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Nouveau systéme de transfert d’acide nucléique

La présente invention concerne le domaine de la biologie moléculaire et en
particulier, vise & proposer un nouveau type de véhicule utile en thérapie génique, pour la
vectorisation d’acide nucléique.

La thérapie génique repose principalement sur 1'utilisation d’acides nucléiques
dans un but thérapeutique, contribuant ainsi a 1’obtention d’« ADN-médicament ».
Initialement limit¢é au cadre des maladies génétiques héréditaires ou une copie
fonctionnelle du géne causal est introduite dans les cellules somatiques affectées par le
déficit héréditaire, le transfert de génes s’est ¢tendu au traitement de maladies acquises,
telles que les cancers, par exemple.

Plus récemment, la thérapie génique s’est ¢tendue au transfert de courtes
séquences d’acide nucléique dans le but, soit de modifier I’expression d’un géne (saut
d’exons, par exemple), soit de réparer, par recombinaison génétique, I’anomalie génétique
causale (séquences courtes d’ADN, chiméres ADN/ARN, par exemple), ou encore
d’inhiber I’expression d’un géne (ARNSsi ou « Small Interferent RNA », oligonucléotides
antisens, par exemple).

Les inventeurs de la présente invention se sont plus particuliérement intéressés
a ce dernier type de stratégie thérapeutique.

L’interférence de ’ARN est un phénoméne hautement conservé au cours de
I’évolution. Il est basé sur un mécanisme mettant en ceuvre de petits ARN généralement
double brin, appelés ARNsi, comprenant généralement de 21 & 25 nucléotides, qui, une
fois transfectés dans la cellule, par complémentarité de séquences avec des ARNm (ARN
messagers) bloquent leur traduction.

Ces ARNGi peuvent étre transfectés en tant que tels dans la cellule ou étre issus
de la dégradation d une molécule d’ARN de plus grande taille.

Dans ce dernier cas, les ARN doubles brins présents dans une cellule sont tout
d'abord pris en charge par une ribonucléase de type III appelée Dicer, 1'« éminceuse ».
Celle-ci clive I'ARN double brin toutes les 21 a 25 paires de bases, formant ainsi des
ARNsi. Dicer transfére alors les ARNsi a un complexe multiprotéique, le complexe RISC
(RNA-Induced Silencing Complex). Un des brins de I’ARNSsi, dit « passager », est ¢liminé
tandis que l'autre, appelé « guide », dirige le complexe RISC vers les ARNm possédant une

séquence complémentaire au brin guide. Si la complémentarité entre ’ARNSsi et 'ARNm
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cible est parfaite, le complexe RISC clive 'ARNm cible qui est alors dégradé¢ et n'est donc
plus traduit en protéine.

Ainsi, les ARNGsi transfectés tels quels ou issus du clivage d’ARN plus long,
conduisent a la mise en veille de I'expression de génes cibles. Quelques bases non
complémentaires suffisent pour empécher le clivage. Ce mécanisme est donc trés
spécifique de la séquence de I’ARNGi et de sa cible, I'"ARNm.

Or, de nombreux geénes sont surexprimés ou exprimés au mauvais endroit ou au
mauvais moment dans de nombreuses pathologies. La possibilité de pouvoir inhiber ces
expressions pathologiques est un espoir important pour soigner ces nombreuses maladies,
au premier rang desquelles on trouve les cancers mais ¢galement les maladies d’origine
virale ou autoimmunes.

L’utilisation des ARNSsi représentent un outil intéressant pour 1’¢tude de la
fonction de certains génes. En effet, en bloquant I’expression d’un géne cible, il est
possible de déterminer, par défaut, sa fonction.

Toutefois, la mise en ceuvre in vivo de cette stratégie thérapeutique souléve
encore beaucoup de difficultés, notamment en terme de réalisation. En effet, la transfection
d’acide nucléique dans le cadre de thérapie génique se heurte principalement a trois
obstacles.

Tout d’abord, pour étre efficaces, les acides nucléiques doivent obligatoirement
gagner les cellules cibles spécifiquement visées et franchir les membranes cellulaires, tout
en n’étant pas dégradés par ’organisme. Ensuite, la transfection d’acide nucléique doit en
outre étre acceptable en terme de toxicité. Enfin, les molécules d’acide nucléique possédent
une stabilité in vivo faible.

Pour surmonter ces difficultés, plusieurs techniques de vectorisation ont déja
¢té proposées pour le transfert de molécules d’acides nucléiques dans la cellule.

Une premiére technique met en ceuvre ’adénovirus (AAV, pour « Adeno-
Associated Virus » en anglais), qui est un virus recombinant. Un autre mode de
transfection, ’¢lectrotransfert, consiste & imposer un champ ¢lectrique au niveau des
cellules considérées aprés y avoir injecté une molécule d’acide nucléique. En fait, bien que
ces deux premicres méthodes permettent d’obtenir des niveaux satisfaisants de transfert de

geénes, elles présentent en revanche un inconvénient en terme de toxicité.
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Une autre technique permettant précisément de s’affranchir de cet
inconvénient, met a profit les vecteurs synthétiques. Des exemples de vecteurs
synthétiques généralement utilisés pour la transfection d’acides nucléiques sont par
exemple les lipoplexes qui sont des complexes d’acides nucléiques et de lipides
cationiques, éventuellement en association avec des lipides neutres. Ces vecteurs, chargés
positivement, sont essenticllement internalisés dans la cellule par le biais d’interactions
¢lectrostatiques non spécifiques. A titre d’exemple, le chitosan, un polysaccharide chargé
positivement contenant des résidus B-D-glucosamine non acétylés, a été largement étudié
pour son utilisation dans des systémes de dé¢livrance d’acide nucléique. Ainsi, il est connu
de H. de Martimprey et al.,Nucleic Acids Res. 2008 ; 36(1), des systémes de délivrance
d’ARNsi ou I’ARNsi est adsorbé a la surface des nanoparticules de type
« cceur/couronne », le coeur comprenant du poly(isobutylcyanoacrylate et la couronne du
chitosan.

Toutefois, la mise en ceuvre de systéme de délivrance utilisant des cations
lipidiques nécessitent généralement de nombreuses mises au point avant une utilisation in
vivo pour espérer une efficacité de transfection optimale.

De plus, la formation du complexe acide nucléique/vecteur synthétique n’est
pas toujours immédiate et peut étre contraignante en terme de synthése. En outre, comparés
aux vecteurs viraux, les vecteurs synthétiques restent moins efficaces in vivo pour cibler un
tissu apres une injection intraveineuse. Enfin, tous ces systémes ont, de par leur caractére
cationique ? une tendance naturelle & interagir fortement avec les protéines plasmatiques
chargées négativement ce qui peut entrainer des phénomenes d’agrégation et des réactions
toxiques.

La présente invention a précisément pour objet de proposer un nouveau mode
de vectorisation synthétique, de nature non cationique, pour la transfection d’acide
nucléique, permettant de répondre aux inconvénients précités.

En particulier, la présente invention résulte de la constatation inattendue par les
inventeurs que le couplage d’une molécule d’acide nucléique comportant de 10 a 40
nucléotides a un composé hydrocarboné, au moins en C;s, de type radical squalénoyle ou
analogue de celui-ci, conduit a la formation de nanoparticules, constituant un systéme de
délivrance efficace en termes de vectorisation et de transfection, qui plus est acceptable sur

le plan de la toxicité.
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WO 2006/090029 décrit déja I’aptitude du squaléne, lorsqu’il est couplé de
maniére covalente a la gemcitabine, une molécule hydrophile et polaire, & former
spontanément des nanoparticules d’une centaine de nanométres en milicu aqueux. Cette
capacit¢ y est notamment expliquée par le comportement amphiphile des dérivés ainsi
synthétisés, la partie squaléne représentant la partie hydrophobe et la partie gemcitabine la
partie hydrophile.

Contre toute attente, les inventeurs ont constaté que cette aptitude du squaléne
et de ses analogues a former des nanoparticules pouvait également se manifester lorsque
celui-ci est associ¢ de mani¢re covalente a une molécule d’acide nucléique de petite taille,
tel quun ARNsi ou un oligonucléotide antisens, avec toutefois un poids moléculaire qui
demeure trés supéricur a celui des analogues nucléosidiques considérés dans WO
2006/090029. De fagon inattendue, les nanoparticules ainsi formées s’aveérent en outre
dotées d’une taille suffisamment faible (de quelques dizaines a quelques centaines de
nanométres) pour étre compatibles avec une application en thérapie génique, par voie
systémique.

Ainsi, la présente invention concerne selon un premier aspect, un complexe
form¢ d’au moins une molécule d’acide nucléique comportant de 10 a 40 nucléotides,
couplée de manicre covalente & au moins un composé hydrocarboné¢ au moins en Cis, a
structure squalénique ou analogue de celui-ci.

Selon un mode de réalisation préféré de la présente invention, la molécule
d’acide nucléique comprenant de 10 a 40 nucléotides est un oligonucléotide antisens ou,
de facon tout particuliérement préférée, une molécule d’ARN et en particulier une
molécule d’ ARNGi.

Ainsi, un objet de 'invention vise un complexe conforme a I’invention dans
lequel la molécule d’acide nuclé¢ique est une molécule d’ARN et en particulier une
molécule d’ ARNGi.

D’autres molécules d’acides nuclé€iques sont ¢galement susceptibles d’étre
véhiculées par le systéme de vectorisation selon I’invention, telles que les aptaméres.

A ce titre, peuvent tout particuli¢rement étre mises en ceuvre des séquences
utiles pour le traitement de cancers, telles que I’ARNsi RET/PTC1 et I’ARNsi RET/PTC3
(carcinome papillaire de la thyroide), I’ARNsi EWS-flil (sarcome d’Ewing),
I’oligonucléotide antisens anti-ICAM et I’ARNsi anti-ICAM (Kretschmer-Kazemi Far, R.
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et al. Nucl. Acids Res. 2003 31:4417-4424), les ARNsi anti-Rho A et anti-Rho C (Pille et
al., (2005). Anti-RhoA and anti-RhoC siRNAs inhibit the proliferation and invasiveness of
MDA-MB-231 breast cancer celles in vitro and in vivo. Mol Ther 11, 267-574), les ARNSsi
anti-K-ras (Martin SE, et al. Multiplexing siRNAs to compress RNAi-based screen size in
human cells. Nucleic Acids Res. 2007 ; 35(8)) et I’ARNGsi inhibant I’expression de facteurs
de croissance tels que le VEGF-A et le VEGF-C (pour Vascular Endothelial Growth Factor
de type A ou B, en anglais), (Filleur ez al., Cancer Res, 2003).

En particulier, ’ARNsi RET/PTC1 est un ARNsi ayant une séquence
complémentaire de 1’oncogéne chimérique RET/PTC1 (pour «Papillary Thyroid
Carcinoma »), résultant d’un réarrangement chromosomique et en particulier de la fusion
du domaine tyrosine kinase du protooncogéne RET (récepteur membranaire ayant une
activit¢ tyrosine kinase) avec I'extrémité 5’ d’un autre géne, en ’occurrence H4. Cet
oncogene chimérique est détecté notamment chez un sujet atteint d’un carcinome papillaire
de la thyroide.

Plusieurs ARNsi RET/PTC1 ont été criblés, sélectionnés et clonés
(H. De Martimprey et al.,2007, cf. infra).

Est plus particuliérement considérée selon I'invention la séquence d’ARNsi
RET-PTC 1.

Un objet de I’invention vise donc un complexe selon I'invention dans lequel la
molécule d’acide nucléique est un ARNsi RET/PTCI1, ayant la séquence qui suit :
5’-CGUUACCAUCGAGGAUCCAJAdA-3’ (SEQID NO : 1).

Selon un autre objet de I’invention, les deux entités formant le complexe selon
la présente invention sont couplées par une liaison covalente de type ester, ¢ther, thioéther,
disulfure, phosphate ou amide, de préférence disulfure.

Selon un mode particulier de réalisation, un complexe est form¢ d’au moins
une molécule d’acide nucléique comprenant de 10 & 40 nucléotides, couplée de maniére
covalente & au moins deux composés hydrocarbonés au moins en C;s, & structure
squalénique ou analogue de celui-ci.

Un autre objet de la présente invention vise les nanoparticules d'un complexe
selon la présente invention, tel que décrit précédemment.

Selon un autre objet, la présente invention vise un procéd¢ de préparation de

nanoparticules selon la présente invention, caractérisé en ce qu’il comprend au moins :
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- la dispersion d'un complexe selon I’invention dans au moins un solvant
organique, par exemple un alcool comme 1’éthanol, & une concentration suffisante pour
obtenir, lors de ’ajout du mélange résultant, sous agitation, et généralement au goutte-a-
goutte, a une phase aqueuse, la formation instantanée de nanoparticules dudit complexe en
suspension dans ladite phase aqueuse, et,

- le cas échéant, I’isolement des dites nanoparticules.

De maniére particuliérement préférée, I’ ARNsi mis en ceuvre dans un complexe
selon I'invention et dans les nanoparticules formées a partir de ce complexe est I’ARNsi
RET/PTC1 (SEQ ID NO : 1).

La présente invention vise, selon un autre de ses objets, un complexe et/ou les
nanoparticules correspondantes selon I’invention pour leur utilisation pour le traitement
et/ou la prévention de cancers, notamment de cancers endocrines et plus particuliérement
le carcinome papillaire de la thyroide, ou encore pour le traitement et/ou la prévention de
pathologies virales.

L’invention vise ¢galement des compositions pharmaceutiques comprenant au
moins un complexe et/ou des nanoparticules selon 'invention, en association avec au

moins un véhicule pharmaceutique acceptable.

Composé hvdrocarboné a structure squalénique

Au sens de la présente invention, un « composé a structure squalénique » est un
compos¢ comprenant au moins un radical squalénoyle notamment tel que défini ci-aprés.

Au sens de la présente invention, un «radical squalénoyle » est apte a
reproduire les propriétés d’auto-organisation manifestées par le squaléne et/ou ses dérivés
lorsqu’il est mis en présence d’un milieu aqueux.

En particulier un « radical squalénoyle » selon I’invention peut étre schématisé
par la structure hydrocarbonée, linéaire, formée d’unités isopréne, pouvant étre figurée par

la formule (I) qui suit :

dans laquelle :
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-m=1,2,3,40u5;
- n=0,1,2,3,40u5;¢t

- représente la liaison vers le reste du complexe avec [’acide

nucléique.
5 Selon un mode de réalisation préféré de la présente invention, on met en ceuvre
un radical squalénoyle de formule (I’) qui suit, correspondant a un radical de formule (I)

précédent dans lequel n =0 :

AN A A

()
Plus particuliérement un radical squalénoyle de formule (I) selon I’invention
10 pour lequel m = 1 et n = 3 peut présenter la structure du squaléne ou de ses dérives, de

formule suivante :

Selon un mode de réalisation préféré de I'invention, on met en ceuvre un
radical de formule (I) dans laquelle m =1 etn = 2.

15 Ainsi, un objet de I'invention concerne un complexe conforme a la présente
invention dans lequel le composé hydrocarboné au moins en Cis, & structure squalénique
ou analogue est figur¢ par un radical de formule (I) tel que défini précédemment.

A titre illustratif de ces composés hydrocarbonés, on peut plus particuliérement
citer ’acide squalénique et ses dérivés tel que I’acide 1, 1°, 2-tris-norsqualénique. On peut

20  ¢galement citer, a titre d’exemple, le squaléne (encore appelé spiracéne ou sirpréne),
isoprénoide a 30 atomes de carbone et 50 atomes d’hydrogéne (nom chimique : (E) 2, 6,
10, 15, 19, 23-Hexaméthyl-2, 6, 10, 14, 18, 22-tétracosahexéne). Le squaléne est un
intermédiaire essentiel de la biosynthése du cholestérol.

Un objet de I’invention vise ¢galement des complexes conformes a la présente

25  invention contenant au moins I’'un des composés hydrocarbonés particuliers précités.
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En particulier, un objet de la présente invention vise un complexe selon
I’invention dans lequel le compos¢ hydrocarboné au moins en Cis, & structure squalénique
est I’acide 1, 1’1 2-tris-norsqualénique.

Comme les inventeurs |'ont constaté, ce radical squalénoyle est
particuli¢rement important dans le cadre de la présente invention car il manifeste
spontanément, lorsqu’il est mis en présence d’un milieu polaire et plus particulierement
I’eau, une conformation compactée.

De maniére inattendue, les inventeurs ont constaté que cette aptitude demeure
lorsqu’un tel radical est associ¢ et notamment li¢ de manicre covalente a une molécule
d’acide nucléique comprenant de 10 & 40 nucléotides. 1l s’en suit la génération d’une
architecture compactée a 1’¢tat de nanoparticules dans laquelle les deux entités acide
nucléique/composé a structure squalénique sont intimement imbriquées ['une dans ’autre.

Au sens de la présente invention, « analogue» désigne un composé
hydrocarboné d’une part, apte a reproduire le comportement d’un compos¢ a structure
squalénique lorsqu’il est mis en présence d’un milicu polaire et d’autre part, capable de
reproduire cette aptitude lorsqu’il est li¢ & une molécule d’acide nucléique selon
I’invention. Sont notamment couverts sous cette définition les formes substituées des
dérivés du squaléne et en particulier 1’acide squalénique et ses dériveés, notamment de
substitution. A titre d’exemple de dérivé de I’acide squalénique, on peut citer I’acide
1,1°,2-tris-norsqualénique.

Généralement au moins un composé hydrocarboné a structure squalénique est
li¢e de maniére covalente & une molécule d’acide nucl€ique. Bien entendu, le nombre de
molécules de dérivé hydrocarboné susceptible d’interagir avec une molécule d’acide

nucléique peut étre supérieur a 1.

Complexe acide nucléique/composé a structure squalénique

La formation du complexe acide nucléique/composé a structure squalénique,
nécessite que les deux entités du complexe portent des fonctions susceptibles de former
une liaison covalent ou un bras de liaison, tels que décrits précédemment.

Le composé hydrocarboné a structure squalénique est généralement porteur
d’une fonction susceptible de réagir avec une fonction présente sur la molécule de I’acide

nucléique considérée de maniére a établir un lien covalent entre les deux entités par
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exemple de type ester, éther, thioéther, disulfure, phosphate ou amide, formant ainsi un
complexe covalent. Avantageusement, il s’agit d’une fonction thiol. Auquel cas, le
composé¢ hydrocarboné a structure squalénique est 1’acide 1,1°,2-tris-norsqualénique ou
I’un de ses dérivés et en particulier amides ou esters.

Selon une variante de réalisation, le lien covalent existant entre les deux types
de molécules peut étre figuré par un espaceur ou encore bras de liaison. Un tel bras peut
notamment s’avérer utile pour augmenter la force de 'interaction acide nucléique/radical
squalénoyle.

Un tel bras permet précisément d’introduire via chacune des deux extrémités
de son squelette les fonctions adéquates, ¢’est-a-dire possédant respectivement I’affinité
réactionnelle attendue, 'une pour la fonction présente sur le dérivé a structure
squalénique et 1’autre pour la fonction présente sur la molécule d’acide nucléique
considérée.

On peut également envisager que ce bras de liaison posséde en outre au niveau
de son squelette une fonction labile, propice ultéricurement a la séparation du composé a
structure squalénique de la molécule d’acide nucléique considérée. Il peut par exemple
s’agir d’un motif peptidique reconnaissable par une enzyme.

Les motifs de type bras de liaison sont bien connus de I’homme de 1’art et leur
mise en ceuvre reléve clairement de ses compétences.

A titre représentatif des bras de liaison envisageables selon ’invention, on
peut notamment citer les motifs (poly)aminoacides, polyols, saccharidiques, et
polyéthyléneglycol (polyétheroxides) de faible poids moléculaire.

Ainsi, au sens de la présente invention, un «lien covalent » figure de
préférence une liaison covalente notamment telle que précisée ci-dessus, mais couvre
¢galement un lien covalent figuré par un bras de liaison tel que défini précédemment.

Ainsi, le complexe covalent selon la présente invention peut étre figuré par le

compos¢ de formule (II) qui suit :

S
AN'=0=P~=0~(CH, ) X~ L —Y—2Z

© (I
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- AN représente une molécule d’acide nucléique comprenant de 10 a 40
nucléotides, dont I’extrémité 3” est reliée au reste du complexe,

- X représente un lien covalent entre les deux entités, et plus particuliérement
un lien de type ester, éther, thioéther, disulfure, phosphate ou amide ;

- L représente un bras de liaison, choisi de préférence parmi les motifs chaine
alkyle saturée, ou encore (poly)aminoacides, polyols, saccharidiques, et
polyéthyléneglycol (polyétheroxides) de faible poids moléculaire, & savoir un poids
moléculaire variant de 40 a 500 daltons.

- Y représente un lien covalent, et plus particulicrement un lien de type ester,
amide, thioéther ou phosphate ;

- p represente 0, 1, 2, 3 ou 4,

- Z représente radical squalénoyle ou dérivé de celui-ci, de formule (I) ou (I)
précédente.

Au sens de la présente invention :

- on entend par « chaine alkyle saturée », un radical alkyl saturé lin¢aire ou
ramifi¢ pouvant comporter de 1 a 8 atomes de carbone dans lequel deux liaisons a un
atome d’hydrogéne sont remplacées par deux liaisons covalentes au reste de la molécule,

- on entend par « motif saccharidique », un radical comprenant au moins un
radical choisi parmi les trioses (glycéraldéhyde, dihydroxyacétone), tétroses (€rythrose,
thréose, érythrulose,), pentoses (arabinose, lyxose, ribose, désoxyribose, xylose, ribulose,
xylulose), hexoses (allose, altrose, galactose, glucose, gulose, idose, mannose, talose,
fructose, psicose, sorbose, tagatose, heptoses (mannoheptulose, sedoheptulose), octose
(octolose, 2-céto-3-désoxy-manno-octonate, isonoses (sialose), et

- on entend par « motif (poly)aminoacide », un motif ayant au moins une
unité :

)
I

C—CH i N
H/n

dans laquelle n est supérieur ou égal a 1.

La présente invention concerne plus particuliérement un complexe, figuré par

le compos¢ de formule (ITA) qui suit :



10

15

20

25

WO 2009/150344 PCT/FR2009/050887
11

© O

AN“—o—F—o%CHﬁ;X-L—NH—H—Z

O (I1A)

dans laquelle :

- AN, X, L, Z et p ont les mémes définitions que pour le composé de formule
().

Dans les exemples de formule (II) et (ITA), L représente de préférence une
chaine alkyle saturée telle que définie précédemment.

Dans les complexes de formules (II) et (IIA), AN est de préférence une
molécule d’acide ribonucléique, comprenant de préférence de 19 a 25 nucléotides.

De fagon particuli¢rement préférée, ’acide ribonucléique est un ARNGsi,
notamment un ARNsi RET/PTCI de séquence correspondant & SEQ ID NO : 1.

En particulier, un objet de la présente invention vise un complexe de formule
(II) dans lequel X est un lien covalent disulfure et Z représente un radical de formule (1)
dans lequel m représente 1 et n représente 2.

La réaction nécessaire a 1’établissement d’au moins une liaison covalente entre
au moins une molécule d’acide nucléique considéré et au moins un composé a structure
squalénique ou analogue peut étre effectuée seclon des conditions standards et sa
réalisation reléve donc clairement des connaissances de I’homme de ’art.

Cette réaction est généralement réalisée en solution en présence et en exces
d’au moins un composé¢ a structure squalénique par rapport a la molécule d’acide
nucléique considérée, par exemple a raison de deux ¢quivalents, selon les conditions
standards requises pour faire interagir les deux fonctions spécifiques portées par chacune
des deux entités.

Préalablement a cette réaction, chacune des deux entités, la molécule d’acide
nucléique d’une part, et le composé hydrocarboné d’autre part sont modifiées afin de
porter une fonction susceptible d’établir un lien covalent entre elles. De préférence,
chacune des deux molécules est porteuse d’une fonction thiol afin d’établir un pont
disulfure entre elles.

La fonctionnalisation d’une molécule d’ARN est largement documentée dans

I’¢tat de la technique. Par exemple, elle peut étre fonctionnalisée par une fonction thiol,
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par analogie avec la méthode décrite dans Gnaccarini et al., J. Am. Chem. Soc. 2006, 128,
8063-8067, c’est-a-dire a 1’aide d’un phosphoramidite approprié¢. Dans le cas présent, ce
type de fonctionnalisation est greffé a I’extrémité 3° de la molécule d’ ARNGsi.

Pour sa part, le composé a structure squalénique est fonctionnalisé, notamment
par une fonction thiol, par analogie avec la méthode décrite dans Elbright er al.,
Biochemistry 1992, 31, 10664-10670, c’est-a-dire en utilisant un dérive pyridyl disulfure.

La conjugaison des deux partenaires ainsi fonctionnalisés est réalisée par
analogie avec la méthode de couplage décrite dans Sengle et al. Biorg. & Med. Chem.,
2000, 8, 1317-1329, encore appelée « GMPS-coupling method ».

Un objet de la présente invention vise donc également un complexe conforme a

I’invention, figuré par les formules (IT) ou (ITA) telles que définies précédemment.

Nanoparticules selon ’invention

Comme précis¢ précédemment, le couplage covalent d’une molécule d’au
moins une molécule d’acide nuclé¢ique considérée selon I’invention avec au moins une
molécule d'un composé hydrocarboné a structure squalénique est de nature a conférer a
I’acide nucléique ainsi complex¢ une aptitude a s’organiser sous une forme compactée
dans un milieu solvant polaire, conduisant ainsi a la formation de nanoparticules.

D’une maniére générale, les nanoparticules ainsi obtenues possédent une taille
moyenne variant de 30 a 500 nm, et en particulier de 50 & 250 nm, voire de 100 a 400 nm
mesurée par diffusion de la lumiére a ’aide du nanosizer Coulter® N4MD, Coulter
Electronics, Hialeah, USA.

Un objet de I’invention vise des nanoparticules conformes a I’invention dont la
taille moyenne varie de 30 a 500 nm, en particulier de 50 & 250 nm, voire de 100 a
400 nm.

Ainsi, D'interaction d’une molécule d’acide nucléique, trés hydrosoluble
considérée selon I'invention avec un dérivé squalénoyle ou I'un de ses analogues comme
par exemple, 'acide 1,1°,2-tris-norsqualénique, confére a ladite molécule d’acide
nucléique des caractéristiques physico-chimiques suffisantes pour lui conférer une
aptitude a former des particules dont la taille s’avére compatible pour une administration

parentérale et notamment par voie intraveineuse.
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Comme indiqué précédemment, les nanoparticules selon la présente invention
peuvent étre obtenues par une ¢tape de dispersion d’un complexe selon I'invention, c'est-
a-dire form¢ préliminairement par couplage d’au moins un composé a structure
squalénique ou analogue & au moins une molécule d’acide nucléique, selon I’invention,
dans au moins un solvant organique, par exemple un alcool comme I’¢thanol, a une
concentration suffisante pour obtenir, lors de 1’ajout du mélange résultant, sous agitation,
et généralement au goutte-a-goutte, & une phase aqueuse. La formation instantanée de
nanoparticules du dit dérivé en suspension dans la dite phase aqueuse, suivi, le cas
¢chéant, de I’isolement des dites nanoparticules.

La réaction peut généralement étre réalisée a température ambiante. Quelle
qu’elle soit, la température de réaction ne doit pas affecter I'activité de la molécule
d’acide nucléique considérée. Le procédé de préparation des nanoparticules selon
I’invention est particulié¢rement avantageux dans la mesure ou il ne requiert pas
obligatoirement la présence de tensioactifs.

Selon un mode de réalisation particulier, les nanoparticules sont obtenues sous
forme d’une suspension aqueuse.

Cette propriété est particulicrement appréciable dans la mesure ou un grand
nombre de tensioactifs ne s’avérent pas compatibles avec une application in vivo.

Toutefois, 1l est entendu que ['usage de tensioactifs, généralement
avantageusement dénués de toute toxicité, est envisageable dans le cadre de I’invention. Ce
type de tensioactifs peut par ailleurs permettre d’accéder a des tailles encore plus réduites
lors de la formation de nanoparticules. A titre illustratif et non limitatif de ce type de
tensioactifs susceptibles d’étre utilisés dans la présente invention, on peut notamment citer
des copolymeres de polyoxyéthyléne-polyoxypropyléne, des dérivés phospholipidiques et
des dérivés lipophiles du polyéthyléne glycol.

Comme dérivé lipophile du polyéthyléne glycol, on peut mentionner par
exemple le polyéthyléne glycol cholestérol. Comme exemple des copolyméres bloc
polyoxyéthyléne-polyoxypropyléne, on peut particuliérement citer les copolymeres triblocs
polyoxyéthyléne- polyoxypropyléne- polyoxyéthyléne, encore appelés poloxaméres®,
pluronics® ou synperonics et qui sont commercialisés, notamment, par la société BASF.

Apparentés a ces familles de copolyméres, les poloxamines, qui sont constitués

de segments hydrophobes (& base de polyoxypropyléne), de segments hydrophiles (a base
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de polyoxyéthyléne) et d’une partie centrale dérivant du motif éthyléne diamine peuvent
¢galement étre employeés.

Les nanoparticules selon l'invention sont bien entendu susceptibles de porter
en surface une multitude de fonctions réactives, a l'image des fonctions hydroxyle ou
amine par exemple. Il est donc envisageable de fixer a ces fonctions toutes sortes de
molécules, notamment par des liaisons covalentes.

A titre illustratif et non limitatif de ce type de molécules susceptibles d'étre
associées aux nanoparticules, on peut notamment citer les molécules de type marqueur, les
composés susceptibles d'assurer une fonction de ciblage, ainsi que tout composé apte a leur
conférer des caractéristiques pharmacocinétiques particuliéres. En ce qui concerne ce
dernier aspect, on peut ainsi envisager de fixer en surface de ces nanoparticules des dérivés
lipophiles du polyéthyléne glycol, comme par exemple le conjugué polyéthyléne
glycol/cholestérol, le polyéthyléne glycol-phosphatidyléthanolamine ou micux encore le
poly¢thyléne glycol/squaléne. En effet, compte-tenu de I’affinité naturelle des résidus de
squaléne entre eux, le conjugué polyéthyléne glycol/squaléne s’associe, en I’espéce, avec
les nanoparticules selon I’invention, et conduit ainsi 4 la formation de nanoparticules
revétues en surface de polyéthyléne glycol. Par ailleurs, et comme mentionné
précédemment, le conjugué polyéthyléne glycol/squaléne agit avantageusement lors du
processus de formation des nanoparticules selon I'invention, comme tensioactif du fait de
son comportement amphiphile et stabilise donc la solution colloidale, réduisant ainsi la
taille des nanoparticules formées. Un enrobage de surface a base de tels composés et en
particulier le polyéthyléne glycol ou le conjugué polyéthyléne glycol /cholestérol ou le
conjugué¢ polyethyléneglycol/squaléne, est en effet avantageux pour conférer une
rémanence vasculaire accrue en raison d'une réduction significative de la capture des

nanoparticules par les macrophages hépatiques.

Selon un mode de réalisation avantageux, les nanoparticules selon I’invention
sont formulées a 1’état de dispersion aqueuse en vue de leur administration généralement
par voie systémique.

Selon un autre mode de réalisation avantageux, cette dispersion aqueuse

contient moins de 5 % en poids, voire moins de 2 % en poids et plus particuliérement est



10

15

20

25

30

WO 2009/150344 PCT/FR2009/050887
15

dénuée de tensioactif ou analogue tels que par exemple les polyéthyléne glycols, le
polyglycérol et leurs dérivés, tels les esters par exemple.

Selon un autre mode de rcalisation avantageux, cette dispersion aqueuse
contient moins de 5 % en poids, voire moins de 2 % en poids en alcool en C; a Cy4 tel que
par exemple 1’éthanol.

Selon un autre mode de rcalisation avantageux, cette dispersion aqueuse
posseéde intrinséquement une viscosité compatible avec une administration par voie
intraveineuse.

Ainsi, la formulation en milieu aqueux de 1’acide nuclé¢ique considéré a 1’aide
de lacide squalénique a [I’¢tat de nanoparticules hydrodispersibles permet,
avantageusement, d’obtenir une suspension de nanoparticules sans autre additif que le
dextrose 5 % nécessaire pour obtenir I’isotonie de la suspension injectable.

Comme indiqué précédemment, la présente invention vise ¢galement
’utilisation d’au moins une nanoparticule selon I’invention dans des compositions
pharmaceutiques.

Un autre aspect de I’invention concerne donc une composition pharmaceutique
comprenant au moins, au titre de matiére active, un complexe conforme a la présente
invention notamment sous la forme de nanoparticules. Les complexes conformes a la
présente invention peuvent y é&tre associés avec au moins un vchicule
pharmaceutiquement acceptable.

A titre d’exemples de formulations pharmaceutiques compatibles avec les
compositions selon 1’invention, on peut notamment citer :

- les injections ou perfusions intraveineuses ;

- les solutions salines ou d’eau purifice ;

- les compositions pour inhalation ;

- les capsules, dragées, cachets et sirops incorporant notamment a titre de
véhicule, de I’eau, du phosphate de calcium, des sucres, tels que lactose, dactrose ou
mannitol, du talc, de I’acide stéarique, de I’amidon, du bicarbonate de sodium et/ou de la
gélatine.

Lorsque les complexes et/ou nanoparticules sont utilisés en dispersion dans
une solution aqueuse, ils peuvent étre associés a des excipients de type agent séquestrant

ou chélatant, antioxydant, agents modifiant le pH et/ou agents tampons.
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Outre les composés précités, les compositions pharmaceutiques selon
I’invention peuvent contenir des agents de type conservateurs, des agents mouillants, des
agents solubilisants et des agents de coloration.

De telles compositions selon I'invention au regard de la nature de 1’acide
nucléique considéré a 1’¢tat de nanoparticules selon I’invention, peuvent s’avérer
particuli¢rement utiles pour le traitement et/ou la prévention de cancers chez les
mammiféres. On peut citer par exemple, sans toutefois y étre limité, les carcinomes,
sarcomes, cancers hématopoiétiques, le cancer du sein, du célon, du rectum, du pancréas,
des testicules, de I’utérus, du tractus gastro-intestinal, des poumons, des ovaires, de la
prostate de la bouche, du cerveau, de la téte, du coup, de la gorge, des reins, des os, du
foie, de la rate, de la vessie, de la peau, du larynx, des voies nasales, des cancers li¢ au
SIDA, les cancers endocrines, le myélome multiple (ou cancer de la moelle osseuse), les
leucémies, le sarcome de Kaposi, les lymphomes, tels que la maladie de Hodgkin ou le
lymphome non-hodgkinien.

Par « traitement », on entend au sens de l’invention, une inhibition ou une
réduction du taux de prolifération de cellules cancéreuses, permettant une rémission
partielle ou totale.

Ainsi, dans le cas ou Il'acide nucléique est I’ARNsi RET/PTCI1
(SEQ ID NO :1), de telles compositions sont utiles pour le traitement et/ou la prévention de
cancers endocrines tels que les cancers de la thyroide et plus particuli¢rement le carcinome
papillaire de la thyroide.

Ainsi, les complexes et/ou nanoparticules selon la présente invention sont utiles
pour la préparation d’une composition pharmaceutique destinée au traitement et/ou a la
prévention de cancers, tels que les carcinomes, sarcomes, cancers hématopoiétiques, le
cancer du sein, du cblon, du rectum, du pancréas, des testicules, de 1’utérus, du tractus
gastro-intestinal, des poumons, des ovaires, de la prostate de la bouche, du cerveau, de la
téte, du coup, de la gorge, des reins, des os, du foie, de la rate, de la vessie, de la peau, du
larynx, des voies nasales, des cancers li¢ au SIDA, les cancers endocrines, le myélome
multiple (ou cancer de la moelle osscuse), les leucémices, le sarcome de Kaposi, les
lymphomes, tels que la maladie de Hodgkin ou le lymphome non-hodgkinien.

En particulier, les complexes et/ou nanoparticules selon la présente invention

sont utiles pour la préparation d’une composition pharmaceutique destinée au traitement
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et/ou a la prévention de cancers, tels que les cancers endocrines et plus particuliérement le

carcinome papillaire de la thyroide.

Les complexes ou nanoparticules conformes a la présente invention peuvent
étre administrés par toutes les voies conventionnelles. Toutefois, comme précisé
précédemment, compte tenu de la faible taille de leurs particules, ils sont administrables
sous la forme d’une suspension aqueuse par voie intraveineuse et donc compatibles avec
la microcirculation vasculaire.

Pour des raisons évidentes, les quantités en dérivés selon [|’invention
susceptibles d’étre mis en ceuvre sont susceptibles de varier significativement selon le

mode d’utilisation et la voie retenue pour leur administration.

En revanche, pour une administration topique et tout particuliérement pour le
traitement des mélanomes, on peut envisager de formuler au moins un complexe et/ou
nanoparticule conforme(s) a la présente invention a raison de 1 a 20 % en poids, voire
plus, par rapport au poids total de la formulation pharmaceutique considérée.

Il est également possible de co-administrer au moins un complexe et/ou
nanoparticule conforme(s) a la présente invention avec au moins une autre maticre active
susceptible d’étre également bénéfique a 1’égard de la pathologie considérée.

A titre représentatif de ces mati¢res actives susceptibles d’étre combinées aux
complexe et/ou nanoparticule conforme(s) a la présente invention, on peut notamment citer
d’autres molécules ou macromolécules anticancéreuses ou cytostatiques (par exemple sels
de platine, antracyclines, poisons du fuseau mitotique, inhibiteurs de topoisomérases, de
kinases ou de métalloprotéases), des agents anti-inflammatoires de type corticoide (par
exemple dexaméthasone) ou non corticoide ou encore des molécules a activité immuno-
adjuvante (par exemple anticorps a activité anticancéreuse). En particulier, a titre
d’association privilégiée, on peut citer 1’association d’au moins un complexe et/ou au
moins une nanoparticule selon la présente invention avec au moins un compos¢ choisi
parmi cisplatine, carboplatine, tamoxiféne, ¢pirubicine, leuprolide, bicalutamide, implant
de goserelin, irinotécan, gemcitabine, sargramostime ou leurs sels pharmaceutiquement

acceptable. Ces sels peuvent étre préparés avec des acides pharmaceutiquement
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acceptables, ¢’est-a-dire, compatibles notamment en terme de toxicité, pour une utilisation
pharmaceutique.

L’association avec I’hyperthermie utilisée dans certaines chimiothérapies peut
étre envisagée.

Les complexes et/ou nanoparticules conformes a la présente invention peuvent
¢galement étre combinés aux thérapies chirurgicales et/ou aux radiations pour le

traitement du cancer.

Les exemples qui suivent illustrent la présente invention sans pour autant y étre
limitée.

Les spectres infrarouges sont obtenus par mesure sur un solide ou un liquide
pur en utilisant un spectrométre de Fourier (Transform Bruker Vector® 22). Seules les
absorptions significatives sont relevées.

Les rotations optiques ont été mesurées & 1’aide d’un polarimétre Perkin-Elmer®
241, a une longueur d’onde de 589 nm.

Les spectres RMN 'H et °C ont été enregistrés en utilisant un spectrométre
Bruker AC® 200P (2 200 MHz et 50 MHz, respectivement pour 'H et °C) ou Bruker
Avance® 300 (2 300 MHz et 75 MHz, respectivement pour 'H et °C).

Les spectres de masse ont ¢t¢ enregistrés en utilisant un appareil Bruker
Esquire-LC”.

L’analyse de chromatographie sur couche mince a ¢té réalisée sur des plaques
recouvertes au préalable par du gel de silice 60F,s4 (couche de 0,25 mm).

La colonne de chromatographie a ¢t¢ réalisée sur gel de silice 60 (Merck, 230-
400 mesh ASTM).

Toutes les réactions mettant en ceuvre des composés sensibles a I’air ou a ’eau

ont été conduites sous hotte.

Exemple 1 :

a) Fonctionnalisation du squaléne (obtention du

N-[2-(pyridin-2-yldithio)ethyl] 1,1°,2-tris-norsqualénamide)

La fonctionnalisation du squaléne peut étre schématisée selon le schéma 1 ci-apres.
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Schéma 1
~
| Ne S gy
= 3
CH3;CN,MeOH, = |
20 °C, 16 h N
CLH NS CLHaN"~S~g" Sy
0,
2 80% 4
=
|
N
EDCI, DMAP, CH,Cl,
20 °C, 48 h 6

86%

Comme indiqu¢ dans le schéma 1 ci-dessus, pour effectuer la
fonctionnalisation du squaléne, la thioéthanolamine 2 est activée par le
5  2,2’-dithiobispyridine 3, selon les méthodes bien connues de I’homme du métier et en
particulier, par analogie avec le protocole décrit dans Elbright et al., Biochemistry 1992,
31, 10664-10670, pour obtenir le chlorhydrate de 2-(pyridin-2-yldithio)éthanamine 4.
Le dérivé 4 est ensuite condensé avec l'acide 1,1°,2-tris-norsqualénique 5 par
action du chlorhydrate de 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodimide (EDCI) pour
10 donner le N-[2-(pyridin-2-yldithio)ethyl] 1,1°,2-tris-norsqualénamide 6.

En particulier, & une solution d’acide 1,1°,2-tris-norsqualénique 5 (400 mg,

1 mmol) dans le dichlorométhane anhydre (5 mL) et sous atmosphére inerte, on ajoute

226 mg (1 mmol) de 2-(pyridin-2-yldithio)ethanamine 4, 200 mg de triethylamine

15 (2 mmol) et 286 mg d’EDCI (1.5 mmol). Le mélange est agit¢ a température ambiante
durant 48 h puis repris dans 10 mL d’eau et extrait au dichlorométhane (3 X 20 mL). Les
phases organiques sont rassemblées, lavées par une solution aqueuse saturée en NaCl,

séchées sur MgSO, et concentrées sous pression réduite. Le résidu est purifié par
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chromatographie sur gel de silice en ¢luant par un mélange cyclohexane acétate d’éthyle
3:1.

On recueille 490 mg d’amide 6 sous forme d’une huile incolore;

IR (film) v = 3288, 2912, 2851, 1648 (CONH), 1637 (C=C, weak), 1575, 1543,
1446 cm ',

'H NMR (CDCls, 300 MHz) = 8,49 (d, /= 4,8 Hz, 1 H), 7,62 (td, /= 7,6, 1,8
Hz, 1 H), 7,52 (dd, J = 8.1, 0.9 Hz, 1 H), 7,13 (ddd, J = 5,0, 6,0, 0,9 Hz, 1 H), 7,03
(m, 1 H, NHCO), 5,18-5,09 (m, 5 H), 3,53 (¢, /= 5,6 Hz, 2 H, CH,NCO), 2,90 (t, /= 5,6
Hz, 2 H, CH,SS), 2,15-1,95 (m, 20 H), 1,67 (s, 3 H), 1,63 (s, 3 H), 1,59 (s, 12 H);

BC NMR (50 MHz, CDCL) & = 172,8 (CO), 159,2 (N=C-S), 149,2 (N=CH),
136,9 (CH), 135,0 (C), 134,8 (2 C), 133,5 (C), 131,2 (C), 125,2 (CH), 124,3 (2 CH), 124,2
(2 CH), 1212 (CH), 120,9 (CH), 39,7 (CH>), 39,6 (2 CH,), 38,8 (CH>), 37,1 (CH,), 35,4
(CH»), 35,3 (CHy), 28,2 (2 CHy), 26,7 (CHy), 26,6 (CHy), 25,6 (CH3), 17,6 (CH3), 16,0
(2 CHa), 15,8 (2 CH3);

MS (+ESI, MeOH): m/z(%): 569 (69) [M + H]", 591 (100) [M + Na] ;

b) Fonctionnalisation de I’ARNsi RET/PTCI1 (SEQ ID NO : 1)

L’ARNSsi RET/PTC1 (SEQ ID NO : 1) est obtenu par synthése de la séquence
d’oligonucléotides, command¢s a la socié¢t¢ EUROGENTEC (Seraing, Belgique).

Une telle synthése est effectuée selon les méthodes classiques, bien connues
de I’homme du métier.

L’ARNsi RET/PTCI1 est fonctionnalis¢ par une fonction thiol, en particulier
figurée par le radical 3-mercapto-propyl, selon les méthodes bien connues de I’homme du

métier, tel qu’indiqué précédemment.

Exemple 2 : Conjugaison de I’ARNsi RET/PTC1 (SEQ ID NO: 1) avec le
N-[2-(pyridin-2-yldithio)ethyl] 1,1°,2-tris-norsqualénamide.

La conjugaison de I’ARNsi RET/PTCI avec le N-[2-(pyridin-2-yldithio)ethyl]

1,17,2-tris-norsqualénamide peut étre illustrée par le schéma 2 qui suit :
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Schéma 2

N

5-CGU-UAC-CAU-CGA-GGA-UCC-A  -0— g H2 6
SN
Q NN Tris buffer , MgCly, NaCl,
0=-0-__o DMF, 20 °C
1 o-

SH NH

Comme indiqué dans le schéma 2 ci-dessus, la conjugaison de 1’ARNSsi
RET/PTC1 (SEQ ID NO:1) 1 avec le N-[2-(pyridin-2-yldithio)ethyl]
1,17,2-tris-norsqualénamide 6 est réalisée par incubation a température ambiante, dans le
diméthylformamide (DMF) aqueux, en milieu tamponné. L’excés du composé 6 est
ensuite ¢limin¢ et le résidu obtenu est lavé avec un solvant organique, puis purifié¢ par
HPLC.

En particulier, & une solution 0.15 mM d’ARNsi 1 dans I’eau MilliQ (333 uL,
0.34 mg, 0.050 uM), on ajoute séquenticllement 633 uL d’une solution tampon 100 mM en
acétate d’ammonium et 33 UL d’une solution 150 mM du dérivé pirydyldisulfure 6 tel que
préparé a I’exemple 1a (2.8 mg, 5 uM) dans le DMF fraichement distillé. Le mélange est
incubé durant 10 min & 20 °C puis concentré sous pression réduite (0.5 Torr, 20 °C). Le
résidu 7, correspondant au complexe brut ARNsi RET/PTCl/amido 1,
1’,2-tris-norsqualéne, est lavé par de I’éther ¢thylique (3 X 2 mL) et concentré sous vide.

Le résidu 7 est repris dans I’eau et lyophilis¢ pour donner 340 pug d’un solide

blanc.
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MS (-ESI, CH:CN, EtsN): m/z(%): 7254 (55) [M - H]

Exemple 3 : Préparation des nanoparticules (Purification dans 1’eau du

complexe obtenu selon I’exemple 2)

On ajoute 500 ul d’eau milliQ® au lyophilisat d’ARNsi conjugué au squaléne
(ARNSsi — SQ), puis on centrifuge a 12000 rpm (4 °C 10 min).

Le culot de centrifugation est ensuite dissout dans 500 ul d’¢thanol. La solution
éthanolique est ensuite ajoutée goutte a4 goutte a de 1’cau MilliQ® contenant 5 % de
dextrose sous agitation magnétique qui est maintenue 5 min. La suspension
nanoparticulaire ainsi formée est ensuite transférée dans un ballon pour évaporer I’éthanol
par Rotavapor. On ajuste ensuite avec de I’eau jusqu'au volumel ml (sur la balance).

La taille des nanoparticules est mesurée par diffusion de la lumiére a I'aide du

Nanosizer et trouvée égale a 355 nm.
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REVENDICATIONS

1. Complexe formé d’au moins une molécule d’acide nucléique comportant de
10 a 40 nucléotides, couplée de manicre covalente a au moins un composé hydrocarboné au
moins en Cjs, & structure squalénique ou analogue de celui-ci.

2. Complexe selon la revendication précédente dans lequel le composé
hydrocarbon¢ au moins en Cig, a structure squalénique ou analogue de celui-ci est figuré

par le radical de formule (I) qui suit :

dans laquelle :
-m=1,2,3,40u5;
- n=0,1,2,3,40u5;¢t

- représente la liaison vers le reste du complexe avec 1’acide
nucléique.

3. Complexe selon I'une quelconque des revendications précédentes dans
lequel le composé hydrocarboné au moins en C;s, a structure squalénique est ’acide
1,1°,2-tris-norsqualénique.

4. Complexe selon 'une quelconque des revendications précédentes dans
lequel la molécule d’acide nucléique comprenant de 10 & 40 nucléotides est une molécule
d’ARN.

5.  Complexe selon I'une quelconque des revendications précédentes dans
lequel la molécule d’ARN est une molécule d’ARNGsi.

6. Complexe selon la revendication précédente, dans lequel I’ARNSsi est
I’ARNsi RET/PTCI1.

7. Complexe selon la revendication précédente, caractérisé en ce que I’ARNSsi
RET/PTC1 a une séquence nucléotidique qui suit :
5’-CGUUACCAUCGAGGAUCCAJAdA-3’ (SEQID NO : 1).
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8. Complexe selon 1'une quelconque des revendications précédentes dans
lequel le couplage covalent est une liaison covalente de type ester, éther, thioéther,
disulfure, phosphate ou amide, de préférence disulfure.

9. Complexe selon 'une quelconque des revendications précédentes, figuré

par la formule générale (I1) qui suit :

S
AN'=0=P~=0~(CH, ) X~ L —Y—2Z

© (I

- AN représente une molécule d’acide nucléique comprenant de 10 a 40
nucléotides, dont I’extrémité 3” est reliée au reste du complexe,

- X représente un lien covalent entre les deux entités, et plus particuliérement
un lien de type ester, éther, thioéther, disulfure, phosphate ou amide ;

- L représente un bras de liaison, choisi de préférence parmi les motifs chaine
alkyle saturée, (poly)aminoacides, polyols, saccharidiques, et polyéthyléneglycol
(polyétheroxides) de faible poids moléculaire.

- Y représente un lien covalent, et plus particulicrement un lien de type ester,
amide, thioéther ou phosphate ;

- p represente 0, 1, 2, 3 ou 4,

- Z représente un radical squalénoyle ou dérivé de celui-ci, de formule (1) tel
que défini & la revendication 2.

10. Complexe selon la revendication précédente dans lequel X est un lien
covalent disulfure et Z représente un radical de formule (I) dans lequel m représente 1 et n
représente 2.

11. Nanoparticules d’un complexe tel que décrit dans 1’une quelconque des
revendications 1 a 10.

12. Nanoparticules selon la revendication précédente dont la taille moyenne
varie de 30 a 500 nm, en particulier de 50 a 250 nm, voire de 100 a 400 nm.

13. Procédé de préparation de nanoparticules selon I'une quelconque des

revendications 11 ou 12, caractéris¢ en ce qu’il comprend au moins :
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- la dispersion d’un complexe selon I'une quelconque des revendications
1 a 10, dans au moins un solvant organique, & une concentration suffisante pour obtenir,
lors de I’ajout du mélange résultant, sous agitation, & une phase aqueuse, la formation
instantanée de nanoparticules dudit complexe en suspension dans ladite phase aqueuse, et,
5 - le cas échéant, I’isolement desdites nanoparticules.

14. Nanoparticules selon 1'une des revendications 11 ou 12, pour leur
utilisation pour le traitement et/ou la prévention de cancers, notamment de cancers
endocrines et plus particulie¢rement le carcinome papillaire de la thyroide.

15. Composition pharmaceutique comprenant au moins un complexe tel que

10 décrit dans 1'une quelconque des revendications 1 a 10 et/ou des nanoparticules telles que
décrites dans 1’une des revendications 11 ou 12, en association avec au moins un véhicule

pharmaceutique acceptable.
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