganesan et al., 2017; Shiri et al., 2019). En parallele, certaines infections bactériennes ou
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virales, mais également certaines maladies métaboliques (diabéte, hyper- ou hypothyroidie,
athérosclérose), ont également été évoquées dans le processus de la DD (Sagét et al.,

2020)(Shiri et al., 2019).

B. Physiopathologie de la dégénérescence discale

La DD induit des changements morphologiques et phénotypiques comparables aux
conséquences observées lors d’un vieillissement normal du DIV (Adams and Roughley, 2006).
La différence repose sur le délai d’apparition des symptémes et des modifications cellulaires
et tissulaires. Le vieillissement normal du DIV se fait au cours du temps avec une rupture
progressive de 'homéostasie au sein du DIV (Adams and Roughley, 2006). La DD, en revanche,
repose sur une apparition anormale et accélérée des symptémes (Berenbaum and Sellam,
2008). Le processus de DD est aujourd’hui bien décrit avec des modifications moléculaires,

cellulaires et tissulaires.

1. Modifications moléculaires

Au niveau moléculaire, la DD répond a une perturbation de ’lhoméostasie de la MEC du NP
induisant diverses modifications moléculaires. Ces modifications moléculaires interviennent
principalement au niveau de la mort et de la prolifération cellulaire ainsi qu’au niveau de la
synthése de la MEC et de cytokines pro-inflammatoires (Eskola et al., 2012; Martirosyan et al.,

2016).

La mort cellulaire dans la DD est induite par différents processus. Tout d’abord, elle peut étre
activée par la surproduction de caspases et notamment la voie FADD/Caspase 3 (Ohnishi et
al., 2019, p. 3). Ensuite, par la synthése de protéines comme les Autophagy Related Genes 5/7
(ATG) impliquées directement dans la mort cellulaire par autophagie. Enfin, la mort cellulaire
peut intervenir a cause d’un déreglement des grandes cascades métaboliques comme les
Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPK) provoguant une mort cellulaire anormale et une

forte réduction de la population cellulaire du DIV (F. zhang et al., 2016).

La prolifération cellulaire dans la DD est induite par différents facteurs. Les principaux facteurs
décrits sont le Transforming Growth Factor béta (TGF-B), le Platelet-Derived Growth Factor
(PDGF), ainsi que I'Insulin Growth Factor-1 (IGF-1) (Johnson, Eisenstein and Roberts, 2001;

Ding, Shao and Xiong, 2013a; S. Yang et al., 2018). Ces différents facteurs interviennent dans
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de nombreuses cascades métaboliques impliquées dans la prolifération cellulaire, dont le

cycle cellulaire en controélant la synthese des complexes cyclines/CDK (Che et al., 2020).

Au cours de la DD les cytokines inflammatoires sont anormalement sécrétées. Les cytokines
les plus représentées dans la DD sont : les interleukines (IL-4, IL-6, IL-12), I'Interferon-y (IFN-
v) et le Tumor Necrosis Factor-a (TNF-a). Ces différentes cytokines vont notamment impacter
les grandes cascades métaboliques comme MAPK, nuclear factor-kappa B (NFKb) ou encore la
voie Wnt jouant sur de nombreuses protéines essentielles a I’homéostasie du DIV (Risbud and
Shapiro, 2014). Au cours de la DD, une surproduction des métalloprotéinases (MMPs), mais
aussi des désintégrines et métalloprotéinases A avec motifs thrombospines répétées
(ADAMTSs) et des inhibiteurs tissulaires des métalloprotéinases (TIMPS) conduisant a la
dégradation du collagene et des PGs est observée (Feng et al., 2006; Gaudet and Popovich,
2014a). L'altération qualitative et quantitative de la composition de la MEC du NP va conduire
a une diminution de son état d’hydratation. Cette déshydratation va s’accompagner d’une
baisse de la pression osmotique et a terme altérer la capacité du tissu a résister aux
contraintes mécaniques provoquant de fortes douleurs ou d’autres symptémes cliniques
(Fearing et al., 2018). Les modifications moléculaires ne sont pas les seules a intervenir dans

la DD et sont particulierement reliées aux modifications cellulaires.

2. Modifications cellulaires

Au cours de la DD, I'importance des cellules du NP a été mise en avant. Ainsi, au cours de la
DD, la densité cellulaire en NPCy du NP diminue. Cette diminution de la densité cellulaire au
sein du NP s’accompagne d’une incapacité a synthétiser une MEC adaptée, tant
guantitativement que qualitativement, conduisant a une déshydratation de la MEC. Les
éléments initiateurs conduisant a la disparition des NPCy sont aujourd’hui encore mal
identifiés et seraient liés aux CNT. En effet, il apparait une certaine concordance entre
I"apparition des premiers symptomes de la DD et la disparition des CNT. La disparition de ces
CNT se fait des la naissance avec une disparition compléte de celles-ci a la maturité
squelettique. L’hypothese de I'existence d’un dialogue cellulaire entre les CNT et les NPCy a
ainsi été envisagée. La disparition des CNT conduirait a une rupture du dialogue cellulaire NTC-
NPCy, conduisant les NPCy a leur propre disparition progressive au cours de la vie (Erwin et

al., 2011; Risbud and Shapiro, 2011). Ainsi, les CNT présenteraient un effet protecteur vis a vis
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des NPCy en synthétisant des facteurs spécifiques (connective tissue growth factor (CTGF),
Sonic hedgehog (Shh) ainsi que le transforming growth factor beta (TGF-B)) qui permettraient
de réduire I'apoptose des NPCy. Cela a pu étre en partie démontré grace aux études menées
sur ces différents facteurs de croissance. Le facteur CTGF permet la maturation du NP, mais
est aussi impliqué dans la DD. Le CTGF a notamment été testé sur des NPCy de chiens
chondrodystrophiques, permettant alors une augmentation de la synthése d’agrécane, de
collagene de type Il et une diminution du collagéne de type | (Erwin et al., 2011). L’absence de
facteur Shh a montré une augmentation du collagéne de type | au sein du NP, suggérant un
impact sur la fibrose de celui-ci (Erwin et al., 2006). Le TGF-3, quant a lui, permet la diminution
de I'expression du transcrit galectine3 via la voie Smad3 au sein des NPCy (Tian et al., 2016).
Cette cascade métabolique se traduit par une diminution de I'expression des génes codants
pour les cytokines pro-inflammatoires (II-1B et 1I-6), ainsi que pour la protéine MMP3. Ces
données permettent de confirmer I'activation de mécanismes protecteurs de ces 3 facteurs
sécrétés par les CNT sur les NPCy. De récentes études ont démontré le r6le majeur des micro-
ARN (miARN) dans le dialogue cellulaire (Mori et al., 2019). Ces miARN sont retrouvés dans les
vésicules extracellulaires et assurent le dialogue entre les cellules d’un méme tissu (Clouet et
al., 2018; Bar, Thum and de Gonzalo-Calvo, 2019). L'impact des miARN sur la DD sera décrit

dans une partie spécifique du manuscrit.

L’ensemble de ces modifications cellulaires se traduisent par des modifications tissulaires

importantes du DIV.

3. Modifications tissulaires

Des modifications tissulaires ont également été décrites dans la DD. La néovascularisation et
la néoinnervation des DIV ont ainsi été décrites. D’une part, la néoinnervation observée au
cours de la DD est liée a la synthése de cytokines pro-inflammatoires (IL-6/8, PGE2) qui
provoque une stimulation de la synthése du Nerve Growth Factor (NGF) activant la
neurogénése. Cette neurogéneése va induire la synthése de la substance P responsable de Ia
douleur (Krock et al., 2014). D’autre part, la néovascularisation observée au cours de la DD est
notamment provoquée par I'augmentation de la synthese du Vascular Endothelial Growth
Factor (VEGF) induite par le TNF-a provoquant I'angiogenése, allant souvent de pair avec une

désorganisation de I’AF (Lu et al., 2013; Fournier et al., 2020). Cette modification tissulaire de
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I’AF, vient aussi de la dégénérescence du NP dont la MEC déshydratée au cours de la DD, ne
permet plus I'absorption des contraintes mécaniques. Ces contraintes mécaniques sont alors
transférées directement a I’AF, accentuant I'atteinte cellulaire et tissulaire de I’AF (Han et al.,
2012). Les PCjouent aussi un réle dans I'apparition de la DD. En effet, une calcification des PC
peut étre observée avec la présence de chondrocytes hypertrophiques au sein du tissu (Rutges
et al., 2010). Cette néo-calcification provoque une diminution du nombre de vaisseaux
sanguins, réduisant les échanges possibles avec I'AF et le NP. La réduction de I'oxygénation,
de I'apport de nutriments et la mauvaise élimination des métabolites provoque la réduction

de la densité cellulaire ainsi que I'altération de la MEC (Grant et al., 2016).

L'ensemble de ces éléments montre clairement le cercle vicieux de la physiopathologie

discale.

L’'ensemble des mécanismes conduisant a la DD est aujourd’hui bien documenté. Certains
mécanismes restent cependant a élucider afin de comprendre et lutter contre la mise en place
de la DD via différentes approches thérapeutiques conventionnelles ou innovantes (bio-

inspirées). Ces différentes approches thérapeutiques seront présentées ci-dessous.

lI- Traitements conventionnels et novateurs de la lom-
balgie
1. Dépistage et prévention

Avant une prise en charge adaptée, le dépistage de la DD doit étre réalisé. Ce dépistage
permettra notamment d’évaluer le degré d’avancement de cette DD. Pour cela, I'anamnese
de la maladie est réalisée afin de retracer les antécédents médicaux et I'historique de la
plainte (Adams and Roughley, 2006). Il s’agit notamment de rechercher la présence d’une
douleur constante ou épisodique au niveau du rachis lombaire. La difficulté a se pencher ou
encore des brilures, ou la présence d’engourdissements irradiants au niveau des membres
inférieurs et supérieurs seront des signes cliniques également recherchés. L'imagerie médicale
permettra d’apporter des éléments contributifs aux symptomes évoqués. La radiographie aux
rayons X, le scanner et I'Imagerie par Résonance Magnétique (IRM) seront notamment
réalisés (da Costa et al., 2020). Ces différentes techniques d’imagerie permettent d’obtenir

différents renseignements complémentaires afin de définir I’état de DD et vertébrale. La
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radiographie du rachis permet la détermination de la hauteur discale ainsi que la présence de
calcifications intradiscales. Une discographie sous fluoroscopie en injectant un produit de
contraste in situ dans le DIV (Ogon et al., 2019), afin de distinguer AF et NP et de provoquer
en réaction a l'injection une douleur chez le patient, est un examen également proposé dans
certains cas. Cette technique est aujourd’hui rarement réalisée au regard de son caractére
invasif et I'existence d’'une DD induite suite a I'effraction de I’AF au décours de l'injection
(Lipscomb et al., 2017). Le scanner permet |'évaluation de la morphologie discale et de sa
densité. L'IRM représente aujourd’hui I'examen d’imagerie de référence afin de définir I'état
de dégénérescence du DIV. La réalisation de différentes séquences IRM (T1, T2 notamment)
permet de définir I'état d’hydratation des DIV et d’évaluer la densité osseuse des plateaux
cartilagineux. Différentes classifications ont ainsi été proposées a partir des images IRM, parmi
lesquelles les classifications de Modic et de Pfirrmann. La classification de Modic permet, en
comparant les signaux des séquences en T1 et T2, de distinguer 3 stades de DD (Modic et al.,
1988) (Figure 6). La classification de Pfirrmann permet de définir cing grades de Pfirrmann (|
a V) (Figure 7). Les grades sont définis en fonction de I'intensité du signal de la séquence en
T2 enregistré a I'IRM au niveau du NP, la distinction possible ou non entre NP et AF et la

variation de la hauteur discale (Pfirrmann et al., 2001).

L'ensemble des éléments (anamnése, tests cliniques, imagerie) vont permettre au praticien
d’établir un diagnostic final et d’adapter la prise en charge, au regard notamment du caractére
handicapant des douleurs chez le patient. Aujourd’hui, la prise en charge conventionnelle des
patients atteints de DD est essentiellement médicamenteuse et/ou chirurgicale et sera traitée

dans le paragraphe suivant (HAS, 2015).
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Figure 6: Classification de Modic de la dégénérescence discale évaluée par Imagerie par Résonnance
Magnétique (IRM).

Les différents signaux hypo-intenses et hyper-intenses en séquences T1 et T2 permettent de définir 3 stades de
dégénérescence discale (d’apres Zhang et al. 2008).
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Figure 7 : Classification de Pfirrmann de la dégénérescence discale évaluées par IRM (D’aprés Pfirrmann et al.
2001).

Préalablement a la mise en place des traitements conventionnels, la prévention du mal du dos
occupe de plus en plus de place dans nos sociétés industrialisées et modernes. Cette
prévention a pour objectifs de prévenir I'arrivée des douleurs et de soulager ou de ralentir
I’apparition de douleurs chroniques invalidantes. Il existe trois niveaux de prévention (Steffens
et al., 2016). La prévention primaire a pour objectif d’empécher ou de retarder I'apparition
des lombalgies. Il s’agit notamment d’évaluer les risques socio-professionnels du « patient »,
de présenter les solutions pour limiter ces risques en particulier posturaux, de proposer des
modifications du mode de vie et de I'environnement. Cela consiste majoritairement en la
prévention par |'apprentissage a I'aide de séminaires sur les causes et les risques de la
lombalgie discogénique, encore appelée Ecole du dos (Parreira et al., 2017). La prévention
secondaire a pour objectif de limiter le développement ol I'impact de la maladie sur le patient,
et est souvent associée a une prise en charge médicamenteuse. |l s’agit le plus souvent de la
prise en charge d’un patient souffrant d’'une douleur lombaire aigiie. La prévention tertiaire,
associée la aussi a une prise en charge médicamenteuse et/ou chirurgicale, correspond a la
rééducation des patients souffrant de douleurs lombaires chroniques. Ces patients sont pour
la plupart en arrét de travail et sont soumis a des protocoles de rééducation au sein de

structures spécialisées. Le suivi par les patients de régles hygiéno-diététiques (HAS, 2015) est
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aujourd’hui également proposé. Il est également bien établi que la pratique physique
réguliere et modérée (permettant notamment de disposer d’une musculature abdominale et
dorsale adaptée) permettent de prévenir la DD. Enfin, les massages, la balnéothérapie, la
stimulation électrique transcutanée (TENS) et I'acupuncture montrent une certaine efficacité
a court terme, mais aucune étude scientifique ne montre une efficacité a long terme (Furlan

etal., 2015).

2. Les traitements conventionnels

Les traitements actuels visent en particulier a améliorer la qualité de vie du patient,
notamment en diminuant les douleurs. L'ANAES (Agence Nationale d’Accréditation et
d’Evaluation en Santé) a établi une prise en charge compléte allant des traitements non-
pharmacologiques, pharmacologiques, aux traitements chirurgicaux pour les stades les plus

graves ou réfractaires aux traitements pharmacologiques.
Les traitements non-pharmacologiques sont les premiers envisagés et se basent sur :

- Une prise en charge rééducative par des professionnels de santé basée sur la pratique
sportive, la kinésithérapie et le renforcement musculaire. Cette prise en charge montre
des résultats antalgiques satisfaisants et permet d’améliorer la mobilité discale (Williams
etal.,, 1991; Belavy et al., 2016, 2017).

- Un accompagnement a la perte de poids. En effet, I'obésité augmente les contraintes
mécaniques subies par les DIV et peut s’accompagner de problémes métaboliques

pouvant favoriser I'apparition des lombalgies.

En cas d’échecs de ces traitements non-pharmacologiques ou en parallele, des traitements
pharmacologiques sont proposés. Ceux-ci ont pour but de réduire la douleur afin de
permettre une réhabilitation socio-professionnelle. Les traitements les plus utilisés sont les
antalgiques ainsi que les anti-inflammatoires (Al) administrés per os ou par voie injectable ou
par voie cutanée (topique). Différents paliers d’antalgiques sont ainsi proposés (Airaksinen et
al., 2006). Il s’agit du paracétamol, des Al non-stéroidiens (AINS), des Al stéroidiens (AIS), des
opiacés et des myorelaxants. La prise en charge se fait de facon progressive avec en premiere
intention l'utilisation du paracétamol puis des AINS (ibuproféene, célécoxib, kétoproféne,

naproxene et étoricoxib)(Stafford, Peng and Hill, 2007; S. B. G. Blanquer, Grijpma and Poot,
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2015). L'utilisation des stéroides et corticostéroides (méthylprednisolone, hydrocortisone,
triamcinolone et dexaméthasone) peuvent étre proposés en injection a proximité des zones
douloureuses. Ce sont de petites molécules inhibant la sécrétion de molécules pro-
inflammatoires, et présentant également une activité immunosuppressive. Ces molécules ont
une action rapide et efficace a court terme (Stafford, Peng and Hill, 2007). En cas de douleurs
réfractaires, 'utilisation des opioides peut étre proposée. Ce sont des molécules agissant
directement sur le systeme nerveux central et périphérique. Deux types d’opioides peuvent
étre utilisés, les opioides faibles tels que le tramadol et les opioides forts comme la morphine,
I’'oxycodone ou I’'hydromorphone (Radcliff et al., 2013). Certes trés efficaces, les opioides
présentent un risque d’addiction qu’il est important de prendre en compte lors de la prise en
charge du patient (Kuritzky and Samraj, 2012). Ces traitements antalgiques peuvent étre
complémentés par des myorelaxants comme les benzodiazépines (van Tulder et al., 2003).
Tous ces traitements prennent en charge uniquement la douleur. lls sont efficaces a court
terme, mais I'’échappement est souvent commun a long terme. De plus, ces traitements ne
peuvent pas étre pris indéfiniment et les injections répétées des AlS ne sont pas préconisées.
En cas de douleurs réfractaires et d’une sévérité importante de la DD, des traitements

chirurgicaux peuvent alors étre proposés par les praticiens du rachis.

Deux techniques chirurgicales sont essentiellement proposées par les praticiens : I'arthrodese
et I'arthroplastie (Figure 8). L’arthrodése est considérée comme le « gold standard » en terme
de prise en charge chirurgicale (Phillips, Reuben and Wetzel, 2002). Elle consiste a éliminer le
DIV dégénéré et induire la fusion des deux vertébres sus- et sous-jacentes, a I'aide de cages
de fusion. Les cages de fusion, disponibles sur le marché, sont constituées de fibres de carbone
ou de polyétheretherketone (PEEK), deux biomatériaux IRM compatibles (Phillips, Reuben and
Wetzel, 2002). Afin de faciliter la fusion vertébrale, |'association de greffons osseux associée
a I'implantation des cages de fusion est également proposée dans certains cas. Les résultats
cliniques de I'arthrodése montrent une diminution des douleurs lombaires dans 70 a 80 % des
cas (D.-Y. Bai et al., 2019). Néanmoins, malgré une amélioration de la qualité de vie du patient
deux ans post-chirurgie, les résultats a long terme de I'arthrodése ne montrent pas de
résultats supérieurs aux traitements pharmacologiques (Buser et al., 2019). L'arthrodése
s'accompagne également d’une réduction de la mobilité de la colonne vertébrale, induisant

des modifications des propriétés biomécaniques a 'origine de processus de DD au niveau de
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DIV adjacents (« effet domino »). A long terme, il est estimé que 30 % des patients traités par
arthrodése possederont une diminution de la qualité de vie a long terme liée a cet « effet
domino « (Shaw et al., 2019). La seconde technique chirurgicale proposée est I'arthroplastie.
Elle consiste au remplacement partiel ou total du DIV dégénéré par une prothése discale
(Anderson and Rouleau, 2004). Différentes prothéses discales sont aujourd’hui disponibles,
basées sur le remplacement total (SB charité IlI®, Depuy ; PRODISC-L®, Synthes) ou partiel du
DIV (Prosthetic Device Nucleus Hydraflex model [PDN-Hydraflex®], Raymedica Inc., MN).
Contrairement a I'arthrodeése, I’arthroplastie permet théoriguement de limiter I'impact sur les
DIV adjacents en conservant les propriétés mécaniques du DIV. Le principal risque de ce type
de prothéses discales est cependant le déplacement et le descellement de la prothése au fil

du temps avec des conséquences fonctionnelles majeures pour le patient.

Arthrodése Arthroplastie

Figure 8 : Approches chirurgicales de prise en charge des douleurs lombaires : arthrodése et arthroplastie.

Techniques chirurgicales classiquement utilisées dans la prise en charge de la dégénérescence discale (d’apres
Rasouli Spine, www.rasoulispine.com/, visité le 10/11/2021). L’arthrodése consiste a fusionner définitivement
une ou plusieurs vertebres douloureuses de la colonne vertébrale, I'arthroplastie consiste a remplacer le disque
intervertébral |ésé par une prothese de disque artificielle.

L’'ensemble des traitements présentés permettent de réduire la douleur ressentie par le
patient mais aucun ne s’attaque véritablement au processus menant a la DD. Comme énoncé
précédemment, les connaissances acquises autour de la physiopathologie discale ont permis

d’envisager le développement de nouvelles approches thérapeutiques innovantes bio-
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inspirées. Il s’agit en particulier des approches de médecine régénératrice qui visent a

restaurer le tissu discal (Clouet et al., 2018).

3. La médecine régénératrice

Les connaissances acquises autour de la physiopathologie discale permettent d’envisager
plusieurs approches en médecine régénératrice du DIV. Ces approches peuvent étre
regroupées en trois grandes stratégies : la thérapie cellulaire, I'ingénierie tissulaire et les

biothérapies.

A. La thérapie cellulaire

Il est bien établi aujourd’hui que la DD peut étre expliquée par la disparition des cellules
résidentes au sein du NP (Vergroesen et al., 2015; Brown et al., 2018; Xia et al., 2019). La
disparition de ces cellules conduit notamment a une synthése de MEC inadaptée et une
rupture de ’homéostasie discale. Ainsi, la thérapie cellulaire s’est imposée naturellement
comme une approche particulierement prometteuse. La thérapie cellulaire consiste en la
supplémentation en cellules du NP dégénéré. L'objectif principal est de rétablir I'homéostasie
discale a I'aide de cellules capables de sécréter une MEC fonctionnelle. Différentes sources de
cellules régénératrices ont été proposées ces derniéres années. Logiquement, les cellules
natives du NP récoltées a partir de DIV du patient (autologue) ou issus de cadavres
(aalogénique), ont été les premieres utilisées, avec des résultats prometteurs dans les études
pré-cliniques chez I'animal et les essais cliniques chez I'hnomme (Meisel et al., 2007).
Cependant, leur utilisation ultérieure a été considérablement entravée par le faible nombre
de cellules obtenues lors des prélevements, leur faible capacité de prolifération et la
comorbidité importante liée au préléevement de ces cellules au niveau de DIV adjacents sains
chez les patients (Meisel et al., 2007; Hohaus et al., 2008). Au regard de certaines similitudes
phénotypiques avec les chondrocytes articulaires, ces derniers ont aussi été testés dans
plusieurs études. Les études cliniques ont confirmé une certaine efficacité, avec une
amélioration de la qualité de vie des patients (Acosta et al., 2011; Sakai and Andersson, 2015).
L'utilisation des chondrocytes articulaires souffre néanmoins des mémes limites que celles des
cellules du NP, avec également un phénotype éloigné du phénotype singulier des cellules du

NP décrit précédemment (Paesold, Nerlich and Boos, 2007).
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Ces dernieres années, l'utilisation de Cellules Stromales Mésenchymateuses (CSM) pour
traiter la DD a été largement étudiée. L'utilisation des CSM s’est imposée grace a leur
propriété intrinséque de différenciation (Figure 9), permettant de répondre a I'objectif de
rétablissement de I'hnoméostasie discale a I'aide de cellules capables de sécréter une MEC
fonctionnelle. S’ajoute a cette propriété de différenciation un role trophique potentiel des

CSM avec des propriétés immunomodulatrices et anti-inflammatoires (Gugjoo et al., 2020).
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Figure 9 :

Propriétés de différenciation et de transdifférenciation des cellules stromales mésenchymateuses
(CSM).

Cette figure montre la capacité des CSM de la moelle osseuse a s'auto-renouveler et a se différencier vers la

lignée mésodermique. Les CSM possedent aussi la capacité signalée a se transdifférencier en cellules d'autres
lignées (ectoderme et endoderme) (adaptée d’apres Uccelli et al. 2008).

Les CSM présentent également une capacité d’auto-renouvellement et une tolérance
immunitaire liée a un phénotype immun spécifiqgue (CD90+, CD73+, CD105 +, CD34,

CD45)(Nauta and Fibbe, 2007). Les CSM peuvent étre d’origine autologue (patient),
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allogénique (donneur) ou xénogénique (animal). L'origine autologue des CSM, utilisant les
cellules du patient, implique cependant une amplification in vitro avant implantation, ce qui
augmente largement le temps de prise en charge du patient avec deux temps opératoires
espacés de quelques semaines. Cela n’est pas le cas lors de I'utilisation de cellules d’origine
allogénique (issues d’un donneur et conservées via des banques de cellules) ou xénogénique
(d’origine animale). L'utilisation des cellules allogéniques ou xénogéniques, plus facilement
disponibles, a également été évaluée, avec des résultats comparables et sans réaction
immunitaire, compte tenu de I'hypovascularisation et du privilege immunitaire du DIV
(Henriksson et al., 2009; Prologo et al., 2012; Pettine et al., 2015). Différentes sources de CSM
peuvent étre distinguées : moelle osseuse, tissu adipeux, derme, liquide synovial, cordon
ombilical, placenta et liquide amniotique. Leur densité ainsi que leur capacité de
différenciation au sein de ces différents tissus est variable. Cette densité varie de 0.002 % dans
le liquide synovial, 0.01 % dans la moelle osseuse a 2 % dans le tissu adipeux (Kern et al., 2006).
Les capacités de différenciation en lignées ostéo- et chondrogéniques sont supérieures pour
les CSM issues de moelle osseuse comparées aux CSM issues du tissu adipeux (Minteer, Marra
and Rubin, 2013). Au regard de ces propriétés de différenciation et des différences
phénotypiques entre les cellules du NP et les chondrocytes articulaires (évoquées
précédemment), la différenciation nucléopulpogénique des CSM en NPCy a été investiguée.
L’étude du Dr. Colombier, au sein du laboratoire RMeS, a permis de démontrer les propriétés
de différenciation en NPCy des cellules stromales adipocytaires humaines (hCSA) (Figure 10).
En effet, les résultats obtenus ont permis de définir un protocole de différenciation
reproductible en associant les facteurs de croissance TGF-B1 (Tranforming Growth Factor-f1)
et de GDF-5 (Growth Differnciation Factor-5)(Colombier et al., 2016). Les propriétés
immunomodulatrices et anti-inflammatoires des CSM sont également aujourd’hui bien
décrites. Différentes molécules sont ainsi sécrétées par les CSM a I'origine de ces propriétés.
Il s’agit notamment de molécules de la famille des interleukines (IL-6, IL-10, PGE2...) (Murphy,
Moncivais and Caplan, 2013). Certains résultats ont ainsi pu démontrer que |'expression de
molécules pro-inflammatoires était diminuée par I'ajout de CSM au niveau du DIV dégénéré.
Une diminution de l'expression des facteurs pro-inflammatoires, s’accompagnant d’une
diminution de I'altération de la MEC et de la mort cellulaire, sont ainsi observées (Nauta and

Fibbe, 2007; Miguélez-Rivera et al., 2018; Teixeira et al., 2018).
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Figure 10 : Définition des facteurs sécrétés par les cellules notochordales (CNT) impliqués dans le dialogue
cellulaire intradiscal.

Les CNT permettent la production de matrice extracellulaire (MEC) par les cellules de I'annulus fibrosus (AF) via
la sécrétion de SHH. Les nucléopulpocytes, grace a la sécrétion de TGF-B, de CTGF et de SHH, possédent une
meilleur prolifération et survie cellulaire et produisent plus de MEC. Les chondrocytes de la plaque cartilagineuse
produisent plus de MEC grace a la sécrétion de SHH (d’apres la these de doctorat de Pauline Colombier 2016).
TGF-béta: Transforming Growth Factor Beta CRGF: Corticotropin-Releasing Factor; SHH: Sonic hedgehog

Les propriétés des CSM en font ainsi des candidates certaines pour de nouvelles stratégies
thérapeutiques dans la DD et différentes études précliniques et cliniques ont ainsi été menées
ces derniéres années. Les études précliniques chez I’'animal ont permis de confirmer la néo-
synthese d’une MEC adaptée, riche en protéoglycanes, s’"accompagnant d’une réhydratation
du DIV et une augmentation partielle de la hauteur discale (Jeong et al., 2009; Marfia et al.,
2014; Omlor et al., 2014). La comparaison des résultats et les conclusions obtenues sont
néanmoins rendues difficiles par la multitude de modéles animaux (gu’ils soient spontanés ou
induits), les concentrations variables en CSM injectées et les origines diverses des CSM
(autologues ou allogénique). Ces résultats encourageants ont conduit a la réalisation d’essais
cliniques chez ’lhomme. La sécurité et la faisabilité de I'utilisation de CSM non-différenciées
ont été validées dans plusieurs études de cohorte non randomisées sur des personnes
affectées par une lombalgie discogénique (= stade Il selon la classification de Pfirrmann) et ne
répondant pas aux traitements standards. Collectivement, environ 65 % des patients ont
signalé une amélioration de I'Indice d'Invalidité d'Oswestry (IDO) et de I'Echelle Visuelle
Analogique (EVA) tout au long d'un suivi de 6 a 72 mois des patients (Orozco et al., 2011). Dans
une autre étude, environ 30 % des patients ont montré une amélioration du grade de

Pfirrmann aprés 12 mois (Pettine et al., 2015). Aucune de ces études n'a signalé d'effets
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indésirables graves. Il faut toutefois souligner le faible nombre de patients inclus dans ces
études, I'absence de randomisation et la grande variabilité de la source et de la concentration
des cellules injectées. Actuellement, dix essais cliniques utilisant des cellules souches pour la
régénérescence du DIV sont en cours. Parmi ceux-ci, 7 essais cliniques (EudraCT n°® 2019-
002749-4074, NCT03737461, NCT02412735, NCT03340818, NCT03692221, NCT03461458,
NCT04759105) sont randomisés versus placebo, tandis que les 3 autres essais cliniques
(NCT03912454,75 NCT0449910577, NCT04414592) constituent des études de cohorte non-
randomisées. Les critéres d'inclusion permettent le recrutement d’individus adultes affectés
par une lombalgie chronique ne répondant pas aux traitements conventionnels et présentant
des symptomes de DD identifiés en radiologie (confirmées par IRM selon la classification de
Pfirrmann). L'objectif de ces études est d'évaluer I'efficacité d'une transplantation intradiscale
de CSM en termes de sécurité et d'amélioration de la douleur, tout en évaluant les propriétés

régénératives des CSM par imagerie (hauteur discale, signal en T2).

L’origine de ces CSM utilisées reste aussi un point de discussion. Ainsi, dans le cas des études
utilisant des cellules d’origine autologue (Orozco et al., 2011; Pettine et al., 2015), (Tableau 1)
une étape préalable de culture in vitro des cellules. Cette étape s’accompagne d’une
augmentation du risque de contaminations (bactériennes, fongiques ou virales), implique
deux temps opératoires pour le patient et un co(t de préparation supérieur. Des limites
éthiques et réglementaires sont aussi a prendre en compte. En effet, les médicaments de
thérapie cellulaire appartiennent a la classe des Médicaments de Thérapie Innovante (MTI ou
ATMP Advanced Therapy Medicinal Products) dont le reglement 1394/2007 donne le cadre
pour I'autorisation de mise sur le marché (AMM). Ainsi, les approches de thérapie cellulaire
ont montré des résultats satisfaisants mais ceux-ci restent perfectibles. La vectorisation des
CSM au sein du NP et le risque de mort cellulaire lié aux forces de cisaillement mais également
a I'environnement discal particulier (osmolarité, pH, hypoxie) ont conduit ces derniéres
années a envisager |'association de biomatériaux aux cellules transplantées. Cette approche

correspond a la définition de I'ingénierie tissulaire développée ci-apres.
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Tableau | : Avantages et limites des différents types cellulaires utilisés dans le cadre d’une thérapie cellulaire
discale.

Sources cellulaires Avantage Inconvénients

- Morbidité au site donneur

- Risque de DD des étages adjacents

- Faible nombre cellulaire

- Risque de dédifférenciation lors des étapes
d’amplification in vitro

Cellules du NP - Phénotype identique
autologues - Synthése de MEC discale

- Morbidité douloureuse au site
Chondrocytes - , . donneur
X . - Similitudes phénotypiques . g o
articulaires P ypiq - Risque de dédifférenciation lors des
étapes d'amplificationin vitro

- Facilité d’acces (CSA++)

- Importante capacité d'amplificationin - Ll el e
vftrop g P - Risque de dédifférenciation

CSM L Mulkipotence et capacitede - :T:E:'iftlon limitante face aux applications

transdifférenciation
- Tolérance immunitaire

B. Ingénierie tissulaire

Les biomatériaux représentent I'un des composants clés de l'ingénierie tissulaire. Les objectifs
de leur utilisation sont multiples et sont dépendants des indications envisagées. Ainsi, les
biomatériaux peuvent étre utilisés afin de permettre la vectorisation in situ des cellules, de
maintenir la viabilité des cellules, de permettre la prolifération et la différenciation des cellules
réparatrices et enfin d’apporter des propriétés mécaniques adaptées au tissu visé par la
thérapie. La biocompatibilité de ces biomatériaux est un critére majeur qui doit étre pris en

compte afin de permettre aux cellules d’apporter ensuite leurs propriétés régénératrices.

Dans le contexte d’une application discale, I'ingénierie tissulaire constitue une alternative
prometteuse pour la restauration de la fonction physiologique d'un DIV endommagé
(Schutgens et al., 2015). Plusieurs études précliniques ont été menées, utilisant différents
modeles animaux et ont montré des résultats prometteurs dans la régénérescence du DIV.
Différents biomatériaux ont été utilisés, pouvant étre classés en deux familles (Sakai and
Andersson, 2015; Clouet et al., 2018; Henry et al., 2018a) : les biomatériaux d’origine naturelle
et les biomatériaux d’origine synthétique. Les caractéristiques intrinseques du tissu discal, en
particulier I’hydratation élevée de la MEC du NP, conduisent a envisager I'utilisation de
biomatériaux capables de former des hydrogels. Ces hydrogels présentent en effet un taux

d’hydratation souvent élevé. Seuls ces biomatériaux seront traités ci-apres.
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1. Biomatériaux d’origine naturelle

Le collagéne, protéine la plus abondante chez les mammiferes, s’est naturellement imposé
comme biomatériau pour différentes applications biomédicales (Sarker et al., 2015). Son
utilisation pour des applications discales a été décrite et montre des résultats intéressants
compatibles a la régénération des DIV (Sarker et al., 2015). L’atélocollagéne, un dérivé du
collagene dont I'immunogénicité serait moindre, est considéré comme une des matrices de
base pour les matériaux implantables et a été notamment développé dans le cadre de
I'ingénierie tissulaire du DIV pour permettre une meilleur implantation des cellules dans le

tissu et permettre une régénérescence du DIV (Lee et al., 2012)

La fibroine de soie peut elle aussi étre utilisée. Il s’agit de la protéine constitutive a 65% de la
soie produite notamment par le vers a soie (Liu et al., 2015). Cette protéine de la soie possede
une grande résistance a la compression (Salehi, Koeck and Scheibel, 2020). Biodégradable, ce
biomatériau se dégradera apres implantation selon un rythme suffisamment lent pour
permettre la régénérescence correcte des tissus (Horan et al., 2005). La fibroine peut
également étre fonctionnalisée de fagon covalente par des peptides d’intérét. Cette
fonctionnalisation a pour objectif I'amélioration de I'attachement des cellules au sein du tissu
(Bhattacharjee et al., 2016). A noter, que la soie a récemment été utilisée comme modeéle afin
de reproduire la structure fibreuse et l'orientation spatiale, ainsi que les propriétés

mécaniques de I’AF (Bhunia, Kaplan and Mandal, 2018).

Le chitosan et I'alginate sont d'autres biomatériaux qui ont été proposés dans l'ingénierie
tissulaire du DIV. Le chitosan est un polyoside constitué des monomeéres suivants : la D-
glucosamine liée en 3-(1-4) et de la N-acétyl-D-glucosamine (unité acétylée). Ce polymere est
considéré comme biodégradable via la dégradation enzymatique de la chitosanase, enzyme
présente dans le microbiote intestinal. Il est également considéré comme biocompatible, et
démontre des propriétés antimicrobiennes (Ehmann et al., 2015). L'alginate est un
polysaccharide linéaire composé des monoméres d'acide a-L-guluronique et d'acide B-D-
mannuronique. En raison de sa biocompatibilité et de sa biodégradabilité (par I'alpha- amylase
présente dans la salive), I'alginate est utilisé dans de nombreuses applications biomédicales,
y compris dans l'ingénierie tissulaire (par exemple, comme matrice de support) et dans

['administration de médicaments (Growney Kalaf et al., 2016). Ces deux matériaux ont été
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utilisés dans de nombreuses études. Les résultats ont permis de démontrer des propriétés
mécaniques similaires au DIV et la possibilité pour les cellules de proliférer au sein de ces
biomatériaux (Shao and Hunter, 2007; Zhang et al., 2014; Syeda Masooma Naqvi and Buckley,
2015; Growney Kalaf et al., 2016).

2. Biomatériaux d’origine synthétique

En plus des polymeres naturels et des matériaux dérivés des polymeres naturels, les
polyméres synthétiques sont également largement utilisés dans l'ingénierie tissulaire (BaoLin
and Ma, 2014). Les polymeres synthétiques présentent un certain nombre d'avantages par
rapport aux polymeres naturels, notamment une synthese reproductible, des propriétés
prévisibles, une absence d'immunogénicité et une transformation facile en structures et
implants souhaités. Par exemple, les polyesters synthétiques sont largement utilisés dans la
régénération des tissus du DIV comme la polycaprolactone (PCL), I'acide polylactique (PLA) ou
I'acide polyglycolique (PGA) et leurs copolymeéres produits a partir des monomeres respectifs

(Du etal., 2019).

De récentes études sur le PCL ont été réalisées. Il s’agit essentiellement d’approches de
reproduction de la structure de I’AF et ne seront pas traités ici (Christiani et al., 2019; Gluais

etal., 2019).

Récemment, les études menées avec le PLA ont montré un intérét certain pour le
développement notamment de modeles de DIV obtenus par impression 3D. Ce modele de DIV
artificiel montre ainsi des propriétés biomécaniques proches de celles du DIV in vivo. Ces
modeéles permettent d’étudier I'effet des contraintes mécaniques sur le DIV mais aussi
d’entrevoir la possibilité de remplacement du DIV par des systemes complexes permettant
une fonction proche de celle du DIV humain, voir méme une re-cellularisation grace a ces

biomatériaux (M. Zhu et al., 2021).

Le PGA a lui aussi été utilisé dans le développement d’hydrogels comportant des propriétés
mécaniques proches du DIV. Une étude récente montre sa capacité de régénérescence d’un

défaut induit par une injection au niveau d’un DIV bovin (J.-J. Yang et al., 2018).
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Le développement de ces biomatériaux permet d’envisager de nouvelles perspectives dans le
domaine des biothérapies et peuvent aboutir a des stratégies multifactorielles intéressantes

pour contrecarrer la DD.

C. Biothérapies

La physiopathologie discale complexe présentée ci-dessus permet aujourd’hui d’envisager la
mise en place d’approches thérapeutiques bioinspirées. Parmi ces biothérapies, |'utilisation
des anticorps monoclonaux, des facteurs de croissance, des peptides et des oligonucléotides

a été considérée.

Le traitement par des anticorps monoclonaux, ciblant I'activité notamment des cytokines, a
été évalué pour le traitement de la DD. L'essai clinique de phase Il « BackToBasic » est
actuellement en cours en Norvege pour déterminer ['efficacité de quatre perfusions
intraveineuses (5 mg/kg) d'infliximab, un inhibiteur du TNF-a, chez des patients souffrant de
lombalgie (Gjefsen et al., 2020). Un autre traitement par un anticorps monoclonal anti-TNF-
a, I'adalimumab, a également été testé chez des patients souffrant de sciatique sévére et
aigué et a permis une réduction de la nécessité a long terme d'une chirurgie dorsale (Genevay
et al., 2012). Une autre stratégie d'anticorps monoclonaux implique un traitement par
I'anticorps anti-NGF (Neural Growth Factor), le tanezumab, visant a réduire le niveau de NGF
dans le tissu discal. Dans un essai de phase I, impliquant 1 832 patients souffrant de lombalgie
chronique, le traitement par tanezumab a permis une amélioration de la douleur par rapport
au traitement par placebo (Pfizer, 2020). Cependant, le traitement n'a pas réussi a modifier la
progression de la maladie et a eu des effets minimes en termes d'amélioration structurelle du
NP. L'ensemble de ces approches consiste en |'utilisation d’anticorps monoclonaux injectés
par voie systémique. Au-dela des effets indésirables systémiques potentiels, I’efficacité sur un
processus intra-discal reste cependant hypothétique. Actuellement, aucun traitement de ce

type ne dispose de '’AMM dans I'indication de prise en charge des lombalgies.

Les thérapies utilisant des facteurs de croissance ont également été évaluées au regard de
leur intérét pour stimuler I'anabolisme cellulaire et permettre la synthése de protéines de la
MEC. Leur utilisation, contrairement aux anticorps monoclonaux, est basée sur leur injection
in situ au sein du NP. Leur intérét résulte également d’études du polymorphisme génétique

lié a certains genes. Ainsi, au sein d’'une cohorte de femmes, I'existence d’un polymorphisme
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génétique au niveau du gene codant pour le GDF5 conduit a une diminution de sa
transcription, s’Taccompagnant d’un risque de DD lombaire accru (Williams et al., 2011, p. 5).
Plusieurs études précliniques ont ainsi été menées afin d’évaluer I'intérét d’une injection de
GDF5 au sein du DIV. Dans un modele de rat, I'injection du GDF5 a démontré une capacité a
atténuer le processus de DD (Jian Zhu et al., 2019). Des essais cliniques humains ont également
débuté mais les résultats sont pour le moment inconnus (NCT00813813). L'intérét de
I'utilisation de facteurs de croissance est néanmoins limité par leur durée de vie nécessitant
des injections répétées avec des conséquences potentielles sur le tissu traité. Ainsi, les
systemes a libération prolongée sont amenés a se développer afin de protéger le facteur de
croissance et permettre une libération progressive et une certaine rémanence au sein du tissu
garantissant un effet thérapeutique potentiel. Cette stratégie, avec I'utilisation de systémes
microparticulaires pour vectoriser le facteur de croissance a d’ores et déja été envisagé au
sein du laboratoire RMeS. Ainsi, une étude a permis de montrer que la co-délivrance via des
systémes microparticulaires (microparticules de pullulane), du GDF5 et de chimiokines (CCL5
notamment) permettait un recrutement (in vitro et ex vivo) des cellules progénitrices
présentes en périphérie du DIV et permettait la néo-synthése d’'une MEC discale (Frapin et al.,

2020).

L'utilisation de biomolécules actives de petite taille est également envisagée mais les
investigations sont particulierement disparates. Il s’agit notamment du peptide YH14628,
correspondant au site de liaison du TGF-B au niveau du biglycane. Ce peptide a fait I'objet de
deux essais cliniques mais les résultats ne sont pour le moment pas publiés (Yuhan
Corporation, 2015, 2016). En 2020, un essai clinique de phase | sur un oligomeére d'ADN court
(AMGO0103) a été réalisé. Cet oligomere permet de supprimer I'expression du géne codant
pour NF-kB, qui inhibe un groupe de genes impliqués dans les réponses immunitaires
inflammatoires (AnGes, Inc.,, 2020). D’autres molécules sont actuellement en cours
d’investigation mais ce type d’approche, comme pour les facteurs de croissance, souffre des

mémes inconvénients relatifs a leur durée de vie courte.

Ces différentes études montrent cependant que le ciblage spécifique des voies anaboliques,
anti-cataboliqgues et inflammatoires est wune stratégie prometteuse. Lutilisation
d’oligonucléotides ayant une action sur différents genes est également envisagée au regard

des connaissances acquises autour de la physiopathologie discale. La découverte des miARN
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et de leur rble dans le processus de la DD souléve ainsi de nombreux espoirs. L'utilisation de

ces miARN sera ainsi traitée dans la partie suivante.

Ill- Une nouvelle stratégie pour contrecarrer la dégeneé-
rescence discale : la vectorisation des miARN

Cette partie a pour objectif de présenter les grandes lignes relatives au miARN, leur
implication dans la DD et le développement de vecteurs adaptés. Une revue, non finalisée, est

jointe au manuscrit et sera soumise dans Advanced Drug Delivery Reviews.

1. miARN et dégénérescence discale
A. Découverte des miARN et généralités

L'attrait pour les séquences codantes pour des protéines a mis a I'écart pendant de
nombreuses années |'étude de toutes les séquences non codantes. Ce n'est qu'en 1993 que

I'importance des miARN a commencé a étre révélée (Lee, Feinbaum and Ambros, 1993).

Il y a presque 30 ans, l'existence et I'importance des miARN étaient totalement inconnues.
Jusqu'alors, la communauté scientifique se concentrait sur les génes qui codent pour les
protéines. En 1993, lin-4 fut le premier miARN a étre découvert, par les efforts conjoints des
laboratoires d'Ambros et de Ruvkun (Lee, Feinbaum and Ambros, 1993). Chez le nématode
Caenorhabditis elegans, le développement de tous les stades larvaires est contrélé par
différents genes. L'un des génes essentiels identifié est lin-4 dont I'absence s’accompagne
d’un échec du développement larvaire (Horvitz and Sulston, 1980). Les animaux présentant
des mutations de lin-4 sont ainsi dépourvus de certaines structures adultes, incapables de
pondre des ceufs et possedent un développement larvaire tardif. En 1987, Ferguson et al, ont
découvert qu'une mutation suppressive dans le gene lin-14 était capable d'inverser le
phénotype de la mutation lin-4 (Ferguson, Sternberg and Horvitz, 1987). En réalité, les
mutations du gene lin-14 ont provoqué un phénotype exactement opposé a celui des
mutations lin-4. Ce phénotype opposé entre les défauts des genes lin-4 et lin-14 indiquait que
lin-4 pouvait réguler négativement lin-14 (Ferguson, Sternberg and Horvitz, 1987). En 1989,
Ambros a travaillé sur le clonage du géne lin-14. Ambros a découvert qu'un fragment de 700

paires de bases pouvait contenir le gene lin-4, mais n'a pas trouvé les codons de départ et
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d'arrét conventionnels. Par conséquent, Ambros en a conclu que lin-4 ne codait pas pour une
protéine (Lee, Feinbaum and Ambros, 2004). De plus, ils ont trouvé deux transcrits de petite
taille de lin-4, respectivement de 61 et 22 nucléotides. Un nouveau mécanisme de régulation
cellulaire inattendu impliquant un transcrit non codant pour les protéines avait donc été
découvert. Ensuite, let-7 a été découvert : comme lin-4, let-7 est un géne de C. elegans et a
été le deuxieme miARN a étre identifié. Reinhart et al. ont rapporté que let-7 était un ARN de
21 nucléotides contrélant la transition L4-adulte du développement larvaire. La perte de
I'activité de let-7 entrainait un déréglement des statuts adultes des cellules larvaires au cours
du développement, tandis que I'augmentation de l'activité de let-7 entrainait I'expression
précoce des statuts adultes (Reinhart et al., 2000). Contrairement a lin-4, la séquence de let-
7 est conservée a travers les espéces, de la mouche a I'homme. Chez I'homme, il a notamment
été détecté a différents niveaux d'expression dans la majorité des tissus (Pasquinelli et al.,
2000). Cette découverte fut a I'origine d’une véritable révolution dans la recherche d'une
nouvelle classe de petits ARN non-codants, appelés miARN. Actuellement, des milliers de
miARN ont été identifiés chez I'hnomme et au sein d’autres espéces, et des dépdts de
séquences de miARN en ligne, telle que la base de données miRbase, sont disponibles
(Kozomara and Griffiths-Jones, 2014). De plus, les outils et logiciels actuels développés pour
la prédiction des cibles des miARN facilitent les études du réseau fonctionnel des miARN (Xia,

Cao and Shao, 2009).

Les microARN (miARN) sont donc de petits ARN non-codants (ARNnc), d'environ 20
nucléotides de longueur. Ces miARN présentent la capacité de réguler I'expression post-
transcriptionnelle des génes en se liant soient (i) aux régions 3’ UTR (Untranslated
Transcribed Region) ; (ii) aux séquences codantes ; (iii) aux régions 5" UTR des ARN messagers
(ARNm) cibles. Cette liaison conduit ainsi a I'inhibition de la traduction ou a la dégradation des
ARNm. Il est estimé qu’environ 30 % du génome humain codant pour les protéines est régulé
par les miARN (Filipowicz, Bhattacharyya and Sonenberg, 2008). Le contrble de |'expression
des génes par les miARN se manifeste par des actions au niveau de différents processus

biologiques, comme I'apoptose, la prolifération ou la différenciation cellulaire (Ambros, 2004).
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B. Biogénese et mécanisme d’action

La biogénése des miARN débute par la transcription génique de I'ARN polymérase I/l de
maniére post- ou co-transcriptionnelle (Romero-Cordoba et al., 2014a). Environ la moitié des
miARN actuellement identifiés sont intragéniques et proviennent principalement d'introns.
L'autre moitié des miARN sont intergéniques ou transcrits indépendamment, et sont régulés
par leurs propres promoteurs (Kim and Kim, 2007; de Rie et al., 2017). La biogénese des miARN

est possible selon les voies canoniques et non canoniques.

C. miARN et dégénérescence discale

Aujourd’hui, la physiopathologie discale est de mieux en mieux comprise et correspond a des
altérations structurale et fonctionnelle du tissu discal. Les processus menant a la DD sont également
de mieux en mieux documentés, comme évoqué précédemment. Récemment, le role des miARN dans
ces processus a pu étre identifié, avec des impacts sur I'apoptose, la différenciation ou la prolifération
des cellules, I'atteinte de la MEC en jouant sur les voies anaboliques et cataboliques. Il s’agit
notamment des miR-155, miR-146, miR-34 qui permettent de jouer sur plusieurs voies métaboliques
en méme temps (Wang et al., 2011a; Chen et al., 2015; W. L. Zhang et al., 2017a; R.-S. Yang et al.,
2019a). Leur réle est ainsi bien identifié et de ce fait peuvent représenter de nouvelles cibles

thérapeutiques, soit en les inhibant (down-regulation) ou en les stimulant (up-regulation).

D. miR-155 : un miARN pivot dans la DD et un agent thérapeu-
tique potentiel

Le miR-155 représente typiquement un miARN aux réles multifonctionnels. Son implication
dans différents processus biologiques a été largement démontrée (Faraoni et al., 2009). ||
s'agit notamment des processus hématopoiétique, inflammatoire, immunitaire et
apoptotique (Rottiers and Naar, 2012). La dérégulation du miR-155 a notamment été associée
a différents types de cancer, de maladies cardiovasculaires et d'infections virales (Mashima,
2015). Le gene codant pour le miR-155 se situe a l'intérieur d'un exon d'un ARN non codant
transcrit a partir du cluster d'intégration des cellules B (BIC) situé sur le chromosome 21
(Lagos-Quintana et al., 2002). Le BIC présente une forte homologie de séquence entre
I'homme, la souris et le poulet et est fortement exprimé dans les organes lymphoides. Par
conséquent, la séquence du miR-155 a été ultra-conservée au cours de I'évolution et présente

peu de polymorphisme génétique entre les espéces. Le gene BIC est composé de 3 exons qui
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couvrent une région de 13 kb dans le chromosome 21 humain (Hsa21). Cette région de 13 kb
abrite un transcrit primary-miR-155 (pri-miR-155) non-codant de 1500 pb dans I'inter-exon 3.
Celui-ci est transformé en miR-155 mature (Tam 2001 ; Kim et al. 2009). L'expression du miR-
155 varie selon le type cellulaire et I'environnement tissulaire et est régulée de maniére
coordonnée par de multiples voies en réponse a des signaux cellulaires. Une fois que le pri-
miR-155 endogéne est transcrit, il subit une transformation séquentielle dans le noyau
cellulaire en un précurseur de 65 nucléotides (nt) sous forme tige-boucle, le pré-miR-155.
Celui-ci est ensuite transformé dans le cytoplasme en générant des duplex de 22 nt. Le duplex
miR-155 contient 2 brins désignés par le suffixe-5p (du brin 5’ du pré-miR, miR-155-5p) ou le
suffixe-3p (du brin 3’ du pré-miR, miR-155-3p) (Eltonet et al. 2013). Le miR-155-5p est la forme

la plus abondante et dominante dans I’organisme (Chiang et al. 2010).

Dans le DIV, le miR-155 a été identifié comme impliqué dans différents processus : apoptose,
dégradation de la MEC et inflammation (Wang et al., 2011; Ye et al., 2016; W. L. Zhang et al.,
2017; C. Yang et al., 2019). Plus récemment, le miR-155 a été proposé comme marqueur
circulant de la lombalgie discogénique (Srikanth N. Divi et al., 2020). Dans ce contexte,
I’ensemble des données ci-dessus conduit a envisager avec intérét I'utilisation du miR-155
comme agent thérapeutique, basé sur son injection in situ au niveau discal afin d’envisager sa
sur-expression. Le miR-155 représentera ainsi le miR de référence utilisé pour 'ensemble des

expérimentations menées dans le cadre de cette these.

Quel que soit le miARN dont I'utilisation serait envisagée comme agent thérapeutique,
certaines contraintes a leur utilisation doivent étre cependant prises en compte. En effet, ces
miARN souffrent d’'une demi-vie trés courte suite a leur dégradation rapide in vivo via les
nucléases. De plus, I'efficacité des miARN thérapeutiques est conditionnée a sa capacité a
pénétrer au sein des cellules cibles. Ainsi, |'utilisation, comme agent thérapeutique implique
au préalable de développer des systemes de vectorisation adaptés. Parmi les différents
systemes de vectorisation, les systéemes de vectorisation nanoparticulaires représentent une

option séduisante.
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2. Systemes de vectorisation des miARN
A. Introduction

Dés que l'activité des miARN fut confirmée chez 'homme, leur application clinique a suscité
une grande attention, en raison de leurs atouts certains pour lutter contre une variété de
maladies (Mori et al., 2019). Cependant, malgré cet engouement, leur efficacité est fortement
limitée par une dégradation enzymatique rapide qui se traduit par un temps de circulation
court une fois administré, et par une faible spécificité (Ahmadzada, Reid and McKenzie, 2018).
Pour surmonter ces obstacles, le développement de systéemes nanoparticulaires chargés en
miRNA a été proposé. Ces systémes nanoparticulaires permettront ainsi de protéger la
molécule active de I'environnement externe, limitant ainsi sa dégradation, et améliorant son
temps de circulation tout en permettant leur accumulation au site d’intérét a traiter. En outre,
['utilisation des miARN a des fins thérapeutiques présente des avantages distincts par rapport
a la thérapie génique traditionnelle qui implique I'administration de molécules plus grandes,
telles que les ARNm ou I'ADN. Tout d'abord, les miARN ont un éventail plus large de cibles
thérapeutiques, puisqu'un seul miARN peut réguler simultanément une multitude d'ARNm
(Mori et al., 2019). De plus, les miARN sous forme d'inhibiteur de ARNm peuvent réguler a la
fois I'expression et la répression de plusieurs genes, alors que I'activité des ARNm est limitée
a la répression ou a I'augmentation de la régulation d'un gene spécifique. La faible taille des
miARN permet également d’envisager leur encapsulation au sein des systémes
nanoparticulaires et permettre sa délivrance au niveau intra-cellulaire et permettre leur

action thérapeutique (Ahmadzada, Reid and McKenzie, 2018).

Les systemes nanoparticulaires représentent ainsi de véritables plateformes d'administration
polyvalentes pour I'administration d’un miARN. Il existe trois grandes catégories de systemes
nanoparticulaires de vectorisation de miARN : les nanoparticules virales, organiques et
inorganiques (Lin and Tam, 2015). Les vecteurs viraux sont apparus comme des systémes de
délivrance attrayants pour I'administration de transgenes au sein de types cellulaires cibles
particuliers (Patel and Misra, 2011). Brievement, les genes pathogénes sont retirés de la
séquence de ces virus et remplacés par les génes « thérapeutiques ». Il existe différents types
de vecteurs viraux en fonction de la spécificité de la cassette du transgene, de I'objectif

thérapeutique (chronique ou non) et du type cellulaire ciblé. Il existe principalement quatre
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systéemes de vecteurs viraux différents qui peuvent faciliter I'expression de transgénes et de
miARN : les adénovirus et les virus adéno-associés, les rétrovirus et la sous-classe des
lentivirus. Bien que les vecteurs viraux puissent délivrer efficacement les transgénes, les
problémes de toxicité, tels que I'immunogénicité élevée et le risque élevé de mutation,

limitent fortement leur utilisation en clinique (Patel and Misra, 2011).

La conception ingénieuse de vecteurs non-viraux semble donc étre la stratégie idéale pour
pouvoir administrer en clinique un miARN. Cette stratégie offre la protection enzymatique des
acides nucléiques, prolongeant ainsi leur demi-vie, favorisant également I'échappement
endosomal et la libération intracellulaire. Par rapport aux vecteurs viraux, les vecteurs non-
viraux peuvent étre facilement fonctionnalisés en surface, afin de pouvoir étre spécifiques de

la cellule ou du tissu cible (Z. Bai et al., 2019).

Les différentes classes de vecteurs pour la délivrance des miARN ont été traitées dans la revue
suivante intitulée « miRNA as a new therapeutic agent for intervertebral disc degeneration »
qui sera soumise dans Advanced Drug Delivery Reviews. Dans les paragraphes suivants nous
développerons plus particulierement les nanoparticules lipidiques, et notamment les

nanocapsules lipidiques, vecteur historique du laboratoire MINT.

B. Les nanoparticules lipidiques
1. Généralités

Comme présenté dans la revue, il existe de nombreux systémes nanoparticulaires pouvant
vectoriser les miARN, avec leurs avantages et inconvénients respectifs. Les nanoparticules
lipidiques (NPL) ont fait I'objet d'études approfondies pour I'administration de médicaments
a base d'acides nucléiques, qui se sont conclues par la mise sur le marché du Onpattro®
(Patisiran) pour le traitement de I'amylose en 2018 (Akinc et al., 2019). Cela a permis de valider
['utilisation des NPL pour I'administration systémique de siRNA. Plus récemment, les NPL ont
démonté leur intérét majeur dans la lutte contre la pandémie a la COVID-19. Ce point sera

développé ultérieurement.

Les NPL sont donc utilisées dans différents domaines applicatifs comme I'oncologie, les
infections virales ou bactériennes, ou encore dans le domaine de I'édition du génome (Cullis
and Hope, 2017). Les systemes d'administration d’acides nucléiques par les NPL se sont

éloignés des systemes nanoparticulaires d’origine, les liposomes, pour permettre une
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meilleure efficacité d’encapsulation et surtout une meilleure stabilité de la suspension (Lewis
etal., 2002). En effet, les NPL utilisées aujourd'hui pour I'administration de matériel génétique
sont trés différents des liposomes classiques. L'une des principales différences réside dans le
fait que les NPL ne présentent pas de bicouche lipidique entourant un noyau aqueux. Les
premieres études sur l'encapsulation de certains acides nucléiques par des liposomes
remontent a la fin des années 1970 (Hoffman, Margolis and Bergelson, 1978; Mannino,
Allebach and Strohl, 1979; Monnard, Oberholzer and Luisi, 1997). Ces systemes souffraient
néanmoins d'une mauvaise encapsulation, en partie due a l'utilisation de lipides neutres et de
procédures d'encapsulation passives. Les lipoplexes, complexes résultant de l'interaction
électrostatique entre la charge négative des acides nucléiques et la charge positive du lipide,
ont été largement utilisés in vitro pour I'expérimentation préclinique, mais ont démontré des
problemes de toxicité, de libération prématurée de I'acide nucléique et donc une efficacité
limitée in vivo (Bulbake et al., 2017). Lorsque les lipoplexes sont administrés par voie
intraveineuse, une élimination rapide et une activation du systeme immunitaire sont

généralement observées (Son et al., 2020).

Les lipides cationiques ont également été utilisés dans des formulations lipidiques, ce qui a
permis une encapsulation plus efficace des acides nucléiques (Zhuang et al., 2020). Ces lipides
sont souvent combinés avec des lipides PEGylés, afin d’obtenir un vecteur furtif, et permettre
une augmentation du temps de circulation dans le sang afin d’améliorer la pharmacocinétique
et la biodistribution de la molécule active. Ces lipides PEGylés peuvent également augmenter
la stabilité des formulations, grace a leurs propriétés de tensioactifs (Bandara et al., 2020). En
pratique, les NPL peuvent étre formulées par différents procédés, avec ou sans solvant,
notamment par microfluidique (Leung et al., 2015), ultra-sonication (Malik et al., 2014),
technique des fluides supercritiques (Konwarh et al., 2012), homogénéisation a haute
pression (Bevilacqua et al., 2007), par ultrafiltration (Medina-Gonzalez et al., 2011), ou encore

par floculation (Malik et al., 2014).

Pour terminer, les NPL présentent une structure matricielle, dense en son cceur. De plus, en
raison de la conformation du lipide ionisable et des complexes formés avec les acides
nucléique, la structure du noyau des NPL dépend du degré de saturation et de la charge du

lipide utilisé. Ce noyau est entouré d'une monocouche de lipides structurels (phospholipides
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ou cholestérol) et de lipides PEGylés situés en surface qui conférent la stabilité de la

nanoparticule.

2. Compositions
a) Les lipides cationiques

Le premier lipide cationique a été synthétisé par le Pr Felgner et son équipe en 1987. I
s’agissait du DOTMA (chlorure de N-[1-(2,3-dioleyloxy)propyl]-N,N,Ntriméthylammonium). Le
terme de « lipofection » a alors été introduit pour désigner la transfection en utilisant des
lipides cationiques (Malone, Felgner and Verma, 1989). A cette méme période, le Pr. Behr et
son équipe mirent au point une lipopolyamine, appelée DOGS (dioctadécylamine-glycine-
spermine (Boussif et al., 1995). Depuis, de nombreux lipides cationiques ont été synthétisés,
dont certains sont commercialisés pour des applications en biologie moléculaire. Les lipides
cationiques ont généralement une méme organisation structurale (Sean C. Semple et al.,
2010). lIs sont composés d’une téte polaire hydrophile, d’'un bras espaceur et d’'un domaine
hydrophobe. Ces domaines ont chacun un roéle particulier de par leurs propriétés
physicochimiques. Schématiquement, la téte polaire hydrophile permet [Iinteraction
électrostatique avec I'acide nucléique en question (Lin et al., 2013). La taille et la nature du
bras espaceur pourront avoir une influence sur la stabilité et la biodégradabilité du vecteur
permettant aussi le ciblage ou I'amélioration de I'affinité avec la cible thérapeutique. Par
exemple dans I'étude de Eun Ju Jeong en 2015, I'ajout d’un bras espaceur a permis une
meilleure efficacité de transfection des siARN in vitro et in vivo, comparée a la formulation
sans bras espaceur (Jeong et al., 2015). Enfin, le domaine hydrophobe permettra I'assemblage
supramoléculaire et I'interaction avec les membranes biologiques. La modification de I'un de
ces domaines impactera leur efficacité de transfection in vitro et in vivo (Lin and Tam, 2015).
Ces lipides cationiques, en plus de complexer le matériel génétique d’intérét, seront
responsables de I'échappement endosomal, nécessaire pour obtenir un matériel génétique

intact dans le cytosol (Heyes et al., 2005).
b) Les lipides PEGylés
Les lipides PEGylés sont un composant important des NPL qui jouent plusieurs réles. Leur

structure consiste en deux domaines : un polymeéere PEG hydrophile conjugué a un ancrage

lipidique hydrophobe. Historiquement, ils étaient utilisés dans les systemes liposomaux pour
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prolonger le temps de circulation dans la circulation sanguine. Ainsi, le PEG agit comme un
bouclier stérique, empéchant I'opsonisation, limitant I’élimination prématurée par le systeme
réticulo-endothélial. Un temps de circulation prolongé dans le sang signifie que les NPL seront
susceptibles de s'accumuler dans les sites pathologiques d’intérét telles que les tumeurs
solides, en raison de I'effet EPR, « Enhanced Permeability and Retention effect » (Bao et al.,
2013). Dans les NPL actuelles, les lipides PEGylés ont été congus pour générer des formulations
de taille maitrisée. Le bouclier stérique des lipides PEGylés empéche la fusion entre-elles des
nanoparticules lors de la formulation et permet ainsi d'obtenir une population de particules
homogeénes avec une faible polydispersité et un diameétre allant souvent de 50 a 100 nm, selon
la quantité de lipides PEGylés utilisés (Mui et al., 2013). De plus dans notre cas, les lipides
PEGylés permettent I'inversion de phase eau dans huile/huile dans eau grace au changement
de propriétés de ces lipides lors d’une augmentation de température. Il est a noter que la
PEGylation présente néanmoins un inconvénient. Elle réduit I'internalisation cellulaire et peut
méme conduire a une réponse immunitaire aprés des injections répétées. Ce phénomene est

appelé le PEG dilemma.

A noter que dans le cadre d’une application discale, ou les NPL sont injectées in situ et non de
facon systémique, les propriétés conférées par les lipides PEGylés a limiter I'opsonisation sont
peu recherchées. Les lipides PEGylés sont dans ce cas essentiellement utilisés afin d’obtenir

des formulations stables et de taille maitrisée.

c) Phospholipides et cholestérol

Les autres excipients qui entrent dans la composition des NPL sont, en regle générale, les
phospholipides et le cholestérol dans le but d’augmenter la stabilité de la suspension dans le
temps, controler précisément la taille des nanoparticules lors de la formulation et apporter
une certaine rigidité a la NPL. Le cholestérol de par sa géométrie moléculaire peut également
avoir un role sur l'efficacité biologique et la biodistribution des nanoparticules lipidiques. Par
exemple, les analogues du cholestérol avec les C-24 alkyl phytostérols augmentent |'efficacité
de d’internalisation cellulaire in vivo des formulations nanoparticules lipidiques-ARNm. La
longueur des chaines hydrophobes des analogues du cholestérol, la flexibilité des cycles

stérols et la polarité des groupes alcools ont aussi un impact sur I'efficacité de la diffusion. Les
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phospholipides comme le DOPE augmentent également la fusogénicité des nanoparticules

(Kulkarni et al., 2018).

3. Une preuve de concept récente : application au vaccin
contre la COVID-19

Dans le contexte pandémique actuel lié au SRAS-Cov-2, les décisions sanitaires se sont
naturellement orientées sur une stratégie vaccinale reposant sur des recherches et études
déja en cours depuis des années, des formulations de nanoparticules lipidiques pour
I"'administration d’'un ARN messager (ARNm), permettant le développement et la mise sur le
marché rapide de vaccins constitués de NPL chargés en ARNm contre la COVID-19. Par
exemple, la formulation du mRNA-1273 a été produite par la société Moderna dans le mois
qui a suivi la découverte de la séquence génomique du SRAS-CoV-2 (Gebre et al., 2021). Apres
la disponibilité de la séquence, les phases |, Il et lll des essais cliniques ont pu étre lancées
aprées environ 2, 5 et 6 mois respectivement (Kim et al., 2021). Enfin, la formulation des NPL
chargées en mRNA-1273 a obtenu l'autorisation d'utilisation d'urgence de la FDA et
I'autorisation conditionnelle de mise sur le marché de I'EMA en I'espace seulement d'un an

(Gebre et al., 2021; Kim et al., 2021).

L'autre formulation vaccinale obtenue a partir de LNC fut développé par la société Pfizer-

BioNtech, chargée en ARN BNT162b2.

Ces deux formulations contiennent un lipide cationique fonctionnel, incorporé dans les NPL,
permettant la libération endosomale de I'ARNm. Pendant la fabrication de ce vaccin,
I'introduction d'une solution aqueuse d'ARNm dans un mélange lipidique contenant le lipide
cationique conduit a une interaction électrostatique entre le squelette de I'ARNm chargé
négativement et le lipide cationique chargé positivement. Dans la formulation de la société
Pfizer-BioNtech ce lipide est I’ALC-031 tandis que dans la formulation de la société Moderna,
c’est le lipide SM-102 qui est utilisé. Un lipide PEGylé est également utilisé dans la formulation
afin de former une couche hydrophile protectrice, augmentant la stabilité de la suspension et
réduisant son élimination prématurée par le systéme réticulo-endothélial. Plus précisément,
dans la formulation de la société Pfizer-BioNtech, I’ALC-0159 est utilisé alors que dans la
formulation de la société Moderna c’est le PEG2000 DMG qui est employé. Ensuite les deux

formulations contiennent :
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- Du cholestérol pour augmenter (i) la rigidité de la NPL et (ii) la stabilité de la suspension ;
- Du Distearoylphosphatidylcholine (DSPC) qui est un composant des membranes
cellulaires et permet une meilleure internalisation ;

- Des excipients permettant I'injection et la conservation de ces formulations.

Désormais, cette validation clinique évidente de I'intérét thérapeutique de I’ARNm ouvre la
porte a un nombre d’études cliniques foisonnant, illustrée par de nombreuses formulations
de NPL chargées en ARNm pour le traitement de diverses maladies comme les maladies
infectieuses, le cancer ou des maladies génétiques (Sahin, Kariké and Tireci, 2014; Pardi et

al., 2018; Uchida et al., 2020).

Dans notre maladie cible, la lombalgie discogénique, le vecteur utilisé pour administrer un
miARN fut les nanocapsules lipidiques, trés similaires aux vecteurs décrits précédemment et

brevetées depuis plus de 20 ans par le laboratoire MINT.

4. Les Nanocapsules lipidiques
a) Découverte et formulation

Les nanocapsules lipidiques (LNC) sont des nanomédicaments étudiés et brevetés par le
laboratoire MINT depuis 2002 (Heurtault B., 2002). Les LNC sont constituées d’un coeur de
triglycérides a chaines moyennes (Labrafac®), autour duquel s’organise un surfactant
hydrophile majoritaire a base d’hydroxystéarate de polyéthyléne glycol (HS-PEG) (Kolliphor®
HS15) responsable de I'inversion de phase, et un surfactant lipophile composé principalement
de phosphatidylcholine (lécithine, Lipoid®) qui apporte la rigidité de la coque. Le diameétre de
ces objets varie de 20 a 100 nm en fonction des proportions en excipients (Heurtault et al.,
2003). Les LNC sont formulées par un procédé d’inversion de phase. Ce procédé repose sur le
changement des propriétés physico-chimiques de I’hydroxystéarate de PEG en fonction de la
température (Heurtault et al. 2002). En effet, a température ambiante, cette molécule
présente un caractére plutét hydrophile, résultant en une émulsion huile dans eau (H/E ou
o/w). Aprés augmentation de la température, le tensioactif se déshydrate et devient moins
hydrophile. Les liaisons hydrogénes entre ce tensioactif et I'eau se délitent et une émulsion
eau dans l'huile (E/H ou w/o) se forme, via le passage par une microémulsion. La
microémulsion en question se caractérise par un réseau bicontinu de micelles cylindriques,

thermodynamiquement stable et macroscopiquement transparente. A la température
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caractéristique de la zone d’inversion de phase (ZIP), de I'’eau est ajoutée afin de rompre le
réseau tubulaire et former des LNC de taille homogene, stables dans le temps. Ce procédé de
formulation est simple, peu consommateur en énergie et n’utilise pas de solvant organique
(Figure 11). Les LNC offrent la possibilité de fonctionnaliser leur surface, afin d’adapter le
comportement pharmacologique en fonction de la cible thérapeutique (Perrier et al., 2010).
Un ciblage actif par I'intermédiaire de ligands spécifiques reconnaissant des antigenes ou des
protéines de surfaces peut étre ainsi réalisés. La décoration en surface peut se faire de facon
covalente ou par adsorption physico-chimique (Béduneau et al., 2007). Ces différents
avantages font des LNC un véritable outil versatile pouvant étre utilisé dans de nombreux

domaines (Morille et al., 2009).

b Lipoplexes 4°C
DOPE/DOTAP .
Surfacta/nt (lipophilic) miARN (lipide cationique + miARN)
R o A
NaCi
i (\\ Eau I ZIP g ’d
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/‘A/ C’ \
- Formulation par inversion de phase
Surfactant (hydrophylic) Huile dans eau = eau dans I'huile

Hydroxystéarate de PEG

Figure 11 : Représentation schématique de la formulation de nanocapsules lipidiques (LNC).

(a) représentation schématique des différents composants d’'une LNC (b) Représentation schématique de la
formulation de LNC par inversion de phase.

b) Utilisation des LNC

Depuis leur création, I'’encapsulation de nombreux principes actifs a été réalisée au sein des
LNC. L'encapsulation d’anticancéreux hydrophobes tels que le paclitaxel ou les ferrocifenes a
notamment été étudiée (Nguyen et al., 2008). Ces anticancéreux lipophiles s’intégrent dans
le coeur huileux des LNC avec une efficacité d’encapsulation importante. De plus, les LNC ont
démontré pouvoir encapsuler différents acides nucléiques, tels qu’un plasmide ou un siARN
(Morille et al., 2009). Pour permettre I'encapsulation de ces molécules hydrophiles, la
formulation des LNC a d( étre optimisée. La lécithine initialement présente dans la LNC est

supprimée et des lipoplexes sont ajoutés a I'eau de trempe lors du procédé d’inversion de
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phase. Les travaux réalisés ont montré une accumulation tumorale des LNC chargées en
plasmide dans un modeéle murin de gliome en sous-cutané, et le succes de l'internalisation
cellulaire de ces nanoparticules in vivo (Morille et al., 2009). Plus récemment, des travaux ont
permis de montrer la possibilité d’encapsuler des siARN avec des résultats prometteurs in vivo
(Resnier et al., 2017b). Les siARN sont, de par leur structure, trés proches des miARN, et nous
permettent de pouvoir envisager la formulation de LNC chargées en miARN via le méme

procédé de formulation.

d) Fonctionnalisation de surface

La fonctionnalisation de surface pour le ciblage actif de médicaments et/ou d'agents de
contraste est une composante importante dans le développement des nouvelles stratégies
nanoparticulaires. Pour ce faire, les nanoparticules peuvent étre décorées en surface pour
permettre de cibler spécifiguement une cible moléculaire surexprimée par les cellules ou le
tissu d’intérét. Deux stratégies s’offrent a I'expérimentateur : la modification des excipients
avant formulation ou la décoration aprés formulation des nanoparticules. Dans cette derniére
stratégie, le greffage covalent ou I'adsorption physico-chimique simple sont deux choix

potentiels, ayant leurs propres avantages et inconvénients.

Le choix varié de molécules disponibles pour décorer la surface des NPs permet d’adapter la
fonctionnalisation. Il s’agit notamment de protéines de petite taille, de peptides, d’anticorps,
d’aptameéres, de sondes fluorescentes ou encore d’oligosaccharides (Yoo et al., 2019). En plus
d’apporter une spécificité au vecteur, la modification biochimique en surface des
nanoparticules avec un ligand peut étre nécessaire pour réduire la toxicité (comme cela est
largement réalisé pour les nanoparticules d'argent) et pour augmenter leur stabilité dans les
fluides biologiques (Guerrini, Alvarez-Puebla and Pazos-Perez, 2018; Borowik et al., 2019). Par
exemple, la fonctionnalisation de surface par I'albumine humaine permet la réduction de la

toxicité de la suspension et son ciblage actif (D. Li et al., 2018).

Les LNC ont déja été fonctionnalisés en surface pour permettre un meilleur ciblage d’un type
cellulaire ou d’un tissu précis. Récemment, des résultats ont permis de démontrer que
I’adsorption du peptide NFL en surface des LNC permettait une meilleure internalisation des

LNC dans des cellules humaines de glioblastome (Karim et al., 2018).
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Dans la perspective d’un traitement basé sur [I'utilisation de LNC dans le DIV, la
fonctionnalisation de ces LNC a été envisagée afin de cibler spécifiquement les cellules du NP.
Au regard de la littérature, différents peptides ont été envisagés, parmilequel le peptide short
Link-N. Le peptide Link-N (DHLSDNYTLDHDRAIH) est un peptide qui est présent naturellement
dans les DIV et le cartilage, obtenu apres clivage protéolytique de la protéine Link. Plusieurs
études ont identifié ce peptide comme présentant des propriétés anaboliques au sein de la
MEC du DIV. Un peptide plus court, issu d’un clivage enzymatique du Link-N, a été également
identifié. Ce peptide, constitué de 8 acides aminés (mettre la séquence) porte le nom de short
Link-N (sLink-N). Son injection au sein d’un modele ex-vivo de DIV a permis de montrer une
augmentation des quantités de protéoglycanes, de collagene de type Il (AlGarni et al., 2016).
Les résultats montrent que ce sLink-N agit via des interactions avec les cellules du NP qui
présentent a leur surface le récepteur BMPRII (Figure 12) induisant une cascade métabolique
provoquant l'augmentation de la synthése de collagéne de type Il et d’agrécane. Dans ce
contexte, l'utilisation de ce peptide a été envisagée afin de combiner un effet anabolique a
une amélioration de l'internalisation au sein des cellules du NP (Noorwali et al., 2018).
L’ensemble des expérimentations menées dans la derniere partie de ce manuscrit sera basé

sur la fonctionnalisation des LNC par le sLink-N.

Noggin

‘ BMP-4/7

o

LNC miR-155 + slink-N

Chondrocyte

Figure 12 : Représentation schématique de la fixation du peptide sLink-N lié aux LNC et a son récepteur cellulaire.

Le peptide sLink-N initie une cascade de signalisation par association directe avec son récepteur BMP-RII. Cette
association déclenche la signalisation Smad qui initie la transcription des genes BMP, entrainant |'expression et
la production de protéines BMP, notamment BMP-4 et BMP-7. Par le biais d'une boucle cellulaire autonome, la
BMP-4 et la BMP-7 se fixent au récepteur BMP-RI pour soutenir ou amplifier la transduction du signal Smad,
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favorisant I'expression de SOX9 et des genes de production d'agrécane et de collagene de type Il, qui sont les
composants majoritaires de la MEC du NP (modifié a partir de Wang Z et al. 2013).

3. miRNA as a new therapeutic agent for intervertebral
disc degeneration

Les connaissances actuelles au sujet des miARN sont nombreuses, mais ce n’est que trés
récemment que les chercheurs se sont intéressés aux miARN dans le processus de la DD. Ces
miARN permettent de cibler les processus impliqués dans la dégénérescence discale et
pourrait ainsi étre des agents thérapeutiques efficaces. L'état de I’art sur les miARN dans le
DIV, ainsi que les limites et les solutions pour développer une stratégie thérapeutique adaptée
a la nature des miARN ont fait I'objet de la revue scientifique ci-dessous. Cette revue sera

soumise prochainement dans Advanced Drug Delivery Reviews.
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Abstract

The low back pain is a common global burden widespread in the world and approximately 40 % are due
to intervertebral disc degeneration (IDD). At this time, there is no ethiopathogenic treatment. However,
the knowledge about physiopathology of IDD increased since few years. MicroRNAs (miRNA) are a
class of small noncoding RNA molecules that negatively regulate gene expression at the post-
transcriptional levels. miRNA not only regulate various normal physiological processes, but also play
an important role in several disorders, including degenerative disc disease. A variety of miRNA are
differentially expressed in degenerative human intervertebral disc (IVD) tissues and cells. However,
miRNA are vulnerable to endogenic nucleases. It is thus essential to protect them for an in vivo
administration. Therefore, efforts on nanoparticle approaches are intense and recent progresses to
encapsulate genetic material leads to the first FDA approval of RNAI therapeutic strategy using
liposomes. The aim of this review will be to present exhaustively the different miRNA involved in IDD
and their potential therapeutic interests, with the perspective to use a nanoparticular approach in order
to consider a potential future treatment.

Introduction

The intervertebral disc (IVD) is a fibrocartilagenous tissue located between each of the 25 vertebrae of
the spine, subdivided into 7 cervical, 12 thoracic, 5 lumbar vertebrae and 1 sacral [1]. It is made up of
three principal components: cartilaginous endplates (CEPs), nucleus pulposus (NP) and annulus fibrosus
(AF). The inner part of IVD is NP, surrounded by the AF and CEPs, allowing them to attach the
vertebrae [2]. The composition of IVD allow a good flexibility and facilitate the movement of the spine
[3]. The IVD is the largest avascular structure in the body, capillary supplying the AF through the CEPs
and deliver the nutrient for the IVD: the integrity of this system was demonstrated as an efficient part
against IDD [4]. Additionally, the IVD is largely aneural, with nerve endings only reaching the periphery
of the AF [5]. Due to all the physical constraints support by the column, the intervertebral disc (IVD)
degenerate along life. However, there are no ethiopathogenic treatments: there are only analgesics or
chirurgical treatments. Nevertheless, the recent knowledge of physiopathology allowed the development
of new methods for IVVD regenerative medicine. The decreasing of cell number is one of the main causes
of the IDD, that’s why cell therapy was investigating with attention. However, due to obvious ethical
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problems, the clinical pursuit of this strategy is difficult. More recently, the role of genes like interfering
RNA (RNAI) and especially microRNA (miRNA) in IDD was highlighted [6]. miRNA are small non-
coding RNA (20 to 25 nucleotides), encoded by their own genes. miRNA are intronic, exonic or
intergenic, have particular and specific biogenesis and they specifically target a metabolic pathway,
especially by modifying the protein synthesis [7]. The miRNA is only present at 1 % to 3 % in whole
genome, but they are able to regulate approximately 30 % of the proteome in human [8]. Indeed the
impact of miRNA in a number of diseases is well established: in IDD, they are identified to impact
different metabolism pathways, including cell proliferation, lineage determination, apoptosis, cytokine
release, as well as ECM anabolism and catabolism [9]. Despite the huge progress in miRNA basic
science, many challenges are still ahead, particularly their protection and vectorization for an in vivo
administration and to permit their delivery into the cells of interest. Indeed, the direct injection of
miRNAs and antagomiRNAs could be a simple method but the effect would typically be shorten due to
the endonucleases [10]. Consequently, the improvement of delivery systems will be needed for the future
clinical application of miRNAs. Nanoparticular platforms could be particularly adapted for miRNA
vectorization, allowing for their transfer and release in the cell cytoplasm [11]. Nanoparticles are usually
divided in 3 different groups, regarding their origin and excipients used: virus particles, inorganic and
organic nanoparticles.

In the current review, miRNA biogenesis pathways were described, summarizing the expression patterns
of miRNAs in degenerative human IVD tissues, and the emerging pathogenic implications and
therapeutic potential in disc degeneration have been developed. The nanoparticular approached will be
then explored as perspectives, with advantages and limits, for a potential future administration strategy
in the IVD context [12].

MiRNA, a drug of tomorrow
- mMiRNA biogenesis

miRNA were firstly described in 1993, by the identification of short RNA called lin-4 in nematode
Caenorhabditis elegans [13]. Many miRNA have been then discovered, especially with the help of
bioinformatics and computational technologies. Following the miRbase data center, 1914 miRNA in
human and 38589 miRNA in all species have been identified [14]. miRNA is a short non-coded RNA
of 20 to 25 nucleotides in length. Its production is a multistep process and is divided in two main
categories: canonical and non-canonical pathways Figure 1. The majority of miRNA is transcribed in
the nucleus by RNA polymerase Il (RNA pol I1) (canonical pathway). RNA pol Il transcribes a primary-
miRNA of around hundred nucleotides, in stem loop structure [15]. After the transcription, the stem-
loop structure of pri-miRNA is cleaved by ribonuclease complex (Drosha) and its cofactor DiGeorge
syndrome critical gene 8 (DGCR8) [16]. The cleaved form, called precursor-miRNA (pre-miRNA)
containing 65 to 78 nucleotides, is a single double strand hairpin RNA. After the cleaving of Drosha and
DGCRS, pre-miRNA are exported to the cytoplasm by exportin 5, a dSRNA-binding protein mediating
the nuclear export. In the cytoplasm, the dsRNA endonuclease, Dicer and its catalytic partner «
Transactivating response RNA-binding protein » (TRBP) remove the stem-loop end of the pre-miRNA
[17]. The miRNA duplex of 20 to 22 nucleotides consists in one mature miRNA guide strand and a
complementary passenger miRNA strand. The miRNA duplex is then separated by helicases and the
complementary miRNA strand is degraded. The mature miRNA guided strand is integrated into the
RNA-induced silencing complex (RISC) through the interaction with Argonaut proteins [18]. In the
protein complex RISC, the guide strand miRNA recognizes and binds through complementary
sequences to the 3'-UTR of their messengerRNA (MRNA) targets, resulting in mRNA destabilization,
partial mMRNA degradation or prevention of protein translation. Thus, the overall effect of a miRNA
displays a significant reduction of target gene-encoded protein content. The majority of miRNA are
synthesized by the canonical pathway but some are synthetized by the non-canonical pathway. This last
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synthesis, involved the spliceosome, allowing the splicing and debranching into a pre-miRNA.
Afterwards, the pre-miRNA take the same machinery as the canonical pathway [15].

- Physiological challenges to overcome

After an intravenous injection, miRNA, (unmodified or modified) are eliminated in the 30 min following
injection, due notably to a poor bioavailability, a nuclease degradation and the renal excretion: Figure
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Figure 1: Biogenesis of miRNA (L.Zhonghan et al.,2014).
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miRNA in an ideal delivery system.

a) Renal excretion
The renal excretion acts as a filtration and possesses a cut off for glomerular object around 30 to 50 kDa.
miRNA is thus fastly and extensively excreted, due to its low molecular weight, approximately 14 kDa
[19]. Naked miRNAs are degraded within seconds by the abundant nucleases such as serum RNase A-
type nucleases in the blood [20]. In addition, naked miRNAs are cleared rapidly via renal excretion,
leading to a short half-life in systemic circulation [21].

b) Nuclease stability
Nuclease degradation is a primary means of miRNA removal from the blood after systemic
administration. Unmodified RNA oligonucleotides are unsuitable for therapeutic applications because
they are sensitive to serum nucleases and possess a quickly turned over (T1/2 = 4-14 h) in vivo
[22,23].

Several chemical modifications were studied to increase the stability of a RNA molecule, including:
modification of 5°-Br-Ura and 5’-1-Ura bases, modification of the phosphate group with boroned or
thiolated groups and chemical changes like 2'-F, 2'-O-Me, 2'-NH2 on the C2’' RNA carbon and locked
nucleic acids. However, these different approaches remain constraining, costly and difficult to be
scaled-up [24,25].

c) Cellular uptake
The cell membrane is another biological barrier to be overcome: the hydrophilicity of miRNA leading
to a poor cell membrane diffusion, highlighting again the need of an efficient drug delivery system.
Cellular membrane is composed mainly by a phospholipid bilayer negatively charged due to its
composition in salicylic acid. miRNA is a negatively charged and hydrophilic nucleic acid: miRNA
cannot thus cross the cell membrane due to his charge and its hydrophilic state [26]. In natural cell
mechanisms, the main miRNA regulation is performed by exosomes and microvesicles which
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encapsulated miRNA inside phospholipid bilayer incoming from cell membrane. To deliver miRNA
inside the cells, the need of nanoparticles is then crucial to cross phospholipid cell membrane bilayer
[27].

d) Endosomal escape

The next challenge to brave is the endosomal escape: the endosome and lysosome are acidic and contain
enzymes, leading to miRNA degradation [28],[29]. Polyethylenimine (PEI) has been shown to act as a
proton sponge to improve endosomal escape of DNA polyplexes [30] and although toxicity may prevent
the use of PEI in humans, it is a useful experimental tool to induce in vitro and in vivo silencing [17].
Recently, polyamines like spermine or TPA were investigated and showed good properties for
endosomal escape [31]. However, more studies need to be performed for overcoming endosomal escape,
for specific therapeutic strategies based on miRNA.

Nanoparticles as a miRNA delivery system

Since the first publication on RNA interference in 1998 [32], several RNAi-based therapeutic
approaches have been proposed for promising clinical applications. The miRNA administration and
transfection are however challenging [26]. Nanotechnologies could offer versatile targeted delivery
platforms for RNAi administration. To overcome the cell barrier and protect the miRNA, the need of
delivery systems is obvious. There are three classes of miRNA vectors: viral, natural or synthetic
nanoparticle (Figure 3).

RNAI Vectors

Viral vector Inorganic nanoparticles Organic nanoparticles

<

Adenovirus

o —
Mesoporus silica nanoparticle

Adeno associated virus

<

= Carbon nanotube

Lentivirus g
—

Gold nanoparticle

Retrovirus Quantum dot Lipid nanocapsule

Figure 3: Different class of vectors for miRNA delivery.
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a) Viral vectors

Viral vectors have emerged as attractive vehicles for the delivery of transgenes to particular target cell
types. In the simplest version, the pathogenic genes are removed from these viruses and replaced by the
therapeutic genes. One vector may be more suitable than other systems, depending on the specificity of
the transgene cassette, the therapeutic purpose (acute or chronic), and the targeted cell type. There are
mainly four different viral vector systems that can facilitate a high level transgene and miRNA
expression: adenovirus and adeno-associated virus, retrovirus, and the subclass lentivirus [33].

I- Retroviruses

Retroviruses are characterized by enveloped virion particles and single stranded RNA of around 10 kb.
A retroviral vector is usually composed of a simple genome encoding the Gag, Pol, and Env proteins
flanked by long terminal repeats [34]. The RNA genome is copied upon cell entry by the virus-encoded
reverse transcriptase enzyme into double stranded DNA and integrated randomly in the genome. This
integration property is favorable for the durable expression of inserted transgenes; however, the random
integration possibly causes major mutation. To avoid this risk, all protein-encoding sequences can be
replaced by foreign sequences, to target specific region of the genome [35]. For example, miR-138 was
induced about more than 1,000-fold in mouse embryonic fibroblasts in order to enhance the production
of pluripotent stem cells [36].

Retrovirus are less and less used due to the potential immunogenicity risk and its inefficient in vivo
transduction, due to all attenuation risk factors [37].

- Adenovirus

Members of the adenoviridae family are non-enveloped viruses including a linear dSSDNA genome with
constant terminal repeat sequences of 37 kb. Adenoviruses are responsible for the major upper
respiratory infections in children. Their cell internalization occurs by the interaction between the
ubiquitously expressed CAR receptor and the integrins avf3 and avp5 [38]. Adenoviral vectors are
widely used due to the ease of the manipulation. Therefore, adenovirus have the ability to transduce and
deliver a cargo of interest in various cell types. There are two serotypes generally used for gene delivery,
serotypes 2 and 5 which are the most efficient [39]. The first generation of adenovectors provides a
maximum of 8 kb insert length, without the E1 gene region. The second-generation of adenovectors
were designed without the protein E2, E3, and E4 to reduce the immunogenicity. The adenovectors are
generally used for a short-term gene therapy because recombinant adenoviral vectors are replication
deficient and do not integrate into the host genome [40]. One of the major drawbacks is the immune
response induced, leading to a quick elimination of the vector.

Adenoviral vectors can indeed be used for in vitro and in vivo delivery of miRNA expression cassettes.
For example, adenovirus-mediated miR-21 gene therapy effectively reduced neointimal formation in
vein grafts, after in vitro investigation [41].

I11-  Adeno-associated Virus

Adeno-associated virus (AAV) is a non-enveloped virus with icosahedral capsids and a single-stranded
DNA (ssDNA) genome of 4.7 kb flanked by inverted terminal repeats that are required for replication
of the genome, its packaging, and integration. AAV vectors can transduce both dividing and nondividing
cells. AAV virus integrate the genome in episomal forms, and sometimes the virus remains latent by
integrating its DNA into the AAVS1 region of chromosomes [42].

The 11 known AAV serotypes exhibit distinct host cell tropisms as well as varying immunological
properties. Some serotypes are specific to their target and can be used as active targeting nanomedicines.
Different types of capsids were used to counteract the in vivo antibodies detection, leading to improve
the in vivo transduction efficiency [43].

The absence of AAV pathogenicity in humans makes them an attractive therapeutic vehicle. In contrast
to other viral vectors, AAV is the only vector system for which the wild-type virus is not associated with
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human malignancies. AAV has a relatively small packaging capacity, sufficient for miRNA
encapsulation. Accordingly, many in vivo studies were performed with AAV-RNAI vectors against
cancers, muscular dystrophies, neurodegenerative disorders, and cardiac, retinal, metabolic, and
infectious diseases: a proof of efficacy and safety was demonstrated [44]. For example, a single systemic
administration of AAV9-miR-298 resulted in a sustained expression of the miRNA, an efficient
transduction of muscle and motor neurons, a down-regulation of androgen receptor expression, and an
improvement of the disease phenotype in spinal and bulbar muscular atrophy mice [45].

V- Lentiviruses

Lentiviruses (LV) is one of the subgroup of the Retroviridae family including the human
immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) [46]. HIV-1 encodes the standard retrovirus proteins Gag, Pol,
and Env, but has others proteins, Tat and Rev proteins and the accessory Vif, Vpr, Vpu, Nef proteins.
Tat is the viral trans-activate protein that induces HIV-1 transcription from the LTR promoter. The Rev
protein is responsible for exporting of singly spliced and unspliced HIV-1 transcripts from the nucleus.
Regulatory sequence is kept in the HIV-based lentiviral vector and there is no more protein specific to
virion formation [47].

A main benefit of lentivirus compared to retrovirus vectors is that they are able to transduce dividing
and nondividing cells. Lentivirus vectors allow persistent transgene expression by stably integration into
the host DNA, although a transcriptional silencing may occur over time. Lentivirus vectors have a better
safety profile than retrovirus vectors because they favor integration within active transcriptional units,
thereby reducing the risk of insertional oncogenesis. In addition, safer SIN-based LV variants were
designed and successfully tested [48].

Several studies tested different LV—-miRNA combinations [49], for example, LV-delivered anti-
osteopontin miRNAs could inhibit cell proliferation and tumor growth in hepatocellular carcinoma [50].

V- Synthetic vectors

a) Organic
Organic nanoparticles are composed of organic excipients, which can either be from a natural or a

synthetic source. Organic nanoparticles are typically prepared from polymers (synthetic, either be
degradable or non-degradable, to natural materials such as proteins) or surfactant molecules that can
self-assemble into nanosystems. There are various structures of organic nanoparticles possibly obtained
such as liposomes, lipid nanocapsules, micelles or polymer nanoparticles. The nanoparticles are often
surface functionalized to act as efficient active targeting drug carriers [51].

Due to their relative simplicity and safety, lipid-based nanoparticles (LNPs) have been widely used in
systemic delivery of siRNA and miRNA as nanocarriers [52][53]. LNPs are able to protect nucleic acids
from enzymatic degradation, facilitate the cellular uptake and prolong the circulation half-life time of
SiRNA and miRNA [54]* Until now, some lipid-based nanocarriers have been used in clinical trials
[55]. Commonly, a typical cationic lipid-based nanoparticle formulation for in vivo delivery consists of
cationic lipids, neutral lipids and PEG-phospholipids. Negatively charged hydrophilic miRNAs can bind
to the positively charged lipids, leading to efficient cellular uptake of the incorporated miRNAs by
interaction between the positively charged complexes and negatively charged cell membrane [56].
Liposomes belong to LNP with a particularity: phospholipids are organized in a bilayer structure with
an aqueous core. Recently, DSPE-PEG2000-tLyp-1 showed an encapsulation efficiency of the
engineered miRNA greater than 80%, and an efficient intracellular penetration with promising
properties to reduce tumor growth in cancer-bearing mice [57]. Recently, LNPs complexed with RNAI
named Patisiran’ was FDA approved in 2018. Patisiran( | is a double-stranded small interfering
ribonucleic acid, formulated as a lipid complex for a delivery to hepatocytes. Patisiran( | specifically
binds to a genetically conserved sequence in the 3’ untranslated region (3’UTR) of mutant and wild-
type transthyretin (TTR) messenger RNA (mRNA). Patisiran’ | causes degradation of mutant and wild-
type TTR mRNA through RNA interference, which results in a reduction of serum TTR protein and
TTR protein deposits in tissues [58]. This first example of a FDA approved nanosystem for RNAI
delivery shows the promising aspect of LNP to be used for human miRNA administration.

64



Regarding the polymeric nanoparticles, one of the most studied is the PLGA nanosystem. PLGA is
composed of glycolic and lactic acid building blocks and has been approved by the FDA. PLGA can be
hydrolyzed and broken into nontoxic monomers and consequently be metabolized by the body without
any side effects [59]. Furthermore, the formed PLGA nanoparticles can escape from the endo-lysosomal
compartment to the cytoplasmic compartment, leading to sustained intracellular release of encapsulated
agents with prolonged therapeutic efficacy [60]. For instance, miR-99 were complexed and encapsulated
in PLGA nanoparticles to form nanoparticles with a diameter of 50.1 + 1.2 nm with a drug loading of
79.0 +2.1%. In vitro and in vivo results revealed that miRNA loaded PLGA nanoparticles with a specific
ligand target was promising to cure carcinoma cancer [61].

b) Inorganic
In the last 15 years, the use of inorganic nanoparticles (gold, magnetic, silica and quantum dots) as

mMiRNASs delivery agents has been investigated and extensively described [62].

Among the different metals, gold nanoparticles are really attractive due to its inactive nature, simplicity
of formulation, functionalization and targeted capacity [63]. Therefore, it is widely used for different
applications including gene delivery. In 2013, cysteamine-functionalized gold nanoparticles (AuNPS)
were designed. This AuNPs were capable of delivering up to a 10-20 folds overexpression of mature
miRNAs compared to the conventional liposome-mediated transfection. This nanosystem had a
diameter of 13 nm and a drug loading of 100ng/( g and was able to deliver unmodified miRNAs that
resulted in an efficient endosomal release and a long half-life [64]. Since then, other formulations were
performed from gold nanoparticles and this system seems to be a good strategy for miRNA delivery
[65].

Carbon nanotube is another promising nanovector due to the easy functionalization property of this
material [66]. For instance, carbon nanotubes can be functionalized with DOTAP for enhancing its
complexation properties with miRNA and showed 82.6 % of silencing activity and 92 % of transfection
efficiency in cancer cells lines [67].

Mesoporous silica nanoparticles have a large surface area for functionalization and tunable pore size, an
ideal biomaterial for different therapeutic applications [169], such as miRNA delivery [68]. For
example, mesoporous silica nanoparticles functionalized with dopamine were used to deliver miR-155
for colorectal cancer therapy. The nanoparticles had a diameter of 169.4 + 4.5 nm with 50 mg of
formulation containing optical density of miR-155. The in vivo effect evaluated on colorectal cancer
mice model was promising [69].

Quantum dots (QD) are semiconductor-based, monodispersed, nanometer-sized crystals, which can be
formulated by different methods including colloidal or plasma synthesis mechanisms [70]. For instance,
QD were used to deliver miR-26a to induce cycle arrest, and trigger proliferation inhibition in HepG2
cells. QD were coated with polyethyleneimine to permit the interaction with miRNA. The nanoparticles
had a diameter of 120 nm with 1 mg /mL of miR- 26a and showed promising in vitro results on cell
proliferation and cycle [71]. QD were also used for imaging and detection of miRNA. X. Qiu et al.
demonstrated that with multiplexing of QD, different miRNA were detected with precision in biological
condition [72]. All these studies demonstrated that QD nanocarrier systems are potent for early
detection, monitoring and localized treatment of specific diseases, such as IDD.

miRNA in IDD

IDD has been suggested as a cascade that begins with changes at the local cellular microenvironment
and progresses to impairment of their structure and function. Even if the involved mechanisms are not
fully understood, it is well established that apoptosis, ECM disruption, cell proliferation and
inflammatory response play critical roles in promoting the development of disc degeneration. Notably,
some MiRNAs have been confirmed to play a role in IDD by affecting these pathological processes.
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Figure 4: Schematic representation of miRNA activity in apoptosis

Apoptosis requires the involvement of caspases in both extrinsic and intrinsic pathways [73]. Apoptosis
is characterized by the apoptotic body formation, chromosomal concentration, DNA degradation and
cell narrowing. There has been a large amount of evidence demonstrating that apoptosis is related with
different physiological processes, but is also widely involved in many degenerative pathological dis-
eases, such as cardiovascular, neurological, auto-immune disorders and intervertebral disc degeneration
[74-76]. NP cells play a crucial role in maintaining in vitro and in vivo structural stability, via the syn-
thesis of ECM components, to resist to mechanical constraint. It is well established that the decrease of
NP cells is an important mechanism for 1\VVD degeneration [77].

In apoptosis regulation by miRNA there is two types of approaches. miRNA directly target apoptosis
pathways or miRNA targeting signaling influencing apoptosis (Figure 4).

Fas-mediated pathway is known to be one of the direct apoptosis pathways in cell metabolism. miR-155
has been identified to directly target the 3'-UTRs of FADD and caspase-3: in vitro miR-155 repression
by the use of antgomiR-155 in lentivirus resulted in the up-regulation of FADD and caspase-3 and con-
sequently increased apoptosis of NP cells [78]. miR-210 is also involved in Fas-mediated apoptosis
pathway by directly target the HOX9 protein. The downregulation of miR-210 by in vitro lentiviral
method promoted Fas-mediated apoptosis by regulating HOXA9 protein expression [79]. There is a new
class of long non coding RNA called circular RNAs, circRNA, proven to be a competing endogenous
RNA s to interact with microRNAs and influence the expression of miRNA [80].

The Growth arrest-specific transcript 5, GASS5, is a long non coding RNA known to directly target the
miR-155. In IDD, the GDF5 is upregulated and seems to upregulate the caspase 3 and downregulate

miR-199
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Bcl-2 leading to apoptosis of NP cells. These results were in accordance with previous study highlight-
ing the impact of miR-155 on apoptosis. The GAS5 acted as a miR-155 sponge, leading to the bcl-2
downregulation and caspase 3 upregulation.

One of the major apoptosis actors is also the Bcl-2 family protein known to directly impact the Fas-
mediated apoptosis in cell metabolism. Many miRNA is known to interact with this family in interver-
tebral disc. The miR-125a downregulated the BAK1 protein, known to form a complex with bcl-2 and
release pro-apoptotic factors by an increase of mitochondria membrane permeability, leading to an al-
leviation of apoptosis. The impact of miR-125a was highlighted by P. Liu et al., on IDD by RT-QPCR
and Western blot analysis on IDD tissues collected from patient and confirmed by Ma et al. [81],[82].
The miR-34a is also known to inhibit Bcl-2 expression by directly targeting their 3’-untranslated regions,
and this inhibition was abolished by mutation of the miR-34a binding sites. In vitro knockdown of miR-
34a in human endplate chondrocytes resulted in overexpression of Bcl-2, whereas upregulation of miR-
34a led to repression of Bcl-2 and an increase of apoptosis [83]. Thus, the downregulation of miR-34a
was a promising way to limit the apoptosis of human endplates chondrocytes. These results were con-
firmed by the use of Inc HOTAIR circRNA, to adsorb miR-34a and reduced its effect [84]. Another
miRNA directly targets the Bcl-2 protein, the miR-222 was discovered to target Bcl-2 using miRanda,
miRDB and TargetScan. These predictive results were confirmed by RT-QPCR and western blot anal-
ysis. As previously described, Bcl-2 is one of the main proteins involved in apoptosis pathway. There-
fore, the effect of miR-222 on apoptosis was also confirmed by CCK-8 test [85].

Bax is also an important member of the Bcl-2 family. It has been well documented that increased Bcl-2
expression and decreased Bax expression reduced mitochondrial membrane permeability and sup-
pressed the release of apoptotic activators including cytochrome ¢, which then reduced the caspase-3
and caspase-9 activations and led to inhibition of cell apoptosis. The miR-573 directly target the Bax
protein. miR-573 was downregulated in IDD and correlated with the increase of Bax protein. This in-
teraction was confirmed by luciferase assay. miR-573 significantly increased the expression of Bcl-2
and decreased the expression of cleaved caspase-3 and cleaved caspase-9 in degenerative NP cells
through the downregulation of Bax. [86].

SNHG6 a long non coding RNA also impact the Bax/Bcl-2 protein. SNHG6 act as a sponge of miR-
101-3p and induce an upregulation of Bax/Bcl-2 leading to apoptosis. SHG6 has been identified to be
upregulated in IDD. The exact mechanism is not described [87].

Bax/Bak complex protein is involved in upregulation of apoptosis and ECM degradation in IDD. This
complex is targeted by miR-195-a and reduce its expression. This mechanism was identified through
the use of NEATL1 a long non coding RNA sponging the miR-195-a. miR-195-a upregulation can be a
good strategy to counteract the IDD [88].

Bim is also a Bcl-2 family protein, and was recently identified to be targeted from miR-25-3-p inducing
downregulation of Bim protein. The downregulation of Bim lead to reducing of cell apoptosis and coun-
teract IDD [89].

Another direct pathway of apoptosis is the caspase-cytochrome C metabolic way. Just one miRNA was
described for now, the miR-494. TNF-a induced NP apoptosis and in vitro model demonstrated the
involvement of miR-494 in the IDD. Lentivirus antago-miR-494 and miR-494 infection studies showed
that miR-494 targeted JunD protein, known to play a role in apoptosis by caspase-JunD-cytochrome C
pathway. However, further experiments need to be done to confirm these results, by especially quantify
the different caspase expression levels [90].

There is many indirect pathways involved in apoptosis in IDD, Akt, MAPK, Autophagy and others.
miRNA interact with a lot of indirect pathways and impact the NP cell apoptosis. PI3K/Akt signaling is
phosphorylation cascade impacting many important cell metabolism pathways. The miR-27a effect in
IDD was studied by FACS, MTT, RT-QPCR and western blot analysis in primary cell line of NP. Taken
together, obtained results showed that an up-regulation of miR-27a expression might be responsible for
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the apoptosis of NP cells induced by PI3K, and that miR-27a interacted with its target gene PIK3CD, to
regulate the apoptotic process by facilitating activation of the PI3K/Akt signaling pathway [91].

A recent study identified SIRT1 as a novel target of miR-138-5p and shown that downregulation of
miR-138-5p suppresses TNF-a-induced apoptosis in human NP cells by targeting SIRT1 through
PTEN/PI3K/Akt signaling, demonstrating the role of miR-138-5p in the IDD etiology. These results
indicate that miR-138-5p might be a protective factor against NP cell apoptosis through
SIRT1/PTEN/PI3K/Akt signaling [92].

Mitogen-activated protein kinase (MAPK) modules containing three sequentially activated protein ki-
nases are key components of a series of vital signal transduction pathways that regulate important me-
tabolism processes. MAP3KO9, an upstream activator of MAPK kinase, was identified to be a potential
target of the miR-15a: it was confirmed by western blot and RT-QPCR experiments. Further analysis
demonstrated that miR-15a promoted cell apoptosis and reduced proliferation by reducing the p-38 and
ERK proteins through downregulation of M3KP9 [93]. MAP3KS5 is also an activator of MAPK signaling
and was expressed at high levels in TNF-a treated human nucleus pulposus cells. It was identified that
mR-199 directly target this protein. Additionally, MAP3K5 over- expression plasmid exacerbated TNF-
a induced apoptosis, inhibited by miR-199, demonstrating that miR-199 may play a role in TNF-a, in
inducing apoptosis of human nucleus pulposus cells by regulating MAP3K5 [94].

The Whnt signaling pathways are signal transduction pathways which begin with proteins that pass sig-
nals into a cell through cell surface receptors. Wnt signaling lead to many effects in cell like apoptosis.

Z.Shun et al. demonstrated that the expression of B-catenin, c-Myc and Survivin proteins were down-
regulated by miR-532 [95]. In addition, miR-532 has a central role in the regulation of Wnt/B-catenin
signaling pathway. Wnt/B-catenin signaling is also modulated by a series of B-catenin-interacting co-
factors at the transcriptional level. Among these co-factors, B-cell lymphoma 9 (Bcl-9) can strengthen
the activity of Wnt/p-catenin signaling pathway. In brief, miR-532 targets Bcl-9 protein which down-
regulates Wnt/B-catenin pathway and leads to apoptosis of human nucleus pulposus cells. As miR-532,
miR-185 could promote nucleus pulposus cell viability and inhibit nucleus pulposus cell autophagy and
apoptosis but by suppressing Galectin-3 and blocking the Wnt/B-catenin signaling pathway in IDD, thus
impeding the development of IDD [96].

Autophagy is an essential, conserved self-eating process that cells perform to allow degradation of in-
tracellular components, including soluble proteins, aggregated proteins, organelles, macromolecular
complexes, and foreign bodies. Transfection of miR-129-5p mimic significantly decreased Beclin-1 ex-
pression and inhibited NP cell autophagy, whereas miR-129-5p inhibitor had the opposite effect indi-
cating that miR-129-5p suppresses NP cell autophagy by regulating Beclin-1 expression. Similarly,
dysregulated miR-129-5p may prevent autophagy in human IDD by inhibiting Beclin-1, suggesting that
miR-129-5p could be an etiological factor in this disease [97].

miR-106a-5p suppressed the expression of ATG7 by directly binding to its 3'UTR in AF cells of patients
with DD. ATG?7 is essential for maintaining the homeostasis of axons and for preventing their degener-
ation. ATG7 was negatively correlated with the activity of caspase-3 which is cleaved by PARP and
induced apoptosis in AF cells. Then, the miR-106a-5p induced apoptosis of AF cells by targeting ATG7
pathway in IDD [98]. miR-202-5p has ben also identified to targeted ATG7 and increase the apoptosis
in NP cells with the same mechanism of miR-106a-5p in AF cells [99].

Notch-1 is also phosphorylation cascade pathway implicated in many metabolic incidences. In IDD
miRNA-34a-5p promotes NP cell apoptosis via targeting Notchl for degradation, and HOTAIR can
serve as a miR-34a-5p sponge, sequestering it and thereby preventing it from driving Notchl degrada-
tion and apoptotic cell death. HOTAIR overexpression can decrease rates of apoptosis in both healthy
and degenerative NP cells, and this HOTAIR/miR-34a-5p/Notch1 pathway is thus a key regulator of NP
cell apoptotic death, which may be worthy of investigation as a therapeutic target [100].

Another pathway impacting cell apoptosis in NP was identified in the study of L.Yu et al., they con-
firmed that TXNIP expression at MRNA and protein levels was increased in IDD patients, compared to
patients with spinal cord injury [101]. In addition, knockdown of TXNIP reduced NLRP3, caspase-1,
IL-1p protein levels and IL-1p production, as well as the cell apoptosis of NPCs, whereas LINC00969
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overexpression improved the inhibitory effect of TXNIP silencing on NLRP3 activation and cell apop-
tosis of NPCs: the pro-apoptotic roles of LINC00969 were largely due to the sponging miR-335-3p, and
then activating TXNIP-NLRP3 pathways.

Recently the impact of miR-410 in NLRP3/caspase3 induced apoptosis was also confirmed. MiR-410
exosome suppress the expression of NLRP3 and reduce the pyroptosis in IDD [102].
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Figure 5: Schematic representation of miRNA activity in ECM degradation

- mMiRNA affecting ECM degradation in IDD

Degradation of the ECM in intervertebral disc induce major degeneration of intervertebral disc and
mechanical/biological properties. For example, decreased levels of aggrecan and collagens lead to many
features of disc degeneration, such as disorganization of the AF, dehydration and fibrosis of the NP and
calcification of the cartilaginous end plates. Furthermore, loss and modification of NP proteoglycan
matrix components attenuate the hygroscopic properties of ECM, resulting in reduced water content,
swelling pressure and ability to resist the load. The nutrients and growth factor are unavailable due to
dehydrated NP, leading to further impairment of 1\VD function. miRNA can directly or indirectly impact
the ECM degradation in IDD (Figure 5) [6].

As apoptosis there is direct pathway involved in ECM degradation via MMP and ADAMTS protein
which is known to directly degrade ECM. The matrix metalloproteinases (MMPs) constitute a multigene
family of over 25 secreted and cell surface enzymes that process or degrade numerous pericellular sub-
strates. Their targets include other proteinases, proteinase inhibitors, clotting factors, chemotactic mol-
ecules, latent growth factors, growth factor-binding proteins, cell surface receptors, cell-cell adhesion
molecules, and virtually all structural extracellular matrix proteins. Thus MMPs are able to regulate
many biologic processes and are closely regulated themselves Like MMPs, ADAMTS proteinases are a
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multigene family, consisting of 19 members of closely related metalloproteinases.

Correlation between miR-155, MMP-16, and IDD was found in clinical cases, and showed that miR-
155 and MMP-16 could be combined in the luciferase report gene. This process has been proved in
animal models. The present study demonstrated, for the first time, that miR-155 regulates IDD by tar-
geting MMP-16 and elucidated the pathway in an animal model of disc degeneration [103]. Disc degen-
eration is characterized by matrix degradation and decreased cellularity [32]. This study focused on the
degradation of the extracellular matrix and the role of MMP-16 in degradation of the extracellular matrix
was defined. Down-regulation of miR-155 directly up-regulates MMP-16, and MMP-16 further de-
grades aggrecan [104]. MMP-16 is also targeted by miR-503 and have then the same effect on its down-
regulation. This binding was discovered through the use of LncRNA MALAT1 acting as a sponge for
miR-503 [105].

MMP13 was suggested to be a direct target for miR-155 confirmed by dual-luciferase reporter assay.
MMP13 levels in the cells and cultured supernatant were significantly reduced, whereas type Il collagen
expression was significantly elevated when annulus fibrosis cells where transfected by miR-155. In con-
clusion, negative association between miR-155 and MMP13. In patients with spinal tuberculosis-in-
duced intervertebral disc destruction, miR-155 expression was decreased, affecting its target MMP13
by downregulating expression and further influencing type 11 collagen expression [106].

miR-27b was lower in human degenerative NP tissues and that its level was associated with disc degen-
eration grade. The downregulation of miR-27b induces type Il collagen loss by directly targeting
MMP13, leading to the development of IDD. Therefore, strategies to maintain the expression or to pre-
vent the repression of miR-27b have the potential to become a possible therapeutic strategy for human
IDD [107].

A complementary sequence of miR-93 was identified on the MMP3 mRNA website 3'UTR and the
overexpression of miR-93 resulted in a significant reduction in MMP3 expression. MMP3 was upregu-
lated in degenerative tissues of human cells compared to healthy cells, and the expression level of MMP3
was inversely correlated with the expression of miR-93. It is considered that a reduced expression of
miR-93, increase the level of MMP3, leading to degrading ECM components such as type Il collagen
and aggrecan. The reduction of miR-93 contribute to the degradation of I\VD [108].

MMP-1 expression was potentially regulated by miR-202-3p confirmed by luciferase test on 3’UTR-
MMP1. After induce MMP-1 production by the addition of IL-1p, the miR-202-3p shown to downreg-
ulate the production of MMP1 compared to the control. Therefore, inhibition with antagomiR-202-3p
caused higher decrease of Collagen Il than in IL-1p control. Taking together these results confirm that
miR-202-3p is directly inhibit the production of MMP1 and help to counteract the ECM degradation in
IDD [109].

After gRT-PCR confirmation, miR-133a was significantly down-regulated in degenerative NP tissues.
Moreover, its level was inversely correlated with grade of disc degeneration. Through gain and loss of
function studies, miR-133a was demonstrated to significantly promote type Il collagen expression in NP
cells. MMP9 was identified as a target of miR-133a. Knockdown of MMP9 induced effects on NP cells,
similar to those induced by miR-133a. Expression of MMP9 was inversely correlated with miR-133a
expression in degenerative NP tissues [110]. The impact of the expression of miR-133a, MMP9, Colla-
gen Il, Collagen I and Collagen 1X on the intervertebral disc was explored, in particular the role played
by miR-133a in spinal tuberculosis and its mechanisms. MMP9 and the above-mentioned types of col-
lagen are the only proteins targeted by miR-133a: therefore, further researches and investigation are
needed to determine additional miR-133a targets in the hope of finding a novel therapeutic tool for better
IDD treatment [111].

ADAMT17 is a direct target of miR-145 confirmed by luciferase test. ADAMTS17 is known to be
involved in degeneration of IVD. MiR-145 downregulated the expression of ADAMT17 and restore the
expression and protein level of COL2A1 and Aggrecan in nucleus pulposus cells. In brief the miR-145
decrease the level of ADAMTL17 and restore the level of COL2A1 and Aggrecan to counteract the de-
generation of IVD [112].

miR-3150a-3p was significantly up-regulated in NP tissues from patients with IDD. miR-3150a-3p se-
quence had a binding site for the 3'-UTR of wild-type ACAN and confirm this downregulated effect on
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western blot and RT-QPCR. Taking together these results show that miR-3150a-3p downregulated the
ACAN leading to ECM degradation in NP and IDD [113].

One of pathway affecting the ECM is the pathway of TGF indeed TGF is known to be involved in ECM
communication in fibrosis leading to increase or loss of ECM. miR-100 has been identified to bind to
FGFR3 transcripts and to inhibit its regulation, leading to an increase of FGF1. MMP13 has been shown
to be regulated by fibroblast growth factor 2 (FGF2) through binding to fibroblast growth factor
receptor 1 (FGFR1) and FGFR3, competitors for FGF2 bindings. Hence, FGFR3 is suggested to have a
negative effect on FGF2-mediated MMP13 expression. Thus, miR-100 inhibits the FGFR3/FGF2 binding
by downregulation of FGF3 and thereby increases the FGFR1/FGF2 binding and synthesis of MMP13
led to ECM degradation in hNPCs [114]. It has been proved that miR-589-3p targeted and down-
regulated Smad4, a co-activator and mediator of TGF-B signal pathway. Thus, miR-589-3p negatively
regulates Smad4 expression in NP cells, consistent with the previous study [115]. These results
suggested that miRNA-589-3p may affect the ECM and inflammation and taken together, these results
indicated an important effect of miR-589-3p on IDD progress [116].

The effect of miR-665 on GDF5 expression was proven by dual-luciferase test. The ectopic expression
of miR-665 decreased luciferase activity in the wild-type; however, the mutant luciferase activity has
not changed. In fact, the overexpression of miR-665 inhibited the expression of GDF5 in the NP cell.
As a member of the TGF-f family, GDF5 was important for skeletal development and it could inhibit
ECM degradation and promote ECM anabolism in IVD cells. Overexpression of GDF5 promoted the
expression of aggrecan and type Il collagen in IVD cells. In addition, ectopic expression of GDF5
inhibited catabolic metabolism by suppressing catabolic gene expression. miR-665 overexpression
increased NP cell proliferation and decreased aggrecan and Col Il expression. In brief, ectopic
expression of miR-665 increased the expression of MMP-3 and MMP-13 by targeting GDF5 expression
in NP cells. Therefore, these results suggested that the negative modulation of GDF5 by miR-665
contributed to the degradation of ECM in the development of IDD. [117] induced by LPS stimulation.
In conclusion, the present study may lead to a greater understanding of 1VD degeneration and provide
new insights into the treatment of this disease [118].

Inflammatory pathway impact as well the production of extracellular matrix. Inflammatory pathway will
directly impact the MMP and ADAMTS or impact the extracellular content by indirect metabolic effect.
In example, circSEMAA4B negatively regulated miR-431 expression through direct targeting, indicating
that miR-431 might modulate the progression of IDD. Contrary to circSEMA4B, miR-431
overexpression enhanced the IL-1B-induced degenerative process, manifested as a reduced Collagen Il
and Aggrecan proteins, a suppressed NPCs proliferation and a promoted senescence. SFRP1/GSK-3f3
rescue by circSEMAA4B, inhibit IL-1B-induced degenerative process in NPCs through Whnt signaling
[119].

miR-132 targets in the 3'-UTR of GDF5 gene. GDF5 is known to increased ECM synthesis in NP cells
and especially the aggrecan and type 2 collagen. The targeting was confirmed by knockdown of GDF5
which inhibited the effect of miR-132. These results show that miR-132 is directly involved in IDD
progression [120].

Previously identified interaction of miR-149 and MyD88 using bioinformatics tools was confirmed by
luciferase test. myD88 is play a vital role in intervertebral role in IDD. H. Tan et al. show that miR-149
inhibits the TLR4 signal pathway by targeting MyD88, which suppresses LPS-induced inflammatory
responses, leading to decreased ECM degradation and NP cell apoptosis. Therefore, miR-149 may be a
possible target for IDD therapy development [121].
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Inflammatory cytokines also, impact the ECM degradation indirectly.

miR-146a suppresses IL-1-mediated induction of ECM-degrading enzymes, including MMP-13,
ADAMTS-4 and ADAMTS-5 in bovine nanoparticles cells. miR-146a significantly suppresses the in-
duction of TRAF6 protein levels by IL-1. Since miR146a did not reduce TRAF6 mRNA levels, it ap-
pears that miR-146a can control the translation and/or degradation of the TRAF6 protein. The experi-
mental increase in miR-146a levels also suppresses the upward regulation of COX2, IL-6, iNOS and
TNF-a IL-1, and these results are an additional indication of its anti-inflammatory and antioxidant ef-
fects on the intervertebral disc. Finally, the loss of IL-1 mediated PGs and the expression of MMP-13
and ADAMTS-5 were more intense in miR-146a KO mouse discs than in WT disc s [122].

miR-140 directly bound to the 3'UTR of CREBI, and thus negatively regulated the protein levels of
CREBL1, miR-140 overexpression, decrease IL-13- or TNF-a-induced ECM degradation in human NP
cells by suppressing CREB1 and its impact on MMP-3 and ADAMTSS5 proteins. Furthermore S. Yang
et al. indicated miR-140 increased or act as double agent with aucubin to decrease the effect of CREB1
and its impact on cell metabolism [123].

miR-15b levels increased in human degenerative NP tissues. miR-15b regulates IL-1b-induced NP ECM
degradation by directly targeting SMAD3. IL-1b-induced downregulation of aggrecan and type Il col-
lagen expression and upregulation of MMP3, MMP13, ADAMTS4, and ADAMTS5 expression effected
by miR-15b silencing. Therefore, strategies to downregulate the expression or to prevent the upregula-
tion of miR-15b may have the potential to become a possible therapeutic and/or preventive approach for
human IDD [124].

IL-6 expression level was positively correlated with disc degeneration, while the IL-6 expression level
was negatively correlated with the miR-98 level and the collagen Il expression. Indeed, the activation
of STAT3 induces transcription of target genes, including Bcl-2, Mcl-1, cyclin D1 and MMP2 and miR-
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98 was identified to target STAT3. In vitro functional studies confirmed that miR-98 inhibits the IL-
6/STAT3 signaling pathway in IDD [125].

LPS stimulation resulted in significant increases in TLR4 expression and decreases in miR-140 expres-
sion in nucleus pulposus (NP) cells and TLR4 was identified as a target of miR-140 by dual-luciferase
reporter assay. The overexpression of miR-140 inhibited the upregulation of the expression of TLR4,
TNF-a, IL-1B and IL-6 inflammation cytokines, and the activation of NF-kB and reversed the downreg-
ulation of the expression of aggrecan and collagen type II.

ECM degradation can be modulated by several transcription and growth factor. For example, RP11-
296A18.3 knockdown significantly suppressed HNPCs proliferation, as well as the protein levels of disc
degeneration ECM markers, Collagen I and MMP-13. RP11-296A18.3 is a long non coding RNA acting
as a circRNA and adsorbs specifically the miR-138. miR-138 impacts the HNPCs proliferation and ECM
synthesis through HIF1A expression modulation. HIFLA overexpression increases proliferation and
MMP13/COL1 expression, leading to a degeneration of ECM in HNPCs. Then, targeting RP11-
296A18.3 to rescue miR-138 expression in HNPCs and IDD tissues could be a promising strategy for
IDD improvement [126].

The transcription factor TCF7L2 was identified to be regulated by miR-155, which is refractory to in-
flammatory cytokine stimulation, the suppression of TCF7L2 through the p65/NF-«kB signaling pathway
which is plays an important role in the regulation of matrix metabolism by TCF7L2, and TCF7L2 is
regulated by miR-155, a sustainable factor in IDD impacting ECM in NP cells [127].

The overexpression of SOX9 in NP cells results in an accumulation of proteoglycan and collagen. More-
over, the overexpression of SOX9 inhibited the apoptosis and extracellular matrix degradation of de-
generative human NP cells by promoting the expression of Col2al and aggrecan and inhibiting the ex-
pression of MMP3/13 and ADAMTS4/5. miR-30d as a novel miRNA for targeting SOX9 in degenera-
tive NP cells. Inhibition of miR-30d promoted SOX9 expression in degenerative NP cells and this effect
contributed to inhibition of cell apoptosis and promotion of extracellular matrix synthesis. Then, the
dysregulation of SOX9 by miRNA was associated with the degeneration process of NP cells. Targeting
miR-30d to modulate SOX9 expression may represent a potential therapeutic approach for preventing
IDD [128].

There is downregulation of the transcription factor, SOX9, its expression in severe IDD and an inverse
correlation between miR-494 and SOX9 levels in degenerative NP cells. SOX9 knockdown reversed
the effects of miR-494 inhibition on the expression of ECM markers such as type 11 collagen, aggrecan,
SGAG, MMP3, MMP13, ADAMTS4, and ADAMTSS and the rate of apoptosis in degenerative NP
cells. Thus, negative regulation of SOX9 by miR-494 contributes to ECM degradation [129]. Through
bioinformatical analysis, FGF14 was predicted to be a potential target of miR-154, which subsequently
was confirmed via results from the luciferase reporter assay. Unlike other members of the FGF family,
FGF14 is intracellular and interacts with the voltage-gated sodium channels and MAPK scaffold protein
islet-brain. Overexpression of FGF 14 and inhibition of miR-154 have the same profile and increase type
Il collagen and aggrecan and decrease expressions of MMP13 and ADAMTS4 [130].

eEF2 a specific transcription factor, was found to be targeted by miR-143-5p with target scan analysis
and was confirmed by luciferase assay. miR-143-5p was observed to inhibit NP cell senescence and
apoptosis and promote cell proliferation and differentiation via repressing the activity of the AMPK
signaling pathway eventually by the effect on eEF2. However, the exact mechanism was not fully char-
acterized [131]. Notch-1 is a transcription factor implicated in transmembrane communication. The
miR-146 played an important role in negatively regulating Notch1 receptor expression. Cell prolifera-
tion rate and relative protein expression levels of ACAN and COL Il in miR-146 over-expression group
were remarkably higher than normal one. Indicated that Notch1 downregulation by miR-146 can be a
good strategy to counteract IDD [132].

ECM metabolism will also be modulating by other pathways. ERK1/2 is one of the proteins known to
be involved in MAP kinase known to interact with ECM modulation. Overexpression or inhibition of
miR-155 had no effects on the expression level of MRNA ERK1/2 in nucleus pulposus cell. Inhibited
miR-155 decreased the expressions of extracellular main matrix collagen Il and glycosaminoglycan
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while increasing expression of ERK1/2. According to the mentioned above, miR-155 decreased the ex-
pressions of extracellular main matrix collagen 11 and glycosaminoglycan and increased expression of
ERK1/2 [133].

yweRACK activation, a specific activator of PKCg, sequentially led to prolonged activation of ERK1/2,
an increase in the abundance of the first ATF, CREB1 and Fos gene products with a simultaneous re-
duction in transcription for Ki67 and an increase in mRNA expression for aggrecan. More importantly,
yweRACK has induced an upward regulation of hsa-miR-377 expression, associated with a decrease in
ADAMTSS and cleaved aggrecan [134].

Autophagy specific protein is also impactful in ECM degradation in NP cells. miR-210 expression levels
are higher in human degenerated NP tissues than in healthy controls, and are positively correlated with
disc degeneration grade. Importantly, miR-210 directly targets ATG7 and then prevents autophagy, re-
sulting in upregulation of MMP-3 and MMP-13 and subsequent degradation of Col Il and aggrecan in
human degenerated NP cells. These findings have brought a novel light on the role of miR-210 in the
pathogenesis of IDD [135].

Whnt can also regulate the ECM degradation in IDD. miR-431 has been identified to bound to the 3'UTR
of SFRP1 or GSK-3, respectively, to inhibit their expression. CircSEMA4B is known to be comple-
mentary to the miR-431 sequence. Then, miR-431 inhibition partially reversed the effect of
circSEMA4B, knockdown on NPCs upon IL-1B stimulation. As a further confirmation of the above
findings, the miR-431 expression was significantly up-regulated, while GSK-33 and SFRP1 expression
was down-regulated in IDD specimens: miR-431 was negatively correlated in IDD, while GSK-3f and
SFRP1 were positively correlated with circSEMA4B in tissue samples, indicating that circSEMA4B
directly targeted miR-431 to serve as a miRNA sponge, thus rescuing the expression of GSK-3f and
SFRP1, two downstream target genes of miR-431 and negative regulators of Wnt signaling. GSK-33
and SFRP1 rescue possibly lead to the regeneration of IVD [42].

Cyclin/CDK impact cell metabolism and was identified using Target scan, to be targeted by miR-222-
3p confirmed by dual luciferase assay. Therefore, the miR-223-3p is upregulated in IDD by interrogation
of the data bank GE1993 clinical assay. Western blot and Q-PCR analysis show that when the miR-222-
3p is upregulated the level of COL2A1 and ACAN decrease and the level of MMP-3 increase. Then, the
miR-223-3p downregulated CDKN1B and promote the IDD. However, the exact mechanism needs to
be further investigated [136].

Cartilaginous endplate carrying nutrients for the intervertebral disc and is crucial for the synthesis of
ECM by NP cells. miR-20a directly target the 3’UTR-ANKH and downregulate it. The downregulation
of ANKH promotes the calcification of endogenous endplate. Therefore, the calcification reduces the
nutrient supply for IVD, leading to ECM degradation of 1\VVD [137].

The expression of miR-206 was down regulated in degenerated NP tissues compared to normal NP
samples and lower miR-206 expression was correlated with early disc degeneration grade. Ectopic ex-
pression of miR-206 suppressed NP cell proliferation and suppressed the Type Il collagen and aggrecan
expression and enhanced the expression of MMP13 and ADAMTS4. However, the exact pathway is not
fully characterized. This study was done by X. Wang et al. through the IncRNA RMRP which act as a
sponge for the miR-206 [138].
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Figure 6: Schematic representation of miRNA activity in proliferation

The healthy human IVVDs contain specific cells with low density and with specific proliferation profile.
A characteristic feature of disc degeneration is the appearance of cell clusters, particularly in damaged
areas. Since NP cells are the most important cells within the discs, aberrant proliferation of these cells
has been considered as the main cause of cell cluster formation and plays a crucial role in IDD. A variety
of factors, such as TNF-a, PDGF, IGF-1 and thymosin beta-4 (TB-4), have been reported to modulate
NP cell proliferation. Similar to these factors, miRNAs are also associated with the proliferation of NP
cells (Figure 6) [139].

Cyclin/CDK complexes is known to directly impact the proliferation in all cell lines, in NP cells some
miRNA can target this complex. After luciferase test, which identified the binding of miR-125b-1-3p to
TSHZ3 gene, X. Meng et al. investigated the expression of cell cycle associated proteins in NP cells by
western blot analysis following TSHZ3 silencing [140]. The results revealed that the expression of cy-
clin D1 associated with the G1 phase and cyclin B1 associated with the G2/M phase of the cell cycle
were significantly decreased, indicating that the inhibition of TSHZ3 may induce G1 and G2/M phase
arrest, thus blocking the proliferation of NP cells. In conclusion the miR-125-1-3p inhibited the cell
proliferation through the repression of TSHZ3 protein level.

Using Target scan the miR-2355-5p was identified to target ERRFI1 also known as Mig-6, an inhibitor
of the EGFR receptor inducing decrease of the proliferation. These binding was confirmed by luciferase
assay. With western blot and Q-PCR analysis the overexpression of miR-2355 was shown to downreg-
ulated ERRFI1 which decrease the level of Cyclin D1 and PCNA known to be involved in proliferation
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pathway. The ERRF1 protein also reduced the level of IL-6, TNF-o and IL-1p after LPS-induced de-
generation of NP cells [141].

miR-326 also impact the cyclin D1 and was downregulate in IDD especially caused by the sponge effect
of SNHG1 which is a long non coding miRNA. miR-326 directly target the expression of Cyclin D1
(CCND1). These results, show that SNHG1 downregulated miR-326 in IDD and induced aberrant pro-
liferation due to lack of CCND1 [83].

Phosphorylation cascade pathways have huge impact on cell metabolism, and was regulated by miRNA
expression resulting of cell proliferation modulation in NP cells. For example, blocking of the
PTEN/Akt/mTOR pathway by Tep, MK-2206 or Tem significantly reversed the upward regulation of
the expression SQSTM1/p62, MMP-3 and MMP-9 as well as the downward regulation of the expression
Beclin-1, LC3-11/LC3-I, Col Il and aggrecan induced by miR-21 mimic in degenerate human NP cells.
Thus, miR-21-induced inhibition of autophagy and loss of ECM are mainly attributed to activation.
miR-21 silences the PTEN protein that blocks Akt/mTOR phosphorylation and allows autophagy in
hNPC. Second, inhibition of autophagy resulted in increased degradation of MMP/MMP13 and ECM.
Inhibition of miR-21 may be a good strategy to counter IDD [142].

Akt phosphorylation is regulated by the expression of miR-96. miR-96 was significantly increased in
degenerated NP tissues compared with control NP tissues, and positively associated with the disc de-
generation grade. ARID?2 is a direct target of miR-96. Indeed, a loss of ARID?2 is reported to enhance
Akt activation leading to upregulation of cyclin D1 and downregulation of p27, which subsequently
increases growth and survival in various cell types. Thus, miR-96 reduce the cell proliferation through
the targeting of ARID2/ Akt pathway [143]. miR-10b was identified to indirectly interact with Akt
phosphorylation. miR-10b was overexpressed in human degenerative NP tissues and its level was posi-
tively associated with disc degeneration grade. However, the miR-10b directly target the HOXD10 pro-
tein. HOXD10 has been known to repress expression of genes involved in cell proliferation, including
RhoC. RhoC is directly related to the Akt phosphorylation and impact the cell proliferation by this path-
way. The role of miR-10b is not fully understood but this study highlighted an abnormal cell prolifera-
tion of NP cells could impact the VD degeneration [144].

As mentioned before the miR-15a directly targeting MAP3K9 witch is down-regulated significantly the
expression of p-ERK and p-p38 involved in proliferation mechanisms [93].

Wint is also known to be a phosphorylation pathway. miR-365 inhibit the post-transcription of HDAC4,
which further modulates activation of the Wnt/p-catenin pathway. This impact the level of complexed
E-catenin/ B-catenin leading to an abnormal proliferation and homeostasis of endplate chondrocyte lead-
ing to IDD [145].

LEF1 is a protein known to impact the expression of Wnt signaling. miR-22 bind to the 3'UTR nega-
tively regulated LEF1, further indicating that Lnc RNA H19 serves as a sponge for miR-22 to inhibit its
expression, and competes with LEF1 for the miR-22 link. LEF1 is involved in the activation of the
Wnt/Bcatenin channel impacting cell proliferation [146].

Transcription factors and protein impact the modulation of DNA will also impact the proliferation in
NP cells. miR-138 might possess a binding site of RP11-296A18.3 and HIF1A which is previously
described. These interactions were confirmed that RP11-296A18.3 bound to miR-138 to inhibit its ex-
pression. Furthermore, miR-138 inhibits HIF1A expression through direct targeting. Interestingly,
RP11-296A18.3 shared an identical binding site of miR-138 with HIF1A, suggesting that RP11-
296A18.3 might act as a competing endogenous RNAs (ceRNAS) to regulate HIFLA expression through
sponging miR-138. It was well documented that HIFLA could regulate the transcription of several genes
to promote cell proliferation under hypoxia [126]. miR-138 inhibits HIFAL and promotes cell prolifer-
ation, this result has been confirmed by B. Wang et al. by MTT and BRCU tests [92].

FOXO family protein is transcription growth factor. miR-221 target FOX03, FOXO3 is involved in the
detoxification of reactive oxygen species (ROS) by induction of SOD2, an enzyme having an important
role in the response to cellular stress. Consistently, a remarkable increase in SOD2 expression was ob-
served following an antagomiR-221 treatment, showing that the increase in FOXO3 mediated by the
miR-221 silencer is accompanied by a significant effector of FOXO signaling such as SOD2. In addition,
the antagomiR-221 treatment maintained low basal expression levels of RUNX2. RUNX2 is the master
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regulator of osteogenesis. TRPS1 expression can help maintain the basal level of RUNX2 and suppress
RUNX2 transactivation of genes associated with cartilage hypertrophy and ECM degradation, such as
the alpha 1 chain of type X collagen (COL10ALl), alkaline phosphatase (ALP) and MMPs, also in in
vitro tissue [147].

Sox protein family is a transcription factor protein family previously described to impact several path-
ways in NP cells. In healthy IVD Circ-4099 has increased by a factor of about six, which can have
biological consequences on the progression of degeneration. Overexpression of circ-4099 increased the
expression of collagen Il and aggrecan. TNF-a promoted the expression of Circ-4099 through MAPK
and NF-xB. Circ-4099 functions as a "sponge"” by the competitive binding of miR-616-5p, which re-
verses the suppression of Sox9 by miR-616-5p, and participates in ECM synthesis in NP cells. Previous
studies have shown that a decrease in Sox9 expression in NP cells is associated with degeneration of
IVDs. Sox9 is a main regulator of NP cell differentiation, and Sox9 overexpression can improve the
expression of typical genes encoding matrix proteins (Col2, Aggrecan, Versican, etc.). Sox9 overex-
pression can also reverse the IL-induced upward regulation of MMP-3, MMP-13, ADAMTS-5 by IL-
1B34 [148].

miR-499a-5p was identified by bioinformatics analysis and confirmed by luciferase assay to directly
target SOX4. SOX4, one of the SoxC family transcription factors, is dysregulated (and participates) in
various diseases. In IDD, SOX4 is upregulated and promote the level expression of TNF-a. Upregulation
of TNF-a will upregulate the apoptosis and ECM degradation in nucleus pulposus cells confirmed by
western blot analysis of caspases and Collagen I1. The inhibition of SOX4 by upregulation of miR-499a-
5p can be a good strategy for the therapy of IDD [149].

The growth factor GAS1 was identified as a direct target gene of miR-184. miR-184 was upregulated in
degenerative NP tissues compared with control NP tissues and expression of miR-184 was positively
related with disk degeneration grade. GAS1 was downregulated in degenerative NP tissues compared
with the control NP tissues and the GAS1 expression was inversely related with disk degeneration grade.
Ectopic expression of GAS1 decreased the miR-184 overexpressing and its Akt phosphorylation and
NP cell proliferation induced [150].

The overexpression of miR-665 in NP cells was previously described, briefly miR-665 promote ECM
anabolism in the 1D cell by targeting the growth factor, GDF5. Ectopic expression of GDF5 inhibited
catabolic metabolism by suppressing catabolic gene expression. Overexpression of miR-665 increased
the proliferation of NP cells [117].

The previously described miR-206 is involved in proliferation. Ectopic expression of miR-206 sup-
pressed NP cell proliferation. However, the exact pathway is not fully characterized [81].

Therapeutic approaches for miRNA in IDD

There are two different approaches for the miRNA use in therapy: the knock-down or the enhancement

of miRNA involved in IDD metabolism pathways (Figure 8).
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Figure 8: intervertebral disc miRNA therapeutic approaches.

77



I- Knock-down technics

a) Locked Nucleic Acid (LNA)

LNA anti-miR is a modified RNA that binds to its complementary sequence of RNA with unprecedented
affinity and specificity to silence endogenous miRNA by strong liaison base pairing [164]. More
precisely, the furanose rings are locked in the monomers unit in a spatial structure of endo/N-type C3
comparable to RNA structure. Its sugar ring is complexed with a methylene unit between O-2’ and C-
4', while it locks the ribose ring, enhancing the pairing capacity of LNA. So LNA is defined as 2'-O, 4'-
C-Methylene-B-d-ribofuranosyl [165]. LNA is known to be in vivo very stable due to its composition
and possess a high binding specificity with their miRNA target: siRNA [166]. LNA have the possibility
to twist the conformation of adjacent DNA monomers toward the RNA-like N-type conformation in
DNAJ/LNA mixmers.

LNA oligonucleotides can enter the cell using the appropriate gene delivery method. They are stable
and non-toxic with good aqueous solubility and effective antisense performance within the cell and they
do not cause any immune response. These properties led LNA oligonucleotides to be used as a strong
and useful silencing tool based on special antisense in gene therapy [167]. Recent developments also
provide a new perspective for the regulation of gene expression by another class of RNA: the Long Non-
Coding RNAs (LncRNAs) [168].

b) Long Non Coding RNA

LncRNAs is known to interact with protein, chromatin and regulate the methylation [169]. This kind of
sequences interact with RNA and DNA by complementary Watson—Crick base pairing to form hetero-
or homo-duplexes. LncRNAs can form DNA-RNA-DNA triplexes through their unique conformation
properties. LncRNAS can also recognize chromatin conformation and RNA special binding sites [168].
The inherent flexibility of RNA permits the formation of complex secondary structures that can function
as binding domains for proteins or small molecules. The combination of these properties enables a much
wider range of functions than is possible with miRNAs. LncRNAs can also contain multiple binding
sites allowing multiple binding of different structures. The long non coding RNA can be present in 2
forms circular or linear in nature due to differences in epissage of DNA [170]. The goal is to choose the
LncRNAs corresponding to the number of binding sites of targeted miRNA to downregulate its effect.
Emergence of LncRNAs as inhibitor of miRNAs was first supported by the discovery of IPS1 in A.
thaliana. Now lots of approaches was developed in all diseases to inhibit miRNA action and especially
in cancer therapy, and some scientist try to synthetized LncRNAs with specific binding site to target
specific miRNA acting as decoy vector [171].

c) Decoy vector
RNA molecules carrying target sequences for the desired miRNA constitute the most widely employed

type of miRNA inhibitor [172]. The basic strategy is to provide a surplus of miRNA recognition sites
exposed in a structural RNA context that optimizes affinity and specificity for the mature miRNA. By
attracting the miRNA-loaded silencing complex, inhibitors should serve to reduce miRNA binding to
the natural mMRNA target. For vector-encoded inhibitors, expressed RNAs containing miRNA
recognition sites range from short and simple antisense transcripts without additional sequences to
structured scaffolds encompassing multiple miRNA binding sites. Depending on the specific
application, both RNA Pol I11- and RNA Pol Il-transcribed decoy-type inhibitors would be applicable
for suppressing miRNA function [173].

- Enhancement approach

a) miRNA mimic
In addition to miRNA inhibition as a major miRNA therapeutic approach, miRNA replacement
treatment with miRNA mimics should be another miRNA therapeutic approach in disease associated
with decreased miRNAs expressions [174]. Synthetic miRNA mimics can assume the regulatory role of
natural miRNAs. In diseases such as cancer, some tumor suppression-related miRNAs are
downregulated. Therefore, artificial double-stranded miRNA (miRNA mimic) has been introduced to
inhibit cancer through inhibiting proliferation in many cancer types [175]. Therefore, two types of RNA
based therapy has been recently approved by FDA, Patisiran to treat hereditary transthyretin amyloidosis
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and inotersen (Tegsedi™), an antisense oligonucleotide inhibitor of mutant and wild-type human
transthyretin, for the treatment of hereditary transthyretin amyloidosis [176].

Conclusion

The IVD degeneration is a multifactorial and complex process. Although there is an incomplete
understanding of miRNA pathways and targets in IDD, it is clear that a humber of miRNAs are
differentially expressed in degenerative human IV D tissues and cells. Among these, some miRNAs have
been shown to play a positive or negative role in the progression of disc degeneration by regulating
apoptosis, ECM remodeling, cell proliferation and inflammatory response. Thus, these altered miRNAs
may be used as novel diagnostic and prognostic biomarkers of IDD. miRNA targeting therapy is
expected to open a new hope for the management of degenerative disc disease.

Despite the large progress in this field, many challenges are still ahead. Approximately 100 miRNAs
have been characterized in IDD but a lot more was upregulated. Thus, more investigations are required
to elucidate the effects of other miRNAs on IDD. Considering that the majority of miRNAs have
multiple targets, identification of all miRNA-related IDD targets is also essential to establish their
contribution during degeneration. The miRNA-based therapeutic potential for disc degeneration comes
mainly from in vitro experiments. There is still a lack of studies performed in animal models and patients
with degenerative disc disease. Thus, both preclinical and clinical trials are urgently required for a better
definition of the effectiveness and safety of miRNA targeting therapy. In addition, improvement of in
vivo delivery systems of miRNAs is necessary for their clinical application. Recently, several novel
delivery strategies have been developed to reduce miRNA disruption, especially nanoparticles
characterized by an improved stability, a sustained release, a small size, a biocompatibility. New studies
aim at developing active targeting nanoparticles containing a specific molecule. Nanotechnology in
miRNA delivery field holds promises to detect and control various diseases and can be the newest
promising treatment for IDD.
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4. Objectifs de la these

L'ensemble des données présentées ci-dessus a permis de préciser les éléments clefs de la
dégénérescence discale et I'intérét des thérapies bio-inspirées. Parmi les cibles potentielles,
le role des miARN est aujourd’hui clairement établi. L'utilisation de ces nouvelles cibles, mais
aussi comme agent thérapeutique innovant, est considérée avec intérét par la communauté

scientifique.

Dans ce contexte, ce travail de these s’est intéressé, dans un premier temps, au
développement de systémes nanoparticulaires permettant la vectorisation de miARN, en
particulier le miR-155 dont le réle pléiotrophique dans la DD a été démontré. Parmi les
systémes nanoparticulaires, nous nous sommes concentrés sur le développement de
nanocapsules lipidiques (LNC) capables de protéger et de délivrer un matériel génétique intact
au sein de cellules d’intérét. Le systeme LNC miR-155 a fait ensuite I'objet d’investigations afin
de définir la capacité de protection du miARN par les LNC, son internalisation cellulaire, la
biocompatibilité du systeme LNC miR-155 et le contréle de I'activité biologique du miR-155.
Finalement, une étude de sécurité et de faisabilité de I'injection des LNC miR-155 a été menée
chez un modele spontané de DD chez le gros animal (brebis). Les résultats de cette partie du
travail a fait I'objet d’un article soumis a publication dans le International Journal of

Pharmaceutics (IJP).

Dans un second temps, au regard de I'environnement discal particulier, la possibilité de
fonctionnaliser la surface des LNC avec un peptide a été étudiée. Le short Link-N (sLink-N) a
été identifié comme un candidat d’intérét au regard de ses propriétés pro-anaboliques et
d’interaction avec les membranes cellulaires des cellules du NP. Ainsi, la fonctionnalisation en
surface des LNC chargées en miR-155 avec le sLink-N a été étudiée. L’analyse des propriétés
d’internalisation des LNC miR-155 décorées, leur biocompatibilité vis a vis des cellules du NP

et I'activité biologique in vitro ont été déterminées.

L'ensemble de ce travail de thése s’inscrit ainsi dans le développement d’approches

innovantes de médecine régénératrice du DIV.
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|. Contexte

Dans le domaine de la médecine régénératrice du DIV, les stratégies de biothérapie représen-
tent des approches prometteuses du fait des connaissances obtenues ces dernieres années
autour de la physiopathologie discale et des processus de DD. Ainsi, I'addition ou l'inhibition
de facteurs impliqués dans le processus de DD pour stimuler les cellules résidentes du NP ap-
parait comme une technique prometteuse afin de rétablir ’homéostasie discale, limiter la dé-
générescence discale et ainsi prévenir I'apparition de douleurs lombaires (Henry et al., 2018b).
La découverte récente de I'implication des miARN dans le processus de DD représente une
nouvelle opportunité quant a leur utilisation comme nouvel agent thérapeutique. L’action de
ces agents thérapeutiques est encore peu étudiée mais la compréhension quant a leur réle
dans le processus de DD commence a étre bien établi (Jinwen Zhu et al., 2019). Ainsi, diffé-
rents miARN ont été décrits dans la littérature et permettent d’envisager leur utilisation pour
cibler certains processus de la DD. Parmi eux, le miR-155 a été décrit comme présentant dif-
férentes actions. Il permet tout d’abord d’augmenter la synthese de la MEC en ciblant (inhibi-
tion) directement les métalloprotéinases. Le miR-155 présente aussi un role anti-apoptotique
en agissant sur la voie caspase3/FADD (Wang et al., 2011a), ainsi qu’un rdle anti-inflamma-
toire en ciblant le complexe CEBP conduisant a une réduction de I'effet de I'lL-6 (C. Yang et al.,
2019b), cytokine communément décrite lors du processus de DD. Au regard du rdle pléiotro-
phigue du miR-155 celui-ci a constitué le miARN d’intérét pour I'’ensemble des travaux menés
lors de cette these.

Le grand défi de I'utilisation des miARN en thérapeutique est conditionné a augmenter leur
durée de vie in situ (demi-vie courte du fait de I'action des endonucléases) et permettre leur
internalisation cellulaire indispensable pour permettre d’assurer leur role thérapeutique. Afin
de répondre a ce défi, différentes techniques ont été développées ces dernieres années dont
fait partie la vectorisation nanoparticulaire. Théoriquement, cette approche garantit une pro-
tection des miARN vis a vis des endonucléases et permet I'internalisation cellulaire du miARN.
Différents systemes de vectorisation nanoparticulaires ont ainsi été développés ces dernieres
années, parmi lesquels les nanoparticules lipidiques. Parmi, ces nanoparticules lipidiques les
nanocapsules lipidiques (LNC) présentent I'intérét d’encapsuler efficacement les acides nu-
cléiques, de ne pas nécessiter de solvant dont les résidus seraient potentiellement toxiques

post-formulation, de nécessiter peu d’énergie pour une formulation reproductible et dont la
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transposition (scale-up) a grande échelle semble envisageable. Le laboratoire MINT d’Angers
bénéficie d’une expertise reconnue dans la formulation de ces LNC (brevet
US20030152635A1). Dans ce contexte, c’est tout naturellement que le laboratoire RMeS s’est
rapproché du laboratoire MINT. Une collaboration transdisciplinaire afin de développer des
LNC miR-155 a ainsi vu le jour avec la co-direction de cette thése. Deux grandes étapes dans
ce travail de these ont ainsi été définies et permis de contribuer au développement d’une

stratégie de médecine régénératrice du DIV basée sur |'effet thérapeutique des miARN.

La premiere étape a consisté au développement de LNC chargées en miR-155 afin permettre
leur délivrance au sein de cellules du NP (nucléopulpocytes). Différentes expérimentations
ont ainsi été menées et ont fait I'objet d’'une publication soumise au International Journal of
Pharmaceutics. Le manuscrit sera présenté dans le paragraphe suivant. Brievement, différents
travaux ont été menés. Tout d’abord in vitro afin de : (i) formuler et caractériser les LNC; (ii)
définir la cinétique de libération du miR-155 ; (iii) définir les propriétés d’internalisation des
LNC seules et chargées en miR-155 ; (iv) évaluer la biocompatibilité du systeme LNC-miR155
sur différents types cellulaires ; (v) définir la bioactivité du miR-155 une fois libéré au sein de
la cellule cible. Ensuite in vivo afin d’évaluer la faisabilité et la sécurité de I'injection du sys-
téme LNC-miR-155 au sein d’'un modéle spontané de dégénérescence discale du DIV chez |’ani-
mal (brebis). Ces derniers travaux ont été réalisés en collaboration avec I'Ecole Nationale Vé-

térinaire de Nantes (ONIRIS), et en particulier le Dr Marion Fusellier.

La seconde étape a consisté a la fonctionnalisation des LNC miR-155, ceci afin de tenir compte
et d’anticiper d’éventuels obstacles liés a I'environnement discal, souvent considéré comme
« hostile ». En effet, comme précisé dans la partie « Généralités » du manuscrit, la MEC du NP
est caractérisée par une osmolarité importante, un pH acide, une faible teneur en oxygéne
(hypoxie). Au regard de cet environnement, I'hypothése d’une action limitée in vivo des LNC
miR-155 a été faite, notamment une diminution de l'internalisation cellulaire et un besoin
d’optimisation de cette internalisation du fait d’'une densité cellulaire limitée au sein du NP
lors de la DD. L'analyse de la littérature a permis d’identifier le short Link-N comme peptide
d’intérét. Celui-ci présent au sein de la MEC du DIV possede des propriétés anaboliques et des
propriétés d’interactions avec les cellules du NP, comme évoqué précédemment dans le ma-

nuscrit. La décoration des LNC avec ce peptide est ainsi envisagée afin d’évaluer son apport
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guant aux propriétés d’internalisation au sein des cellules du NP, mais également d’évaluer
I’effet biologique cumulé du short Link-N et du miR-155. Ces travaux ont la aussi fait I'objet
d’une collaboration pluridisciplinaire entre le laboratoire MINT, bénéficiant déja d’'une exper-
tise en fonctionnalisation des LNC, et le laboratoire RMeS. Les résultats obtenus, non publiés,

sont présentés dans le paragraphe Il de cette partie.

Il. Nanocapsules lipidiques pour I'administration intracel-
lulaire d'acides nucléiques thérapeutiques : un premier
pas vers la médecine régénérative du DIV ?

1. Résumé

Problématique : Le role des miARN a été largement décrit dans le processus de DD et permet

d’envisager leur utilisation comme agent thérapeutique. Parmi les miARN d’intérét, le miR-
155 représente un candidat intéressant du fait de ses réles pléiotrophiques. La demi-vie
courte des miARN et la nécessité d’internalisation cellulaire pour garantir un effet thérapeu-
tigue conduisent a envisager leur vectorisation via des systémes nanoparticulaires, tels que
les nanocapsules lipidiques (LNC). Dans cette étude, des LNC chargées en miR-155 ont été
formulées et caractérisées. In vitro, I'internalisation au sein de différents types cellulaires, la
biocompatiblité du systeme, la bioactivité du miR-155 ont été évaluées. In vivo, la sécurité et
la faisabilité d’injection des LNC miR-155 ont ensuite été étudiées in vivo sur un modéle animal

ovin.

Matériels et méthodes : Les LNC ont été formulées par un procédé d'inversion de phase. Brie-

vement, afin d’obtenir des LNC chargés en miARN, |'eau de trempe a été remplacée par des
lipoplexes contenant le miARN d'intérét (miR-155). Apres purification, les LNC chargées en
miARN ont été caractérisées (taille, indice de polydispersité PDI, potentiel z&ta) par diffusion
dynamique de la lumiére (DLS), électromobilité et par analyse du suivi individuel des nanopar-
ticules. Ensuite, la libération dans le temps du miRNA a été étudiée par dialyse et sa protection
potentielle par les LNC a été déterminée par électrophorese sur gel d’agarose. Puis, la cyto-

compatibilité vis a vis de deux types cellulaires (cellules stromales mésenchymateuses
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humaines (hASC) et cellules du NP de brebis (0NP) a été évaluée par mesure de I'activité de la
lactate déshydrogénase (LDH) et par un test de viabilité cellulaire MTT. L'internalisation des
LNC miR-155 a ensuite été évaluée qualitativement par imagerie confocale et quantitative-
ment par cytométrie en flux. Enfin, une étude de sécurité et de faisabilité de I'injection a été
réalisée. Un suivi sur 3 mois de brebis ayant bénéficié d’'une injection intradiscale de LNC miR-
155 a été effectué. Le suivi longitudinal a été réalisé par IRM et une analyse histologique a

ensuite été effectuée.

Résultats : La formulation reproductible de LNC chargées en miR-155 a été obtenue. Leur ca-
ractérisation montre : un diamétre moyen de 75 nm, un PDI de 0,06 et un potentiel zéta
neutre. L’efficacité d’encapsulation et la charge en miARN ont été estimées a 75,6 + 1,2 % et
590 pg/g de LNC, respectivement. Le profil de libération a montré que les LNC permettaient
une libération prolongée du miR-155. La protection des miARN par les LNC contre la dégrada-
tion enzymatique a été confirmée. L'internalisation cellulaire des miR-155 LNC dans les hASC
et les oNP a pu étre identifiée aprés seulement 12 h et la bioactivité intacte du miR-155 a été
confirmée. Lors de I'expérimentation in vivo, la sécurité et la faisabilité de I'injection de LNC
miR-155 ont pu étre démontrées. Ainsi, 3 mois post-injection, aucun effet délétére n’est ob-

servé a I'IRM et lors de I'analyse histologique.

Conclusions : Les LNC ont montré des propriétés trés prometteuses pour formuler les miARN
et pour les protéger significativement de la dégradation enzymatique tout en conservant leur
bioactivité. De plus, la sécurité de I'injection intradiscale a été démontrée in vivo sur 3 mois.
Grace a ces résultats, les LNC semblent étre une stratégie adéquate pour encapsuler et déli-
vrer les miARN pour une utilisation future en médecine régénérative du DIV. Des expériences
supplémentaires seront réalisées dans le cadre d'une étude a grande échelle chez I'animal
(étude préclinique sur un large groupe de moutons et essai clinique sur des patients canins)
afin de compléter I'étude in vivo déja effectuée et de déterminer I'efficacité biologique du
miR-155 pour contrer la DD. Ces résultats permettront d’envisager I'ultime étape : I'essai cli-

nique chez I'hnomme.

2. Article
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Approximately 40% of cases of lower back pain are caused by disc degeneration
disease (DDD). Recently, the regulatory potential of RNA interference (RNAI) to inhibit
gene expression by neutralizing a targeted mRNA was described. It is well established
that microRNA (miRNA) dysregulation is a key player in various diseases, and its
impact on DDD has recently been highlighted. RNAi (miRNA in particular) is
increasingly being considered as a novel therapeutic tool. However, free miRNA is
degraded rapidly in vivo , and its protection is thus a prerequisite. Nanoparticular
platforms, such as lipid nanocapsules (LNC), could be specifically adapted for miRNA
delivery, allowing the transfer and release of miRNA in the cell cytoplasm. The
objective of the current study was to formulate and characterize miRNA-loaded LNC to
establish their in vitro potential (cell internalization, bioactivity) as well as to determine
the safety and feasibility of in situ intervertebral disc (IVD) injection of miRNA LNC in
a healthy sheep model. Using a miRNA library, miR-155 was clearly identified as being
involved in the DDD process and was selected for further assessment. miR-155-loaded
LNC (miR-155 LNC) were successfully formulated using a phase inversion process,
with the addition of lipoplexes in the cooling step. Following purification, miR-155 LNC
were fully characterized, and the optimized formulation had an average diameter of 75
nm, a polydispersity index below 0.1, and a positive zeta potential. By fluorescence
spectroscopy, an encapsulation efficiency (EE) of 75.6% and a drug loading (DL) of
0.6% were obtained, corresponding to a sufficient amount of miRNA per mL of LNC to
potentially have a biological effect. The sustained release of miR-155 from LNC was
demonstrated compared with free miR-155: only 22% was released after 2 h and 58%
after 24 h. miR-155 protection against endonuclease degradation by LNC was
confirmed by gel electrophoresis, a sine qua non condition for it to be administered in
vivo . Cell viability assays were performed on human adipose stromal cells (hASCs)
and ovine Nucleus pulposus cells (0NP), and a cytotoxicity of less than 30% was
obtained at the considered concentrations. Additionally, miR-155 LNC cell
internalization was demonstrated by flow cytometry and confocal imaging. Moreover,
downregulation of total ERK1/2 in hASCs and oNP cells, after miR-155 LNC treatment,
was demonstrated by Western blot and quantitative reverse-transcription PCR (qRT-
PCR), thus confirming maintenance of its bioactivity after formulation and
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internalization. Finally, the feasibility and safety of miR-155 LNC in situ injection
(compared to control groups: blank LNC and sham condition) was demonstrated in
healthy sheep by imaging (MRI and T2wsi measurement) and histology (Boos’ scoring)
analysis. T2wsi was measured, and no significant difference was observed three
months after the injection between the different conditions. No histological impact was
observed, with no significant difference in Boos’ scoring between the different
conditions. All these results suggest LNC may be a potent strategy for the
encapsulation and delivery of miRNA (particularly miR-155) and can be considered as
a first step towards IVD regenerative medicine.
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ABSTRACT

Approximately 40% of cases of lower back pain are caused by disc degeneration disease (DDD). Recently, the
regulatory potential of RNA interference (RNAI) to inhibit gene expression by neutralizing a targeted mRNA
was described. It is well established that microRNA (miIRNA) dysregulation is a key player in various
diseases, and its impact on DDD has recently been highlighted. RNAi (miRNA in particular) is increasingly
being considered as a novel therapeutic tool. However, free miRNA is degraded rapidly in vivo, and its
protection is thus a prerequisite. Nanoparticular platforms, such as lipid nanocapsules (LNC), could be
specifically adapted for miRNA delivery, allowing the transfer and release of miRNA in the cell cytoplasm.
The objective of the current study was to formulate and characterize miRNA-loaded LNC to establish their in
vitro potential (cell internalization, bioactivity) as well as to determine the safety and feasibility of in situ
intervertebral disc (IVD) injection of miIRNA LNC in a healthy sheep model. Using a miRNA library, miR-
155 was clearly identified as being involved in the DDD process and was selected for further assessment. miR-
155-loaded LNC (miR-155 LNC) were successfully formulated using a phase inversion process, with the
addition of lipoplexes in the cooling step. Following purification, miR-155 LNC were fully characterized, and
the optimized formulation had an average diameter of 75 nm, a polydispersity index below 0.1, and a positive
zeta potential. By fluorescence spectroscopy, an encapsulation efficiency (EE) of 75.6% and a drug loading
(DL) of 0.6% were obtained, corresponding to a sufficient amount of miRNA per mL of LNC to potentially
have a biological effect. The sustained release of miR-155 from LNC was demonstrated compared with free
miR-155: only 22% was released after 2 h and 58% after 24 h. miR-155 protection against endonuclease
degradation by LNC was confirmed by gel electrophoresis, a sine qua non condition for it to be administered
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in vivo. Cell viability assays were performed on human adipose stromal cells (hASCs) and ovine Nucleus
pulposus cells (oNP), and a cytotoxicity of less than 30% was obtained at the considered concentrations.
Additionally, miR-155 LNC cell internalization was demonstrated by flow cytometry and confocal imaging.
Moreover, downregulation of total ERK1/2 in hASCs and oNP cells, after miR-155 LNC treatment, was
demonstrated by Western blot and quantitative reverse-transcription PCR (qRT-PCR), thus confirming
maintenance of its bioactivity after formulation and internalization. Finally, the feasibility and safety of miR-
155 LNC in situ injection (compared to control groups: blank LNC and sham condition) was demonstrated in
healthy sheep by imaging (MRI and T2wsi measurement) and histology (Boos’ scoring) analysis. T2wsi was
measured, and no significant difference was observed three months after the injection between the different
conditions. No histological impact was observed, with no significant difference in Boos’ scoring between the
different conditions. All these results suggest LNC may be a potent strategy for the encapsulation and delivery
of mIRNA (particularly miR-155) and can be considered as a first step towards 1VD regenerative medicine.
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Intervertebral disc degeneration, lipid nanocapsules, miRNA delivery
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INTRODUCTION

Low back pain (LBP), affecting over 80% of adults during their lifetime and resulting in considerable
disability and socioeconomic burdens, has been associated with intervertebral disc (1VD) degeneration [1,2].
The VD, composed of the inner highly hydrated Nucleus pulposus (NP), the surrounding Annulus fibrosus
(AF), and the cartilaginous endplates, is a structure involved in spine flexibility and trunk cinematics.
Unfortunately, very early after skeletal maturity, the IVD undergoes a progressive natural aging process,
potentially accelerated and amplified by the occurrence of various traumatic, environmental, and genetic
factors, corresponding to Disc Degenerative Disease (DDD). DDD is characterized by an increase in catabolic
(matrix metalloproteinases (MMP)) and inflammatory factors that drive accelerated extracellular matrix
(ECM) degradation, dehydration, and fibrosis, ultimately leading to structural and biomechanical failure [3].
No curative treatment to halt, slow down, or reverse DDD is currently available. Current therapies only
address the symptoms (pain relief medication, and surgery). In the past decade, our understanding of DDD
has identified new strategies that can not only address the painful symptoms but also the degenerative cascade
[4]. Among these novel contemplated therapeutic strategies, cell therapy based on the transplantation of
exogenous mesenchymal stromal cells (MSC) has received particular attention and has suggested promising
but still inconsistent clinical benefits [5]. In light of the limitations of MSC-based therapies, the development
of alternative therapeutics could represent a genuine technological leap forward.

In this context, the recent identification of the role of microRNA (miR) in IVD degeneration allows
considering miRs as new targets but also as new potential therapeutic agents [6]. Since the discovery of the
first miR [7], the field of miR biology has expanded considerably. Insights into the roles of miRs in
development and diseases (cancer [8], cardiovascular diseases [9], and infllmmatory [10] and autoimmune
diseases [11]) have made miRNAs attractive tools and targets for novel therapeutic approaches [12,13]. Of the
various miRs expressed in IVD cells and dysregulated in DDD, miR-155, 141, 146a, and 377 have recently
been investigated. Their dysregulation in DDD has been proposed as a potential biomarker for early diagnosis
of DDD [14,15]. miR-155 in particular has been demonstrated to be a pivotal player in DDD, as a result of its
regulatory role in VD cell apoptosis, ECM synthesis, and inflammation [16-21]. These data make miR-155
one of the most promising candidates as a therapeutic tool to treat DDD.

Despite the huge progress in the fundamental understanding of the role of miRs in the pathogenesis of various
diseases, the major challenge to translate their use from the bench to the bedside consists of in situ
vectorization of these miR to allow their delivery into the target cells where they are expected to exert their
therapeutic effects [22]. Direct injection of miRs could be an easy-to-use method, but the effect would
typically be short-lived due to the degradation of oligonucleotides by local endonucleases. Improvement of in
vivo miR delivery has thus been required, and several developments have demonstrated their efficacy [12].
Among these, nanoparticular platforms are considered to be the most likely candidates because they can be a
protective carrier for in situ vectorization, cell uptake, and intracytoplasmic release of miRs. Notably, lipid
nanocapsules (LNC) have been shown to be biocompatible, to have the capacity to protect and release genetic
material within the cell, and to have well-controlled physicochemical parameters [23-28]. While the
therapeutic efficacy of nanoparticles to systemically deliver miRNAs has been clearly demonstrated in several
applications, notably in the treatment of cancer [29,30], data regarding the feasibility of the intradiscal
injection (NP transannular injection) of nanoparticles are still missing and remain a prerequisite to support the
potential therapeutic applicability of miR in DDD.

In this context, our study aimed to demonstrate the feasibility of miRNA encapsulation in LNC and to
establish the feasibility and the safety of the injection in healthy sheep [31]. To identify miR-155 as a
therapeutic tool and target in the IVD degenerative process, as well as to determine the LNC encapsulation
feasibility, miR-155 was used as a model miR in our study.
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LNC loaded with miR-155 (miR-155 INC) were formulated and fully characterized (size, polydispersity index
(PDI), zeta potential, efficacy of mIRNA encapsulation, mIRNA release, and protection against
endonucleases). Cell internalization of LNC was then demonstrated by confocal imaging and flow cytometry.
Two cell types were used to demonstrate cell internalization in a human cell model (hASCs: human adipose
stromal cells) and in VD cells of interest (ONP cells: ovine Nucleus pulposus cells). Before undertaking in
vivo experiments, the metabolic activity and cytotoxicity of LNC on hASCs and oNP cells were evaluated
using MTT and LDH assays. Then, the bioactivity of the miRNA was assessed by Western blot and
quantitative reverse-transcription PCR (qRT-PCR) to study the downregulation of extracellular signal-
regulated kinases 1/2 (ERK1/2) after miR-155 treatment of hASCs and oNP cells. Finally, the feasibility and
safety of miR-155 LNC intradiscal injection (control conditions: blank LNC and sham condition) was
determined in sheep [31] by imaging (MRI) and histological analyses.

MATERIALS AND METHODS
Materials

Polyoxyl-15-hydroxystearate (Kolliphor® HS15) was purchased from BASF (Ludwigshafen, Germany).
Hydrogenated phosphatidylcholine from soybeans (Lipoid S75-3°) was provided by Lipoid GmbH
(Ludwigshafen, Germany), and caprylic/capric triglycerides (Labrafac Lipophile WL1349) were supplied by
Gattefosse (Saint-Priest, France). DOTAP (1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium propane) and DOPE (1,2-
dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine) were purchased from Avanti® Polar Lipids Inc. (Alabaster,
Alabama, USA). A Qubit miRNA® Assay Kit, Alexa Fluor® 488 (Alexa-488), Hoechst 3342, Prolong®,
NUPAGE® 3-8% Tris-Acetate gels, and DID were purchased from Thermo Fisher Scientific (llkirch,
France). The miRNA (miR-155, anti-mi-155, miRNA Control) sense sequences, as well as Alexa Fluor® 488
(Alexa-488) green dye covalently coupled to the miRNA, were provided by Eurogentec (Liege, Belgium).
T75 flasks, DMSO, Tris-EDTA, PBS, BET, DNA loading buffer, chloroform, hyaluronidase H4272 enzyme,
trypsin  T9935, collagenase C2674, Tris-HCI, potassium chloride, EDTA, EGTA, dithiothreitol, R-
glycerophosphate, Na3vVO4, PMSF, NAF, penicillin, streptomycin, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM), and anti-mouse secondary antibodies were purchased from Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA).
Anti-ERK1/2 and anti-rabbit secondary antibodies were provided by Cell Signaling (Danvers, MA, USA).
NaCl was purchased from ProLabo (Sion, Switzerland). Water was obtained from a Milli-Q® system,
Millipore (Darmstadt, Germany). Sephadex® PD10 columns were purchased from Amersham Biosciences
Europe (Orsay, France). Dialysis membrane (Spectra/por® float-a-Lyzer®) was purchased from SpectrumLab
(Ravensburg, Germany). 1bidi® pslide 8-wells were purchased from Ibidi® GmbH (Martinsried, Germany).
A NucleoSpin RNAII kit was purchased from Macherey-Nagel (Hoerdt, France). Affinity Script was
provided by Agilent Genomics (Santa Clara, CA, USA).

LNC formulation and characterization

Lipoplex formulation

To obtain lipoplexes, 52.4 mg cationic lipid DOTAP were dissolved in 2 mL of chloroform and mixed with
57.3 mg zwitterionic lipid DOPE diluted in 2 mL of chloroform, to obtain a final concentration of cationic
lipids of 30 mM (1:1 molar ratio of DOTAP/DOPE). After evaporation of the chloroform using a rotary
evaporator (Buchi® Rotavapor Evaporator® R-100, Thermo Fisher Scientific), 3 mL of Milli-Q® water was
added and left for 1 hour to rehydrate the lipid film. Lipoplexes were then obtained by mixing 750 pg of
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miRNA and 378.8 yL of liposomes (from the 3 mL formulation), with a final molar ratio of 0.2. Different
MIRNA sequences were used:
miR-155 sense sequence 5-GGGCAGUGUUUCAGGCUUATT-3' and non-coding sequence 5'-
UUAGCCUGAAACACUGCCCTT-3
miRNA Ctrl: confidential sequence provided by Eurogentec (Belgium), known to correspond to
untargeted human genome
Anti-miR-155 (AntagomiR) sense sequence 5-UGUUAAUGCUAAUAUGUAGGAG-3', and non-
coding sequence 5-CUCCUACAUAUUAGCAUUAACAT-3'

Blank LNC and miR-155/miRNA ctrl/AntagomiR LNC formulations
The blank LNC were formulated, according to patent US20100233275A1, by mixing 20.5% w/w Labrafac®

WL 1349 triglycerides, the lipid core, with 16.9% w/w Kolliphor® HS 15, a hydrophilic surfactant, to allow
the phase inversion, with 1.5% w/w Lipoid S75-3®, a hydrophobic surfactant used to provide rigidity for the
shell, 1.8% w/w NaCl, and 59.8% w/w Milli-Q® water under magnetic stirring. Three temperature cycles
were performed, between 58 °C and 90 °C, leading to the oil in water (o/w) emulsion to water in oil (w/0)
emulsion transition, with a phase inversion zone (P1Z) obtained at 78 °C. At this PIZ temperature, rapid
cooling and dilution with 3 mL of cold Milli-Q® water resulted in the formation of LNC. To obtain miRNA-
loaded LNC (according to patents FR 4185991, 24 Sept 2014 [32]) the Lipoid® was removed from the
previous formulation, and 3 mL of lipoplexes were added at the P1Z temperature during the final temperature
cycle. After formulation, miRNA-loaded LNC were purified using a size-exclusion chromatography
Sephadex® PD10 column. For 0.5 mL of formulation, a Milli-Q® water elution volume of 20 mL was added.
Forty-six fractions were obtained and characterized.

Physicochemical characterization

Size, the polydispersity index (PDI), and the zeta potential of the different fractions were measured by
dynamic light scattering and electrophoretic mobility, respectively (Nano series ZS®, Malvern Instruments
SA, Worcestershire, United Kingdom), after dilution by a factor of 200 in Milli-Q® water (n = 6).

Encapsulation efficiency and drug loading

The amount of miR-155 obtained in the different fractions after purification using the Sephadex column®
was quantified by fluorescence spectroscopy (Fluoromax®, HARIBA, Tokyo, Japan) using a Qubit miRNA®
Assay Kit with the following parameters: excitation wavelength of 545 nm and emission wavelength of 595
nm. To quantify the miRNA inside the LNC, lysis was performed by a 10-fold dilution in DMSO (n = 3).

The encapsulation efficiency (EE) and the drug loading (DL) were calculated according to the
following formulas:

_ (mass of miANA mearuredin 1l mLof LNC) 100D

LE
initiaimiANAmasr for 1mL of LNC
DL(%W) _ mass of miBNAmeasured in 1wl of LNC+ 10D
w’  mass of ail the excipientr in 1l mLof LNC + masrof icaded migKNA

miRNA integrity and protection

The integrity of the miRNA after LNC formulation was assessed by 4% agarose gel electrophoresis, with the
gel containing 1xBET. Different conditions were tested: miR-155 LNC without or with DMSO 1/10 viv
dilution to break the LNC, and miRNA alone at the same concentration (10 ng/mL). These samples were
loaded on the gel after being mixed with loading buffer. Migration was allowed to run for 20 min at 125V in
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1xTris-EDTA buffer (n = 3). To check the potential protection of the miRNA by LNC, 0.5 mL human serum
(pooled serum, EFS, France) was incubated with 0.5 mL of formulation at 37 °C for 4 h. The same
incubation was performed using Milli-Q® water, as a control. Agarose gel electrophoresis of these samples
was then performed, as previously described (n = 3).

In vitro miRNA release

The release of miR-155 from LNC in PBS was investigated. Briefly, 0.5 mL of formulation (blank LNC and
miRNA as controls, and miR-155 LNC) was added to a 100 kDa membrane dialysis bag and then immersed
in a beaker containing 35 mL 1xPBS and stirred, at 37 °C. Three batches of 1 mL were then collected at
different time points: 30 min, 1, 2, 4, 8, 24, and 48 h. The different samples obtained were then quantified
using the Qubit MIRNA assay® (n = 4).

Formulations for the in vivo experiments

Regarding in vivo experiment specificity, all formulations were validated according to the European
Pharmacopeia recommendations (www.edgm.eu). Apyrogenicity, mycoplasma, and bacterial contamination
were investigated following protocols adapted from the Nanotechnology Characterization Laboratory
(https://ncl.cancer.gov/resources/assay-cascade-protocols).

Cell experiments

Cell isolation and culture

Human ASCs (hASCs) were obtained from consenting patients undergoing liposuction at the Clinique
Breteche (Nantes, France, agreement Agency of Biomedicine PFS08-018). The cells were isolated from the
lipoaspirate as previously described [33] and then cultured at 37 °C in a 5% CO, incubator with penicillin,
streptomycin, and Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium with 1 g/L of L-glucose (DMEM). NP cells were
isolated after harvesting of 1VDs from sheep (oNP) in collaboration with the National Veterinary School of
Nantes (ONIRIS). Briefly, the IVD explants were cut, under sterile conditions, to separate the AF from the
NP. The small pieces obtained were rinsed three times in 2% penicillin/streptomycin (P/S) in PBS for 2
minutes. To separate cells from the extracellular matrix, 15-20 mL 0.05% hyaluronidase H4272 in PBS were
added and incubated at 37 °C for 15 minutes. After two rinses with PBS, 15-20 mL 0.2% trypsin T9935 in
PBS were added and incubated at 37 °C for 30 minutes. After two more rinses with PBS, 15-20 mL
collagenase C2674 in complete medium were added and the mixtures were incubated at 37 °C overnight. The
recovered suspension was filtered through a 70-pm-pore filter and then centrifuged for 5 minutes at 259 x g.
The cells were counted and seeded in T75 flasks at a density of 5.10° cells/crm?.

hASCs and oNP cells (from POto P3) were grown at 37 °C and 5% CO,, in T75 flasks at a starting density of

5.10° cells’em® in DMEM supplemented with 10% bovine serum albumin (BSA) and 1%
penicillin/streptomycin (P/S) mixture.

Cell internalization (flow cytometry and confocal imaging)

To study the cell internalization, LNC were loaded with a red fluorescent DID dye in the LNC core and an
Alexa Fluor® 488 (Alexa-488) green dye was covalently coupled to the miRNA. During the formulation
process, 0.1% w/w DID (0.2 mg) diluted in chloroform was added to the lipid phase.

hASC and oNP cell internalization were first characterized by flow cytometry after incubation with the
different formulations (2, 4, 6, and 24 h): (i) LNC labeled with DID (blank LNC); (ii) LNC labeled with DID
and loaded with miRNA control (miRNA ctrl LNC); (iii) LNC labeled with DID and loaded with miR-155
labeled with Alexa-488 (miR-155 LNC), and (iv) miR-155 labeled with Alexa-488 (miR-155 alone). The
adherent hASCs or oNP cells were trypsinized, resuspended in PBS, and then analyzed using a BD LSRII
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fluorescence-activated cell sorter (Becton Dickinson, Franklin Lake, NJ, USA). For each sample, 10 000
events were acquired and analyzed using BD FACSDiva® software. The results are expressed on histogram
plots as the number of counted cells according to the intensity of the fluorescence in the Alexa-488 and the
DID channels (488 and 630 nm, respectively).

For confocal imaging, the hASCs and oNP cells were seeded at 8000 cells/well (0.3 mL) on Ibidi® p-slide 8-
wells. After 24 h, the fluorescent miR-155 LNC were added (79 pg of LNC excipients in 100 yL DMEM) at
a concentration corresponding to the optimal concentration of miRNA for transfection (120 ng miRNA/100
pL cell medium)[12,34]. After incubation for 8 h, the cells were washed with PBS and then fixed in 4%
paraformaldehyde (PFA) (100 puL/well) at 4 °C for 20 min. The PFA was then rinsed using PBS, and nuclear
staining was performed by adding 100 pL of 3 M Hoechst (4',6-diamidino-2-phenylindole) for 10 min in
the dark, and then rinsed. All images were obtained using a Leica TCS SP8 AOBS laser scanning confocal
microscope (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) equipped with an oil objective lens, HC PL APO CS2
40x / NA 1.10, and controllable hybrid detectors (GaAsP). The images were acquired in the 1024 x 1024
pixels format, a bit depth of 8, and a scan speed of 400 Hz. For the Hoechst, Alexa-488, and DID dyes,
excitation was performed using a 405-nm wavelength diode laser (50 mW), a 488-nm wavelength argon-ion
laser (40 mW), and a HeNe laser at 633 nm (10 mW), respectively. The detection bandwidth of the emitted
light was set between 407 and 480 nm for Hoechst, 488 and 563 nm for Alexa-488, and 635 and 750 nm for
DID. Optic sections of the z-series were collected with a width of 1 pum using a “Super Z Galvo Type H
internship” and were displayed as maximum z-projections using LAS X software.

Metabolic activity and cytotoxicity (MTT and LDH assays)

The metabolic activity of the hASCs and oNP cells treated by the various LNC formulations was assessed
using an MTT assay (M5655, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). This assay allows determination of the
cell number/cell viability as a function of mitochondrial activity in living cells. The key component is (3-
[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl  tetrazolium bromide), abbreviated as MTT. Mitochondrial
dehydrogenases of viable cells cleave the tetrazolium ring, resulting in purple formazan crystals that are
insoluble in aqueous solutions. The absorbance of the converted dye is measured at a wavelength of 562 nm.
Briefly, the hASCs were seeded in 96-well plates (5000 cells/well) and incubated for 24 h. The medium was
then replaced with different concentrations of blank LNC and miR-155 LNC in cell medium (from 508 to
1997 pg/mL LNC) and incubated at 37 °C for 24 h (50 pL of supernatant were removed from each well and
used for the LDH test). The absorbance of the samples was recorded at 562 nm using a microplate reader
(VIKTOR?®, PerkinElmer, Melville, New York, USA). Cytotoxicity was measured by LDH assay (Pierce kit
reference 88953, Thermo Fisher Scientific, Saint-Aubin, France). Lactate dehydrogenase (LDH) is a
cytosolic enzyme released into the cell culture medium when the plasma membrane is damaged. LDH
released in the previously removed 50 pL of supernatant was quantified by a coupled enzymatic reaction in
which LDH catalyzes the conversion of lactate to pyruvate via NAD+ reduction to NADH. Oxidation of
NADH by diaphorase leads to the reduction of a tetrazolium salt (INT) to a red formazan product that can be
measured spectrophotometrically at 490 nm.

In the two assays, the absorbance of cells incubated with DMEM only was considered to represent 100% cell
viability (Absve), while the cells treated with 5% Triton X-100 were considered to represent 0% cell viability
(Absdc). Metabolic activity and cytotoxicity were calculated using the following equations:

(AbSSamPIBSBEnm - AbsvaEBEnm) «

100
(AbSycsoonm — AbSyessanm)

Metabolic activity (%) =
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(Ab Scample490nm — APSvess Dnm) )

x 100
(AbS3cas0nm — APSvesotnm)

Cytotoxicity (%) =

miR-155 bioactivity

To identify miRNA bioactivity, gene expression of total extracellular signal-regulated kinases 1/2 (ERK1/2)
was assessed using RT-gPCR. Variation of ERK1/2 gene expression was recently identified in NP cells and
allowed confirmation of the bioactivity of miR-155 released from LNC [20]. Total RNA was isolated from
cells using a NucleoSpin RNAII kit according to the manufacturer’s instructions. RNA was reverse
transcribed using Affinity Script (Agilent Genomics, Santa Clara, CA, USA). RT-gPCR was performed with
a Bio-Rad CFX96 analyzer using a miR-X miRNA RT-gPCR SYBR Kit® (Takarabio Inc, USA) for miR-155
and SYBR®Select Master Mix (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific) for ERK1/2. The primer
efficiency was determined using a standard curve with a 1:4 v/v dilution, and the specificity of amplification
was checked using a melting curve analysis. The expression of target genes was normalized to B2M (beta-2-
microglobulin) expression levels, and relative gene expression levels were calculated as previously described
[35]. The sequences of the primers used in this study were (forward and reverse):

oNP cells:

ERK1/2: 5-TGTCAACAAAGTCCGAGTCGCC-3' (forward) and 5-TGTTCTCGTGTCTGAAGCGCAG-3'
(reverse)

B2M: 5'-GGGCTGCTGTCGCTGTCTGG-3' and 5'-TGGCTTTCCATCTCCTGGCGG-3' (reverse)

hASCs:

ERK1/2: 5-TGGCAAGCACTACCTGGATCAG-3 (forward) and 5'-
GCAGAGACTGTAGGTAGTTTCGG-3' (reverse)

B2M: 5'-CCTGGAGGCTATCCAGCGTA-3' (forward) and 5-GGATGACGTGAGTAAACCTGAATCT-3
(reverse)

miR-155 bioactivity by Western blot

Cells were lysed for 30 min in ice-cold lysis buffer (20 mM Tris-HCI, pH 7.5, 100 mM potassium chloride, 1
mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM dithiothreitol, 20 mM 3-glycerophosphate, 2 mM Naz;VO,, 1 mM PMSF,
and 1 mM NaF). After centrifugation at 12 000x g for 10 min at 4 °C, the protein extracts (supernatants)
were boiled in Laemmli loading buffer prior to SDS-PAGE. Electrophoresis was performed using NuPAGE®
3-8% Tris-acetate gels. Proteins were transferred to a PVDF membrane and blocking was performed with
5% non-fat dry milk/TBST (10 mM Tris, 154 mM NacCl, and 0.15% Tween-20) at room temperature for 1 h.
Blots were probed with primary antibodies in 5% non-fat dry milk/TBST at 4 °C overnight, followed by
secondary antibodies at room temperature for 1 h. Anti-ERK1/2 was used at a 1:2000 v/v dilution.
Monoclonal anti-R3-tubulin clone AC-74 was used at a 1:2000 v/v dilution as a loading control. Anti-rabbit
and anti-mouse secondary antibodies were used at 1:2000 and 1:80 000 dilutions, respectively. Signal
detection was performed using ECL Western blotting detection reagent with a ChemiDoc Imaging System®
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

Safety and feasibility of in vivo studies

Ethical aspects and animals
All animal handling and surgical procedures were conducted according to the European Community
Guidelines for the Care and Use of Laboratory Animals (DE 86/609/CEE). The Pays de la Loire ethics
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committee approved the animal study protocol (approval CEEA-PDL APAFIS 26562). Five healthy female
sheep (1 to 2 years old; weight, 70 to 90 kg; GAEC HEAS farm, Ligné, France) were used for the study. All
animals were followed up for 3 months by daily clinical observation, MRI examination at month (M)0-M1-
M3, and histological analysis at M3.

Surgical procedure

Sheep anesthesia was induced by intravenous injection of 2—5 mg/kg of ketamine, 0.2 mg/kg of diazepam,
and 1-3 mg/kg of propofol and maintained by inhalation of 1-3% isoflurane. Analgesia was obtained by
intravenous injection of 0.5 mg/kg of morphine, then continuous rate infusion of 50-100 pg/kg/min of
lidocaine and 0.6-1.2 pug/kg/min of ketamine. The sheep were bedded ventrally [19].

Group organization and formulation safety

Three lumbar intervertebral discs (IVD, n = 25) were randomly assigned to one of the three conditions: in
situ injection (180 pL) of blank LNC (n = 5), miR-155 LNC (n = 9), or sham condition (control; n = 14).
Injection into the NP was performed percutaneously by a transannular approach under fluoroscopic guidance
using a 22 G needle, as in the conventional posterolateral procedure [36].

MRI procedure and image analysis

MRI imaging was performed pre- and post-operatively, as well as pre-euthanasia. MRI of the entire lumbar
spine was performed using a 1.5T MRI scanner (Magnetom Essenza® Siemens Medical Solutions,
Erlangen, Germany) with a standard spine coil to obtain T2-weighted images (TE: 86 ms, TR: 3000 ms; slice
thickness: 3 mm) and T1-weighted images (TE: 12 ms, TR: 322 ms; slice thickness: 3 mm). The image data
were analyzed with Osirix software 3.9 (Osirix Foundation, Geneva, Switzerland). Each IVD was assigned a
degenerative score on T2-weighted mid-sagittal images using the Pfirrmann grading [20]. On the mid-
sagittal T2-weighted images, an oval region-of-interest (ROI) was drawn around the NP and another on the
spinal cord just above the IVD. The T2-weighted signal (T2wsi) was obtained by weighting the NP T2 signal
by the spinal cord signal.

Histological analysis

At 3 months after injection, all lumbar IVVDs were collected and processed for histological analysis, with
fixation in 4% PFA for 5 days, followed by decalcification (Shandon TBD-2° Decalcifier, Thermo Fisher
Scientific, Cheshire, UK) for 3 weeks and a post-fixation step in 4% PFA for 24 h. All I\VDs were frozen and
then cryosectioned (CryoStar NX70®, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) at -30 °C in
the sagittal orientation into 5um sections. Following standard protocols, the sections were stained with
hematoxylin-eosin (HE), Masson's trichrome (MT), and Alcian blue (AB). All of the stained sections were
observed using a slide scanner (NanoZoomer®, Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan) and all of the
images were analyzed with NDP.view2® software (Hamamatsu Photonics). The histological sections were
analyzed using a Boos’ scoring [21] specifically designed to characterize the histomorphology of the VD
and to evaluate the degenerative changes in the extracellular matrix of the NP. Briefly, this modified Boos’
scoring was based on the analysis of four criteria: decrease in cell density, granular changes, tear and cleft
formation, and mucus degeneration. Some parameters were ranked from 0 to 4 (granular and mucus
degeneration) and others were ranked from 0 to 5 (decrease in cell density, and tear and cleft formation)
depending on the intensity of the parameters tested (O, lowest; 4 or 5, highest). Three independent
investigators, who had expertise in reading histological slides, performed a blind evaluation of histological
samples.

Statistical analysis
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The statistical analyses were performed using open-source R software.

For the miR-155 release study, the statistical significance was calculated using the Kruskal-Wallis test. P-
values of 0.05 or less were considered to be significant (* p < 0.05, ** p <0.01). For the flow cytometry
results, the test results were confirmed using the post hoc Bonferroni test.

Pfirrmann grade, T2wsi, and Boos’ scoring were assessed for statistically significant differences using the
Tukey test, after an analysis of variance test. The significance level was set at 0.05.

All results are presented as means + SD.

RESULTS and DISCUSSION

Characterization of blank and loaded LNC

The blank LNC were formulated via an inversion phase process. Blank LNC with a diameter of 50.3 + 2.5
nm, a PDI of 0.03 £ 0.01, and a neutral zeta potential of -1.5 mV + 1.3 mV were obtained.

The formulation of miR-155 LNC was performed as outlined in the Materials and Methods. The Lipoid® was
removed from the previous formulation, and miR-155 lipoplexes were added at the PI1Z temperature during
the final temperature cycle of the phase inversion process. Purification by size-exclusion chromatography
was performed, and 46 fractions were obtained (Table 1). The presence of miR-155 in each fraction was
quantified by fluorescence spectroscopy. The miRNA was mainly found in fractions 6 to 13 (96 pg miRNA
for 0.5 mL of formulated LNC). Fractions 1 to 6 corresponded to the liposome-free fraction and fractions 14
to 22 to the diluted LNC formulation. Fractions 23 to 46 corresponded to impurities or aggregates in water
[37]. Therefore, only fractions 6 to 13 were used in the rest of the study. The encapsulation efficiency (EE)
obtained was 75.6 + 1.6% and the drug loading (DL) was 0.6 + 0.01%, corresponding to 590.5 + 2.5 pg miR-
155 per gram of LNC. In comparison, gold—iron oxide nanoparticles loaded with miRNA were reported to
have EE of approximately 84%, with a DL of 0.02% [38]. In another study, the formulation of
nanocomposite microparticles to encapsulate miR-146a resulted in an EE of 81% and a DL of 0.4% [39].
Therefore, in our study, the LNC had an EE comparable with other nanoparticle systems, with an improved
DL, in accordance with previous studies describing the encapsulation of DNA in LNC [40].

Table 1: Characterization of the different fractions obtained after purification using a size-exclusion column:

diameter, zeta potential, polydispersity index (PDI), amount of miRNA per fraction, n = 3 replicates. ND: no reliable
value was obtained.
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A R Zeta potential Amount of miRNA
Fractions Diameter (nm) PDI

(mv) (ng/mL)

1to6 494.0 £140.8 0.6 £+0.20 0.310.1 0

6to 13 75.0+2.4 0.05 +0.01 9.6+1.3 96196.7 +1789.4
14 to 16 87.5+2.0 0.2 +0.11 7.6+1.4 381.0 £207.2
17 to 19 104.5 6.9 0.2 +0.13 0.710.4 192.2 +87.1
20 to 22 195.0 £58.9 0.4 +0.21 ** 64.4 £t61.6
23to 25 866.7 £243.2 0.9 £0.35 *x 6.5+9.4
26 to 28 665.3 £361.2 1 ** 18.2 +25.6
29to 31 477.0 £144.4 1 ** 41.1 £47.8
32to 34 931.7 £313.9 1 ** 12.3+21.2
35 to 37 1052.7 £240.2 1 ** 0
38 to 40 941.7 £149.6 1 ** 0
41 to 43 1144.7 £626.8 1 ** 0
44 to 46 1208.3 £330.0 1 ** 0

mMiRNA release from LNC

The miR-155 release profile from LNC after 48 h was determined in PBS and compared with two controls:
miR-155 alone and blank LNC (Figure 1). The miR-155 alone rapidly diffused through the dialysis
membrane, with 70.4 + 2.1% of the miIRNA released after 2 h. Interestingly, sustained release was observed
for the miR-155-loaded LNC, with only half of the miR-155 released after 24 h. The difference between the
free miR-155 and the miR-155 LNC was significant after 4 h and 24 h (p < 0.05). This experiment confirmed
that mIRNA could be slowly released from the LNC when suspended in PBS ([41]). This result has to be
considered a first step in the characterization of this nanocarrier, and it is known that this release profile can
be modified under real-world conditions, after in vivo injection, particularly in the harsh VD environment,
where hypoxia, high pressure, low pH, and low access to nutrients have been identified [42].

miRNA alone

miR-155 LNC

% of miR-155 released
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Figure 1: Percentage (%) of miR-155 released from LNC in PBS. miR-155 alone (orange), miR-155 LNC (red), and
blank LNC (blue) were investigated. The data are plotted as means +SD, in triplicate, from three independent
experiments; *** p <0.01; Kruskal-Wallis test.

miRNA integrity and protection by LNC

To study the integrity of the miRNA once formulated, gel electrophoresis was performed after incubation for
4 h in water and in human serum to study potential nuclease protection of the miR-155 by LNC. Different
conditions were tested: miR-155 alone, blank LNC, and miR-155 LNC with or without lysis by DMSO
(Figure 2). DMSO allowed the LNC to break down, leading to miRNA release [41].

For the free miR-155 condition, after 4 h incubation in water, a band was observed corresponding to the
molecular weight of miR-155. In human serum, no miRNA was detected due to nuclease degradation. For the
miR-155 LNC condition, after 4 h incubation in water, a miR-155 band was observed. This result confirms
the data shown in Figure 1, with a miR-155 release from LNC of 30% after 4 h. No band was observed after
incubation in serum, due to enzymatic degradation. Finally, after 4 h of incubation in water and post-treatment
by DMSO, a more intense band was observed, corresponding to the total amount of mIRNA released. In
human serum, the same band was observed, demonstrating the potential of LNC to protect oligonucleotides
from enzymatic degradation. This protection of miR-155 by LNC will be essential against DDD
endonucleases [43]. These results are in accordance with previous studies that revealed these potent properties
of LNC: drug protection and controlled drug release [32,40,41,44].

Water 4h Serum
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Figure 2: Evaluation of miR-155 integrity and protection by LNC, using gel electrophoresis. LNC, miR-155, and miR-
155 LNC were incubated for 4 h in water or human serum. An additional condition (after incubation for 4 h) was

assessed using DMSO to lyse the LNC. A miRNA band, with a molecular weight of 23 bp (15 kDa) was observed by gel
electrophoresis. The molecular-weight ladder used was a low-range 1 kb ladder with bands for 1000, 500, 250, 150, 50,

and 20 bp. n = 3 (a representative gel is shown).
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Cell internalization studies

In order to determine the cell internalization of LNCs, two cell types were used successively: hASCs and
ONP cells. hASCs represent a model suitable for verifying, as a first step, possible internalization with the
aim of eventual human application. In parallel, oNP cells represent an appropriate model for considering pre-
clinical studies in animals. Two methods were used to determine hASC and oNP cell internalization: flow
cytometry and confocal imaging. Different conditions were tested after treatment of cells for 2, 4, 6, and 24 h
with either: (i) LNC labeled with DID, a red dye (blank LNC); (ii) miR-155 labeled with a green dye Alexa-
488 (miR-155 alone), (iii) LNC labeled with DID and loaded with miRNA control (miRNA ctrl LNC), and
(iv) LNC labeled with DID and loaded with miR-155 and labeled with Alexa-488 (miR-155 LNC), with the
same concentration of 998 pg LNC/mL for each condition (Figure 3).

As expected, no Alexa-488 fluorescence was observed for the blank LNC or miRNA ctrl LNC conditions,
and no DID fluorescence was observed for the miRNA alone, in both cell types. A very low degree of
internalization of the miR-155 alone was observed, even after 24 h, explained by the miRNA hydrophilicity,
which is known to be involved in communication between cells [45]. However, a significant increase in
fluorescence in the Alexa-488 and DID channels was observed over time for the miR-155 LNC condition in
both cell types, from 202 + 35 arbitrary units for cells alone to 155 203 + 55 604 arbitrary units at 24 h in the
DID channel for hASCs and 307 £ 30 arbitrary units to 125 037 £ 100 004 for oNP. Due to the total shift of
fluorescence observed, it can be concluded that there was 100% cell internalization. In oNP cells, we
observed a broader distribution of the fluorescence in the cells, indicating that some cells internalized less
LNC than others. However, the control cells exhibited a total shift of fluorescence, thus confirming that all of
the cells had internalized LNC. These results could be explained by ECM synthesized by NP cells in 2D
culture before the addition of LNC, which may have impaired the interactions of LNC with oNP cells, thus
resulting in limited internalization [46,47].
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Figure 3: Flow cytometry analysis of LNC cell internalization in hASCs (a) and oNP cells (b) of blank LNC (LNC-
DID), miR-155 (miRNA-Alexa-488), miRNA ctrl LNC (LNC-DID with unlabeled miRNA), and miR-155 LNC
(MIRNA-Alexa-488 loaded LNC-DID), analyzed at different time points (2 h/1 h in yellow, 4 h in green, 6 h/12 h in
blue, 24 h in grey, and untreated cells in red), with a concentration of 998 pg of LNC/mL of formulation, according to
the emission wavelengths used to excite DID (“LNC fluorescence”) or Alexa-488 (“miRNA fluorescence”). n = 3
replicates; median values were analyzed using the Kruskal-Wallis test and Bonferroni’s post hoc test *p <0.05,
**p <0.01.

To confirm the FACS data, confocal imaging was performed under the same conditions: blank LNC, miR-
155 alone, miRNA ctrl LNC, and miR-155 LNC (Figure 4). The red fluorescence observed was comparable
between the blank LNC, the miR-155 LNC, and the miRNA ctrl LNC. The cell internalization of the LNC
was not affected by the miR. No miR-155 green fluorescence was observed when the miR was not protected
by the LNC. The green fluorescence from Alexa-488 covalently bound to miRNA was only observed in the
miR-155 LNC condition, after 24 h. Interestingly, there was cytoplasmic localization of miR-155 after
internalization in both cell types. The colocalization was confirmed by a Pearson correlation between red and
green fluorescence in the three-dimensional z-stack imaging (Figure S1, A). The Pearson score obtained was
0.89 for hASCs and 0.79 for oNP, corresponding to a statistically strong colocalization of the green and red
fluorescence for both cell types at 24 h. (Figure S1, B). Compared to other lipid nanoparticles for delivery of
miRNA, we observed the same internalization speed, with internalization starting at 4h/6h and total
internalization at 24 h [48,49]. These results are in accordance with a previous study that used lipid
nanocapsules in cancer cells: LNC were fully internalized after 24 h of treatment [40,41]. These results
demonstrated that LNC enable miRNA to be internalized in VD cells of interest (NP cells) as well as in cells
of human origin (hASCs), allowing the potential of our strategy of miR-155 vectorization using LNC to be
assessed.
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Figure 4: Confocal imaging to study cell uptake. Cell internalization in hASCs (a) and oNP (b) of miR-155, miRNA
ctrl LNC, blank LNC, miR-155 LNC was assessed after incubation for 24 h with 998 pg LNC/mL. Nuclei, blue; LNC-
DID, red; miRNA, green. Merged conditions, in orange, show a fusion of green (miRNA) and red (LNC) highlighted by
a white arrow. Scale bar =8 pum. n = 3 replicates (representative images shown).

Cell viability

After incubation of miR-155-loaded LNC for 24 h, the metabolic activity and the cytocompatibility were
studied using MTT and LDH assays, respectively, in oNP cells and hASCs (Figure 5). There was a dose-
dependent effect on the metabolic activity in both cell lines. In the case of hASCs, the metabolic activity
decreased from 84 + 3% to 60 = 7% after treatment with 508 pg/mL and 1997 pg/mL in LNC, respectively.
In the case of oNP cells, the metabolic activity decreased from 98 + 9% to 46 + 4% after treatment with 508
pg/mL and 1337 pg/mL in LNC, respectively. The metabolic activity was even more affected in oNP cells,
reaching 46 + 4% after treatment with 1997 pg/mL in LNC. No significant difference was confirmed by
statistical analysis (Kruskal-Wallis test p > 0.05, n = 3) between blank LNC and miR-155 LNC for both cell
models. In parallel to the metabolic activity, no cytotoxicity was confirmed using the LDH assay. In both cell
lines, from 508 to 1997 pg/mL of LNC, the in vitro cut-off defined in NF-1SO-10993-5 of 70% viability was
established, and blank LNC and miR-155 LNC can be considered to be safe for medical purposes [50]. These
results thus confirmed that the LNC were not cytotoxic for the studied cells, especially when the LNC
concentration was below 998 pg/mL. These data are in accordance with previous reports, where siRNA-
loaded LNC were considered to be non-cytotoxic for non-tumor cells, and recently published
cytocompatibility results on similar LNC [41,51]. These LNC possess less LDH activity compared with
recently developed liposomes encapsulating a 0.2 molar ratio of mMIRNA [52]. These results show the
cytocompatibility of the miRNA LNC and they can hence be used for the development of industrialized
products for miRNA delivery. Therefore, compared with liposomes formulated by a process involving
organic solvents and known to be unstable in biological fluids, LNC are more promising from an industrial
perspective because they are prepared using a solvent-free, soft-energy procedure, and the excipients used are
free of genetically modified organism and approved by the US Food and Drug Administration (FDA) [53].
Furthermore, the industrial scale-up of LNC was previously investigated and an easy scalability of
production was noted [54]. These features indicate that miRNA LNC have ample potential as candidates for
industrial production and commercialization [55].
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Figure 5: Cytocompatibility experiments. Metabolic activity (MTT assay) and cytotoxicity (LDH test) on hASCs (a)

and oNP cells (b) after treatment for 24 h with different concentrations of blank LNC and miR-155-loaded LNC (from
508 to 1997 pg/mL in LNC). The data are plotted as means + SD; no statistical difference was observed between blank
LNC (gray) and miR-155 LNC (red) by the Kruskal-Wallis test. n = 3 replicates

miR-155 bioactivity

To confirm the bioactivity of miR-155-loaded LNC in hASCs and oNP cells (Figure 6), ERK1/2 transcript
expression and ERK1/2 protein synthesis were investigated using RT-gPCR and Western blot, respectively.
Experiments were performed after 24 h of treatment with miR-155 alone, blank LNC, miR-155 LNC,
antagomiR LNC (miR-155-specific targeting), and miRNA ctrl LNC with the previously used concentration
of LNC (998 pg/mL). ERK1/2 is an important protein of the MAPK pathways and is known to be involved
in DDD. More specifically, in DDD, ERK1/2 is known to be upregulated, leading to cell death [56]. The
results were expressed as transcript expression (2AACt) relative to the cell control (Figure 6). In both cell
types, miR-155, blank LNC, and miRNA ctrl LNC conditions did not significantly modify ERK1/2
expression. Moreover, as expected, miR-155 LNC induced drastic downregulation of ERK1/2 in both cell
models. Taken together, these results demonstrated that the miRNA alone was not sufficiently internalized to
have an effect on ERK1/2 protein and gene expression, but when encapsulated in LNC, miR-155
downregulated ERK1/2, as previously described [57]. The results thus proved the efficacy of LNC for
delivering miRNA while maintaining its bioactivity in hASCs and oNP cells.

To complete this study and to elucidate the impact of miR-155 LNC on the ERK/1/2 protein level in hASCs
and oNP cells, a Western blot analysis of ERK1/2 total protein synthesis after 24 h of treatment was
performed (Figure 6). Indeed, ERK1/2 is known to be a specific target of miR-155 in IDD, leading to a
reduction of total ERK1/2 protein [57]. When the cells were treated with miR-155 LNC, the protein
expression of ERK1/2 was downregulated compared with its expression in the cells alone or treated by blank
117



LNC, miRNA LNC control, or miRNA alone. Blank LNC and the miRNA LNC control had no impact on
ERKZ1/2 protein expression, as expected. miRNA treatment resulted in the same profile as cells alone,
demonstrating that miRNA alone did not influence the protein expression of ERK1/2, due to its weak
internalization. Taken together, these results demonstrated that LNC delivered miR-155 to oNP cells and
hASCs while maintaining its biological activity. Here, we demonstrated the biological activity on ERK1/2 as
previously published [57]. However, miR-155 is known to target additional genes and proteins in IDD. In
IDD, miR-155 is known to target MMP16 and MMP13, which are involved in degradation of the
extracellular matrix of the IVD [17], caspase 3, which is involved in Fas-mediated apoptosis leading to cell
death of NP cells [18], and C/EBP, which leads to reduction of inflammation by downregulation of TNF-
alpha and IL-1B [19]. Our results show that the bioactivity of miR-155 is maintained after miR-155 LNC
internalization.
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Figure 6: Bioactivity of miR-155. (a) RT-qPCR (top) and Western blot (bottom) results in hASCs (a) and oNP cells (b)
obtained after 24 h of treatment with miR-155, miRNA ctrl LNC, blank LNC, antagomiR LNC (LNC with antisense
miR-155), or miR-155 LNC (998 ug/mL in LNC). The results are presented as means + SD relative to the cell control.

Statistical analysis was performed by comparison of 2AACt; ** p < 0.01, using the Kruskal-Wallis test; representative
results are shown.

In vivo safety and feasibility of miR-155 LNC injection
MRI and T2-weighted signal intensity (T2wsi)

In order to evaluate the safety and feasibility of miR-155 LNC injection in sheep 1VD, MRI and T2wsi
measurements were performed each month for three months after injection, with MO corresponding to the
MRI signal before surgery. No visual difference on MRI was observed during the time of the study or
between the different conditions (blank LNC and miR-155 LNC) compared to the control group (Figure 7a).
T2wsi was then measured to determine the hydration of the IVD (Figure 7b). Between M0 and M3, average
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differences of 1.22 + 6.8% for the control group, 0.77 £ 8.9% for blank LNC, and 0.48. £+ 3.5% for miR-155
LNC were obtained, indicating no significant difference according to the considered month or the studied
group. These results indicate there was no significant change in the 1VD hydration three months after LNC
injection: the hydration being usually correlated with the state of the 1VD. In our case, unchanged hydration
indicates no negative impact of the LNC injection [35] and confirms the safety and the feasibility of the
procedure [36].
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Figure 7: MRI images and analysis of lumbar spines in T2wsi. MRI scans with T2wsi signal analysis were performed
once a month for 3 months (MO corresponding to MRI before injection). A total of 25 sheep IVDs were analyzed: 14
for the control, 5 for blank LNC treatment, and 9 for miR-155 LNC. (a) Each month, a magnetic resonance imaging
(MRI) scan of the spine was performed. Representative MRI scans are shown. Bar: 3 cm. (b) Representative graph of
the relative difference in T2wsi signal, as a percentage, after treatment. At each time point, there was no significant

difference between the treated IVDs and the control. Statistical analysis was performed by Kruskal-Wallis test using R
software (p < 0.05).

Histological staining and Boos’ scoring

To complete the MRI and T2wsi measurements, sheep-treated I\VVDs were collected and cryosectioned, then
stained with hematoxylin-eosin (HE), Alcian blue (AB), and Masson’s trichrome (MT). HE staining
highlights the cellularization of 1VDs and the NP/AF collagen content. AB staining shows the good lamella
organization of AF and the standard proteoglycan content in AF and NP. Finally, MT staining demonstrates
the healthy aspects of endplates. For each condition, hydrated NP were observed, the 1VDs maintaining a
regular and intact AF organization and lamella alignment. Moreover, proper cellularization was observed for
each condition. Finally, to further determine the impact of LNC injection in the IVD, Boos’ scoring was
performed on the 25 IVDs harvested from sheep. Indexed Boos’ scoring was evaluated without the endplate
score to focus the scoring on NP and AF aspects, for a maximum score of 23. Boos’ scoring was determined
by three independent readers well versed in the reading of histological samples. The Boos’ scoring obtained
was 2.3 for the control group, 4.3 for blank LNC, and 4.1 for miR-155 LNC. There was no significant
difference between each group, indicating no significant change between the control and injected groups.
This three-month follow-up study of sheep IVDs demonstrated the safety and feasibility of administering
miR-155 LNC in IVD.

These in vivo results are particularly important before considering the implementation of veterinary (canine
patients) or human clinical trials. The choice of the injection surgical route is a topic of active discussion by
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the scientific community, especially the choice between trans-annular and trans-pedicular surgical routes
[36,58,59]. No degeneration process of the control IVDs was observed, thus confirming no negative impact
from using the trans-annular surgical route in our study. Coupled with the positive in vitro cytotoxicity
results, the in vivo results support the use of miR-155 LNC in future investigations. In the future, in vivo
investigation with evaluation of the ERKZ1/2 protein level and other miR-155 targets by
immunohistochemistry of sheep 1VDs will have to be performed. The early internalization in NP cells will be
also investigated with an ex vivo model of 1VD culture already available in our laboratory [60]. In situ
fluoroscopy will be used to assess this cell internalization.

Moreover, the in vivo efficacy of miR-155 or other candidates will be an important issue to define the best
target. Indeed, in DDD, numerous miRNAs are known to be upregulated or downregulated, and the next step
of miRNA therapeutics approach is to combine miRNAS to impact different metabolic pathways in IVD cells
[61]. miR-155 has multiple targets impacting apoptosis, inflammation, and ECM degradation in DDD and it
is one of the most represented mIRNA downregulated in DDD [17-19,57,61]. miR-146, which is highly
downregulated in DDD, could be also a promising candidate. Combination of miR-155 and miR-146 could
be particularly suitable to obtain a synergistic effect. Indeed, miR-146 targets different genes and proteins
than miR-155 that are involved in proliferation, the ECM, and inflammation [62—64].
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Figure 8: Histological staining and Boos’ scoring of sheep IVDs, 3 months after injection. (a) Representative
sections of endplates 3 months after the injection of blank LNC and miR-155 LNC (70,3 mg/mL). A total of 25 I\VDs
were collected 3 months after injection with miR-155 LNC or control conditions. Hematoxylin-eosin (HE), Alcian blue
(AB), and Masson’s trichrome (MT) staining were performed according to the Materials and Method section. No sign
of degeneration was observed compared to the control for both blank and miR-155 LNC conditions. (Scale bar = 10
mm), (b) Indexed Boos’ scores on NP and AF were determined by three readers on the histological staining. Blank LNC
and miR-155 LNC injections had no significant impact on the Boos’ scoring. Statistical analysis was performed using R
software with the Kruskal-Wallis test and Bonferroni post hoc test (p < 0.05).

CONCLUSION

In this study, miR-155 LNC were formulated and fully characterized. Characteristics of the LNC system
confirmed its potential to vectorizez miRNA, with a promising encapsulation efficiency of 75.6%, a drug
loading of 0.6%, and sustained release of miIRNA over 48 h. Moreover, miRNA protection by LNC from
nuclease degradation was demonstrated. The miR-155-LNC internalization was also very satisfactory,
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showing a high level of cell internalization, allowing almost 100% transfection, with cytoplasmic localization
in both ovine and human cell types. Furthermore, mMIRNA encapsulation in LNC did not modify its biological
activity. The efficacy of LNC in delivering miRNA was demonstrated while maintaining its bioactivity in
both oNP and hASCs. Additional experiments will need to be performed to determine the in vitro efficacy of
miR-155, or other miR candidates, on cell apoptosis, cell proliferation, extracellular matrix synthesis, and
inflammatory processes. Finally, the safety and feasibility of NP injection were confirmed in sheep 1VDs.
Taken together, these results highlight the high potential of LNC to deliver miRNA in sheep NP cells,
allowing future preclinical efficacy assays, as well as in human cells (hASCs) to be considered, with the aim
of future clinical transposition. Additional preclinical experiments in sheep and clinical trials in canine
patients will be performed to complete the in vivo safety and to determine the in vivo efficacy of miR-155, or
other miR candidates, to counteract VD degeneration before their potential use in human clinical trials.
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3. Discussion

Ces travaux de développement d’un systéme nanoparticulaire pour la délivrance d’'un miARN
afin de régénérer le DIV montrent la complexité du développement de ce type de stratégie
dans le cadre d’une pathologie discale. En effet, de par le caractére multifactoriel de la
dégénérescence discale, le choix du miARN est crucial et doit permettre le ciblage des voies
métaboliques impliquées dans cette dégénérescence. Les miARN possédant plusieurs cibles
spécifiques, certaines voies métaboliques sont donc a considérer en premier. Ces miARN
décrits dans la littérature sont notamment le miR-146, le miR-155 et le miR-34. En effet, ils
présentent des effets sur la MEC, I'apoptose, la prolifération cellulaire et I'inflammation
(Wang et al., 2011b; Chen et al., 2015; Ye et al., 2016b; W. L. Zhang et al., 2017b; Xi et al.,
2017; Y. Yu et al., 2018; C. Yang et al., 2019a; R.-S. Yang et al., 2019b, 2019a; H. Zhu et al.,
2021). Le miR-155 est retrouvé dans de nombreuses espéces et a fait I'objet de nombreuses
études quant a son réle dans différentes pathologies (Faraoni et al., 2009). Ainsi, son réle dans
le DIV et dans le processus de DD a été particulierement décrit et I'utilisation du miR-155

semble pertinente comme potentiel agent thérapeutique.

Le choix du vecteur approprié pour formuler le miR-155 s’est porté naturellement sur les
nanocapsules lipidiques (LNC). En effet, les nanocapsules lipidiques, vecteur historique du
laboratoire MINT, avaient déja démontré leur capacité a formuler un plasmide ou des siARN
(David, Resnier, et al., 2012b) via la formation de lipoplexes, et ont été ainsi choisies comme
vecteur potentiel pour I'encapsulation du miR-155. La formulation a ainsi été possible en
enlevant le Lipoid de la liste des excipients de référence des LNC, les lipoplexes constitués de
DOTAP et DOPE jouant le role de surfactant. L'efficacité d'encapsulation obtenue (EE) était de
75,6 % + 1,6 % et la charge en miARN de 0,6 % + 0,01 %, correspondant a 590,5 + 2,5 ug de
miR-155 par gramme de LNC. A titre de comparaison, des nanoparticules d'oxyde d'or et de
fer ont été chargées en miARN avec une EE d'environ 84 % et une charge en miARN de 0,02 %
(Sukumar et al., 2019). Dans une autre étude, la formulation de nanocomposites pour
encapsuler le miR-146a a été réalisée et une EE de 81 % et une charge en miARN de 0,4 %
(Mohamed et al., 2019) ont été obtenues. Dans notre étude, les LNC ont donc montré une EE
comparable a d'autres systémes de nanoparticules, avec une charge en miARN supérieure.

Mais est-ce que les LNC protegent les miARN de la dégradation prématurée enzymatique ?
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Pour répondre a cette question, la protection fut évaluée par électrophorese sur gel
d’agarose, permettant de montrer I'intégrité potentielle du miARN apres incubation dans un
milieu riche en enzyme. Les résultats montrent une protection efficace du miARN par les LNC
et sont en accord avec les études précédentes réalisées sur les LNC (David, Carmoy, et al.,
2012b ; David, Resnier, et al., 2012b ; Resnier, Montier, et al., 2013 ; Resnier et al., 2017c).
Cette propriété recherchée n’était pourtant pas triviale, car la localisation du miARN complexé
au DOTAP se trouve vraisemblablement au niveau de la coque de la LNC, mais suffisamment
bien caché pour étre protégé par une attaque enzymatique : les chaines de PEG de

I’hydroxystéarate de PEG forment notamment un bouclier hydrophile stérique.

L'internalisation cellulaire a été démontrée sur deux types cellulaires ovin et humain montrant
une internalisation totale aprés 24 h ainsi qu’une colocalisation du miARN avec les LNC.
Comparativement a d'autres nanoparticules lipidiques pour la délivrance de matériel
génétique, une vitesse similaire d'internalisation fut observée avec un début d'internalisation
aprés 4 h a 6 h et une internalisation totale aprés 24 h sur les deux types cellulaires (Juang et
al, 2019 ; Tabatabaei et al, 2019). Ces résultats étaient en accord avec une étude précédente
réalisée sur des cellules cancéreuses ou les LNC étaient entierement internalisées apres 24 h
(David, Carmoy, et al., 2012b ; David, Resnier, et al., 2012b). Méme si ces résultats sont
prometteurs il faut néanmoins interpréter les résultats avec prudence au regard de la
modification potentielle des propriétés d’internalisation du miARN une fois couplé a la sonde
fluorescente. En effet, on passe d’une molécule hydrophile a une molécule amphiphile de par
le couplage a la sonde fluorescente hydrophobe, ce qui peut modifier drastiquement la
localisation du miARN dans la LNC et sa localisation cellulaire, une fois la LNC internalisée. Une
extinction du signal de fluorescence peut également étre observée, par « quenching » des
sondes entre-elles et une possible fuite de la sonde fluorescente peut également étre

observée (Swiecicki et al., 2016).

La cytocompatibilité des LNC chargées en miR-155 a ensuite été évaluée sur les cellules du NP
de brebis (oNP) et des cellules stromales mésenchymateuses humaines (hASC).
Conformément a la norme NF-ISO 10993 (NF-ISO 10993-5:2009, Evaluation biologique des
dispositifs médicaux - Partie 5 : Essais de cytotoxicité in vitro) et le seuil de cytocompatibilité
a 70 % de cellules vivantes apres traitement par les concentrations définies a été considéré

afin de conclure. Dans les 2 cas (oNP et hASC), ce seuil de 70 % a été respecté pour des
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concentrations de 508 a 1997 pug/mL en excipients lipidiques. Ces résultats sont en accord
avec les études précédentes dans lesquelles les LNC chargées en siARN étaient considérées
comme non-cytotoxiques pour des cellules saines de mélanome SK-Mel28. Ces résultats sont
aussi en adéquation avec des tests de cytocompatibilité sur des LNC similaires récemment
publiés (Szwed et al., 2020). Comparée a une formulation liposomale récemment développée
encapsulant un ratio molaire de 0,2 en miARN par rapport aux excipients du liposome, la
cytotoxicité des LNC semble améliorée a la méme concentration et aux mémes temps de
traitement (S. Sun et al., 2019). Cette biocompatibilité représente un atout certain qui est en
partie lié a I'absence de solvant lors de la formulation, dont des résidus potentiellement
toxiques post-formulation seraient déléteres. Couplé a I'absence d’excipients utilisés pour la
formulation de LNC répondant au statut d'organisme génétiquement modifié, I'utilisation
d’excipients approuvés par I'US Food and Drug Administration (FDA) (Hureaux et al., 2009),
I’'absence de solvant, une formulation faiblement consommatrice d’énergie, une transposition
a grande échelle de la formulation des LNC (scale-up) semble envisageable (Thomas et
Lagarce, 2013). Ces éléments doivent étre pondérés par le fait que la concentration de ces
mémes excipients sous la forme d’une nanoparticule peut avoir un comportement in vitro
local différent et ce devait donc d’étre étudié sur les cellules d’intérét. L'utilisation de deux
types cellulaires permet de lever certains doutes quant aux propriétés d’internalisation et

d’anticiper sur d’éventuels obstacles in vivo. Ainsi :

- I'utilisation de cellules du NP répond a la question d’une possible internalisation au sein des

cellules cibles du DIV ;

- l'utilisation de cellules du NP de brebis répond a la question de la faisabilité de futures

expérimentations a grande échelle chez la brebis;

- l'utilisation d’ASC humaines répond a la question d’une internalisation possible dans des
cellules d’origine humaine et cela pour des objectifs a long terme d’essais cliniques chez

I'homme.

Il restera néanmoins a démontrer que cette internalisation au sein de cellules du NP d’origine

humaine sera possible, mais leur disponibilité est limitée pour réaliser ces expérimentations.

A noter que la séquence du sLink-N varie entre la brebis, le chien et I'homme et qu’il faudra

en tenir compte afin de garantir un effet biologique de I'agent thérapeutique.
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Pour valider I'intégrité du miR-155 et le maintien de son activité biologique, une étude in vitro
a été menée afin d’évaluer l'impact des LNC miR-155 sur le niveau de protéine ERK1/2 dans
les cellules hASC et oNP. ERK1/2 a été choisie car étant une cible spécifique du miR-155 dans
I'IDD, conduisant a la réduction de la protéine ERK1/2 totale (Ye et al., 2016). Une analyse par
western blot de la synthése protéique totale de ERK1/2 aprés 24 h de traitement a ainsi été
réalisée. Les résultats confirment une diminution de la synthése de ERK1/2 suite au traitement
des cellules par les LNC miR-155, contrairement au miR-155 non vectorisé par les LNC qui ne
montre pas de diminution du fait d’'une absence d’internalisation. Ces résultats permettent
d’affirmer que les LNC sont indispensables a la délivrance de miARN tout en conservant sa
bioactivité (Ye et al., 2016b). Cependant, le miR-155 est connu pour cibler plusieurs genes et
protéines dans la DD. Notamment, le miR-155 est connu pour cibler MMP16 et MMP13
impliquées dans la dégradation de la matrice extracellulaire des DIV (W. L. Zhang et al., 2017),
la caspase 3 impliquée dans |'apoptose médiée par Fas conduisant a la mort cellulaire des
cellules du NP (Wang et al., 2011), ou encore la C/EBP-béta conduisant a la réduction de
I'inflammation par la dérégulation du TNF-alpha et de I'lL-1beta (Zhou, Liang, et al., 2019a).
De futures études seront a réaliser pour permettre l'identification de ces cibles dans un
modele ex vivo de DIV déja développé au laboratoire. Il s’agira notamment d’une étude
transcriptomique et protéomique afin de permettre lidentification des modifications
cellulaires induites par les LNC miR-155. Ces techniques ont été récemment utilisées dans
I’étude du disque intervertébral dégénéré, mais jamais dans I'optique d’évaluer un traitement

ex vivo (Xu et al., 2021).

Suite a ces résultats, des expérimentations in vivo ont été envisagées afin de démontrer leur
faisabilité et la sécurité d’injection de LNC miR-155 au sein de DIV de brebis. Modéle
développé par le laboratoire RMeS, en collaboration avec I'Ecole Nationale Vétérinaire de
Nantes (Bouhsina et al., 2021) , 3 brebis ont été traitées et un suivi longitudinal de 3 mois a
été réalisé. Ce suivi a consisté a des IRM et une analyse histologique finale suite au sacrifice
des brebis. Aucun effet délétere, tant a I'IRM qu’en histologie, n’a été observé. Dans le futur,
une étude in vivo avec évaluation du niveau de protéine ERK1/2 et des autres cibles du miR-
155 par immunohistochimie sur des DIV de brebis sera envisagée. Couplés aux résultats
prometteurs de cytocompatibilité obtenus in vitro sur deux types cellulaires, les premiers

résultats in vivo sont rassurants et nous permettent d’ores et déja d’envisager |'utilisation des
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LNC miARN dans de futures études, en particulier dans le cadre d’une étude pré-clinique a
grande échelle chez la brebis, mais aussi d’essais cliniques vétérinaire (essai clinique
DISCODOG sur des patients canins) ou humains. La preuve de I'efficacité biologique in vivo du
miR-155 sera importante a démontrer avec notamment une augmentation du signal en T2 a
I'IRM mais également une amélioration du score histologique de Boos (uniquement pour les
expérimentations a grande échelle chez la brebis). Bien que le miR-155 soit notre modele pour
I'ensemble de nos études réalisées, |'utilisation d’autres miARN devra étre réfléchie. En effet,
d’autres candidats peuvent également étre envisagés au regard du panel de miARN impliqué
dans le processus de DD. La combinaison de plusieurs miARN au sein des LNC pour avoir un
impact sur différentes voies métaboliques dans les cellules du DIV et permettrait de répondre
également au caractére multifactoriel du processus de DD. Parmi les miARN potentiellement
envisagés, |'utilisation du miR-146, fortement régulé a la baisse dans la DD, pourrait étre un
candidat prometteur. La combinaison du miR-155 et du miR-146 pourrait permettre d’obtenir
un effet synergique du fait des cibles différentes des 2 miR (Gu et al., 2015b ; Xi et al., 2017 ;
R.-S. Yang et al., 2019b). A noter que d’un point de vue galénique, le procédé de formulation
des LNC sera théoriquement le méme, avec I'ajout de deux types de lipoplexes lors de la zone
d’inversion de phase. La modulation du ratio molaire entre miR-155 et miR-146 pourra étre

également intéressant a étudier.

Comme évoqué, une étude clinique vétérinaire est envisagée et fait déja 'objet d’un
financement accordé par le RFI BIOREGATE de la Région Pays de la Loire. Il s’agit de I'étude
DISCODOG qui a pour objectif d’évaluer, sur des chiens chondrodystrophiques atteints de DD,
I’effet des LNC miR-155. Il s’agit d’un essai randomisé (LNC miR-155 versus LNC blanches). Au
moment de I'écriture du manuscrit, aucun chien n’a été inclus dans |'essai. L’ensemble du
processus de gestion de cet essai est d’ores et déja validé, tant pour les modalités d’inclusion
et de prise en charge des chiens, que pour les modalités de formulation et de controle des

LNC miR-155 « GMP » et I'ensemble de la gestion documentaire.
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Ill. Fonctionnalisation de nanocapsules lipidiques par le
peptide short Link-N et vectorisation du miR-155

1. Problématique

Comme décrit précédemment, la formulation de LNC miR-155 est aujourd’hui maitrisée et les
résultats soumis a publication dans International Journal of Pharmaceutics ont permis de (i)
démontrer la biocompatiblité du systéme LNC miR-155 ; (ii) valider la protection du miR par
les LNC; (iii) démontrer I'internalisation et la bioactivité du miR-155 au sein des cellules du
NP ; (iv) valider la sécurité et la faisabilité de I'injection de LNC miR-155 dans un modele gros

animal.

Afin de répondre aux éventuels obstacles liés a I'environnement discal considéré comme
« hostile » (osmolarité importante, pH acide, hypoxie) et risquant de conduire a une action
limitée in vivo des LNC miR-155, I’hypothése d’une fonctionnalisation des LNC miR-155 a été
envisagée. L'utilisation du short Link-N comme peptide d’intérét, afin de décorer les LNC, a
été proposée.

Préalablement, |'expertise du laboratoire MINT a permis de définir la stratégie de
fonctionnalisation. En effet, la fonctionnalisation de surface des LNC a déja été effectuée selon
différentes méthodes comme via un greffage covalent, une post-insertion ou par simple
adsorption physico-chimique. Par exemple, un anticorps (Béduneau et al., 2007) avait été
greffé covalemment via un lien thiol-maléimide, des polymeéres pH-sensibles avaient été post-
insérés dans la coque des LNC (Pautu et al., 2021) ou encore un peptide NFL (« NeuroFilament-
derived peptide ») permettant une meilleure internalisation des LNC dans des cellules

humaines de glioblastome avait été adsorbé a la surface des LNC (Karim et al., 2018).

Dans notre étude, la molécule d’intérét choisie a été le peptide sLink-N. Celui-ci est un peptide,
présent naturellement dans la MEC du DIV et du cartilage articulaire, a la suite du clivage
protéolytique de la protéine Link. Plusieurs études ont identifié cette protéine comme un
facteur de croissance capable de stimuler la synthése de la MEC dans ces tissus (AlGarni et al.,
2016; Noorwali et al., 2018) . Ainsi, dans le DIV, il a été démontré une augmentation de la
teneur en protéoglycanes (agrécane) dans un modeéle de culture ex vivo de DIV dégénérés

apreés injection de sLink-N a pu étre démontrée aprés 4 semaines (AlGarni et al., 2016). Une
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augmentation de la quantité de collagéne de type Il a également été observée. Les
mécanismes d’induction de cet effet anabolique ont également été investigués, démontrant
la capacité du Link-N a se fixer au récepteur BMPRII des cellules du NP (Noorwali et al., 2018).
Dans ce contexte, le choix du sLink-N semble pertinent afin de proposer une fonctionnalisation
des LNC pour accentuer le ciblage des cellules du NP et disposer d’un effet anabolique a terme,

cumulatif de celui du miR-155.

L’objectif de cette étude a donc été d’étudier la fonctionnalisation des LNC par le peptide
sLink-N, afin de permettre une meilleure internalisation dans les cellules du NP. Pour ce faire,
Les LNC ont été formulées, décorées en surface par deux procédés d’adsortion physico-
chimiques qui different par la temporalité de I'ajout du peptide lors du procédé de formulation
des LNC, et caractérisées. Puis, I'internalisation ainsi que leur localisation cellulaire ont été
étudiées par cytométrie en flux et par imagerie confocale. Enfin, pour confirmer les propriétés
initiales des LNC démontrées précédemment, des tests de cytocompatibilité ont été effectués

et la bioactivité des LNC fonctionnalisées a été démontrée in vitro.

Les résultats obtenus, non publiés, sont présentés ci-dessous.

2. Matériels et Méthodes

Matériels

Le polyoxyl-15-hydroxystéarate (Kolliphor® HS15) a été acheté auprées de BASF (Ludwigshafen,
Allemagne). La phosphatidylcholine hydrogénée de soja (Lipoid S75-3®) a été fournie par
Lipoid GmbH (Ludwigshafen, Allemagne), et les triglycérides capryliques/capriques (Labrafac
Lipophile WL1349) ont été fournis par Gattefosse (Saint-Priest, France). Le DOTAP (1,2-
dioléoyl-3-triméthylammoniumpropane) et le DOPE (1,2-dioléoyl-sn-glycéro-3-
phosphoéthanolamine) ont été achetés chez Avanti® polar lipids (Alabaster, Alabama, USA).
Le Hoescht 3342, le Prolong®, le gel NUPAGE® 3-8% tris-acétate et le DID ont été achetés chez
Thermo Fisher Scientific (lllkirch, France). La séquence codante du miARN (miR-155) 5'-
GGGCAGUGUUUCAGGCUUUATT-3' et la séquence non codante 5'-
UUAGCCUGAAACUGCCCTT-3', ainsi que la sonde fluorescente Alexa Fluor® 488 (Alexa-488)
couplée de maniére covalente au miRNA et le peptide sLink-N, Séquence ovin : DHHSNNYT,
ont été fournis par Eurogentec (Liége, Belgique). Les consommables plastiques tels que les

flasques T75, et les réactifs tels que le DMSO, le Tris-EDTA, le PBS, le chloroforme, la
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hyaluronidase (ref H4272), la trypsine (ref T9935), la collagénase (C2674), le TrisHCI, le
chlorure de potassium, 'EDTA, I'EGTA, le dithio-thréitol, le $-glycérophosphate, le Na3VO4, le
PMSF, le NAF, la pénicilline, la streptomycine, le milieu Dulbecco's modi-fied Eagle's (DMEM)
et les anticorps secondaires anti-souris ont été achetés aupres de Sigma-Aldrich (St Louis, MO,
USA). Les anticorps secondaires anti-lapin ont été fournis par Cell Signaling (Danvers, MA,
USA). Le NaCl a été acheté aupres de Prolabo (Sion, Suisse). L'eau a été obtenue a partir d'un
systeme Milli-Q®, Millipore (Darmstadt, Allemagne). Les membranes de dialyse Spectra/por®
float-a-Lyzer® ont été achetées chez SprectrumLab (Ravensburg, Allemagne). Les puits Ibidi®
p-slide 8 ont été achetés aupres d'lbidi® GmbH (Martinsried, Allemagne). Un kit NucleoSpin
RNAII a été acheté aupres de Macherey-Nagel (Hoerdt, France). Le logiciel d’acquisition a été

fourni par Agilent Genomics (Santa Clara, CA, USA).

Formulation des lipoplexes

Pour obtenir des lipoplexes, 52,4 mg de lipides cationiques DOTAP ont été dissous dans 2 mL
de chloroforme et mélangés avec 57,3 mg de lipides zwitterioniques DOPE dilués dans 2 mL
de chloroforme, pour obtenir une concentration finale en lipides cationiques de 30 mM
(rapport molaire 1:1 de DOTAP/DOPE). Aprés évaporation du chloroforme a I'aide d'un
évaporateur rotatif (Buchi® Rotavapor Evaporator® R-100, Thermo Fisher Scientific), 3 mL
d'eau milliQ® ont été ajoutés et laissés pendant 1 heure pour réhydrater le film lipidique. Les
lipoplexes ont ensuite été obtenus en mélangeant 750 ug de miARN et 378,8 L de liposomes

(provenant de la formulation de 3 mL), avec un rapport molaire final de 0,2.
Différentes séquences de miARN ont été utilisées :

miR-155 : séquence sens 5'-GGGCAGUGUUUCAGGCUUUATT-3' et séquence non
codante 5'- UUAGCCUGAAACACUGCCCTT-3'.

miARN Ctrl : séquence confidentielle fournie par Eurogentec (Belgique), connue du

génome humain non altéré

Anti-miR-155 (AntagomiR) séquence sens 5'- UGUUAAUGCUAAUGUAGGAG-3', et
séquence non codante 5'- CUCCUACAUAUUAGCAUUAACAT-3".
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Formulations et fonctionnalisation par le sLink-N des LNC blanches et LNC miR-155/miARN

ctrl/AntagomiR

Les LNC blanches ont été formulées conformément au brevet US20030152635A1 (2000), en
mélangeant 20,5 % m/m de triglycérides Labrafac® WL 1349, le cceur lipidique, avec 16,9 %
m/m de Kolliphor® HS 15, un tensioactif hydrophile permettant I'inversion de phase, avec 1,5
I'enveloppe, avec 1,8 % m/m de NaCl et 59,8 % m/m d'eau MilliQ®, sous agitation magnétique.
Trois cycles en température ont été réalisés, entre 58°C et 90°C, conduisant a la transition
d'une émulsion huile dans eau (o/w) a une émulsion eau dans huile (w/0), avec une zone
d'inversion de phase (P1Z) obtenue a 78°C. A cette température PIZ, un refroidissement rapide
et une dilution avec 3 mL d'eau froide Milli-Q® permettent de briser la microémulsion formée

d’un réseau de micelles cylindriques et ainsi d’obtenir les LNC.

Pour obtenir des LNC chargées en miARN (selon les brevets FR 4185991, 24 sept 2014), le
Lipoid® a été retiré de la formulation précédente et 3 mL de lipoplexes ont été ajoutés lors de
la zone d’inversion de phase, lors du dernier cycle en température. Aprés formulation, les LNC
chargées en miARN ont été purifiées a I'aide d'une colonne de chromatographie d'exclusion

stérique Sephadex® PD10.

La surface des LNC a ensuite été fonctionnalisée par adsorption, apres ajout de trois
différentes concentrations en peptides sLink-N (100 peptides/LNC = 1,8 nmol/mL; 500
peptides/LNC = 9,1 nmol/mL et 1000 peptides/LNC = 18,2 nmol/mL). Deux procédés ont été
étudiés : (i) le sLink-N a été ajouté a I'’eau de trempe directement lors de la zone d’inversion
de phase du procédé de formulation (appelé QW « Quenching Water ») ; (ii) le peptide a été
ajouté post-formulation (appelé Ads) et laissé sous agitation pendant 24 h a température
ambiante. Une étape de dialyse pendant 24 h est ensuite effectuée pour séparer le peptide

libre du peptide adsorbé.

Caractérisations physico-chimiques

Le diametre, l'indice de polydispersité (PDI) et le potentiel zéta des différentes fractions ont
été mesurés respectivement par diffusion dynamique de la lumiére et par mobilité
électrophorétique (Nanoseries ZS®, Malvern Instruments SA, Worcestershire, Royaume-Uni),

apreés dilution par un facteur 200 dans de I'eau Milli-Q® (n = 3).
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Etude de stabilité de la fonctionnalisation : cinétique de libération in vitro du sLink-N

La cinétique de libération du sLink-N des LNC a été étudiée dans du PBS. Brievement, 0,5 mL
de formulation (LNC blanches, miARN seul et sLink-N seul comme controles et LNC miR-155
sLink-N aux trois différentes concentrations) ont été ajoutés dans un boudin de dialyse avec
une porosité de 100 kDa, puis immergé dans un bécher contenant 35 mL de 1xPBS, sous
agitation, a 37°C. Des triplicats de 1 mL ont ensuite été prélevés a différents temps : 30 min,
1h,2h,4h,8h,24h,48 h,72h, 4 jours, 5 jours, 6 jours et 7 jours. Les différents échantillons

obtenus ont ensuite été quantifiés par UPLC (n = 3).

Quantification par UPLC et caractérisation de la fonctionnalisation

La concentration en peptide sLink-N a été quantifiée par une méthode UPLC recommandée
par le fournisseur. Brievement, les échantillons en triplicats obtenus dans I’'étude de libération
précédente contenant potentiellement le sLink-N libéré ont été recueillis et le dosage du
peptide a été effectué via un systeme UPLC de chez Waters. Une colonne analytique C18 (250
x 4,6 mm, 5 um, Waters, France) a été utilisée a température ambiante. Les phases mobiles
utilisées étaient le TFA a 0,1 % dans I'eau et le TFA a 0,1 % dans I'acétonitrile (gradient : 99:01
— 70:30 en 8 min). Le débit était de 0,5 mL/min, le volume d'injection était de 10 pL et le
sLink-N a été quantifié par un détecteur UV a une longueur d’onde de détection de 220 nm.
L'analyse des données a été réalisée par le logiciel Empower 3 (Waters). Le temps de rétention
du peptide sLink-N était de 5 min. Des courbes d'étalonnages ont été effectuées avec des
concentrations croissantes en sLink-N comprises entre 1 pg/mL et 100 pg/mL de solutions de
sLink-N dilué dans I’eau. La solution de peptide seul et les LNC seules étaient les témoins positif

et négatif.

Isolement et culture des cellules du NP

Les cellules du NP ont été isolées aprés prélevement de DIV sur des moutons (oNP), en
collaboration avec I'Ecole Nationale Vétérinaire de Nantes (ONIRIS). Brievement, les explants
de DIV ont été coupés, dans des conditions stériles, pour séparer I’AF du NP. Les petits
morceaux obtenus ont été rincés trois fois un mélange d’antibiotiques
pénicilline/streptomycine (P/S) a 2 % dans du PBS pendant 2 minutes. Pour séparer les cellules
de la MEC, 15 a 20 mL de hyaluronidase (ref H4272) a 0,05 % dans du PBS ont été ajoutés et

incubés a 37°C pendant 15 minutes. Apres deux ringages avec du PBS, 15 a 20 mL de trypsine
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(ref T9935) a 0,2 % ont été ajoutés et incubés a 37°C pendant 30 minutes. Apres deux autres
ringages avec du PBS, 15-20 mL de collagénase (ref C2674) dans un milieu complet ont été
ajoutés et le mélange a été incubé a 37°C pendant une nuit. La suspension récupérée a été
filtrée a une porosité de 70 um, puis centrifugée pendant 5 minutes a 259 G. Les cellules ont

été comptées et ensemencées dans des flasques T75 a une densité de 5.103 cellules/cm?.

Les cellules oNP (de PO a P3) ont été cultivées dans des flasques T75 a une densité de 5.103
cellules/cm? dans du DMEM complété par 10 % d'albumine de sérum bovin (BSA) et 1 % de

mélange d’antibiotiques pénicilline/streptomycine (P/S), a 37°C et 5 % de CO..

Internalisation cellulaire : cytométrie en flux et imagerie confocale

Pour étudier l'internalisation cellulaire des LNC fonctionnalisées, celles-ci ont été chargées
avec une sonde fluorescente lipophile rouge, le DID. Une sonde verte, I’Alexa Fluor® 488
(Alexa-488), a été couplée de maniere covalente au miARN. Au cours du processus de
formulation, 0,1 % m/m de DID (soit 0,2 mg) dilué dans du chloroforme a été ajouté au

mélange d’excipients lipidiques, au début du procédé de formulation.

L'internalisation dans les cellules oNP a d'abord été caractérisée par cytométrie en flux, apres
incubation avec les différentes formulations a différents temps (1 h, 2 h, 4 h, 12 h et 24 h)
pour les conditions suivantes : (i) LNC marquées avec le DID (LNC blanche) ; (ii) LNC marquées
avec le DID et chargées avec un miARN controle (LNC ctrl miARN) ; (iii) LNC marquées avec le
DID et chargées avec le miR-155 marqué avec I’Alexa-488 (LNC miR-155) ; (iv) miR-155 marqué
avec I’Alexa-488 (miR-155 seul) ; (v) LNC fonctionnalisées avec le sLink-N ; (vi) LNC chargées
avec le miR-155 et fonctionnalisées avec le sLink-N. Les cellules oNP adhérentes ont été
trypsinées, remises en suspension dans du PBS, puis analysées a |'aide d'un cytométre en flux
par fluorescence BD LSRII (Becton Dickinson, Franklin Lake, NJ, USA). Pour chaque échantillon,
10000 événements ont été acquis et analysés a |'aide du logiciel BD FACSDiva®. Les résultats
ont été exprimés a 'aide d’histogrammes exprimant le nombre de cellules comptées en
fonction de l'intensité de fluorescence émise mesurée a 517 nm et a 665 nm, correspondant

a I’émission de I’Alexa-488 et du DID respectivement.

Pour l'imagerie confocale, les cellules oNP ont été ensemencées a 8000 cellules/puits (0,3 mL)
sur des puits Ibidi® p-slide 8. Apres 24 h, les différentes formulations précédemment citées

ont été ajoutées (79 pg d'excipients LNC dans 100 uL de DMEM), a une concentration
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correspondant a la concentration optimale en miARN pour la transfection (120 ng de
miRNA/100 uL de milieu cellulaire) (Rupaimoole et Slack, 2017 ; Shenoda, Ramanathan et Ajit,
2017). Apres différents temps d’incubation (1 h, 2 h, 4 h, 12 h et 24 h), les cellules ont été
rincées avec du PBS, puis fixées par du paraformaldéhyde (PFA) a 4 % (100 pL/puits) a 4°C
pendant 20 min. Le PFA a ensuite été rincé a l'aide de PBS, et la coloration nucléaire a été
réalisée en ajoutant 100 uL de 3 uM de Hoechst (4',6-diamidino-2-phénylindole) pendant 10
min dans I'obscurité, puis rincées. Toutes les images ont été obtenues a I'aide d'un microscope
confocal a balayage laser Leica TCS SP8 AOBS (Leica Microsystems, Wetzlar, Allemagne)
équipé d'un objectif a huile, HC PL APO CS2 40x / NA 1.10 et de détecteurs hybrides
contrélables (GaAsP). Les images ont été acquises au format 1024 x 1024 pixels, avec une
profondeur de 8 bits et une vitesse de balayage de 400 Hz. Pour les colorants Hoescht, Alexa-
488 et DID, |'excitation a été réalisée a I'aide d'un laser a diode de 405 nm de longueur d'onde
(50 mW), d'un laser a ions argon de 488 nm de longueur d'onde (40 mW) et d'un laser HeNe
a 633 nm (10 mW), respectivement. La largeur de la bande de détection de l'intensité de
fluorescence émise était réglée entre 407 et 480 nm pour le Hoescht, 488 et 563 nm pour
I'Alexa-488 et 635 et 750 nm pour le DID. Les coupes optiques ont été collectées avec une
largeur de 1 um a l'aide d'un "stage Super Z Galvo Type H" et ont été affichées sous forme de
projections Z maximales a l'aide du logiciel LAS X. Le score de Pearson a ensuite été calculé

avec le logiciel image J.

Activité métaboligue et cytotoxicité (tests MTT et LDH)

L'activité métabolique des cellules oNP traitées par les différentes formulations de LNC a été
évaluée a l'aide d'un test MTT (référence M5655, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). Ce test
permet de déterminer le nombre de cellules vivantes via l'activité mitochondriale. Le
composant clé est le bromure de (3-[4,5- diméthylthiazol-2-yl]-2,5-diphényl tétrazolium) ou
MTT. Ainsi, les déshydrogénases mitochondriales des cellules viables clivent I'anneau de
tétrazolium, donnant des cristaux de formazan violet qui sont insolubles en solution aqueuse.
L'absorbance du colorant converti est mesurée a une longueur d'onde de 562 nm. Afin de
réaliser ce test MTT, les cellules oNP ont été ensemencées dans des plaques 96 puits (5000
cellules/puit) et incubées pendant 24 h. Le milieu a ensuite été remplacé par différentes
concentrations en LNC dans le milieu cellulaire (de 508 a 1997 pug/mL en LNC) et incubées a

37°C pendant 24 h (50 pL de surnageant ont été prélevés dans chaque puits et utilisés pour le
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test LDH). L'absorbance des échantillons a été mesurée a 562 nm en utilisant un lecteur de

microplaques (VIKTOR®, PerkinElmer, Melville, New York, USA).

Pour compléter ce test, le dosage de la lactate déshydrogénase (LDH), a été effectué (kit Pierce
référence 88953, ThermoFisher, Saint-Aubin, France). La LDH est une enzyme cytosolique
libérée dans le milieu de culture cellulaire lorsque la membrane plasmique est endommagée,
ce qui ajoute une donnée supplémentaire au test MTT. La LDH libérée dans les 50 uL de
surnageant précédemment prélevés est quantifiée par une réaction enzymatique couplée
dans laquelle la LDH catalyse la conversion du lactate en pyruvate via la réduction du NAD+
en NADH. L'oxydation du NADH par I’enzyme entraine la réduction d'un sel de tétrazolium en
un produit de formazan rouge dont I'absorbance peut étre mesurée par spectrophotométrie

a 490 nm.

Dans les deux tests, I'absorbance des cellules incubées avec du DMEM uniquement a été
considérée comme représentant 100 % de viabilité cellulaire (Absye), tandis que les cellules
traitées avec 5 % de Triton X-100 ont été considérées comme représentant 0 % de viabilité
cellulaire (Absqc). L'activité métabolique et la cytotoxicité ont été calculées a I'aide des

équations suivantes.

(AbSSamp1e592nm - Absve592nm)
(Absdc592nm - Absve592nm)

Activité métabolique (%) = * 100

(AbSSample49Onm - Absve490nm)
(Absdc490nm - Absve490nm)

Cytotoxicité (%) = * 100

Bioactivité du miR-155 par RT-gPCR

Pour vérifier la bioactivité du miARN, I'expression génétique totale des kinases régulées par
ERK1/2 a été quantifiée par RT-qPCR. L'ARN total a été isolé des cellules a I'aide du kit
NucleoSpin RNAII, conformément aux instructions du fabricant. L'ARN a été transcrit de
maniére inverse en utilisant Affinity Script (Agilent Genomics, Santa Clara, CA, USA). La RT-
gPCR a été réalisée sur un analyseur Bio-Rad CFX96 en utilisant le miR-X miRNA RT-qPCR SYBR
Kit® (Takarabio Inc, USA) pour le miR-155 et le SYBR®Select Master Mix (Applied Biosystems,
Thermofisher) pour ERK1/2. L'efficacité des amorces a été déterminée a I'aide d'une courbe

standard avec une dilution de 1:4 v/v, et la spécificité de I'amplification a été vérifiée par une
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analyse de la courbe de fusion. L'expression des genes cibles a été normalisée par rapport au
niveau d'expression de la B2M (béta-2-microglobuline) et les niveaux d'expression relative des
génes ont été calculés. Les séquences des amorces utilisées dans cette étude sont les

suivantes (sens direct et sens inverse) :

ERK1/2 : 5'-TGTCAACAAAGTCCGAGTCGCC-3' (sens direct) et 5'-TGTTCTCGTGTCTGAAGCGCAG-
3"

B2M : 5'-GGGCTGCTGTCGCTGTCTGG-3' et 5'-TGGCTTTCCATCTCCTGGCGG-3' (inverse)

Bioactivité du miR-155 par Western blot

Les cellules ont été lysées pendant 30 minutes dans un tampon de lyse glacé (20 mM TrisHCI,
pH 7,5, 100 mM chlorure de potassium, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM dithiothréitol, 20 mM
R-glycérophosphate, 2 mM NazVOas, 1 mM PMSF et 1 mM NaF). Apreés centrifugation a 12000
g pendant 10 min a 4°C, les extraits protéiques (surnageant) ont été chauffés dans du tampon
de chargement Laemmli avant le SDS-PAGE. L'électrophorése a été réalisée en utilisant le gel
NuPAGE® 3-8 % tris-acétate. Les protéines ont été transférées sur une membrane PVDF et un
blocage a été effectué avec du lait sec non gras/TBST a 5 % (10 mM Tris, 154 mM NaCl et 0,15
% Tween-20) a température ambiante pendant 1 h. Les bandes ont été sondées avec des
anticorps primaires dans du lait sec non gras/TBST a 5 % a 4 °C pendant une nuit, puis avec
des anticorps secondaires a température ambiante pendant 1 h. L'anticorps anti-ERK1/2 a été
utilisé a une dilution v/v de 1:2000. L’anticorps monoclonal anti-B-tubuline AC-74 a été utilisé
a une dilution de 1:2000 v/v comme controle de charge. Les anticorps secondaires anti-lapin
et anti-souris ont été utilisés a des dilutions de 1:2000 et 1:80000, respectivement. La
détection du signal a été réalisée a I'aide du réactif de détection ECL pour western blot avec

le ChemiDoc Imaging System® (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées a |'aide du logiciel open-source R.

Pour la cinétique de libération du peptide, la significativité statistique a été calculée a l'aide
du test de Kruskal-Wallis. Les valeurs de P de 0,05 ou moins ont été considérées comme
significatives (* p<0,05, ** p<0,01). Pour les résultats de cytométrie en flux, la significativité a

été analysée a l'aide du test post hoc de Bonferroni.
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3. Résultats

Caractérisation des LNC blanches, chargées en miARN avant fonctionnalisation

Les LNC blanches ont été formulées par un procédé d'inversion de phase, selon le
brevet US20030152635A1 de 2000. Les LNC blanches obtenues possedent un diameétre de
50,3+2,5nm, un PDIde 0,03 £0,01 et un potentiel zéta neutre de -1,5 mV £ 1,3 mV, conforme
a la littérature (Heurtault B., 2002). La formulation de miR-155 LNC a été réalisée
conformément au brevet FR 4185991 de 2014. Le Lipoid® a ainsi été retiré de la formulation
précédente et les lipoplexes du miR-155 ont été ajoutés lors de la zone d’inversion de phase,
pendant le dernier cycle en température du processus. Les formulations obtenues possedent
un diameétre de 75,1 nm £ 5,2 nm un PDI de 0,05 + 0,03 et un potentiel zéta légérement positif

10,2 £ 4,5 mV.

Adsorption du peptide sLink-N a la surface des LNC

Deux méthodes d’adsorption ont été étudiées comme indiqué dans le M&M et 3
concentrations ont été testées. Les résultats de quantification du peptide sont résumés sur la

Figure 13.

De facon intéressante, la fonctionnalisation par les deux méthodes montre une certaine
efficacité. En effet, dans les deux cas, la quantité de peptides a la surface des LNC
(correspondant a la différence en peptides avec la fraction libre dans le filtrat) reste
significative aprés 24 h de dialyse, en comparaison avec la condition « peptide seul » montrant

une libération de 100 % aprés seulement 1 h de dialyse.

Aucune différence significative n’est observée entre la fonctionnalisation des LNC blanches ou
des LNC chargées en miR-155 (Figure 13a). De plus, entre les 2 méthodes, celle ol le peptide
est ajouté a I'eau de trempe (QW) montre une efficacité supérieure, avec une quantité finale
de peptides en surface des LNC significativement plus importante pour la concentration
initiale de 500 peptides/LNC (Figure 13c). Ainsi, la présence des lipoplexes de miARN insérés

dans la coque des LNC ne perturbe pas I'adsorption du peptide.

Enfin, aucune différence significative de quantité finale de peptides en surface des LNC n’est

observée pour les deux concentrations initiales de 500 peptides/LNC ou 1000 peptides/LNC.
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Cette donnée indique une possible saturation des LNC a partir de 500 peptides/LNC. L’analyse
du rendement de la fonctionnalisation montre en parallele, que la concentration initiale de
500 peptides/LNC semble la plus adaptée avec un rendement de décoration de 71 % +/- 4 %,
comparé a 34 % +/- 5% pour la concentration de 1000 peptides/LNC, et une quantité finale de
peptides de 339 +/- 21 /LNC comparée a 346 +/- 24 /LNC pour la concentration de 1000
peptides/LNC (Figure 13b, d).

Dans ce contexte, pour la suite des expérimentations, la concentration initiale de 500
peptides/LNC avec ajout direct dans I'eau de trempe (QW) sera la méthode choisie pour

décorer les LNC par le peptide sLink-N.
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Figure 13 : Etude de la quantité de peptide finale en fonction de la concentration initiale ajoutée.

(a) Quantité finale de peptide apres 24 h de dialyse en fonction du procédé de décoration : soit par ajout direct
dans I'eau de trempe (QW) soit par ajout post-formulation (Ads). (b) Rendement de la fonctionnalisation par le
peptide sLink-N en fonction du procédé de décoration. (c) Quantité finale de peptide aprés formulation en
fonction de la quantité initiale de peptide ajoutée. (d) Rendement de la fonctionnalisation en fonction de la
quantité initiale de peptide ajoutée. Statistiques réalisées sous R, Kruskall-Wallis * p<0.05, ** p<0.01

La stabilité de la décoration des LNC a été étudiée sur une période de 7 jours (Figure 14). Au
cours des premieres heures de dialyse, la quantité de peptides libérés, d’environ 30%,

correspond aux peptides non-adsorbés. La condition contréle avec le peptide seul est libéré a

100 % dans le PBS apres seulement quelques heures. Les formulations réalisées aprés ajout
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du peptide directement dans I'eau de trempe (QW) montrent une libération ralentie du
peptide, comparée aux LNC fonctionnalisée post-formulation. Ainsi, aprés 48 h pour les LNC
miR-155, 37,2 +/- 5,7 % de peptides sont libérés pour la condition QW contre 51,4 +/- 5,4%
pour la condition Ads. Apres 72 h, le pourcentage de peptides libérés s’approche des 80 %
pour I'ensemble des formulations. Ces résultats démontrent une stabilité de la décoration
d’une durée de 2 jours avec un meilleur taux de greffage pour les formulations réalisées par

ajout du peptide dans I'eau de trempe (QW).

w— MIR-155 LNC Ads

e Blank LNC Ads

miR-155 INCQW

Blank INCQW

—  Peptide alone

% of released peptide

Time (days)

Figure 14 : Cinétique de libération du peptide sLink-N pendant 7 jours.

Etude du pourcentage de peptide sLink-N libéré pendant 7 jours pour chaque formulation : LNC blanches (Blank
LNC) LNC miR-155 (miR-155 LNC) avec ajout du peptide dans |'eau de trempe (QW) et avec ajout du peptide post-
formulation et agitation pendant 24h (Ads). Le contréle est le peptide seul a la méme concentration.

Caractérisation des LNC fonctionnalisées

Les LNC blanches fonctionnalisées avec le peptide sLink-N possédent un diamétre de 50,5 +
3,4 nm, un PDI de 0,02 + 0,02 et un potentiel zéta neutre de -1,7 mV + 1,2 mV. Les LNC miR-
155 présentent un diamétre de 74,1 +/- 6,1 nm un PDI de 0.06 +/- 0.03 et un potentiel zéta
de +10,9 +/- 4.5 mV. Ces derniers résultats sont conformes a ceux obtenus avec des LNC miR-
155 non fonctionnalisés. Ainsi, la décoration de la surface des LNC avec le peptide ne change

ni la taille des nanoparticules, ni leur charge en surface.
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% of metabolic acivity

Activité métaboligue et viabilité cellulaire

Apres incubation pendant 24 h des différentes formulations, I'activité métabolique et la
cytotoxicité de cellules oNP ont été étudiées via les tests MTT et LDH (Figure 15a, b). Comme
précédemment observé avec les formulations non-décorées (Cf résultats article soumis 1JP),
un effet dose apres traitement par les fLNC miR-155 est observé avec une activité métabolique
de 91 % +/- 7 % pour une concentration de 508 pg/mL et de 41 % +/- 3 % pour une
concentration de 1337 pug/mL en LNC. Parallelement, aucune cytotoxicité n'a été observée
pour I'ensemble des concentrations testées sur les cellules oNP. Le seuil maximum de 30 % de
cytotoxicité défini dans la norme NF-ISO-10993-5 n’est jamais atteint aprés traitement par les
fLNC miR-155. De plus, aucune différence significative d’activité métabolique ou de
cytotoxicité n'a été observée (test de Kruskal-Wallis p > 0,05, n = 3) aprées décoration des LNC,

confirmant I'absence de propriétés cytotoxiques du peptide sur les cellules étudiées.

*%

a [ b
ns 100
100 _—
- —ns %0 Blank LNC[_]
80 . - z miR-155 LNC Il
- ns 2 sLink-N miR-155 LNC Il
S a0
40 Blank LNC[] =E_ T 30% ns
miR-155 LNC Il - S 10 ns ———
20 - sLink-N miR-155 LNC Il LS _ns L e
ns s -
0 p—
0 L 1 | 1 1 J L 1 | | 1 ] L - . L . ! I ! ! l v !
508 998 1337 1997 508 998 1337 1997
Concentration of LNC (ug/mL) Concentration of LNC (ug/mL)

Figure 15 : Etude de I'activité métabolique et de la cytotoxicité des LNC.

Activité métabolique (test MTT, a) et cytotoxicité (test LDH, b) sur les cellules oNP aprés traitement pendant 24
h avec différentes concentrations de LNC blanches et de LNC chargées en miR-155 avec ou sans sLink-N (de 508
a 1997 pug/mL dans le LNC). Les données sont représentées sous forme de moyennes + SD ; aucune différence
statistique n'a été observée entre les LNC blanches (en gris) et les LNC chargées en miR-155 décorées par le sLink-
N (en bleu) ou non (en rouge). Test Kruskal-Wallis, n = 3 répétitions.

Etude de Vinternalisation et influence potentielle du peptide sLink-N

Afin d’étudier l'internalisation des LNC au sein des cellules oNP, deux méthodes ont été
utilisées : la cytométrie de flux pour une approche quantitative (Figure 15) et Il'imagerie

confocale pour une approche qualitative (Figure 16).

Comme attendu, aucune fluorescence dans le vert (Alexa-488) n'a été observée pour les
conditions LNC blanches ou LNC ctrl miARN, et aucune fluorescence dans le rouge (DID) n'a

été observée pour le miR-155 seul. De facon intéressante, aucune différence de profil
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d’internalisation des LNC n’est observée entre les LNC blanches et les LNC chargées en miARN
couplées ou non a une sonde fluorescente Alexa-488, indiquant que la sonde greffée sur le
miR-155 ne modifie pas ses propriétés d’internalisation cellulaire une fois encapsulé dans les
LNC. Ces résultats sont comparables a ceux obtenus précédemment et soumis a publication

dans le International Journal of Pharmaceutics.

Une augmentation significative de la fluorescence sur les canaux Alexa-488 et DID est
observée au cours du temps apres décoration des LNC miR-155. Néanmoins, aucune
différence significative n’est observée avec ou sans peptide ce qui permet d’écarter
I’hypothése attendue que le peptide potentialise I'internalisation dans les cellules oNP, tout
en ne modifiant pas la cinétique d’internalisation. Il est a souligner cependant que I’adsorption
du peptide ne diminue pas l'internalisation cellulaire initiale des LNC qui était considérée

comme déja satisfaisante.

miR-155

Blank LNC

LNC d iy

- et
-.\
Sl -

Tl -

|

383

miRNA ctrl LNC

i

|3

miR-155 LNC

2 Y T

sLink-N LNC sLink-N miR-155 LNC

&

miR-155
fluorescence

ped 1
fluorescence = = Sy _.J"" -u,,‘

» 7 » 'p‘ i
el - - J I

s
S v A

Intensity of DID fluorescence

i

1 I 0 3 »*

Intensity of Alexa-488 fluorescence

Figure 16 : Etude de I'internalisation des LNC en fonctions du temps en cytométrie en flux

Analyse par cytométrie en flux de I'internalisation des LNC fonctionnalisées ou non dans des cellules oNP apres
1 h (jaune), 4 h (vert), 12 h (bleu) et 24 h (gris) de traitement par : LNC blanches (LNC-DID « blank LNC »), LNC
miARN contréle (« miRNA ctrl LNC » : LNC-DID avec miARN non marqué), miR-155 (miARN-Alexa-488), LNC miR-
155 (« miR-155 LNC » : LNC-DID chargées en miARN-Alexa-488), sLink-N LNC (LNC-DID fonctionnalisées avec le
sLink-N), sLink-N miR-155 LNC (LNC-DID chargées en miARN-Alexa-488 fonctionnalisées avec le sLink-N). Les
cellules non traitées sont en rouge. Une concentration de 998 g d’excipients/mL est utilisée dans chacune des
conditions. n = 3 répétitions ; les valeurs médianes ont été analysées a l'aide du test de Kruskal-Wallis et du test
post hoc de Bonferroni *p<=0,05, **p<=0,01.

Pour confirmer les données générées par FACS, une analyse par microscopie confocale a été
réalisée dans les mémes conditions, aprés 24 h de traitement (Figure 17). La fluorescence
rouge observée caractérisant le DID présent au coeur des LNC était comparable pour les LNC
blanches, les LNC miR-155, les LNC miARN ctrl et les LNC miR-155 décorées par le peptide

sLink-N, démontrant que l'internalisation cellulaire des LNC n'était pas affectée par la
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fonctionnalisation en surface du peptide. Aucune fluorescence verte de I’Alexa-488 greffée au
miR-155 n'a été observée lorsque le miARN n'était pas formulé au sein des LNC, confirmant a
nouveau la nécessité d’une stratégie de vectorisation afin que le miARN hydrophile puisse
pénétrer la barriere cellulaire quelle qu’elle soit. Comme précédemment déterminé, une
localisation cytoplasmique des LNC est observée et I'ajout du peptide sLink-N ne montre pas
d’influence sur cette localisation. Le score de Pearson obtenu est de 0,79 pour les LNC miR-
155 et de 0,75 pour les LNC miR-155 sLink-N, ce qui correspond a une colocalisation
statistiqguement forte des fluorescences vertes et rouges pour les deux formulations a 24 h,

montrant une colocalisation du miARN et des LNC a 24 h.

Cell nuclei miR-155
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Figure 17 : Etude de l'internalisation a 24h par imagerie confocale.
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Images obtenues par microscopie confocale représentatives de I'internalisation cellulaire dans les cellules oNP
de différentes formulations : LNC blanches (« blank LNC »), LNC miARN contrdle ("miRNA ctrl LNC »), miR-155,
miR-155 LNC, sLink-N LNC, sLink-N miR-155 LNC, aprés 24 h d’incubation a 998 g d’excipients/mL. Noyau en
bleu ; LNC-DID en rouge ; miARN en vert. La colonne « merge » correspond aux conditions de fluorescences en
DID et en Alexa-488 superposées : la couleur orange, correspond a une colocalisation du miRNA et de la LNC

mise en évidence par les fleches blanches. Barre d'échelle = 8 pm. n = 3.

Activité biologique du miR-155

Pour confirmer la bioactivité du miR-155 dans les cellules oNP aprés décoration de la surface
des LNC (Figure 18), I'expression du géne ERK1/2 et la synthése de la protéine ERK1/2 ont été
étudiées par RT-qPCR et western blot. Nous observons, dans les conditions miR-155, LNC
blanches et LNC miARN ctrl une expression de ERK1/2 similaire a celle du contrdle cellulaire.
De plus, les LNC miR-155 décorées par le sLink-N induisent une baisse drastique de ERK1/2
aussi bien au niveau de I'expression génique (Figure 18a) qu’au niveau de |’expression
protéique (Figure 18b), comparable a la formulation non-décorée, prouvant que la

fonctionnalisation avec le sLink-N permet de conserver la bioactivité du miR-155.
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Figure 18 : Bioactivité du miR-155.

(a) Résultats de RT-qPCR (a) et de western blot (b), dans des cellules oNP, obtenus apres 24 h de traitement avec
miR-155, LNC miARN contréle, LNC blanches, miR-155 LNC, chacune des formulations étant ou non décorée avec
le peptide sLink-N (998 pg/mL dans LNC). Les résultats présentés sont des moyennes +/- SD par rapport au
contréle cellulaire. L'analyse statistique a été réalisée par comparaison des 2AACt ; ** p < 0,01, en utilisant le

test de Kruskal-Wallis.
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4. Discussion et conclusion

L'objectif de cette étude était de fonctionnaliser la surface des LNC par le peptide sLink-N, ceci
afin d’améliorer I'internalisation des LNC dans les cellules du NP de brebis, et de permettre de
disposer d’un effet anabolique cumulatif sur la MEC du fait de I’action du sLink-N et du miR-

155.

Les LNC sont des nanovecteurs prometteurs pour le transport de matériel génétique et ont
été utilisés dans de nombreuses études et notamment trés récemment dans le développe-
ment des vaccins contre la Covid-19 (David, Resnier, et al., 2012b, 2012b; Thomas and Lagarce,
2013; Pfizer, 2020). Cependant, 'utilisation de nanoparticules lipidiques pour la délivrance de
matériel génétique dans le DIV n’a jamais été, a notre connaissance, réalisée. Aussi, avoir a
disposition une plateforme nanoparticulaire chargée en miARN et décorée ou non en surface
selon le besoin, s’avere étre une approche idéale pour atteindre I'objectif thérapeutique fixé,
qui est ici de lutter contre le processus de dégénérescence discale (DD). Les propriétés du
sLink-N ont été bien établies dans la littérature. Ces propriétés sont médiées par les interac-
tions avec les cellules du NP via le récepteur BMPRII (Hodgkinson et al., 2020). Ainsi, des effets
bénéfiques dans le traitement contre la DD ont été démontrés, apres fixation au récepteur
BMPRII, avec I'activation de différentes voies anaboliques et conduisant a une augmentation
des quantités de protéoglycanes (agrécane) et de collagene de type Il, les deux composants
majoritaires de la MEC du DIV (AlGarni et al., 2016). L’hypothése énoncée consistait ainsi a
fonctionnaliser les LNC afin de permettre une meilleure internalisation cellulaire et un effet

anabolique cumulatif avec le miR-155.

Dans cette étude, la capacité du peptide sLink-N a agir comme un ligand permettant une meil-
leure efficacité d’internalisation pour les cellules du NP a été évaluée. La méthode de fonc-
tionnalisation testée en premier fut I'adsorption au regard des contraintes des autres mé-
thodes communément utilisées comme le couplage covalent (multiplicité des étapes, utilisa-
tion de solvants et de réactifs qu’il est nécessaire d "éliminer pour envisager une application
in vivo, risque de blocage des sites d’interaction du peptide avec son récepteur (Karim et al.,
2018). Dans ce contexte, I'adsorption fut étudiée selon deux approches différentes : soit le
peptide fut ajouté dans |I'’eau de trempe en méme temps que les lipoplexes, soit le peptide fut

ajouté post-formulation et agitation pendant 24 h. La concentration optimale de 500
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peptides/LNC a pu étre déterminée et les résultats montrent une efficacité de décoration su-
périeure avec la méthode consistant a I'ajout directement dans I’eau de trempe. Ces données
sont en accord avec la littérature (Barbari et al., 2017) et peuvent étre expliquées par le fait
que l'ajout du peptide au moment de la zone d’inversion de phase, c’est-a-dire lorsque la mi-
croémulsion composée d’un réseau de micelles cylindriques est brisée et forme les nanocap-
sules, permet vraisemblablement une interaction plus en profondeur du peptide hydrophile
dans le bouclier des chaines d’hydroxystéarate de PEG, constituant la coque des LNC. Ces ré-
sultats coincident également avec les résultats de Karim et al. qui montraient une adsorption
possible du peptide NFL a la surface des LNC allant de 250 a 1250 peptides/LNC (Karim et al.,

2018). Néanmoins, dans cette étude, seule I'adsorption post-formulation avait été étudiée.

Le nombre de peptides fonctionnalisés sur nos LNC miR-155 est également en accord avec la
littérature et permettait d’envisager avec sérénité les expérimentations futures d’internalisa-
tion. En effet, V. Torchilin, un des pionniers dans la fonctionnalisation de surface des lipo-
somes, avait déterminé qu'environ 500 peptides TAT, un peptide pénétrant, a la surface d’'un
liposome était largement suffisant afin d’obtenir une amélioration de I'internalisation cellu-
laire de ces liposomes décorés (Torchilin et al., 2001). De plus, I'ajout d’'un nombre de peptides
trop important peut entrainer un encombrement stérique provoquant |'effet inverse de celui

désiré et empéchant la nanoparticule d’entrer dans les cellules cibles.

Les résultats obtenus ont permis de montrer une absence d’influence significative de la déco-
ration sur les caractéristiques de taille, de potentiel zéta, d’efficacité d’encapsulation et de
charge en miR des LNC. Cette absence d’influence peut étre expliquée en partie par la faible
taille du peptide (8 acides aminées). L'absence d’influence sur la charge des LNC décorées,
malgré une charge globale de +1 pour le peptide seul, peut s’expliquer par la localisation du
peptide a la surface de la LNC. La charge est ainsi probablement écrantée par les chaines d’hy-

droxystéarate de PEG.

De facon peu satisfaisante, la stabilité de la fonctionnalisation des LNC a ensuite été détermi-
née et montre une stabilité limitée a 2 jours dans des conditions in vitro. Cette durée nous a
néanmoins permis de réaliser I'ensemble des expérimentations (d’une durée de 24 h) sur les
cellules oNP de cytocompatibilité, d’internalisation ou encore de bioactivité du miARN. Néan-
moins, cette faible durée de stabilité risque de poser des difficultés quant a une utilisation

pour de futures expérimentations pré-cliniques et cliniques, obligeant a des formulations
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répétées au cours du temps afin de disposer des lots de traitement. Cette difficulté n’est pas
retrouvée avec la formulation des LNC miR-155 non fonctionnalisées, qui disposent d’une sta-
bilité de plus de 30 jours entre +2 et +8°C (données non montrées). Afin de lever cet obstacle,
un changement de méthode de décoration pourrait étre envisagé, notamment par des ap-
proches de greffage covalent. En effet, contrairement a une décoration par adsorption, con-
séquence d’interactions faibles avec les LNC, le greffage covalent permettrait d’assurer la sta-
bilité de la décoration. Ainsi, un couplage covalent simple, sans solvant, pourrait étre envisagé.
Dans cette optique, la chimie « click » pourrait étre envisagée. Ce concept de chimie « click »,
introduit par le prix Nobel de chimie K. Barry Sharpless en 2001, est le produit de la réaction
entre une fonction azoture et une fonction alcene ou alcyne. Elle a été utilisée dans de nom-
breuses études pour la fonctionnalisation de nanoparticules (Takayama, Kusamori and Nishi-
kawa, 2019; Yaiez-Sedeiio et al., 2019). Sur le principe, si nous souhaitions I'appliquer a la
décoration des LNC, un DSPE-PEG-N3 pourrait étre post-inséré dans la LNC, et une fonction
alcyne ajoutée a la séquence peptidique. Une autre option serait d’utiliser la réaction thiol-
maléimide, une addition de Michael, afin de générer un thiosuccinimide. Un DSPE-PEG-ma-
léimide devra étre post-inséré, et un acide aminé possédant un thiol ajouté a la séquence

peptidique, comme la cystéine.

Une autre option peut également étre envisagée, qui est maitrisée au sein du laboratoire
MINT. Il s’agit de la méthode de transacylation brevetée en 2010 par Benoit et Perrier (Perrier,
Saulnier and Benoit, 2010). Cette transacylation consiste en une réaction entre la fonction
amine N-terminale du peptide et la fonction ester de I’hydroxystéarate de PEG. Ce procédé de

décoration semblerait adapté a la décoration des LNC par le peptide sLink-N.

De fagon intéressante, les résultats de cytocompatibilité sur les cellules oNP ont montré que
I'ajout du peptide sur les LNC n’avait pas d’influence notable : le profil d’'internalisation avec
les LNC fonctionnalisées ne changeait pas comparées aux LNC non modifiées. Une hypothese
serait que la fonctionnalisation ne soit pas stable dans le milieu de culture et le peptide serait
libéré de la LNC a 100 % en moins de 24 h, empéchant sa potentielle action. Une étude de
libération dans le milieu de culture, en remplacement du PBS, devra donc étre réalisée. Néan-
moins, la quantification, par exemple par HPLC, d’un peptide spécifique dans un mélange com-
plexe protéique comme un milieu de culture est tres difficile. Un prétraitement de I'échantil-

lon pour précipiter les protéines du milieu et éliminer une grande composante des pics qui
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pourraient masquer celui du peptide pourrait étre envisageable, avec une détection en UV,
ou en masse. Une autre hypothése serait que la quantité de peptides a la surface des nano-
particules serait trop importante et provoquerait un encombrement stérique qui ne permet-
trait pas au peptide de se fixer a son récepteur. Différentes concentrations initiales plus faibles
comme 10 peptides/LNC, 50 peptides par LNC et 100 peptides/LNC pourront étre étudiées et
I'internalisation cellulaire pourra étre quantifiée en FACS pour déterminer une potentielle

amélioration de la quantité de LNC internalisées, a un instant t.

Certes, la fonctionnalisation n"améliore pas la quantité de LNC qui pénétre dans la cellule mais
pour autant ne la réduit pas. Ces résultats sont confirmés par les résultats de bioactivité du
miR-155 précédemment décrit qui ne montre pas de changement avec la fonctionnalisation.
Il serait intéressant de vérifier la bioactivité du miR-155 sur ses autres cibles (précédemment
décrites) dans le DIV soit par western blot soit par immunofluorescence sur culture cellulaire
ou sur le modéle ex vivo précédemment décrit (Frapin et al., 2020). De plus, une étude de la
production d’agrécane et de collagen de type Il sur le modéle ex vivo pourrait apporter des
informations importantes sur le potentiel régénératif des LNC miR-155. Ce genre d’étude
pourrait aussi permettre d’évaluer le potentiel effet synergique entre les LNC miR-155 et le
peptide slink-N qui est décrit comme augmentant la synthése de MEC au niveau du DIV (Al-
Garni et al., 2016). L'obtention de ces résultats pourraient permettre d’envisager une étude

clinique vétérinaire pour les formulations avec le peptide slink-N.

Pour conclure, La fonctionnalisation des LNC miR-155 avec le peptide slink-N possede un im-
portant potentiel thérapeutique aux vues des effets de chacun pris séparément. Néanmoins,
la stabilité de fonctionnalisation en vue d’une application clinique doit étre améliorée. De plus,
les LNC miR-155 possédent un profil d’internalisation déja intéressant en vue d’application
clinique, une fonctionnalisation n’apportant pas d’effet thérapeutique supplémentaire n’au-
rait donc que peu d’intérét. En effet, le DIV étant trés peu vascularisé, la possibilité via une
injection intradiscale de cibler des cellules non désirées est tres faible. Néanmoins, le DIV étant
trés riche en protéines, lors de nos prochaines études in vivo, il faudra apporter une attention
particuliére a la formation d’une protéine corona (Park, 2020). En effet, la formation de celle-
ci peut entrainer une modification de I'effet des nanoparticules par blocage de l'interaction
des LNC avec la membrane cellulaire, la nature de cette corona pouvant étre modifiée en

fonction de la fonctionnalisation de surface des nanoparticules. Pour autant, si les LNC miR-
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155 démontrent un effet thérapeutique in vivo et que les résultats sur le potentiel synergique

de la fonctionnalisation sont intéressants, la fonctionnalisation pourra donc étre conservée.
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|. Discussion - Perspectives

La LNC est un systéme nanoparticulaire particulierement étudié depuis les années 2000 et la
formulation de ces nano-objets est devenue optimale au cours du temps, avec un procédé de
formulation simple, sans solvant et ne nécessitant que trés peu d’énergie. Les parameétres
physico-chimiques des LNC sont bien maitrisés et permettent une reproductibilité parfaite des
formulations. Depuis les années 2010, les LNC se sont révélées comme vecteur potentiel
d’acides nucléiques et ont démontré des propriétés intéressantes notamment en termes de
charge en matériel génétique et de protection enzymatique (David et al. 2012.) Cette possibi-
lité d’encapsuler des acides nucléiques hydrophiles n’étant pourtant pas triviale, la LNC pos-
sédant un ceceur lipophile. Mais la formulation de lipoplexes fut la clé de ce procédé (David,
Resnier, et al., 2012b). Depuis, les capacités d’encapsulation et de délivrance de siARN par
des LNC ont pu étre démontrées, mais notre étude représente la premiere qui permet de
transposer I'intérét des LNC pour vectoriser un miARN. Ainsi, la formulation et la caractérisa-
tion d’un tel systéme sont aujourd’hui bien maitrisées. La cytocompatibilité, les propriétés
d’internalisation au sein de cellules d’intérét, ainsi que le maintien de I'activité biologique du
miARN ont pu également étre démontrées. Enfin, la sécurité et la faisabilité d’utilisation d’un
tel systeme chez un modéele gros animal ont pu étre démontrées. De prochaines étapes peu-
vent étre envisagées, comme des études pré-cliniques a grande échelle. Ainsi, ces études
pourront permettre de déterminer la dose optimale en miR-155. Une autre étape a envisager
est la co-encapsulation de miR, associé au miR-155, au sein des LNC. En effet, la DD est une
maladie multifactorielle impactant de nombreuses voies cellulaires lors du processus dégéné-
ratif (Henry et al., 2018c). L’ajout de plusieurs miARN pourrait permettre de cibler ces voies
métaboliques simultanément et d’induire un effet synergique et cumulatif pour contrecarrer
ce processus de DD. Parmi les miARN identifiés, le miR-146 et le miR-34a, pour leurs activités
complémentaires au miR-155 (Chen et al., 2015; R.-S. Yang et al., 2019b; H. Zhu et al., 2021),

pourraient étre intéressants.

Dans la conception des LNC, il est classiguement discuté « le dilemme de la PEGylation ». En
effet, la PEGylation d’une nanoparticule permet I'ajout d’un bouclier hydrophile, réduisant
ainsi I’'opsonisation et I'élimination du vecteur de facon prématurée, et induit donc une demi-

vie prolongée apres injection systémique. Néanmoins, la PEGylation peut entrainer un
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encombrement stérique, réduisant ainsi I'internalisation des nanoparticules par les cellules
cibles. D’autre part, I'injection systémique répétée de formulations PEGylée induit une ré-
ponse immunitaire spécifique entrainant la production d’anticorps anti-PEG, et I'élimination
rapide du vecteur PEGylé (Sanchez et al., 2017). Dans le cas de notre approche de médecine
régénératrice, ce « dilemme de la PEgylation » occupe une importance tres limitée, du fait
d’une injection in situ dans le DIV, et non systémique. De plus, le DIV présente une caractéris-
tique de privilege immunitaire, qui s’accompagne d’une absence de réponse immunitaire (Ro-
berts et al., 2006). L'internalisation efficace des LNC sur deux types cellulaires du DIV, démon-
trée dans notre étude, permet d’envisager avec sérénité I'utilisation discale de ces LNC char-
gées en miR-155. Enfin, autre argument en faveur d’'une moindre importance de la pégylation
dans le cas de notre stratégie, est I'utilisation lors de la formulation des LNC d’HS-PEG consti-
tué d’un nombre limité d’unités d’éthyléene glycol (8 unités), permettant de limiter I'encom-
brement stérique hydrophile en surface responsable de la diminution de I'internalisation cel-

lulaire décrite classiquement dans la littérature (Bao et al., 2013; Juang et al., 2019).

Pour améliorer la formulation et obtenir un vecteur spécifique des cellules d’intérét, que sont
les cellules du NP, la possibilité d’une fonctionnalisation en surface des LNC a été étudiée.
Décoration non-covalente, par adsorption physico-chimique du peptide sLink-N sur les LNC,
celle-ci a pu étre réalisée avec succes. Néanmoins, 'amélioration des propriétés d’internalisa-
tion des fLC miR-155 sur des cellules de NP n’a pu étre démontrée. Au regard de ces résultats
négatifs, différentes options peuvent étre proposées afin d’améliorer cette internalisation. La
premiere option reléve du choix éventuel d’un autre peptide d’intérét (Breugst and Reissig,
2020). Tout d’abord le chondrocyte affinity peptide (CAP) pourrait étre un bon candidat. Il
possede une affinité spécifique pour les chondrocytes articulaires, et a démontré pouvoir aug-
menter l'internalisation de nanoparticules in vitro et in vivo chez la souris (Pi et al., 2011; Hu
etal., 2018). Au regard de la proximité phénotypique des cellules du NP avec les chondrocytes
articulaires, I'utilisation du CAP semble pertinente. Un autre peptide peut également étre pro-
posé. Il s’agit du Peptide Natriurétique de type C (CNP) qui présente des effets bénéfiques sur
la réparation de la MEC et des effets anti-inflammatoires (Peake et al., 2014). Si ces peptides
ne permettent pas I'amélioration de I'internalisation cellulaire, alors I'utilisation de peptides
pénétrants pourrait étre proposée. En effet, I'utilisation d’un peptide tel que le Pepfectl4 a

déja démontré son efficacité dans I'amélioration de la pénétration cellulaire de technologie
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de délivrance de matériel génétique (Falato, Gaston and Langel, 2022, p. 14). La seconde op-
tion pour améliorer l'internalisation des fLNC miR-155 s’intéresse aux modalités technolo-
giques de décoration, que sont les approches de chimie « click » ou de la transacylation, évo-

quées précédemment dans la partie ll-paragraphe .

L’ensemble des expérimentations in vitro souffre toujours d’'un manque de transposition avec
ce qu’il se passe réellement in vivo. Ainsi, I'utilisation de modéles ex vivo et in vivo, pour éva-
luer I'intérét des approches thérapeutiques, reste indispensable. L'utilisation d’'un modele ex
vivo de DIV est ainsi de plus en plus souvent envisagée. Récemment un modele ex vivo de DIV
ovin a été développé au sein du laboratoire RMeS, en collaboration avec L’AO Fundation de
Davos, en Suisse (Li et al., 2020). En effet, les modeéles ex vivo permettent de limiter le recours
a I'expérimentation animale, tout en étant plus complet qu’un simple modéle de mono-cul-
ture cellulaire en 2D et permettant ainsi de tirer des conclusions rapides sur |'efficacité du
traitement d’intérét (Lotz 2004; Alini et al. 2008). L'utilisation de ces modeles ex vivo s’inscrit
ainsi dans la stratégie des 3R (Réduire, Raffiner, Remplacer) consistant a diminuer le nombre
d’animaux utilisés a des fins de recherche expérimentale, et également a améliorer les condi-
tions animales. Il s’agit, cependant, de modeles complémentaires et non d’une alternative
totale aux modeles animaux. Les modeles ex vivo ne tiennent pas compte en effet des con-
traintes mécaniques du DIV retrouvées in vivo. L'utilisation du modele ex vivo permettrait
néanmoins d'évaluer 'internalisation des LNC et I'effet d’une potentielle décoration en sur-

face des LNC et enfin d’étudier I'impact de I'injection intradiscale des LNC chargées en miRNA.

Bien qu’instructives, les expérimentations sur modele ex vivo devront étre suivies ensuite
d’expérimentations in vivo sur des modeles de DD adaptés. Différents modéles sont dispo-
nibles avec des avantages et des inconvénients pour chacun (Fusellier et al., 2020). Parmi ces
modeles, la brebis a fait I'objet de nombreuses investigations ces dernieres années au sein du
laboratoire RMeS, en collaboration avec I’'Ecole Nationale Vétérinaire de Nantes (ONIRIS)
(Bouhsina et al., 2021). Ainsi, ce modele a d'ores et déja été utilisé pour réaliser une étude de
sécurité et de faisabilité de I'injection de LNC miR-155. Au-dela des modeles animaux pré-
cliniques, les animaux de compagnie peuvent également étre particulierement touchés par la
DD et les douleurs lombaires. C'est le cas des chiens qui constituent des patients potentiels
pour la réalisation des futurs essais cliniques vétérinaires, a l'instar des études cliniques hu-

maines. Dans ce contexte, un financement du RFl Bioregate — Région Pays de la Loire
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« Tremplin clinique vétérinaire » appelé « DISCODOG » a été obtenu et les premiéres inclu-
sions sont actuellement en cours. Cet essai clinique vétérinaire, randomisé, en aveugle, vise a
démontrer la faisabilité, la sécurité et I'efficacité préliminaire des LNC chargées en miR-155
dans la prévention de la DD canine. Deux bras de traitements sont ainsi proposés : LNC
blanches versus LNC miR-155. Préalablement aux premiéres inclusions, I’étude de sécurité et
de faisabilité chez la brebis, déja évoquée, a permis d’envisager avec sérénité le traitement
des premiers chiens. Ce fut aussi pour moi, dans le cadre de ma theése, I'occasion de dévelop-
per I'ensemble du processus de préparation des lots de traitement en LNC blanches et LNC
miR-155 selon des régles de bonnes pratiques de fabrication afin de disposer d’un traitement
« GMP like ». La détermination et la rédaction de I'’ensemble des protocoles de contréle qua-
lité (contréle microbiologique, tests d’apirogénicité), et de formulation/caractérisation des
LNC miR-155 ont ainsi été menées. Ce projet DISCODOG est co-porté par le Dr. Marion Fusel-
lier, et le Pr. Johann Clouet (PU-PH) du laboratoire RMeS en collaboration avec le Dr. Elise
Lepeltier du laboratoire MINT. Le projet DISCODOG devrait permettre d’ouvrir de nouvelles
perspectives dans le traitement de la DD tant chez le chien que chez I'homme au regard des

similitudes physiopathogéniques observées entre ces deux espéces (Decante et al., 2021).

Ce projet s’inscrit donc dans un contexte plus large de développement de stratégies théra-
peutiques pour une utilisation en clinique humaine. Afin d’envisager cette perspective, nous
devons nous poser la question du transfert d’échelle de la production des LNC miARN. Cette
démarche a déja été réalisée au sein du laboratoire MINT en démontrant que le procédé de
fabrication des LNC était transposable a un volume de I'ordre du litre, tout en conservant les
parametres physico-chimiques des LNC (Thomas and Lagarce, 2013). Cette méme démarche
devra étre réalisée sur des formulations contenant du miARN afin de valider cette approche.
Il est a noter que le volume injecté serait de I'ordre de 200 uL par DIV chez ’humain. De plus,
les LNC devront étre formulées et controlées dans des conditions GMP adaptées a la clinique
humaine. L'utilisation d’une salle blanche sera donc nécessaire et les tests mis en place pour
le projet DISCODOG pourront étre adaptés aux réglementations chez I'humain. Les compo-
sants utilisés dans la formulation sont déja certifiés par la FDA pour une utilisation chez I’hu-
main et nous permettent donc d’envisager cette perspective. Dans I'objectif de I'évolution de
cette stratégie vers la clinique humaine, le stade de DD a traiter devra également étre bien

défini. En effet, notre stratégie s’inscrit dans un contexte olU des cellules sont encore
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présentes afin de garantir un effet du miR-155 délivré par les LNC. Un stade de DD peu avancé
sera donc souhaité. Il s’agira ainsi de patients dont le stade de DD répond aux stades Il et Il
de la classification de MODIC (Modic et al., 1988). Un des points a prendre en compte sera la
présence de signes cliniques associés. En effet, une image significative d’une DD ne se mani-
feste pas systématiquement par des symptomes douloureux chez les patients (Maher, Un-
derwood and Buchbinder, 2017). Notre stratégie se base donc sur une approche « préven-
tive », avant d’atteindre un état tardif de dégénérescence, dont l'issue sera une prise en
charge chirurgicale (de type arthrodése ou arthroplastie). L’utilisation d’une telle approche,
en amont des approches chirurgicales, permettra néanmoins de retarder le recours a celles-
ci et de limiter leurs effets indésirables (Shaw et al., 2019). Ralentir le processus de dégéné-
rescence, voire une régénérescence du tissu discal sont des objectifs clairement annoncés
avec l'utilisation des LNC miR-155, tout en tenant compte de I'origine multifactorielle de la
DD. Le futur de la médecine régénératrice pour lutter contre la DD sera donc peut étre de
combiner différentes stratégies afin d’agir sur différentes composantes (cellulaire, génique,

anabolique, structural, ...).
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II. Conclusion

En conclusion de ce travail, le développement d’une stratégie de réparation du DIV basée sur
I'injection intradiscale de nanoparticules permettant la délivrance de miARN thérapeutiques,
répond a un concept particulierement innovant et prometteur. Cette approche permettrait

par le biais de I’activation des cellules du NP de reconstruire la MEC.

Le développement de LNC miARN et plus spécifiquement des LNC miR-155 a été une étape
primordiale pour confirmer la faisabilité de cette stratégie thérapeutique. Les LNC miR-155
ont été formulées et caractérisées avec succes et possedent des caractéristiques appropriées
pour permettre la délivrance du miARN au niveau intracellulaire. Les études in vitro ont con-
firmées la capacité des LNC a protéger et a libérer le miR-155, tout en permettant une inter-
nalisation totale sur deux modéles cellulaires (hASC et oNP) et en conservant la bioactivité du
miR-155. La faisabilité et la sécurité de I'injection intradiscale de cette formation ont été dé-
montrées dans un modele ovin, aprés injection intradiscale de LNC et de LNC chargées en
miR-155. En paralléle, nous avons pu démontrer que la fonctionnalisation en surface des LNC
était possible par adsorption du peptide sLink-N, et bien que I'internalisation cellulaire ne fut
pas améliorée, les mémes propriétés biologiques furent démontrées avec ce peptide en sur-
face, peptide qui devrait avoir un intérét thérapeutique complémentaire au miARN et qui

devra étre démontré.

Les prochaines étapes consistent a confirmer la bioactivité du miR-155 au sein de DIV de bre-
bis au sein de modeéles ex vivo ou in vivo. Les résultats de I’étude clinique vétérinaire DISCO-
DOG permettra également d’obtenir des informations indispensables avant d’envisager une
transposition en clinique humaine : a noter que c’est la premiére fois que les LNC feront I'ob-

jet d’'une phase clinique.
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Développement de nanoparticules lipidiques pour la délivrance d’acides nucléiques théra-
peutiques : une nouvelle perspective dans la médecine régénératrice du disque intervertébral
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Résumeé : Un dysfonctionnement de la régulation
des miARN, en particulier le miARN-155, a été as-
socié a de nombreuses maladies dont la lombalgie
discogénique. L'administration d’'un miARN « libre »
souffre cependant d’un probléeme majeur avec sa
dégradation enzymatique rapide in vivo, nécessitant
des injections itératives. Ainsi, la protection vis a vis
des nucléases des miARN est considérée comme
une condition préalable a l'utilisation de ces nou-
veaux agents thérapeutiques. Parmi les approches
proposées, les systemes nanoparticulaires de vec-
torisation, telles que les nanocapsules lipidiques
(LNC), constituent une option particulierement inté-
ressante au regard de leurs propriétés intrinséques.
L'objectif de cette thése a été de formuler et de ca-
ractériser les LNC chargées en miARN-155 afin
d'établir leur potentiel thérapeutique in vitro et in vivo
pour la régénérescence du Disque Intervertébral
(DIV). Pour y parvenir, des LNC chargées en
MIARN-155 ont été formulées par un procédé
d'inversion de phase. Aprés purification, les LNC
MiARN-155 ont été caractérisées

(diamétre de 75 nm, indice de polydispersité < 0,1,
potentiel zéta neutre). La protection vis a vis des
nucléases par les LNC du miARN-155 a ensuite
été démontrée par électrophorése sur gel d’aga-
rose. L'internalisation cellulaire des LNC miARN-
155 sur des cellules primaires humaines et de
noyau pulpeux (NP) de brebis a été évaluée par
cytométrie en flux et par microscopie confocale a
fluorescence. A 24 h, 100 % des LNC miRNA155
ont été internalisées au sein des cellules. L'activité
biologique du miARN-155 post-internalisation a été
confirmée par Western blot et RT-qgPCR. Enfin, la
faisabilité et la sécurité de l'injection in situ des LNC
MIARN-155 ont été démontrées chez un modéle
gros animal. Un suivi IRM et une analyse histolo-
gique confirment la sécurité et la faisabilité d’injec-
tion du miR155 vectorisée par des LNC au sein des
DIV. En paralléle, la décoration des LNC en sur-
face par un peptide d’'intérét sLink-N a été investi-
guée afin d’envisager un ciblage spécifique des
cellules du NP.

Lipid nanocapsules for the delivery of therapeutic nucleic acids: a new perspective in inter-

vertebral disc regenerative medicine?

Keywords: miRNA, Lipid nanocapsules, intervertebral disc, nucleus pulposus, low back pain

Abstract: Misregulation of miRNA, notably the
miRNA-155, have been associated with several dis-
eases including intervertebral disc degeneration
(IDD) inducing discogenic low back pain. However,
“free” miRNA administration suffers from a major
problem with the quick in vivo nuclease degradation,
requiring iterative injections. Therefore, miRNA pro-
tection from nucleases is considered as a prior con-
dition for the development of sustainable systems.
Among the approaches proposed, nanoparticular
systems, such as lipid nanocapsules (LNC), repre-
sent a suitable strategy thanks to their ability to en-
capsulate DNA. The objective of this thesis was to
formulate and characterize miRNA-155 loaded LNC
to establish their in vitro and in vivo potential as ther-
apeutics for IVD regeneration. To achieve it, miRNA-
155 loaded LNC were formulated by the phase in-
version process. After purification,

miRNA-155 LNC were fully characterized (diameter
of 75 nm, a polydispersity index < 0.1 and a neutral
zeta potential). the miRNA protection by LNC was
then confirmed using gel electrophoresis. The
MiRNA-155 LNC cell internalization on human adi-
pose stromal cells and on sheep nucleus pulposus
(NP) cells was assessed by flow cytometry and flu-
orescence confocal microscopy: at 24 h, 100% of
cells were internalized. The intact biological activity
of the miRNA-155 after formulation was then con-
firmed by a western blot and RT-qPCR. Finally, the
feasibility and safety of miRNA-155 LNC injection
was demonstrated in big animal model. The Follow-
up by MRI and by histology analysis confirmed the
injection feasibility of miR-155 embedded in LNC
inside IVD. In parallel, surface functionalized LNC
by a peptide of interest sLink-N was investigated for
specific targeting of NP cells.





