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INTRODUCTION GENERALE

Les vaccins représentent I'un des progrés majeurs de |’Histoire pour la santé publique, concrétisant
notamment |'éradication de la variole en 1980. Les premiers vaccins étaient développés a partir de
pathogénes entiers atténués ou inactivés, ce qui présentait alors I'avantage d’une grande efficacité,
au prix d’un certain nombre d’effets indésirables. Au fur et a mesure des avancées réalisées dans ce
domaine, les vaccins ont naturellement évolué vers des prototypes plus s(rs, constitués de
sous-unités de pathogénes, appelées antigenes. Le gain en sécurité de ces nouveaux candidats s’est
vu compensé par un cruel manque d'immunogénicité, imposant I'ajout d’adjuvants. Ceux-ci ont pour
but d’augmenter I'immunogénicité des antigénes par plusieurs moyens, en délivrant un signal de
danger aux cellules immunitaires afin de les activer et en vectorisant I'antigéne auprés de leur cible.
L'objectif de ces formulations vaccinales est de générer de puissantes réponses immunitaires,
comme le faisaient les vaccins historiques. Ces réponses immunitaires se traduisent par une
médiation humorale a l'origine de la production d’anticorps permettant de neutraliser les
pathogénes circulants, ainsi que par une médiation cellulaire destinée a éliminer les cellules infectées
par des pathogenes intracellulaires. A I’heure actuelle, les principaux adjuvants autorisés pour une
utilisation chez ’'homme génerent exclusivement une réponse immunitaire de type humoral. Bien
qgue cela soit suffisant pour certains pathogenes, d’autres comme le VIH requiérent une immunité
cellulaire indispensable a I’élimination du virus persistant dans les cellules infectées. Dans ce
contexte, les adjuvants de vaccin sont en plein essor dans le but d’identifier de nouveaux candidats
plus performants permettant de répondre a ce manque d’'immunogénicité, tout en s’attachant a
conserver un bon profil de sécurité. Une large gamme de vecteurs de différentes natures et
propriétés ont alors vu le jour. Parmi ceux-ci, les vecteurs de type NLC (nanostructured lipid carriers)
sont d’un grand intérét. Ces vecteurs n’ont été que récemment développés, de maniére a combiner
les avantages des autres vecteurs en s’affranchissant de leurs inconvénients. Ces candidats stables,
shrs, biocompatibles et faciles a produire nont néanmoins été que trés peu exploités pour des
applications de vaccins, en faveur de la délivrance de médicaments. Par conséquent, I'utilisation de
NLC pour la délivrance d’antigénes a tout intérét a étre explorée, ce que nous nous sommes

employés a faire au cours de ce travail de these.
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Ainsi, ce manuscrit décrit la démarche suivie afin de proposer une plateforme de délivrance
d’antigenes de type NLC capable d’induire des réponses immunitaires d’'une grande amplitude, a
médiation humorale et cellulaire. Le manuscrit est organisé en plusieurs chapitres suivant les
différents axes de travail suivis. Le chapitre | présente le contexte général des vaccins en parcourant
leur évolution d’hier a aujourd’hui et détaille le fonctionnement du systeme immunitaire et les
caractéristiques sur lesquelles repose le concept de la vaccination. Dans le chapitre Il, nous faisons
I’état de I'art des adjuvants, en veillant a évoquer d’une part les immunostimulants et d’autre part
les vecteurs d’antigénes. Puis, le chapitre Il rappelle les enjeux des vaccins du XXI°™ siécle en
s’attardant sur le cas particulier du virus de I'immunodéficience humaine (VIH) et définit le vecteur
qui sert de base a ce travail de thése ainsi que les objectifs qui le gouvernent. Dans le chapitre IV qui
suit, nous décrivons les expériences menées pour réaliser la preuve de concept de la vectorisation
d’un antigéne sur le modeéle de I'ovalbumine. La technique de vectorisation est rapportée ainsi que
I’étude d’un grand nombre de paramétres tels que la taille du vecteur, la dose d’antigene, la
combinaison avec un immunostimulant, ou encore la voie d’administration. Ces différentes
configurations sont comparées sur la base de leur immunogénicité évaluée chez la souris. Le
chapitre V est quant a lui focalisé sur la double délivrance de I'antigéne et de I'immunostimulant
associé. Nous comparons alors plusieurs stratégies de délivrance de ces deux éléments, sur des
vecteurs distincts ou bien sur un méme vecteur. Parmi les différentes combinaisons testées, la plus
immunogene est retenue pour une évaluation de protection anti-tumorale a I'aide d’'un modéle de
cellules tumorales exprimant I'ovalbumine. Finalement, le chapitre VI décrit 'application de ces
technologies au cas concret du VIH, pour lequel nous avons sélectionné |’antigene p24. Sur le méme
principe que l'ovalbumine, I'antigéne p24 a été greffé a la surface du vecteur et plusieurs
configurations et combinaisons ont été comparées chez la souris afin d’identifier le candidat le plus
performant. Celui-ci fait enfin I'objet d’une étude approfondie d’'immunogénicité chez le primate
non-humain. L'ensemble de ces résultats sont discutés en fin de chapitres. Suit le chapitre VII, qui
détaille les méthodes utilisées pour réaliser les expériences décrites dans les chapitres de résultats.

Enfin, ce manuscrit s’achéve par une conclusion générale qui met en relief la pertinence des résultats

obtenus en réponse aux objectifs définis en introduction.
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Chapitre |

Les vaccins et le systeme immunitaire
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Ce chapitre a pour but d’introduire la notion de vaccin en décrivant le contexte historique de leur
découverte et leur évolution au travers des ages vers les vaccins modernes. Dans un deuxiéme
temps, nous présentons les réponses du systéme immunitaire sur lesquelles sont basés les vaccins
pour induire une protection contre des pathogénes de différentes natures. Nous dressons ainsi un
tableau des principaux acteurs de I'immunité et détaillons leur réle au cours des différentes phases

de la réponse immunitaire.

1.1 Les vaccins : comment se défendre contre les pathogénes
1.1.1 Contexte historique et découverte

a. Les grandes épidémies

L’Histoire a connu un grand nombre d’épidémies, certaines dévastatrices, qui ont été favorisées par
le manque d’hygiene de I'époque. Les premiers écrits relatant la propagation de maladies
infectieuses datent de I’Antiquité et décrivent les fléaux tels que la peste ou la variole. Thucydide
rapporte en 430 avant JC dans « L’histoire de la guerre du Péloponnése » comment la terrible peste
d’Athénes a emporté prés de 30 000 Athéniens, soit a I'époque un a deux tiers de la population®. Il
décrit une maladie a laquelle il survécut, causant de violentes fiévres accompagnées de saignements
au niveau de la gorge et de la langue et suivis par I'apparition d’ulcéres. Plus tard, c’est au tour de
I’Empire Romain d’étre touché par un épisode de peste dite antonine (d’aprés la dynastie des
Antonins) en I'an 165 aprés JC, amenée par les soldats de retour de Mésopotamie. Il est estimé que
cette épidémie causa prés de 5 millions de morts® au sein de I'Empire. Les symptdmes décrits,
notamment les nombreuses éruptions cutanées sous la forme de pustules, suggerent que la variole
est a l'origine de cette épidémie, plutot que la peste. La premiere pandémie de peste bubonique
remonte a 'Empire Byzantin en I'an 541, et est caractérisée par I'apparition de bubons (inflammation
intense d’un ganglion lymphatique généralement observée au niveau de I'aine ou de l'aisselle), la
nécrose de la main et la septicémie®. Connue sous le nom de peste justinienne, d’aprés 'empereur
Justinien |, elle trouve son origine en Ethiopie et se propage par I'Egypte vers Jérusalem avant
d’atteindre Constantinople par bateau en suivant les routes du commerce. C’'est a Constantinople
que la maladie fit le plus de dégats, causant jusqu’a 5 000 a 10 000 morts par jour selon les
estimations. Les victimes furent si nombreuses qu’il fit impossible de les inhumer et les corps furent
entassés dans les églises et les tours de la ville afin d’étre brllés. Au cours des années qui suivirent, la
peste se propagea en ltalie, en France, dans la vallée du Rhin et au nord jusqu’au Danemark et en
Irlande, puis a I'est en direction de I'Asie. A I'échelle mondiale, cette pandémie tua prés de 100

millions de personnes. La deuxiéme pandémie de peste bubonique apparit bien plus tard en 1346
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sous le nom de peste noire et se répandit depuis I’Asie en direction de I’'Europe en suivant la route de
la soie, par des rats contaminés, des soldats et le commerce®. La maladie se manifesta aussi sous sa
forme pulmonaire, plus mortelle et contagieuse que la forme bubonique, entrainant la mort en
qguelques jours. En conséquence, entre 30 et 50 % de la population européenne flt tuée en I'espace

de 5 ans, soit environ 25 millions de victimes.

The Plague of Athens, Michiel Sweerts,

1652-1654

- Columbing ed vanim drimeant Pusdss Fort Tow

fich anfangatiabonas
e T

PP

Gravure de Paul First (1656) représentant
le costume du médecin a I'époque de la
peste noire : tunique recouvrant tout le
corps, gants, bésicles de protection portées
sur un masque en forme de bec, chapeau et
baguette.

Enluminure représentant la variole, Bible de
Toggenburg (Suisse), 1411

A cette époque, les maladies infectieuses et contagieuses se propagent trés vite et facilement, en
raison des conditions d’hygiene, notamment I'absence d’eau potable, et de linexistence de
traitements. Ces épidémies sont par conséquent particulierement redoutées par I'ensemble des
classes sociales, car les maladies touchent sans discrimination les pauvres comme les riches, méme
les rois. Au cours de ces épidémies, il est remarqué que ceux qui survivent a une maladie semblent
résister aux infections futures et sont les seuls capables d’approcher et soigner les malades®. Ces
observations sont les prémices de la conscience de notre systéme immunitaire et serviront de base

pour le développement des vaccins.
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b. La variolisation

Le premier traitement préventif contre une maladie infectieuse a été mis au point dans un contexte
d’épidémie de variole. La variole est une maladie infectieuse causée par un virus, transmise par
simple contact avec un individu infecté. La maladie produit une fiévre intense suivie d’éruptions de
multiples pustules sur la totalité du corps et causant finalement la mort dans 30 % des cas. Afin de
protéger les personnes de la maladie, le procédé de variolisation ft développé en Asie au X®™ siecle.
Les chinois réduisaient en poudre des extraits de pustules de variole et les administraient par
inhalation a des individus sains. En inde, un processus similaire était appliqué avec une
administration cutanée’. Cette technique consiste en fait a inoculer le virus de la variole vivant et
virulent a des personnes saines, qui dans la plupart des cas ne développent que des symptémes
diminués de la maladie pendant quelques jours avant d’étre protégés. Ce procédé est néanmoins
risqué avec un taux de mortalité d’environ 1 a 2 %, mais qui demeure bien moindre qu’en cas
d’épidémie avec 20 a 30% de mortalité. Au cours du procédé de variolisation, les individus sont
contagieux donc isolés pour éviter la transmission du virus et une nouvelle épidémie. Les bénéfices

éme

de la variolisation traversent alors les frontiéres : elle apparait en Egypte au XIII*™ siécle, puis en

éme

Afrique au XVII°™ siécle et enfin en Europe et en Amérique au début du XVII™ siécle. La

variolisation f(it acceptée en France en 1774 aprés que Louis XV meurt de la variole’.

c. La vaccination

A la fin du XVII®™ siécle, malgré la variolisation I'Europe est touchée par une grave épidémie de
variole qui contamine prés de 60 % de la population. Les survivants sont quant a eux défigurés par les
cicatrices laissées par les pustules®. Cependant, il se trouve que les fermiers ayant été contaminés
par la « vaccine », ne sont pas atteints par la variole. La vaccine est en fait une maladie infectieuse
des bovidés causée par un virus de la méme famille que celui de la variole. Sur ces observations, le
médecin Edward Jenner fait alors I’hypothese que la vaccine peut protéger I’homme de la variole. En
1796, afin de tester son hypothése il récolte du pus issu de pustules de vaccine sur une fermiere et
I'inocule a James Phipps, un enfant de 8 ans. L’enfant ne développe alors que de légers symptomes
(Iésions bénignes, fievre). Trois mois plus tard, Jenner inocule cette fois-ci a I'enfant la variole
humaine par le procédé de variolisation, qui ne déclare pas la maladie et ne montre aucun
symptome. Jenner en conclut alors que I'enfant est protégé grace a la « vaccination », terme choisi
en référence a la vaccine. Aprées avoir confirmé ses résultats sur d’autres sujets, Jenner décrit en
1798 son nouveau procédé et préconise de |'utiliser comme traitement préventif de la variole en

prélevant directement la lymphe dans les pustules de vaches’. Bien que suscitant de nombreuses
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critiques, la vaccination finit par étre reconnue comme étant beaucoup plus slre que la variolisation,
et la pratique se généralise rapidement a toute I'Europe. En effet, les effets indésirables de la
vaccination sont bien moindres, avec une estimation de seulement 1 cas mortel sur 1 million. La
grande différence entre la variolisation et la vaccination est que dans le premier cas on inocule
directement le virus humain, tandis que dans le deuxieme cas le virus provient d’'une autre espéce et
est transmissible a I'homme avec peu de symptémes. Le virus de la vaccine est suffisamment proche
de celui de la variole pour induire une protection de la méme maniere que par le procédé de
variolisation, avec pour avantages un risque moindre de contamination et des symptomes beaucoup

plus légers (Figure 1.1).

Figure I.1. Représentation de la variolisation et de la vaccination.

Aquarelle de Kirtland (1802) représentant a gauche le résultat d’une variolisation et a droite les effets
de la vaccination 14 jours aprés inoculation. La variolisation provoque des réactions locales beaucoup

plus importantes que la vaccination.
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1.1.2 L’évolution des vaccins
a. Généralisation de la vaccination avec les premiers vaccins atténués

éme

Dés la deuxieme moitié du XIX""" siecle, la microbiologie est en plein essor, en particulier avec la
théorie germinale décrite par Louis Pasteur en France. D’apres cette théorie, les maladies
infectieuses sont causées par des microorganismes invisibles a I'ceil nu. Dés lors, de nombreux
scientifiques recherchent les microbes responsables des maladies infectieuses connues de I'époque.
Pasteur meéne ses recherches sur le choléra aviaire et parvient a isoler la bactérie virulente en 1878.
Sur le modele de Jenner, il tente d’induire une protection contre la bactérie en I'inoculant a des
poules. Ce n’est qu’un an plus tard qu’il réalise par hasard que de vieilles cultures de bactéries
perdent leur virulence: les poules ne présentent que de légers symptOmes et survivent a
I'inoculation de ces bactéries. De plus, ces poules résistent ensuite a I'administration de bactéries
fraiches. Il en déduit que I'exposition des bactéries a I'oxygéne est capable d’atténuer leur virulence®.
Il est alors convaincu que le concept d’atténuation peut étre appliqué a d’autres microbes. Lors de
ses travaux sur le bacille du charbon (anthrax), il étudie I'effet de traitements physiques tels que
I’exposition a la chaleur mais aussi de traitements chimiques comme I'acide. Il démontre sur des
moutons que les bacilles atténués a la chaleur protégent contre une infection avec des bacilles frais.
La notion de vaccination est alors généralisée a I'administration de n’importe quel microorganisme
dans le but d’induire une immunité et de prévenir une maladie infectieuse ou ses séquelles. Les
vaccins mis au point par Pasteur sont qualifiés de « vivants atténués ». lls sont en effet composés
d’un pathogéne entier dont la virulence a été diminuée. Le pathogéne vivant est capable de se
multiplier dans I’hote et d’infecter ses cellules avec pour autant peu ou pas de symptomes, grace au

processus d’atténuation.

Fort de la mise au point de ses deux vaccins vétérinaires (choléra aviaire en 1879 et charbon des
moutons en 1881), Pasteur s’intéresse désormais a une maladie qui touche aussi 'homme : la rage.
La difficulté est qu’a cette époque il est impossible d’observer le virus, trop petit pour les
microscopes disponibles, et de l'isoler pour le cultiver comme une bactérie. La rage touchant le
systeme nerveux, Pasteur réalise des prélevements de cerveaux de chiens enragés et s’en sert pour
inoculer des lapins. Il effectue un grand nombre de transferts d’un lapin a un autre jusqu’a observer
une atténuation du virus. Il perfectionne sa méthode en isolant les moelles épinieres de ces lapins
infectés et en les vieillissant au contact de I'air jusqu’a supprimer la virulence du virus. L'injection de

ces moelles a des chiens enragés empéche la maladie de se déclarer.
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Haut: lllustration représentant Pasteur en train
de vacciner des moutons contre le charbon a
Pouilly-le-Fort (XX&me sjecle). Droite: Tableau
d’Edelfelt représentant Pasteur qui observe une
moelle épiniére de lapin enragée suspendue dans
un bocal au-dessus de cristaux de potasse.

En 1885, I'occasion se présente de tester ce vaccin chez ’lhomme, car Joseph Meister, 4gé de 9 ans,
vient d’étre mordu par un chien enragé. L'enfant recoit sur une période de 10 jours 13 inoculations
par injection d’une suspension de moelle de lapin enragé broyée et atténuée. Suite a ce traitement,
I’enfant ne développe pas la rage. Certains émettent un doute concernant le chien ayant mordu
I’enfant, qui n’était finalement peut-étre pas enragé. Pour conclure sur I'efficacité de son vaccin,
Pasteur réalise alors un contrdle qui consiste a injecter a I'enfant vacciné une souche de la rage d’'une
telle virulence qu'’il ne pourrait en réchapper sans traitement®. Ce succés illustre la découverte du

premier vaccin atténué humain.

b. L’essor des vaccins atténués et inactivés

En 1882, Koch parvient a mettre en évidence la bactérie responsable de la tuberculose, maladie
infectieuse contagieuse dont la forme pulmonaire est la plus fréquente. S’ensuit plusieurs tentatives
pour développer un vaccin. Sur le modele de la vaccination contre la variole, des travaux sont réalisés
sur le bacille tuberculeux bovin qu’il est nécessaire d’atténuer car il peut induire des infections chez
’lhomme. Sous l'influence de Pasteur, Calmette et Guérin réalisent une centaine de cultures
successives du bacille tuberculeux bovin sur des tranches de pommes de terres immergées dans de la
bile de beoeuf, ce qui a pour effet de réduire la virulence de la bactérie jusqu’a la rendre inoffensive.
Ce bacille bovin atténué, suffisamment proche du bacille responsable de la tuberculose humaine, est
donc utilisé comme vaccin pour prévenir la tuberculose chez 'homme : le BCG (Bilié de Calmette et

Guérin) qui est toujours d’actualité™. Le concept d’atténuation va inspirer de nombreux chercheurs
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et permettre le développement d’autres vaccins, par exemple contre la fiévre typhoide, le choléra ou

la peste.

A la méme période, Roux découvre que la diphtérie est causée non pas par une bactérie (bacille de
Loffler-Klebs) mais par la toxine qu’elle libere'. La diphtérie est une maladie infectieuse contagieuse
affectant les voies respiratoires puis le cceur et le systeme nerveux périphérique, entrainant la mort
par suffocation. En paralléle, Kitasato cultive la bactérie tétanique, causant également le tétanos par
I'intermédiaire de toxines ciblant le systéme nerveux central. En 1890, Kitasato et Behring travaillent
ensemble sur ces toxines et découvrent que le sérum de lapins immunisés avec les toxines contient
des antitoxines capables de protéger d’autres animaux'”. Grace a cette découverte, Behring recoit en
1901 le premier prix Nobel de médecine. C’'est le début de la sérothérapie, qui consiste a administrer
du sérum provenant d’animaux immunisés afin de protéger contre la diphtérie et le tétanos. La mise
au point d’un vaccin est rendue délicate par le manque de stabilité des toxines atténuées, qui
peuvent retrouver leur toxicité. En 1923, Ramon décrit I'inactivation des toxines par un traitement au
formaldéhyde, qui sont utilisées par Glenny pour produire des vaccins contre la diphtérie et le
tétanos™. Dans le cas ol 'immunogénicité de la toxine est réduite de maniére trop importante par le

traitement, des sels d’aluminium sont ajoutés comme adjuvants.

En 1918, I'Europe est frappée par une terrible épidémie de grippe trés contagieuse, qui s’étendra
rapidement dans le monde entier. Sa virulence est telle qu’elle fait entre 50 et 100 millions de
victimes dans le monde en moins de 2 ans, plus que la premiere guerre mondiale. D’abord attribuée
a tort a une bactérie, le virus de la grippe est identifié chez le porc par Schope en 1931. Le virus est
ensuite isolé chez I’'humain et propagé dans des furets. En 1935, Smith démontre que le virus peut
étre cultivé dans des ceufs embryonés. Le russe Smorodintseff propose un premier vaccin en 1936,
qu’il a obtenu en atténuant le virus par 30 passages successifs dans des ceufs®. L’année 1949
constitue un tournant dans la recherche de nouveaux vaccins, avec la possibilité de cultiver des virus
in vitro. Le travail des chercheurs est par conséquent facilité et une vague de nouveaux vaccins suit.
Un vaccin inactivé contre la poliomyélite a notamment été développé en 1952 par Salk®. La
poliomyélite est une maladie infectieuse contagieuse due a un virus qui atteint la moelle épiniére et
entraine la paralysie, généralement des membres inférieurs. Le virus a été cultivé sur des lignées
cellulaires simiennes avant d’étre inactivé par traitement au formaldéhyde. Dans le cas du vaccin
inactivé, le pathogéne est détruit et est donc incapable de se multiplier. La destruction du pathogéne
est néanmoins suffisamment douce pour que sa structure globale soit conservée, et qu’il ne perde
pas toute son immunogénicité. Dans les années suivantes, des vaccins atténués contre la rougeole®®,

les oreillons®’ et la rubéole™ furent également développés.
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c. Les vaccins modernes

Le développement des vaccins atténués a permis de contréler un grand nombre de pathogenes et de
protéger efficacement les populations contre les épidémies associées. L'utilisation du pathogéne
entier vivant rend le vaccin trés efficace car il stimule fortement notre systéme immunitaire qui met
en place des défenses robustes et durables. Cependant, ce pathogéne vivant peut se répliquer dans
I'organisme et est transmissible par contagion, donc peut continuer de se propager. En outre, le
procédé d’atténuation manque de contrbéle car la quantité de mutations requises pour que le
pathogéne soit suffisamment atténué afin de ne pas provoquer de symptémes sans pour autant
perdre toute son immunogénicité est souvent mal défini'®. Considérant le taux de mutations élevé et
rapide de la plupart des virus, il n'est pas exclu que le pathogene recouvre sa virulence apres
injection dans I'organisme. Un exemple marquant est le cas du premier vaccin développé contre la
poliomyélite (vaccin atténué), qui provoque la maladie paralysante chez 1 enfant sur 750 000 des
suites de la vaccination®. Par conséquent, ce vaccin fit remplacé par I'actuel vaccin inactivé, plus sir
car le pathogene est tué et ne peut donc pas se répliquer ni recouvrer sa virulence. Les vaccins
inactivés sont donc accessibles a tous, y compris les individus immunodéprimés qui ne peuvent pas
recevoir de vaccins vivants atténués. En contrepartie de leur plus grande slreté, les vaccins inactivés
perdent en immunogénicité a cause des traitements (formaldéhyde, chaleur) effectués sur le
pathogéne. Leur efficacité est rehaussée en augmentant les doses administrées ainsi que le nombre
d’injection. Néanmoins, le développement des vaccins inactivés conn(t également quelques échecs.
Dans les années 1960, un essai clinique fit mené sur de jeunes enfants afin de tester un vaccin
inactivé contre le virus respiratoire syncytial (RSV), virus tres contagieux qui touche les nourrissons
de moins de 2 ans et cause des infections respiratoires. Environ 9 mois apres le début de I'essai
clinique, les enfants vaccinés furent touchés par une épidémie de RSV, mettant en évidence le
manque d’efficacité du vaccin. En outre, les malades développérent des complications respiratoires
(pneumonies) associées a une forme sévére du RSV a cause du vaccin, les enfants non vaccinés étant
atteint par la forme habituelle du RSV?. Ces expériences douloureuses, ainsi que les progrés réalisés
en biologie moléculaire et immunologie encouragerent les scientifiques a développer une nouvelle

classe de vaccins plus slrs : les vaccins a sous-unités.

Les vaccins a sous-unités, a I'inverse des vaccins entiers atténués ou inactivés ne contiennent qu’une
fraction du pathogéne, généralement une protéine ou peptide appelé antigene. Cet antigéne doit
étre sélectionné en fonction de la pathogénése et des mécanismes immunologiques impliqués lors
d’une infection, de sorte que cet antigene soit reconnu par le systeme immunitaire et capable de

déclencher des réponses immunitaires adaptées. Les antigenes peuvent étre extraits et purifiés
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directement a partir des pathogénes, mais ce sont des procédures colteuses et risquées?. D’autres
méthodes, dites recombinantes, ont alors été développées pour produire les antigenes désirés a
I'aide d’hotes vivants servant de systémes d’expression. Le géne impliqué dans la production de la
protéine antigénique au sein du pathogéne est isolé et inséré dans I’ADN de I’'hote, a savoir des
cellules de levures, mammiféres ou insectes. La machinerie cellulaire est ainsi utilisée pour produire
et sécréter I'antigéne en grandes quantités®. Ce procédé a été utilisé pour mettre au point le
premier vaccin recombinant en 1986 contre |I’hépatite B, maladie contagieuse causée par un virus qui
induit une inflammation du foie et peut entrainer de graves complications comme des cirrhoses et
cancers du foie. L’antigene de surface du virus ainsi produit par des levures s’assemble pour former
des particules d’apparence similaire au virus, d’ot le nom de virus-like particles (VLP)**. Cette
structure confere a la protéine antigénique une grande immunogénicité. Sur le méme principe, un
vaccin contre le papillomavirus humain a été développé dans les années 2000 en se servant de
levures ou de cellules d’insectes pour produire la protéine virale de capside. Selon son génotype, le
papillomavirus humain se transmet par voie cutanée et infecte la peau ou par voie sexuelle et est

responsable de 99 % des cancers du col de I'utérus®?°

. Plus tard, des peptides antigéniques pourront
également &tre produits par synthése chimique®. Un candidat vaccin contre le paludisme sera ainsi

proposé a base d’un peptide synthétique et évalué en essais cliniques®’.

Type de vaccin Immunogénicité Shreté Exemple
Forte Faible Rage
Dose faible Risque d’infection Rougeole
Vaccin vivant atténué | Peu d’injections Effets secondaires Oreillons
Réponses humorale et cellulaire Rubéole
Protection longue durée
Moyenne Moyenne Coqueluche
] .. . Dose élevée Faible risque d’infection | Poliomyélite
Vaccin tué inactivé . . . -
. ) Injections de rappel Effets secondaires Diphtérie
Vaccin anatoxine , ) )
Réponses humorale et cellulaire Tétanos
Protection longue durée
Faible Forte Hépatite B
. L, Dose élevée Aucun risque d’infection HPV
Vaccin a sous-unités e , )
Injections de rappel Peu d’effets secondaires

Réponse humorale seule

Table I.1 : Les caractéristiques principales des différents types de vaccins.

La sdreté est inversement proportionnelle a I'immunogénicité du type de vaccin.
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Les vaccins a sous-unités présentent des avantages certains par rapport aux vaccins atténués et
inactivés, tels qu’une plus grande s(reté, un meilleur controle qualité, un moindre colt de
production, la possibilité de cibler des réponses immunitaires envers un épitope précis du
pathogéne, ainsi que des conditions de conservation facilitées?. En contrepartie, de tels vaccins sont
bien moins immunogénes et nécessitent d’étre associés a des adjuvants®. Les vaccins contre
I’hépatite B et le HPV sont par exemple combinés avec des sels d’aluminium. Les différentes classes

de vaccins sont comparées dans la Table I.1.

33



1.2 Les réponses du systéme immunitaire

Les vaccins reposent sur I'existence de défenses naturelles de notre organisme contre les pathogénes
infectieux. En présentant a l'organisme le pathogene sous une forme atténuée, inactivée ou
fractionnée, celui-ci développe des défenses capables de protéger lors de futures infections par le
pathogene. Ces défenses sont le fait de notre systeme immunitaire, dont la fonction est d’identifier
les pathogeénes infectieux afin de mettre en place des réponses adaptées a I'élimination de ces

pathogenes.

1.2.1 Systémes immunitaires inné et adaptatif

Le corps humain est constitué de plusieurs barrieres qui bloquent I'entrée des microorganismes
étrangers. La peau constitue une premiere barriére physique imperméable aux particules solides et
liquides. Les voies d’entrées du corps humain, telles que la bouche, sont tapissées de muqueuses et
contiennent des fluides antiseptiques comme la salive. De plus, I'intestin est colonisé par une flore
bactérienne commensale, qui entre en compétition avec les éventuelles bactéries étrangeres et les
empéche de se développer. Au niveau de I'ensemble de ces barriéres (peau, mugueuses) se situent
des cellules du systeme immunitaire inné, qui constituent notre premiere ligne de défense contre les
agents infectieux. Les cellules immunitaires innées identifient I'intrus en reconnaissant des motifs
particuliers présents a la surface d’un grand nombre de microorganismes et le détruisent. Cette
réponse immunitaire innée est opérationnelle en quelques heures contre une grande variété de
pathogénes, mais n’est pas spécifique. Dans le cas ou la réponse immunitaire innée ne suffit pas a

éliminer le pathogene, la phase adaptative est déclenchée®.

Aprés avoir capturé le pathogéne, les cellules immunitaires innées, plus précisément les cellules
dendritiques (DC), migrent jusqu’aux ganglions lymphatiques qui est le siege du systeme immunitaire
adaptatif, afin d’instruire les cellules professionnelles de la nature du pathogene. En réponse, ces
cellules se différencient en cellules spécifiques du pathogene et se multiplient en grand nombre dans
le but de neutraliser complétement le pathogene. La réponse immunitaire adaptative intervient donc
en second lieu et nécessite quelques jours pour étre opérationnelle, mais est plus efficace car
hautement spécifique du pathogéne. Une fois le pathogene éliminé, le systeme immunitaire
adaptatif garde en mémoire des cellules immunitaires spécifiques qui pourront étre sollicitées lors
d’une nouvelle infection par le méme pathogéne. Ces cellules mémoires interviendront beaucoup

plus rapidement et avec une intensité telle que le pathogéne pourra étre neutralisé et éliminé avant
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d’avoir pu se multiplier et provoquer des symptomes. Le principe du vaccin repose sur I'existence de
cette mémoire immunitaire. Ainsi, le vaccin mime une premiére infection par un pathogéne afin que
le systéme immunitaire adaptatif soit éduqué et développe des défenses efficaces et spécifiques qu’il
garde en mémoire en cas de future infection®’. Une modélisation du systéme immunitaire inné et

adaptatif est proposée en Figure I.2.

Systéme immunitaire inné Systéme immunitaire adaptatif Mémoire immunologique

* @ a4 | @‘Q%@H : Cellules spécifiques mémoires
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Pathogene éliminé par une cellule I ~udhd |
immunitaire innée @

Neutralisation spécifique du

* pathogéne |
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Figure I.2. Modélisation du systéme immunitaire inné et adaptatif.

Les cellules du systeme immunitaire inné (en bleu) capturent le pathogéne et vont le présenter aux
cellules immunitaires adaptatives (en rouge). Celles-ci se différencient en cellules spécifiques et se
multiplient afin de neutraliser le pathogéne de maniére spécifique. Lorsque le pathogéne est éliminé,
quelques exemplaires des cellules spécifiques sont gardées en mémoire en prévision d’une future

infection par le méme pathogéne.

1.2.2 Les acteurs du systéme immunitaire

Toutes les cellules immunitaires descendent de cellules souches hématopoiétiques pluripotentes
situées dans la moelle osseuse. Ces cellules souches donnent naissance aux progéniteurs lymphoides
et myéloides. La famille des lymphoides comprend les cellules NK (« natural killer ») ainsi que les

lymphocytes B et T. La famille des myéloides comprend les érythrocytes (globules rouges), les
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mégacaryocytes qui produisent les plaquettes, les cellules dendritiques, les granulocytes et les
monocytes. Ces derniers se différencient finalement en macrophages aprés migration du sang vers
les tissus®® (Figure 1.3). Ces cellules immunitaires, ayant en général une durée de vie courte, sont
renouvelées dans la moelle osseuse qui fait partie des organes lymphoides primaires. La moelle
osseuse est également le lieu de maturation des lymphocytes B. Le thymus, ou maturent les LT, est
un autre organe lymphoide primaire®’. Une fois produites, toutes ces cellules immunitaires sont
stratégiquement réparties dans le corps humain, au niveau des organes lymphoides secondaires : la
rate, les ganglions lymphatiques et les tissus lymphoides localisés au niveau des muqueuses et des

barrieres épithéliales pres des potentielles voies d’entrée des pathogenes (Figure 1.4).

cellule souche hématopoiétique
pluripotente

progéniteur myéloide progéniteur lymphoide
e placjuettes \
monocytes e °
’ érythrocytes
/ cellules granulocytes cellules NK
dendritiques

P lymphocytes B

e |

7

J

<

'\‘,;;_;,r-

macrophages

Figure 1.3. Représentation des principales cellules immunitaires issues de cellules souches
hématopoiétiques pluripotentes.
Les macrophages, cellules dendritiques, granulocytes, érythrocytes et plaquettes appartiennent a la

lignée myéloide. Les lymphocytes B, LT et cellules NK proviennent de progéniteurs lymphoides.
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Figure 1.4 : Les organes lymphatiques du corps humains.

Parmi I'ensemble des cellules immunitaires, certains acteurs jouent un réle clé dans la défense
contre les pathogénes infectieux. Les fonctions des cellules principales sont décrites ci-dessous et

résumées dans la Table I.2.

Les macrophages sont des cellules phagocytaires présentes en grand nombre dans les tissus. Leur
fonction principale est I’élimination des corps étrangers et cellules mortes par phagocytose. En cela,
les macrophages contribuent au maintien de I'homéostasie des tissus en détruisant les cellules
mortes. D’autre part, ce sont des acteurs de I'immunité innée capables d’identifier les pathogenes et
de les éliminer de maniere non spécifique. De plus, les macrophages participent a la réaction

inflammatoire associée a une infection en sécrétant des cytokines pro-inflammatoires®.

Les cellules dendritiques (DC) sont ainsi hommées en raison des dendrites formées par leur
membrane. Ces cellules présentes dans les tissus et circulant dans la lymphe ont pour principale
fonction la présentation d’antigénes exogénes ou endogénes aux cellules de 'immunité adaptative™.
La famille des DC contient plusieurs sous-populations de cellules. Les DC myéloides ont une forte
capacité migratoire et sont spécialisées dans la présentation de I|’antigene. Lorsqu’elles sont
immatures, elles ont une activité phagocytaire élevée et une fois activées sécrétent activement des

cytokines. Les DC plasmacytoides different des myéloides par leur durée de vie plus longue. Ces
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cellules sont spécialisées dans la réponse aux infections virales par la production massive de
. 35 . , . 2
cytokines™. Parmi les DC on trouve également les cellules de Langerhans, localisées dans I'épiderme

et les épithéliums des bronches et muqueuses. Cependant, leurs fonctions sont encore mal connues.

Les lymphocytes sont des cellules de I'immunité circulant dans le sang et la lymphe afin de se
déplacer entre les tissus et organes lymphatiques. On distingue 3 grandes catégories de

lymphocytes : les cellules NK, les lymphocytes B (LB) et lymphocytes T (LT).

Les cellules « Natural Killer » NK sont des cellules lymphoides qui n’expriment pas de récepteurs
spécifiques d’un antigene, a la différence des lymphocytes B et T, et qui font partie de I'immunité
innée. Elles ont la capacité de reconnaitre des cellules anormales (par exemples des cellules
tumorales) par des récepteurs membranaires (NKR) et de les tuer, d’ou leur nom « Natural Killer ».
D’autre part, elles expriment a leur surface des récepteurs pour les immunoglobulines qui peuvent
fixer des anticorps et ainsi doter la cellule NK d’un module de reconnaissance spécifique d’antigénes.
Leur cytoplasme renferme des granules contenant des protéines cytotoxiques qu’elles sécrétent
lorsqu’elles sont activées. Les cellules NK contrdlent la réplication des virus en identifiant les cellules
infectées et en éliminant les réservoirs viraux en attendant que I'immunité adaptative soit mise en

place.

Les LB et les LT sont les cellules effectrices de I'immunité adaptative. Les LB maturent dans la moelle
osseuse et les LT dans le thymus et ils portent des récepteurs antigéniques spécifiques a leur surface

(BCR et TCR respectivement).

Le BCR exprimé par les LB peut étre sécrété sous forme soluble : ce sont les anticorps. Le BCR
reconnait des antigenes de différentes natures (protéines, sucres, lipides ou molécules inorganiques),
sous forme circulante ou exprimé a la surface des pathogénes. Les anticorps fixent les antigénes pour
faciliter leur élimination. Ce sont des molécules hétérodimériques constituées d'une chaine
lourde (H) et d’une chaine légére (L) qui sont organisées en domaines. Ces deux chaines sont
constituées d’une région amine terminale dite domaine variable (V). L’association VH-VL forme le site
d’interaction avec l'antigéne qui garantit la reconnaissance de chaque antigéne par un anticorps
spécifique. Les région constantes (C) des chaines L sont de 2 sous-classes (soit k¥ soit A) et assurent

I"association avec les régions C de la chaine H partenaire (Figure 1.5).
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Figure 1.5 : Structure globulaire d’une immunoglobuline (I1gG).

Les domaines variables (VL et VH) se trouvent a I'extrémité amine des chaines L et H et forment le site
de liaison avec l'‘antigéne. Les domaines constants sont impliqués dans diverses fonctions des
anticorps telles que la fixation du complément ou la liaison aux récepteurs membranaires de cellules

phagocytaires.

Il existe 5 types de chaines H, qui sont les différents isotypes ou classes d’anticorps. Les IgM sont les
premiers anticorps produits lors d’une infection. Sous forme de pentamere, les IgM ont un grand
nombre de sites spécifiques ce qui favorise leur fixation a I'antigéne. Les IgG, produits dans un
second temps et plus affins, constituent la majorité des anticorps circulants, prés de 75 %. Les IgG
comprennent plusieurs sous-classes, qui sont chez la souris les IgG1, 1gG2a, IgG2b et 1gG3 et chez les
humains 1gG1, 1gG2, 1gG3 et IgG4. Les IgA sont principalement présents dans les muqueuses et
contribuent a empécher les pathogénes de se fixer aux cellules épithéliales. Enfin, les IgD et IgE sont
beaucoup plus faiblement représentés. Les IgD participent a I’activation des LB tandis que les IgE sont
efficaces contre les parasites et sont présents en excés dans le cas d’allergies (Figure 1.6). La
commutation isotypique permet aux LB la synthése d’une classe d’anticorps a une autre. Lors du
changement de classe, seule la région constante est modifiée. La région variable est conservée, ce
qui n’affecte pas la spécificité de I'anticorps a I'antigene. L’anticorps fixera donc toujours le méme

antigéne mais n’interagira pas avec les mémes cellules®.
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Figure 1.6. Représentation des différents isotypes d’anticorps.
Les anticorps sont composés d’une région variable adaptée a la reconnaissance d’un antigéne
spécifique et d’une région constante définissant son isotype. Les IgG, IgD et IgE sont sous la forme de

monomeres tandis que les IgA sont sous la forme de diméres et les IgM sous la forme de pentameéres.

Les LT expriment a leur surface un TCR qui reconnait I'antigéne lorsqu’il est présenté sous forme de
peptides par les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH)*’. En général, les LT sont
incapables de se lier a des antigenes solubles et dans leur forme native. Il existe 2 types de TCR
composés de I'association de 2 chaines, soit a et B, soit y et §, qui reconnaissent des antigenes de
différentes natures. Les LT y& reconnaissent essentiellement de petites molécules issues de
microorganismes et certains motifs peptidiques. Les LT af sont les effecteurs principaux qui sont
spécifiques d’un antigene peptidique présenté par les molécules du CMH. L'expression de molécule
accessoire CD8 ou CD4 conditionne I'association du TCR a une molécule CMH de classe | ou de
classe Il respectivement. Chaque chaine du TCR est constituée d’une région V et d’une région C qui

comporte une partie transmembranaire assurant son expression a la surface du LT.
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Le répertoire des lymphocytes Bet T

En théorie, les LB et LT produisent des récepteurs pouvant reconnaitre un grand nombre de cibles.
On définit le répertoire immunitaire comme I'ensemble des récepteurs d’antigénes. Cet immense
répertoire de spécificités est le résultat d’'un mécanisme génétique unique : la recombinaison VDJ.
Celle-ci intervient au cours du développement des LB et LT dans les organes lymphatiques primaires
et permet de générer un grand nombre de variations du géne qui code pour le récepteur
antigénique®. Ce mécanisme est commun aux LB et LT. Chaque région constante est codée par un
géne unique alors qu’il existe un grand nombre de genes codant pour les régions variables. Dans une
cellule non lymphocytaire, I'agencement de ces genes ne permet pas leur expression. Cependant, au
cours de leur différentiation les LB et LT remanient I'agencement des genes codant pour leur
récepteur. En bref, ce réarrangement juxtapose un géne V avec son promoteur, a un segment
intermédiaire J qui est associé a un gene C. Le systéme enzymatique assurant le clivage spécifique et
le raboutage des génes est doté d’une activité exonucléase éliminant ou additionnant de maniere
aléatoire de 0 a 15 nucléotides. Cette activité créé une grande diversité aux points de
réarrangements. Ainsi, un gene fonctionnel est créé et chaque LB ou LT ne produira qu’un récepteur
unique. Le nombre de récepteurs antigéniques possibles dépasse largement le nombre total de
lymphocytes, ce qui traduit que seule une minorité des possibles récepteurs du répertoire sont
effectivement utilisés. Avant d’arriver a maturité, chaque lymphocyte est évalué afin d’éliminer les
clones qui reconnaissent nos propres cellules ainsi que ceux qui ne reconnaissent aucun antigene. A
la fin de leur développement dans le thymus, les LT se différencient en deux classes qui se
distinguent par le marqueur CD4, reconnaissant I'antigene présenté par les molécules du CMH-II, ou
le marqueur CDS8, reconnaissant I'antigene présenté par les molécules du CMH-I. Les LT auxiliaires
expriment le marqueur CD4 et orchestrent la réponse immunitaire, tandis que les LT cytotoxiques
portent le marqueur CD8 et sont chargés d’éliminer les cellules infectées par un pathogéne

intracellulaire.
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Immunité Cellule Fonctions principales Lieu de résidence

Innée Macrophages Elimination des pathogéenes par Tissus
P . % phagocytose

Réponse inflammatoire

Elimination des pathogénes Circuit sanguin
intracellulaires

Lien entre Présentation de |'antigene Tissus et circuit

innée et lymphatique

adaptative

Adaptative | Lymphocytes B Réponse humorale par la production Circuits sanguin et
d’anticorps pour éliminer les lymphatique

pathogenes extracellulaires

Réponse cellulaire par I’élimination Circuits sanguin et
des cellules infectées par des lymphatique
pathogenes intracellulaires

Table 1.2 : Les principales cellules du systéme immunitaire et leurs fonctions.

Les cellules de I'immunité innée entrent les premiére en action : les macrophages éliminent les
pathogeénes extracellulaires par phagocytose et les cellules NK détruisent les pathogénes
intracellulaires. Les DC alertent les cellules du systéme immunitaire adaptatif en leur présentant des
antigénes issus du pathogéne capturé. En réponse, les LT auxiliaires orchestrent la réponse spécifique
en stimulant les LB pour la production d’anticorps et les LT cytotoxiques pour I’élimination des cellules

infectées.
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1.2.3 Les différentes phases de la réponse immunitaire

Une réponse immunitaire efficace comprend quatre phases principales. La premiere phase
d’identification du pathogene est réalisée par le systéme immunitaire inné et constitue l'initiation de
la réponse immunitaire. La seconde phase correspond a la mise en ceuvre de différentes actions
spécifiques dans le but de contréler I'infection et d’éliminer le pathogene. Tous les acteurs impliqués
dans cette phase effectrice doivent cependant étre maintenus sous controle afin d’empécher une
activité autodestructive du systeme immunitaire, ce qui constitue la phase de régulation. Les
réactions allergiques et maladies auto-immunes sont des exemples de conséquences d’un systeme
immunitaire mal régulé qui s’emballe. Enfin, la quatrieme phase de mémoire immunologique est la
garantie d’une action rapide, efficace et spécifique lors d’'une deuxiéme infection par le méme

pathogéne, permettant la neutralisation du pathogene avant méme que la maladie ne se déclare.

a. La phase d’identification du pathogéene

Cette premiere phase est réalisée par les acteurs de I'immunité innée, qui agissent de maniére non

spécifique sur tous les pathogénes par I'intermédiaire de récepteurs.

Les macrophages identifient les pathogénes extracellulaires

Lorsqu’un pathogéne péneétre le corps humain, il est rapidement repéré par les macrophages. Ce
sont les premiéres cellules sur le lieu d’'une infection qui capturent et éliminent les microorganismes
gu’elles rencontrent. Les macrophages sont capables de distinguer un pathogene des éléments du
corps humain grace a des motifs moléculaires présents sur leur membrane (PAMP = pathogen
associated molecular pattern). Ces motifs sont communs a un grand nombre de microorganismes et
sont particulierement conservés®®. Ce sont donc d’excellentes cibles pour les cellules immunitaires
qui possedent des récepteurs spécifiques de ces motifs (PRR = pathogen recognition receptor). Une
fois le pathogéne identifié, sa capture par le macrophage est favorisée par I’action du complément™®.
Le systeme du complément est composé de protéines plasmatiques produites principalement par le
foie. En présence d’'un pathogene, des protéases sont activées et conduisent a une cascade de
réactions menant a la fixation des composantes Clq, C3 a la surface de la molécule exogene. La cible
est ainsi marquée, dite opsonisée, ce qui facilite leur capture par les cellules phagocytaires
(macrophages et DC) par I'intermédiaire de récepteurs spécifiques des composantes du complément
(en particulier CD11b et CD11c). Les vésicules intracellulaires formées (phagosome) s’acidifient puis

fusionnent avec un lysosome contenant des enzymes capables de dégrader le pathogeéne en
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peptides® (Figure 1.7). En plus de leur activité phagocytaire, les macrophages induisent une réaction
inflammatoire en sécrétant des cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a, I'lL-6 et I'lL-12 et
de chimiokines. Ces signaux permettent de recruter et d’activer d’autres cellules immunitaires sur le
lieu d’une infection et facilitent leur migration en rendant les vaisseaux proches du lieu de I'infection

perméables®.

Internalisation du pathogéne x
dans un phagosome

@ Fusion du phagosome

avec un Iysosome

@ Les enzymes du lysosome
attaquent le pathogéne

@ Le pathogéne est dégradé
en fragments

Les fragments de
@ pathogénes sont expulsés

hors de la cellule

Figure 1.7. Schéma représentant les différentes étapes de la phagocytose de pathogénes

extracellulaires par les macrophages.

Les cellules NK identifient les cellules infectées par des pathogénes intracellulaires

Lorsqu’une cellule est infectée par un virus, elle fonctionne anormalement. Bien qu’elle passe
inapercue des macrophages, les cellules NK disposent des récepteurs nécessaires a I'identification de
ces cellules infectées. Bien que non spécifiques, les cellules NK sont capables de reconnaitre les
cellules infectées ou anormales, notamment parce que celles-ci expriment peu ou plus le CMH-I en
raison d’une altération par le virus®®. De plus, les cellules infectées sécrétent des cytokines, en
particulier I'lFN-a et I'IFN-B, qui activent considérablement les cellules NK. Dans certains cas, des
anticorps peuvent se fixer a la surface de cellules infectées, que les cellules NK vont mieux
reconnaitre par l'intermédiaire de la région constante des anticorps. Ce processus est nommé ADCC
(pour « antibody-dependant cellular cytotoxicity ») car I'activité cytotoxique des cellules NK repose
sur la présence d’anticorps a la surface de cellules cibles®®. Les macrophages participent également &

I'activation des cellules NK par la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-12 et le
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TNF-a. Une fois fixées aux cellules infectées, les cellules NK libérent des granules cytotoxiques
contenant des granzymes et perforines qui vont perforer la membrane cellulaire et induire
I’apoptose™. Par leur action, les cellules NK empéchent le virus de se répliquer trop rapidement et
stabilisent la charge virale en attendant les acteurs de I'immunité adaptative, en particulier les LT

cytotoxiques capables d’éliminer spécifiquement les cellules infectées.

La présentation de I’antigéne par les cellules dendritiques

En paralléle de leur activité phagocytaire, les DC assurent une fonction essentielle dans le lien entre
I'immunité innée et adaptative : la présentation d’antigénes aux LT naifs. Les DC circulent dans tout
I’organisme par le sang et la lymphe et peuvent résider au sein des tissus. Comme les macrophages,
elles capturent continuellement les antigénes endogénes ou exogénes rencontrés*’. Cependant, les
DC doivent recevoir un signal de danger au moment ou |'antigene est capturé pour initier la réponse
immunitaire adaptative. Ces signaux de danger sont les PAMP qui activent des PRR comme pour les
macrophages. Cette activation induit la maturation des DC, dont le phénotype varie selon le
pathogene rencontré. De cette maniere, les DC pourront orienter la réponse induite par les LT afin
qu’elle soit adaptée a la nature du pathogéne détecté®. En I'absence de signal de danger, les DC

envoient un message de tolérance envers |'antigéne capturé.

La maturation des DC implique leur migration dans les ganglions lymphatiques ou sont localisés les
lymphocytes naifs, leur circulation étant favorisée par I'inflammation générée par les macrophages
ayant pour effet d’augmenter le flux de la lymphe®. Les DC subissent également des changements au
niveau de leur structure et fonctions. Les DC matures développent notamment des dendrites et
perdent leurs propriétés d’adhésion afin d’augmenter leur mobilité®*. De plus, les fonctions
endocytiques des DC sont réduites en faveur du fonctionnement de I'endosome et du lysosome. Cela
se manifeste par une acidification de ces compartiments, nécessaire a la dégradation des antigénes
capturés en peptides®. Les molécules du CMH-II migrent alors du réticulum endoplasmique vers
I’endosome pour étre chargé avec un peptide antigénique et aller le présenter sur la membrane
cellulaire. Ainsi, les DC matures expriment fortement le CMH-Il, de méme que les marqueurs de co-
stimulation CD80 et CD86. La présentation de I'antigéne s’"accompagne également de la sécrétion de
cytokines spécifiques qui participent a la polarisation de la réponse des LT en fonction de la nature
du pathogéne capturé®. Le CMH-II est exprimé uniquement par les cellules présentatrice d’antigéne
(CPA), qui comptent les DC, les macrophages et les LB. Ce sont donc les seules cellules capables de

présenter un antigéne issu de la dégradation d’un pathogéne extracellulaire.
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A l'inverse du CMH-II, les molécules du CMH-I présentent principalement des peptides issus de
protéines endogéenes. Il peut s’agir de protéines provenant du cytosol dont la fonction est achevée,
ou bien de protéines produites par des genes viraux utilisant la machinerie de la cellules infectée, ou
encore de protéines sécrétées par des pathogenes intracellulaires. Le protéasome dégrade les
protéines en peptides qui sont ensuite transportés vers le réticulum endoplasmique pour étre
chargés sur les molécules du CMH-I avant d’étre présenté a la surface de la cellule. Le CMH-I étant
exprimé par toutes les cellules, n‘importe quelle cellule infectée par un pathogéene intracellulaire
peut le signaler en présentant un peptide antigénique sur son CMH-I1**. Cependant, il peut arriver
gu’un pathogéne capturé par une cellule dendritique soit présenté sur le CMH-I plutét que le CMH-I,
ce que I'on appelle la présentation croisée. Bien que les mécanismes mis en jeu soient encore mal
compris, il semblerait que ces antigenes exogenes puissent s’échapper de 'endosome pour atteindre
le cytosol et étre traités de la méme maniere que les antigenes endogénes. Cet échappement
endosomal pourrait &tre lié & I'action de transporteurs membranaires®. Dans le cas d’antigénes
particulaires, leur internalisation dans des phagosomes pourrait retarder le processus d’acidification
induisant leur dégradation peptidique et ainsi leur permettre de conserver leur intégrité et fuir vers
le cytosol®’.

Ainsi, la présentation de I'antigene par les DC combinée aux signaux sécrétoires permet d’orienter la
réponse immunitaire des LT de maniere a induire une défense adaptée a la nature du pathogene et a
son mode d’action. Par le mécanisme de présentation croisée, plusieurs voies de I'immunité peuvent

alors étre activées pour un méme pathogéne.

b. La phase effectrice
La phase effectrice est résumée schématiquement dans la Figure I.8.
Cette phase constitue I'entrée en jeu des acteurs de I'immunité adaptative. Ce sont les DC qui
assurent le lien entre I'immunité innée mise en place de maniére systématique dés l'intrusion du
pathogéne, et I'immunité adaptative indispensable a I’élimination spécifique du pathogene. Selon

que le pathogene soit présenté sur les molécules du CMH-I ou du CMH-II, différents LT seront

sollicités afin de mettre en ceuvre des actions adaptées a la nature du pathogene pour le détruire.
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Figure 1.8: Schéma représentant la présentation de I'antigéne par les DC aux LT et les réponses

La présentation de I'antigéne sur le CMH-II, accompagnée de la sécrétion par les DC d’IL-12, d’IL-6, de
TGF-f ou d’IL-4 induit la polarisation des LT CD4 en Th1, Th17, Tzes ou Th2 respectivement. Les Th2
stimulent la différenciation des LB en plasmocytes producteurs d’anticorps spécifiques. La
présentation de I'antigéne sur le CMH-I induit I'activation des LT CD8 dont I'activité cytotoxique

envers les cellules infectées est stimulée par les Th1.
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L’activation des lymphocytes T auxiliaires : I'orchestration de la réponse immunitaire

Les LT auxiliaires se distinguent par I'expression du marqueur CD4 et jouent un role central dans
I'immunité adaptative en orchestrant la réponse immunitaire. Les LT auxiliaires matures provenant
du thymus sont naifs tant qu’ils n’ont pas rencontré I'antigéne pour lequel ils sont spécifiques. Cet
antigene leur est présenté par les DC sur le CMH-Il, ce qui induit leur activation. Afin qu’un LT
auxiliaire soit correctement activé, un double signal est nécessaire. Le TCR et le marqueur CD4
exprimés par le LT se lient respectivement a I'antigéne peptidique et au CMH-II exprimés par la DC*.
A cela s’ajoute un co-signal entre le marqueur CD28 exprimé sur le LT et le marqueur CD80 ou CD86
exprimé par la DC activée. Aprées stimulation, le LT auxiliaire sécréete massivement la cytokine IL-2, ce
qui lui permet de se multiplier pour générer des clones identiques a lui-méme et spécifiques de
I'antigéne, qui se différencie en une classe de LT effecteurs. Les 3 classes principales sont nommées
Th1, Th2 et Th17 (pour T « helper » = auxiliaire en anglais). Ces voies de différenciation orientent la
réponse immunitaire selon la nature du pathogéne. Le phénotype Thl est induit par la production
d’IL-12 par les DC et favorisé par la sécrétion d’IFN-y par les cellules T et NK lorsque celles-ci
identifient des cellules infectées pathogéne intracellulaire. Les cellules Thl participent a I'immunité
cellulaire en sécrétant massivement I'IFN- y ayant pour effet I'activation des macrophages et la
stimulation de I'activité cytolytique des LT cytotoxiques**°. De méme, la différenciation des LT
auxiliaires en Th2 est induite par la sécrétion de la cytokine IL-4, majoritairement par les DC. Les
cellules Th2 prennent part dans I'immunité humorale en stimulant la prolifération des LB et en
induisant la commutation isotypique des anticorps spécifiques de I'antigene, par la sécrétion des
cytokines IL-4 et IL-13"°°. Ces anticorps sont nécessaire pour neutraliser les pathogénes
extracellulaires. Enfin, le phénotype Th17 est induit par la production majoritairement d’IL-6 par les
DC. Les cellules Th17 ont un réle pro-inflammatoire en faveur de la réponse immunitaire, qui permet
de maintenir la barriere mucosale et inhibe I'activité des LT régulateurs, par leur production d’IL-17

et d’'IL-23%°°,

48



L’activation des lymphocytes B : la réponse immunitaire humorale

En parallele de I'activation des LT auxiliaires par les DC, les LB ont eux aussi la capacité de reconnaitre
I’antigene par leur BCR. En effet, ce récepteur est une immunoglobuline membranaire qui peut se
fixer a I'antigéne natif sous sa forme circulante. Celui-ci est alors internalisé puis traité de la méme
maniére que le font les DC pour &tre finalement présenté sur le CMH-Il exprimé a la surface des LB
A ce stade, les LB ne sont toujours pas activés car ils requierent la participation des LT auxiliaires.
Pour cela, les LB vont présenter leur antigene aux LT auxiliaires qui ont été préalablement activés et
instruits contre le méme antigene par les DC. En plus de la reconnaissance de I'antigene, les LT
auxiliaires délivrent un signal supplémentaire aux LB en fixant le marqueur de surface CD40 grace a
leur ligand de surface CD154. Ce co-signal de stimulation, couplé a la sécrétion de cytokines, induit la
prolifération des LB et leur différenciation en plasmocytes®. Ces cellules sécrétent des anticorps
spécifiques de I'antigene, qui sont en fait des versions sécrétoires du BCR ayant reconnu |'antigene.
L’activation des LB par les LT auxiliaires induit également la commutation isotypique permettant de
sécréter différentes classes d’anticorps : les IgM et IgD produits en premier lieu sont remplacés par
des IgG, IgA et Igk, d’'une plus grande affinité envers I'antigéne. Les cytokines sécrétées par les LT
auxiliaires durant la phase d’activation des LB orientent la commutation isotypique. En particulier
chez la souris, une cellule Thl sécrétant de I'lFN-y privilégie la production d’lgG2a tandis qu’une
cellule Th2, par sa sécrétion d’IL4, induit la production d’IgG1 et IgA>". Les anticorps produits, selon
leur classe, agissent de différentes maniéres sur le pathogene. La neutralisation consiste a fixer le
pathogéne avec un grand nombre d’anticorps afin de I'empécher d’entrer en contact avec les
cellules. Les pathogénes ainsi recouverts d’anticorps, par le processus d’opsonisation, sont
également plus facilement phagocytés ou endocytés par les cellules exprimant des récepteurs
spécifiques des régions constantes des immunoglobulines, telles que les macrophages, les DC et les
LB. En particulier, certains pathogenes ne portent pas de PAMP et sont donc invisibles des
macrophages. Grace a I'action de ces anticorps spécifiques, les macrophages peuvent identifier ces
pathogénes et les détruire. De par leurs multiples modes d’action, les anticorps sont I'arme clé de la

réponse humorale, elle-méme médiée par les LB.
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L’activation des lymphocytes T cytotoxiques : la réponse immunitaire cellulaire

Les anticorps sont certes tres efficaces pour éliminer les pathogénes circulants mais leur contribution
contre des pathogenes intracellulaires est limitée. L’élimination des pathogénes intracellulaires
comme les virus nécessite de détruire les cellules infectées par ces pathogénes car elles constituent
des réservoirs viraux et permettent aux virus de se répliquer. Bien que les cellules NK puissent
identifier les cellules infectées et les détruire grace a la fixation des anticorps, cette fonction est
limitée par la nécessité que I'antigéne reconnu par les anticorps soit exprimé a la surface des cellules
cibles. Les lymphocytes T cytotoxiques exprimant la molécule accessoire CD8 ont un spectre de
reconnaissance d’antigéne plus large constitué de petits peptides (9-10 acides aminés) présentés par
les molécules de CMH-I?2. Dans la plupart des cas, I'activation des LT cytotoxiques est favorisée par la
participation des LT auxiliaires activés. Ces derniers, activés par les DC, vont stimuler les DC en retour
afin qu’elles surexpriment la protéine 4-IBBL. Ce ligand se fixe sur le marqueur de surface 4-IBB des
LT cytotoxiques, co-signal nécessaire a la prolifération des LT cytotoxiques. La sécrétion d’IL-2 par les
LT auxiliaires activés amplifie également la différenciation des LT cytotoxiques®. Lorsqu’ils sont
activés, les LT cytotoxiques sont capables de reconnaitre directement I'antigene peptidique présenté
a la surface d’une cellule infectée via son CMH-I, sans co-signal. Pour cela, les LT cytotoxiques activés
quittent les ganglions lymphatiques pour rejoindre la circulation sanguine et les tissus, en particulier
le lieu d’une infection. Cela est possible grace a I'inflammation induite par les macrophages, ce qui
confére des propriétés adhésives aux cellules endothéliales qui tapissent les vaisseaux sanguins
localement au niveau du lieu de I'infection. Les lymphocytes se fixent a cet endroit et traversent plus
aisément la paroi des vaisseaux sanguins. Puis ils sont guidés jusqu’au lieu exact de I'infection par
attraction par les chimiokines sécrétées par les macrophages®. Les LT cytotoxiques vont alors passer
en revue les cellules qu’ils rencontrent en se fixant de maniére non spécifique a leur surface. Cette
liaison est faible jusqu’a ce que le TCR d’un LT cytotoxique reconnaisse spécifiquement I'antigéne
contre lequel il a été activé. Le lien entre le LT cytotoxique et la cellule cible est alors renforcé, ce qui
laisse le temps au LT de relarguer des protéines cytotoxiques (granzymes et perforines) au point de
contact entre les deux cellules®. Ce processus rapide permet aux LT cytotoxiques de cribler
efficacement les différentes cellules présentes sur le lieu d’une infection afin de détruire les cellules

cibles infectées.

Les LT cytotoxiques sont également impliqués dans la réponse anti-tumorale. En effet, les cellules
tumorales expriment a leur surface certaines molécules pouvant étre identifiées comme
antigéniques par les cellules immunitaires, d’ol leur nom de « tumor-associated antigens » (TAA).

Les TAA chargés sur le CMH-I des cellules tumorales peuvent étre directement présentés aux
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lymphocytes T CD8. Cependant, I'activation des LT cytotoxiques qui en résulte est en général
insuffisante en raison de I'absence de co-signal des LT auxiliaires. Les cellules tumorales expriment en
effet peu ou pas le CMH-Il. Par conséquent, le mécanisme prédominant dans la réponse

anti-tumorale dépend de la présentation croisée des TAA par les CPA*>,

c. La phase de régulation : les lymphocytes T régulateurs

Si les LT CD4 décrits précédemment ont pour but d’activer d’autres cellules afin de d’induire une
réponse immunitaire spécifique, il en existe d’autres dont la fonction est d’inhiber cette réponse
immunitaire. Les LT régulateurs ou Tges contrblent la réponse immunitaire afin d’éviter qu’elle ne
s’emballe, ce qui pourrait causer des maladies auto-immunes. Les Tggs sont soit produits directement
dans le thymus (Tres naturels), soit différenciés a partir d’un LT auxiliaire naif (Tges adaptatifs). lls
expriment tous deux le facteur de transcription FoxP3 ainsi que les marqueurs de surface CD4, CD25
et les Tgeg Naturels expriment en plus fortement les marqueurs CD62L et CTLA-4>*. FoxP3 empéche la
production d’IL-2 nécessaire a la prolifération des LT. Méme en |'absence d’infection, les DC
capturent les antigenes du soi ainsi que les microorganismes commensaux pour les présenter aux LT
auxiliaires. Cependant, en I'absence de signal pro-inflammatoire, les DC ne sont pas activées et
produisent seulement la cytokine TGF-B. Celle-ci inhibe la prolifération des LT auxiliaires et leur
différenciation en Th1, Th2 ou Th17 pour favoriser la différenciation en Tges. Ce processus induit une
tolérance envers les antigénes présentés par les DC*°. En revanche, au début d’une infection les DC
sécretent fortement de I'lL-6, ce qui en I'absence d’IL-4 et IL-12, induit la différenciation des LT
auxiliaires en Th17 plut6ét que Thl ou Th2. C'est la balance entre les IL-6 et TGF-[3 sécrétés qui induit
la différenciation des LT auxiliaires en Th17 ou Tges. Dans le cas ou des Tgeg Sont générés, ceux-ci
sécrétent de I'IL-10 et TGF-B qui auront un rdle immunosuppresseur®. En particulier, I'lL-10 peut
bloquer la production de cytokines de la part des LT ainsi que I'activité des DC. Quant au TGF-B, il
bloque également la prolifération des LT ainsi que leur capacité a détruire leurs cellules cibles.
Cependant, ces cytokines n’ont pas toujours un effet immunosuppresseur. En effet, cela dépend des
cellules qui les consomment. Certaines cytokines activent des cellules mais en inhibent d’autres. Tout
est une question d’équilibre et de balance entre ces différents facteurs. Par exemple, I'lFN-y induit la
différenciation des LT auxiliaires en Th1l mais inhibe la signalisation vers Th2 ou Th17. De méme, I'lL-4
favorise la maturation des Th2 tout en inhibant Th17. Pour plus de clarté, I'ensemble des cytokines

mentionnées sont regroupées dans la Table 1.3 qui résume leurs caractéristiques principales.
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d. La phase de mémoire immunologique

Lorsqu’une infection est sous contrble et que le pathogene est éliminé, les cellules immunitaires
effectrices meurent car leur durée de vie est courte. Seules demeurent des cellules mémoires
(environ 5 %), dont la demi-vie peut se compter en année, qui garantissent la protection en cas de
réexposition au méme pathogéne®. Ces cellules mémoires sont issues de LB et T effecteurs qui se
sont différenciés pendant l'infection. Grace a ces cellules, une deuxieme exposition a un agent
infectieux donné génére une réponse immunitaire plus rapide et plus forte. Si le pathogene est
réintroduit en faible quantité, les anticorps restants peuvent le neutraliser sans aide supplémentaire.
Leur haute affinité leur permet de reconnaitre trés rapidement et efficacement le pathogene et de le
fixer pour permettre aux cellules phagocytaires de I'éliminer. Dans le cas ou le pathogéne est présent
en large quantité, une réponse secondaire des LB est générée. Les LB mémoires (LBm) ont été
sélectionnés parmi les LB effecteurs ayant la meilleure affinité avec I'antigéne. Cette haute affinité
est la conséquence d’hypermutations somatiques ayant lieu dans les centres germinaux des
ganglions lymphatiques. Ce phénomeéne est amplifié par la répétition de I'exposition au pathogéne.
Ainsi, les LBm capturent efficacement le pathogene pour aller le présenter aux LT auxiliaires. Cette
étape est également favorisée par la surexpression du CMH-II et de molécules co-stimulatoires.
L’activation qui en résulte conduit a une forte prolifération et différenciation de ces cellules, dont le
nombre peut aller jusqu’a 100 fois le niveau basal. De plus, les LBm proviennent de LB effecteurs
différenciés ayant déja subi une commutation isotypique. Ainsi, les BCR de ces LBm sont de type I1gG
ou IgA et une fois activés, les anticorps sécrétés seront directement d’isotype 1gG ou IgA. Ces
anticorps, produits en plus grande quantité que lors d’une premiére infection, seront d’autant plus
efficaces pour neutraliser et participer a I’élimination du pathogéne. De la méme maniere, les LT
mémoires (LTm) spécifiques de I'antigene persistent aprés infection en quantités 100 a 1000 fois
supérieures au niveau basal avant infection®®. Ces LTm sont plus susceptibles d’étre restimulés par
I"antigéne que les LT naifs. Il existe deux classes principales de LTm. Les LTm effecteurs sont localisés
dans les tissus périphériques et sont capables de se différencier rapidement en cellules effectrices
pouvant sécréter de larges quantités de cytokines aussitot aprés restimulation. Les LT de la mémoire
centrale demeurent dans les tissus lymphoides et doivent d’abord se différencier en LTm effecteurs
avant de devenir des cellules effectrices. En outre, les LTm auxiliaires nécessitent la réexposition de
I"antigéne par une APC pour acquérir la fonction de cellule effectrice et acquérir les caractéristiques
Th1 ou Th2°°. D’autre part, la production de LTm cytotoxiques semble nécessiter la contribution de
LT auxiliaires effecteurs, par la signalisation CD40 et IL-2. Les LT auxiliaires effecteurs semblent
également prendre part au maintien du nombre de LTm cytotoxiques. En particulier, les LTm ont une

longue durée de vie grace a I'lL-7 qui augmente leur résistance a I'apoptose et a I'IL-15 qui stimule
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leur prolifération dans le but de compenser les cellules qui meurent®. Ces cellules mémoires jouent
un réle déterminant lors de la réexposition a un pathogéne. Grace a leur action rapide et hautement

efficace, le pathogéene est controlé avant méme I'apparition de symptomes.

Le principe de la vaccination prophylactique repose sur I'existence-méme des cellules mémoires
induites lors d’'une réponse immunitaire. En effet, elle a pour but de simuler une premiére exposition
a un pathogene donné, de maniere inoffensive, afin de générer une réponse immunitaire
suffisamment importante dont la mémoire sera capable de protéger dans le futur en cas de réelle
infection par le pathogene. Lors d’une premiéere exposition a un pathogéene, la réponse immunitaire
adaptative est induite apres plusieurs jours voire semaines avec une intensité modérée. Grace a la
génération de cellules immunitaires mémoires spécifiques, en cas de réexposition au méme
pathogéne, une réponse immunitaire adaptative beaucoup plus intense est mise en place en un
temps réduit (quelques heures a quelques jours). Cette réponse adaptative secondaire intervient
suffisamment rapidement pour neutraliser le pathogéne avant que la maladie ne se déclare et que
les premiers symptomes apparaissent (Figure 1.9). Grace a la vaccination qui présente une version

inoffensive d’un pathogéne donné, le patient est protégé en cas d’exposition avec le pathogéne réel.
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Figure 1.9: Evolution de la réponse immunitaire avec le temps aprés une premiére ou deuxiéme
exposition a un méme pathogene.
Lors de la deuxiéme exposition, la réponse immunitaire est induite plus rapidement et avec une plus

grande amplitude.
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Cytokines

Principales cellules productrices

Fonctions principales

IFN-a

IFN-B

IFN-y

TNF-o

TGF-B

IL-2

IL-4

IL-6

IL-7

IL-10

IL-12

IL-13

IL-15

IL-17

DC

Fibroblastes

Thl
LT cytotoxiques
Cellules NK

Macrophages
Cellules NK
LT

Lymphocytes
DC

LT auxiliaires

LT

LT
DC
Macrophages

DC

Monocytes
Th2

TREG

Macrophages
DC

Th2
Macrophages
DC

Th17

Cellules NK
LT cytotoxiques

Réponse antivirale
Augmentation de I'expression du CMH-|

Réponse antivirale
Augmentation de I'expression du CMH-|

Activation des macrophages

Augmentation de I'expression des CMH
Commutation isotypique des anticorps
Différenciation en Thl

Inhibition de la différenciation en Th2 et Th17

Réponse pro-inflammatoire
Activation des cellules endothéliales

Inhibition de la croissance cellulaire
Réponse anti-inflammatoire
Différenciation en Tgeg

Prolifération et différenciation des LT en cellules
effectrices et mémoires

Activation des LB

Différenciation en Th2

Inhibition de la différenciation en Th17
Prolifération et différenciation des LB et LT
Différenciation en Th17

Prolifération des LB, LT et cellules NK
Différenciation en Thl

Inhibition de I'activité des DC

Stimulation de I’activité des LB

Activation des cellules NK
Différenciation en Thl

Prolifération et différenciation des LB
Inhibition de la différenciation en Th1l

Stimulation des LT et cellules NK
Survie des LTm cytotoxiques

Réponse pro-inflammatoire

Table 1.3: Les principales cytokines sécrétées par les cellules immunitaires et leurs fonctions.
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Chapitre Il

Les adjuvants de vaccins
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Dans ce chapitre, nous présentons les différentes classes d’adjuvants employés dans les formulations
vaccinales modernes dans le but d’amplifier les réponses immunitaires dirigées contre des antigenes
peu immunogenes. Nous commencons par introduire le tout premier adjuvant utilisé, I'alum, et
expliquons les raisons qui ont conduit au développement de nouveaux candidats. La famille des
adjuvants est divisée en deux catégories : les molécules immunostimulantes, dont le but est d’activer
les cellules immunitaires, et les vecteurs chargés de délivrer les antigénes aupres des cellules cibles.
Les différentes classes d’adjuvants composant ces catégories et leurs caractéristiques sont détaillées
avant de présenter les candidats les plus avancés, d’ores et déja employés dans des formules

commerciales ou évalués en clinique.

1.1 L’alum : le premier adjuvant

L'effet immunomodulateur conféré par I'ajout de certaines molécules, appelées adjuvants, dans une
formulation de vaccin fat découvert par Ramon au début du XX°™ siécle®’. Ce vétérinaire francais
remarqua que le taux d’antitoxines tétaniques et diphtériques contenues dans le sérum de chevaux
immunisés était plus grand lorsque les animaux développaient un abces au point d’injection. Il
démontra alors que toute substance causant une inflammation locale au point d’injection pouvait
induire une augmentation de la production d’antitoxines. Au cours des années suivantes, le caractere
immunostimulant des sels d’aluminium fGt mis en avant par Glenny, qui ajouta des sels d’aluminium
dans son vaccin antidiphtérique pour augmenter son efficacité en 1926, Cette découverte fiit
accueillie avec enthousiasme, en raison du contexte post-grippe espagnol traumatisant. Par
conséquent depuis ce jour et pendant prés de 70 ans, I'alum a été le seul adjuvant utilisé dans des

vaccins commerciaux, par exemple contre le tétanos, la coqueluche, les hépatites A et B, Ila

poliomyélite ou encore le papillomavirus humain (Table I.1).

L’alum est un ensemble de sels d’aluminium, le plus souvent hydroxyde ou phosphate, et se présente
sous la forme de nanoparticules cristallines qui s’agregent et forment une dispersion de quelques

980 Ces particules chargées permettent I'adsorption de molécules telles que

micrometres (1-20 um)
des antigenes. Bien qu’utilisé depuis des décennies, le mécanisme d’action de I'alum demeure
débattu et incertain. Un grand nombre de propositions différentes a été publié, avec cependant
certains points de convergence. Les propriétés adjuvantes de I'alum ont tout d’abord été attribuées
au fait que l'antigéne était relargué lentement et longtemps dans |‘organisme par les sels

o e g s \ . . . 1 s A s
d’aluminium, permettant une exposition prolongée au systéme immunitaire®’. Ce dépot formé au

point d’injection par les sels insolubles serait entre autres responsable du recrutement des cellules
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immunitaires. De plus, il a été proposé que I'alum se réorganise par injection en une structure
particulaire, ce qui favorise sa capture par les cellules présentatrices d’antigene. Outre son role de
vecteur d’antigene, I'alum semble également avoir des propriétés immunostimulantes intrinseques

inflammatoires dues a I'activation d’un NOD-like récepteur (NLR, voir section 11.2.2b p.71)**%. L

a
production de cytokines pro-inflammatoires qui en résulte favorise la polarisation des LT en Th2,

induisant une réponse immunitaire humorale avec une importante production d’anticorps>’.

Malgré les avantages essentiels procurés par I'alum dans les formulations de vaccins, certains
inconvénients sont de plus en plus décriés. En effet, les propriétés immunostimulantes de I'alum se
limitent a une forte réponse humorale et manquent donc d’une contribution cellulaire associée a une
réponse cytotoxique capable d’éliminer des cellules infectées®. Par conséquent, bien qu’utilisé dans
prés de 80 % des vaccins actuels, I'utilisation de I'alum comme adjuvant est inappropriée dans le cas
de certains pathogénes tels que le VIH, pour lesquels une réponse cellulaire est indispensable. En
outre, I'utilisation d’alum dans les vaccins est aujourd’hui controversée en raison de la suspicion
concernant ses potentiels effets secondaires. Malgré la validation de I'innocuité de I'alum au cours
d’essais cliniques, certains auteurs ont notamment rapporté des cas de réactions locales au point
d’injection®. D’autres auteurs incriminent I’alum pour étre la cause de pathologies auto-immunes du
fait de la persistance des sels d’aluminium au point d’injection pendant des années®. Dans un climat
de perte de confiance en la vaccination, ces événements ont alimenté la méfiance de la population
envers l'utilisation d’adjuvants dans les formulations de vaccin. La nécessité de développer de
nouveaux adjuvants slrs et performants est alors devenue cruciale, dans un contexte ou la
population ne voit que les inconvénients des vaccins au détriment de leurs bénéfices en termes de

protection.
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Vaccin

Nom commercial et fournisseur

Diphtérie — tétanos — coqueluche
Diphtérie — tétanos — coqueluche — poliomyélite —
haemophilus influenzae B

Diphtérie — tétanos — coqueluche — haemophilus
influenza B — hépatite B

Diphtérie — tétanos — coqueluche — poliomyélite —
haemophilus influenza B — hépatite B

Hépatite A

Hépatite B

HPV types 6/11/16/18
Grippe H5N1

Pneumocoque

Boostrix, Infanrix (GSK Biologicals)
Daptacel, Repevax (Sanofi Pasteur)

Pediacel, Pentacel (Sanofi Pasteur)
Pediarix (GSK Biologicals)

Quinvaxem (Novartis)

Infanrix hexa (GSK Biologicals)

Avaxin (Sanofi Pasteur)
Havrix (GSK Biologicals)
Vagqta (Merck)

Engerix-B (GSK Biologicals)
Recombivax HB (Merck)

Gardasil (Merck)
Daronrix (GSK Biologicals)

Synflorix (GSK Biologicals)

Table I1.1. Liste non exhaustive de vaccins formulés avec I'alum comme adjuvant®’.
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1.2 Les immunostimulants inducteurs de signaux de danger

Pour générer une réponse immunitaire adaptative spécifique contre un antigéne donné, il est
nécessaire d’activer dans un premier temps les acteurs de I'immunité innée. Comme décrit dans le
chapitre | (voir section 1.2.3a p.43), ce sont les macrophages qui initient cette réponse, en induisant
une réaction inflammatoire apres avoir capturé le pathogeéne. Ce dernier est reconnu comme tel par
les macrophages grace a la présence de PAMP (pathogen associated molecular patterns) a sa surface.
Dans un vaccin a sous-unités, le pathogene est représenté sous la forme d’un antigene synthétique
n’exprimant pas de PAMP. Seul, cet antigéne est incapable d’activer les cellules immunitaires car
n’est pas reconnu comme pathogénique. Il est donc nécessaire de délivrer a ces cellules des signaux
de danger conjointement a [I'antigéne, tels que des molécules ayant des propriétés
immunostimulantes®®. Ces molécules sont généralement des ligands de récepteurs portés par les
cellules immunitaires (PRR pour pathogen recognition receptors). Il existe plusieurs catégories de ces
récepteurs, qui peuvent étre exprimés a la surface des cellules, en intracellulaire ou bien sous forme
sécrétoire®. L'activation de ces récepteurs déclenche une cascade de signalisation qui se manifeste
par I'expression de molécules pro-inflammatoires. Il existe 4 familles de PRR : les Toll-like récepteurs
(TLR), les C-type lectin récepteurs (CLR), les nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like
récepteurs (NLR) et les retinoic acid-inducible gene-I (RIG-1)-like récepteurs (RLR)’°. Chacun de ces
récepteurs a une fonction bien particuliere, adaptée a un type de pathogene spécifique, de sorte que
la contribution collective de ces récepteurs conduit a la génération d’'une réponse immunitaire

efficace et protectrice envers le pathogéne intrusif.

11.2.1 Activation des Toll-like récepteurs (TLR)

Parmi les PRR, les TLR sont a ce jour les plus étudiés et les mieux décrits. Ce sont des protéines
transmembranaires composées d’un domaine extracellulaire constitué de motifs riches en leucines
(LRR) et d’une queue cytoplasmique portant des récepteurs Toll/IL-1 (TIR)%. Les LRR sont impliqués
dans la reconnaissance des PAMP tandis que les TIR sont requis pour déclencher la voie de
signalisation intracellulaire conduisant a I'activation de la cellule en fonction du PAMP reconnu. Les
TLR reconnaissent entre autres PAMP les lipides, lipoprotéines, protéines et dérivés d’acides
nucléiques provenant de pathogénes de natures différentes tels que les bactéries, les virus, les
parasites et les champignonsn. Il existe 9 TLR communs aux souris et aux humains. Ceux-ci peuvent
étre classés en deux sous-groupes selon leur lieu d’expression dans la cellule. Les TLR-1, 2, 4, 5 et 6

sont exprimés a la surface de la cellule et sont par conséquent spécialisés dans la reconnaissance de
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composés membranaires des pathogénes, comme les lipides, lipoprotéines et protéines. A I'inverse,
les TLR-3, 7, 8 et 9 intracellulaires exprimés dans des vésicules telles que le réticulum endoplasmique,
I’endosome et le lysosome détectent les dérivés d’acides nucléiques’. Les TLR sont principalement
exprimés par les cellules présentatrices d’antigéne : les DC, les macrophages ainsi que les LB. Chaque
TLR est spécialisé dans la reconnaissance d’'un motif pathogénique particulier, afin d’induire une
réponse adaptée au pathogene détecté en activant des voies de signalisations différentes. Bien que
les TLR jouent un réle crucial dans I'activation de I'immunité innée, une stimulation non mesurée et
inappropriée des TLR peut entrainer une réponse inflammatoire aigue chronique et mener a des

maladies auto-immunes systémiques’’.

a. Les TLR-1, TLR-2 et TLR-6 reconnaissent des protéines de surface de pathogénes

Ces trois récepteurs fonctionnent généralement par paires, le TLR-2 formant des hétéromeres avec le
TLR-1 ou le TLR-6. Le TLR-2 est impliqué dans la détection de protéines exprimées a la surface de
pathogénes, telles que I'acide lipotéichoique (constituant des parois des bactéries a Gram positif), le
zymosane (complexe protéique et glucidique extrait de la membrane de levures), les peptidoglycanes
(composants de la paroi des bactéries & Gram positif et négatif) et les lipoprotéines bactériennes®.
Ces lipoprotéines bactériennes (LPB) sont les principaux ligands de TLR-2 étudiés et sont composées
d’une chalne peptidique reliée par I'intermédiaire d’'une cystéine a une terminaison thioglycérol
acylée (Figure 11.1). Selon le type de bactérie dont elles proviennent, les LPB different par leur degré
d’acylation : elles sont diacylées dans les bactéries a Gram positif et triacylées dans celles a Gram

négatif.
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Figure I1.1. Structure générale des lipoprotéines bactériennes, ligand de TLR-2.

Le degré d’acylation caractérise la provenance de parois de bactéries a Gram+ ou Gram-.
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Lorsque le TLR-2 s’associe au TLR-1, I’'hétéromere qui en résulte est activé spécifiquement par les LPB
triacylées provenant des bactéries & Gram négatif’?, tandis que I'hétéromére TLR-2/TLR-6 reconnait
les LPB diacylées provenant des bactéries & Gram positif”*. Néanmoins, certaines LPB peuvent activer
le TLR-2 indépendamment du TLR-1 ou TLR-6, comme par exemple les lipoprotéines synthétiques

Pam,CSK4 et MALP2-SK4 ™.

Les TLR-1, TLR-2 et TLR-6 sont exprimés a la surface de plusieurs cellules du systéme
immunitaire, majoritairement les macrophages mais également les LB, les cellules NK, les DC et les
LT’®. L’activation du TLR-2, couplé ou non aux TLR-1 et TLR-6, induit principalement la sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires. L’'utilisation de ligands de TLR-2 comme adjuvants de vaccins a été
reportée par de nombreux auteurs et permet d’induire des réponses immunitaires variées,
notamment la polarisation Th1”/, Th2”® ou Th17”°, associée & une réponse de type cytotoxique®>®! ou
humorale®®, de méme qu’une activité anti-tumorale®". En outre, les LPB présentent I'avantage de
s’associer facilement a des peptides antigéniques par greffage chimique® . Enfin, la streté de ces
adjuvants a été évaluée au cours d’essais cliniques, comme par exemple une étude en phase I/Il

démontrant I'innocuité et I'efficacité du ligand MALP2 (macrophage activating lipopeptide 2) chez

des patients atteints d’un cancer du pancréas®.

b. Le TLR-4 reconnait des sucres de surface de pathogénes

Le TLR-4 se lie spécifiquement aux lipides exprimés a la surface de certains pathogenes, tels que
I’endotoxine bactérienne lipopolysaccharide (LPS), qui est un composant majeur de la paroi des
bactéries a Gram négatif. Le LPS est une molécule amphiphile comprenant une chaine latérale
spécifique de la souche bactérienne dont il est issu (antigene O), un cceur polysaccharide et une
région lipidique constante (lipide A) ancrée dans la partie externe de la membrane bactérienne et

responsable de la reconnaissance par le TLR-4%.

antigéne O cceur polysaccharide

, chaine lipidique A

Figure I1.2: Structure générale du LPS, ligand de TLR-4.

La chaine lipidique impliquée dans la reconnaissance par le TLR-4 est la cause de la toxicité du LPS.
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Principalement exprimé par les macrophages, les DC ainsi que les cellules épithéliales intestinales’®,
le TLR-4 induit lorsqu’il est activé la production de cytokines pro-inflammatoires permettant de
combattre localement l'infection bactérienne. Cependant, a forte dose le LPS peut entrainer une
inflammation systémique et un choc septique®. Les effets secondaires importants associés a la
réponse inflammatoire provoquée par le LPS empéchent celui-ci d’étre utilisé en clinique sous sa
forme native. C'est pourquoi des dérivés synthétiques ont été développés, tel que le MPLA
(monophosphoryl lipid A) qui présente une moindre toxicité®’. Le MPLA est constitué uniquement de
la chaine lipidique A du LPS, nécessaire a la reconnaissance par le TLR-4, incluant certaines
modifications permettant de réduire son activité pro-inflammatoire, a savoir un squelette
disaccharide couplé & un seul groupe phosphate et six chaines latérales acylées altérées®

(Figure 11.3).

/ ! Salmonella minnesota

HOQH LPS

(] OH MPL
b )
Ho oO»X—— O

Figure 11.3: Structure du MPLA, dérivé synthétique du LPS, dont le retrait d’'un groupe phosphate

diminue la toxicité.
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La considérable diminution de la toxicité du MPLA, principalement attribuée au retrait du deuxieme
groupe phosphate, n’altére en revanche que trés peu ses propriétés immunostimulantes™. En effet,
le MPLA favorise la polarisation des LT vers Th1°**® et Th2%, et est capable d’induire une réponse
humorale élevée” ainsi que la prolifération des LT*. Par conséquent, le MPLA fGt le premier ligand
de TLR approuvé chez ’'homme et commercialisé en 2005 dans un vaccin contre I'hépatite B (Fendrix,

GSK Biologicals)”’.

c. Le TLR-5 reconnait des protéines bactériennes

Ce récepteur a été identifié comme étant spécifique d’un épitope conservé parmi les différentes

%7101 3 flagellin est une

souches de la flagellin, un constituant essentiel des flagelles bactériens
protéine repliée sur elle-méme et constituée de 4 domaines principaux. Le domaine DO comprend les
terminaisons amine et acide de la protéine, le domaine D1 contient une région hautement conservée
de la protéine impliquée dans la reconnaissance du TLR-5, tandis que les domaines D2 et D3

concernent des motifs variables de la protéine (Figure 11.4).

D2 D3
A.‘ N e
D1 R\
stimulation
% 2 du TLR-5
DO
ciN

Figure I1.4: Structure générale de la flagellin, ligand de TLR-5.
Repliée sur elle-méme, la région impliquée dans la reconnaissance par le TLR-5 se situe au centre de la

protéine.

Le TLR-5 est exprimé par une grande variété de cellules, incluant les macrophages, les DC, les LB, les
LT, les cellules NK ainsi que les cellules épithéliales intestinales’®. En particulier, le TLR-5 est
fortement exprimé par une population de DC localisées dans I'intestin, qui en réponse a la flagellin
sont spécialisées dans l'orientation de la réponse immunitaire vers Thl et Th1l7 et induisent la

193 'utilisation de flagellin dans les

différenciation des LB en plasmocytes producteurs d’IgA
formulations de vaccins s’est avérée propice a la promotion de la réponse inflammatoire'® et
humorale®. D’autre part, la flagellin est impliquée dans I'activation des DC et cellules NK ainsi que

dans le recrutement des LB et T dans les ganglions lymphatiques'®*?’.
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d. Les TLR-3, TLR-7/8 et TLR-9 reconnaissent des acides nucléiques viraux

Les TLR-3, TLR-7, TLR-8 et TLR-9 sont spécialisés dans la détection de pathogenes d’origine virale et
sont stratégiquement répartis dans les compartiments intracellulaires des cellules immunitaires
présentatrices d’antigéne. La stimulation de ces récepteurs par leur ligand spécifique induit leur
migration depuis le réticulum endoplasmique vers I'endosome ou le lysosome’®. Il existe plusieurs
types de virus : les virus a ARN simple ou double brin et les virus a ADN, chacun d’eux ciblant un

récepteur spécifique.

Le TLR-3 est spécialisé dans la reconnaissance de I’ARN viral double brin'®

Lorsqu’un virus a ARN double brin tel qu’un rotavirus infecte une cellule, il est détecté par le TLR-3

1Ol Ce récepteur activé est impliqué dans des réponses

exprimé par les DC et les cellules NK
immunitaires de type inflammatoire et antivirale avec notamment la production d’IFNa et IFN3, d’ou
son role essentiel dans la prévention des infections virales. En effet, des études ont montré que la
déficience en TLR-3 chez la souris ou ’'humain augmente la susceptibilité aux infections virales*****,
L’acide polyinosinique-polycytidylique, ou poly(l:C), est un analogue synthétique d’ARN double brin
composé d’un brin de poly(acide inosinique) apparié a un brin de poly(acide cytidylique) par

I'intermédiaire de liaisons hydrogenes (Figure I1.5).

“0—P—0 N o
I o N |
_O—ITZO Na*
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Figure I1.5: Structure générale du Poly(I:C), ligand de TLR-3.
Les brins de poly(acide inosinique) et de poly(acide cytidylique) sont appariés par I'intermédiaire de

liaisons hydrogenes.
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Les propriétés immunostimulantes du poly(l:C) sont adaptées a la neutralisation de pathogenes

viraux intracellulaires, et induisent notamment la maturation des DC en faveur de I'activation des LT

114-116

cytotoxiques par la présentation croisée de I'antigéne . En particulier, les cellules NK contribuent

de maniére importante a cette activité cytotoxique par la production d’IFNy™*

. Une telle réponse
cellulaire s’est montrée bénéfique pour la génération d’une immunité anti-tumorale™’. En outre,
I"administration intra-nasale de poly(l:C) induisant une forte production d’IgA a été rapportée dans
une étude de vaccin contre la grippe sur modele murin illustrant une protection en cas de stimulation

virale létale''®

. Malgré des résultats tres prometteurs chez la souris, certains essais cliniques chez
I’'homme signalent des effets secondaires importants, incluant un choc toxique, une insuffisance

rénale, ou encore une défaillance dans le processus de coagulation™.

Les TLR-7 et TLR-8 détectent I’ARN viral simple brin**°

Les TLR-7 et TLR-8 ont une structure tres similaire et participent tous deux a la détection de I'ARN

1!, Le TLR-7 se trouve sur

viral simple brin, excepté chez la souris dont le TLR-8 n’est pas fonctionne
les DC et les LB mais n’est pas représenté sur les macrophages’®. La majorité des cellules exprimant
de I’ARN simple brin, I'absence de TLR-7 sur les macrophages leur permet d’éliminer les débris
provenant de cellules mortes sans pour autant étre activés, ce qui pourrait étre associé a des

123,124

réactions auto-immunes'?’. Les TLR-7/8 sont impliqués dans la réponse inflammatoire et

antivirale, ce qui se manifeste par la production d’IFNa et IFNB>. Dans certains cas, le TLR-7 exprimé
dans le lysosome de DC peut aussi détecter de 'ARN bactérien et induire la sécrétion d’IFNa
participant & la réponse cellulaire’. Les ligands de TLR-7 les plus utilisés sont les dérivés

synthétiques d’imidazoquinoline imiquimod et resiquimod (Figure 11.6).

NH, NH;
| > | Dad
Z >N Z N
\\( \7<OH
Imiquimod (R-837) Resiquimod (R-848)

Figure I1.6: Structure de I'imiquimod et du resiquimod, ligands de TLR-7/8.

L'utilisation du resiquimod a par exemple été rapportée dans une étude de vaccin anti-VIH évalué sur

un modele de primates et induisant une réponse de type Th1l accompagnée par une augmentation
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128 et a

de la production d’anticorps spécifiques*?’. Cependant, seul I'imiquimod est évalué en clinique
été approuvé en délivrance topique pour le traitement de verrues causées par exemple par le
papillomavirus humain®?. Utilisé en tant qu’'immunostimulant dans des études pour le traitement de
mélanomes, I'imiquimod s’est montré capable d’augmenter la réponse cytotoxique des LT et de

stimuler la production d’anticorps spécifiques™**".

Le TLR-9 est spécifique de I’ADN viral et bactérien

L'ADN viral et bactérien, procaryote, est caractérisé par la présence de motifs dits CpG, qui sont un
enchainement de nucléotides cytosine et guanine non méthylés reliés par un groupement

phosphate. A lI'inverse, I’ADN des mammiferes, eucaryote, est généralement composé de nucléotides

132,133

méthylés . Ainsi, les motifs CpG non méthylés caractéristiques de I’ADN viral et bactérien sont

134,135

133

spécifiqguement reconnus par le TLR-9 , exprimé par les DC, les macrophages et les LB

(Figure 11.7).
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Figure I1.7: Structure du CpG, oligonucléotide composé de motifs cytosine-guanine non méthylés reliés

par un groupement phosphate.

Le CpG synthétique de type A est connu pour stimuler les DC et induire une production d’IFNa in
vitro. Cependant, ses performances in vivo sont décevantes car il est rapidement dégradé par

I’ADNase, une enzyme qui hydrolyse les fonctions phosphodiesters’®®. Afin de remédier a cet
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inconvénient, un CpG de type B a été synthétisé en remplacant les liaisons phosphodiesters par des
liaisons thioesters plus stables, ce qui a pour effet d’améliorer I'efficacité in vivo de cet

37 Par I'activation du TLR-9, le CpG participe a la réponse inflammatoire, tout en

immunostimulant
favorisant la présentation de I'antigene par les DC ainsi que I'activation des LT et cellules NK par
I'intermédiaire de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires™. En particulier, le CpG est capable

139,140

de générer des réponses immunitaires a la fois humorales et cellulaires caractérisées par une

143144 De tels résultats ont

activité cytotoxique robuste*"'** favorisée par une polarisation Thl
également été observés sur modele simien, avec notamment la production élevée d’anticorps
neutralisants dans un vaccin contre I'anthrax induisant une protection contre stimulation avec la
toxine bactérienne virulente'”. Bénéficiant de résultats si prometteurs, I'innocuité du CpG a été
évaluée lors d’essais cliniques avant de poursuivre vers des études d’efficacité. Certaines évaluations
cliniqgues montrent que le CpG est bien toléré et n’induit que des effets secondaires trés légers, tels

% Dans d’autres études, le CpG sous forme libre induit une

gu’une douleur au point d’injection
activation cellulaire si intense qu’elle peut causer des effets indésirables systémiques comme une
splénomégalie ou un choc toxique'’. En outre, les liaisons phosphorothioates entre les nucléotides
augmentent la demi-vie du CpG in vivo, ce qui favorise les interactions non spécifiques avec les
cellules et protéines de 'organisme'®. Cependant, ces effets indésirables peuvent étre supprimés en
délivrant le CpG via des vecteurs particulaires*®®. Les études d’efficacité du CpG qui ont suivi ont
souligné la capacité du CpG a induire une réponse humorale, par exemple dans le cas d’un vaccin
contre I'hépatite B induisant une production d’anticorps atteignant en quelques semaines un niveau
de séroprotection'®. De plus, lors d’une autre évaluation clinique d’un vaccin anti-tumoral chez des
patients atteints de mélanome, les auteurs ont observé l'induction d’une forte réponse des LT
cytotoxiques ainsi qu’une production de cellules mémoires™°. Finalement, le premier candidat CpG

vient tout juste d’étre approuvé par la FDA, en tant qu’adjuvant dans un vaccin prophylactique

contre I'hépatite B sous le nom de HEPLISAV-B par Dynavax Technologies™".

Nos cellules immunitaires sont munies de multiples récepteurs stratégiquement positionnés dans le
but de détecter la présence de pathogéne de toutes natures (Figure 11.8). En ciblant ces récepteurs
via des ligands spécifiques, il est ainsi possible d’activer les cellules immunitaires. Plus précisément,
le choix d’un récepteur précis permet d’orienter la réponse immunitaire vers la polarisation désirée,
. . . . ,
que ce soit une réponse de type humorale dans le cas de pathogénes extracellulaires ou d’une
réponse de type cellulaire adaptée a I’élimination de pathogénes intracellulaires. Les principales

caractéristiques des TLR décrits précédemment sont résumées dans la Table I1.2.
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Flagellin
Lipoproteins

TLR TLRS
TLR1/2 Whi/e

TLR4

Récepteurs intracellulaires
Proteolytic

a cleavage

DNA dsRNA

Figure I11.8. Répartition des différents TLR a I’échelle de la cellule.

Récepteurs de surface

Les récepteurs TLR-1, TLR-2, TLR-4, TLR-5 et TLR6 sont exprimés a la surface des cellules tandis que les

récepteurs TLR-3, TLR-7, TLR-8 et TLR-9 sont localisés en intracellulaire.

TLR Cible Ligand Localisation

Expression

TLR-1/2 | Bactéries a Gram- Lipoprotéines | Extracellulaire

TLR-2/6 | Bactéries a Gram+

TLR-3 Virus a ARN double brin | Poly(l:C) Intracellulaire

TLR-4 Bactéries LPS Extracellulaire

MPLA

TLR-5 Bactéries Flagellin Extracellulaire

TLR-7/8 | Virus a ARN simple brin | Imiquimod Intracellulaire

Resiquimod

TLR-9 Virus a ADN CpG Intracellulaire

Macrophages (TLR-1/2/6)
Cellules dendritiques (TLR-1/2/6)
Lymphocytes B (TLR-1/6)
Lymphocytes T (TLR-1)

Cellules NK (TLR-1/2/6)

Cellules dendritiques
Cellules NK

Macrophages
Cellules dendritiques
Cellules épithéliales

Macrophages
Cellules dendritiques
Lymphocytes T
Cellules NK

Cellules épithéliales

Macrophages (TLR-8)
Cellules dendritiques (TLR-7/8)
Lymphocytes B (TLR-7)

Cellules dendritiques
Macrophages
Lymphocytes B

Table I1.2: Résumé des caractéristiques principales des TLR.
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11.2.2 Les autres récepteurs : CLR, NLR et RLR

Les autres PRR ont un réle complémentaire de celui des TLR. Les CLR sont des récepteurs présents a
la surface des cellules immunitaires qui se lient aux pathogenes afin de favoriser leur internalisation
dans la cellule. Les NLR et RLR, quant a eux, sont des récepteurs intracellulaires qui détectent les

acides nucléiques viraux provenant de virus se répliquant a I'intérieur de la cellule”.

a. Les C-type lectin récepteurs (CLR)

Les CLR sont des récepteurs membranaires exprimés a la surface des DC et autre cellules
présentatrices d’antigene. Ces récepteurs reconnaissent les sucres de type mannose, fucose et
glucane exprimés a la surface de mycobactéries, champignons et virus et sont impliqués dans
I'internalisation des pathogenes. Les CLR peuvent également participer a la réponse inflammatoire

132 De fait, ces récepteurs font I'objet de ciblage via des

en contribuant a I'activation d’autres PRR
ligands spécifiques afin d’améliorer la délivrance d’antigenes aux DC. C’'est par exemple le cas du
récepteur d’endocytose CD-205 (ou DEC-205)", du récepteur CD207 (ou Langerin)*** et du récepteur
DC-SIGN™>. Le récepteur CD-205 a été particulierement étudié pour son efficacité a transporter
I'antigéne dans les compartiments cellulaires endosome/lysosome pour une présentation sur le
CMH-I1"°. Pour le ciblage de ces récepteurs, les dérivés mannosylés sont d’un grand intérét et ont
démontré leur capacité & améliorer la capture cellulaire™’. Les B-glucanes ont également été étudiés
pour leurs propriétés immunostimulantes permettant de promouvoir la réponse immunitaire

158,159

adaptative . De plus, des systémes particulaires entiers peuvent étre préparés a partir de

B-glucanes, avec pour résultat une forte stimulation des CLR due au taux élevé d’expression de

1,3- B-glucanes, conduisant a une réponse immunitaire de type Th1 et Th17%%*¢",

b . Les NOD-like récepteurs (NLR) et (RIG-1)-like récepteurs (RLR)

Lorsqu’un virus infecte une cellule, il se réplique dans son cytoplasme et produit de 'ARN double
brin. La présence de ces pathogenes peut étre détectée grace aux RLR et NLR qui sont situés dans le
cytoplasme des cellules, méme les cellules non immunitaires. De cette maniere, la cellule infectée

162

peut signaler I'invasion par le pathogene, méme en I'absence de TLR™". Cette signalisation induit une

, . . .. , s 163-1
réponse inflammatoire et antivirale avec notamment la sécrétion d’IFNa et IFNB™** ¢,

Grace a l'ensemble des PRR exprimés par les cellules immunitaires et non-immunitaires, les

pathogénes sont sous haute surveillance et ne peuvent pas passer inapercus aprés avoir franchi
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I'entrée du corps humain. Grace aux CLR exprimés en surface des cellules immunitaires, les
pathogenes sont reconnus par ces cellules et efficacement internalisés. Lors du traitement du
pathogene par les cellules immunitaires, les TLR entrent en jeu en identifiant la nature du pathogéne
dans le but d’activer la voie de I'immunité la plus adaptée a I’élimination du pathogéne. Dans le cas
de pathogénes viraux qui infectent des cellules hotes, les cellules non-immunitaires disposent
d’autres récepteurs tels que les NLR et RLR spécialisés dans la détection de pathogénes infectieux en
I"'absence de TLR. Les cellules infectées sont donc en mesure d’envoyer des signaux permettant de
recruter les cellules immunitaires et de favoriser la réponse inflammatoire. Il est possible de tirer
profit de la présence de certains de ces récepteurs afin d’améliorer I'efficacité des vaccins. En
employant des molécules cibles adaptées, il est possible d’améliorer la capture de I'antigene par les
cellules immunitaires, via des ligands de CLR, mais encore d’activer ces cellules afin d’amplifier la
réponse immunitaire induite contre un pathogéne donné, via des ligands de TLR. Le choix stratégique
du ligand permet en outre d’activer spécifiquement une voie de I'immunité plutét qu’une autre, afin

de renforcer I'immunogénicité d’un antigéne synthétique dont les faiblesses sont connues.
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11.3 Les vecteurs pour la délivrance d’antigénes

Afin de remédier au manque d’immunogénicité des antigénes synthétiques utilisés dans les vaccins a
sous-unités, la premiere solution est d’ajouter des molécules ayant des propriétés
immunostimulantes, ce que nous avons décrit dans la partie précédente. La deuxiéme stratégie
consiste a améliorer la délivrance de I'antigene en utilisant un vecteur capable d’atteindre les cellules
immunitaires ciblées tout en protégeant l’antigéne transporté. En effet, lorsqu’un antigéne
synthétique est administré seul in vivo, il passe inapercu et n’induit pas ou peu de réponses
immunitaires. La raison a cela est le manque de stabilité de I'antigéne in vivo, qui a tendance a
s’agréger ou précipiter et qui subit des dégradations enzymatiques avant d’étre rapidement éliminé

de maniére non spécifique par 'immunité innée'®

. L'utilisation de vecteurs permet de remédier a
ces inconvénients, en augmentant la stabilité de I'antigéne in vivo et en le protégeant. Ces vecteurs
augmentent donc les chances qu’une plus grande proportion d’antigéne atteigne sa cible dans sa
forme active. Dans le cas de certaines pathologies, une immunité mucosale est requise et nécessite la
délivrance de l'antigene par voie orale ou intranasale. Ces voies d’administration représentent
cependant un défi en raison des barriéres biologiques qu’il faut franchir, telles que les muqueuses et
I"appareil digestif. La vectorisation de |’antigene par un vecteur approprié permet néanmoins
d’envisager une délivrance mucosale de I'antigene en augmentant sa résistance dans les milieux

agressifs'®’%.

Outre la protection de I'antigéne, les vecteurs permettent d’améliorer considérablement la
délivrance de I'antigéne directement auprées des cellules immunitaires d’intérét. La nature
généralement particulaire des vecteurs favorise notamment la capture par les cellules immunitaires.
En effet, les vecteurs particulaires ont une structure globale relativement proche de celle des
pathogénes, que ce soit par leurs dimensions du méme ordre de grandeur, leur forme similaire ou
leur surface composée de motifs répétitifs'®. Les cellules immunitaires sont particulierement
sensibles a la structure répétitive des pathogenes'”°. Or les vecteurs particulaires sont généralement
formés par I'assemblage d’un nombre restreints de molécules, d’ou une surface structurée cyclique
pouvant étre interprétée comme étant pathogénique par les cellules immunitaires'’*. Par exemple,
I'antigéne HBsAg issu du virus de I'hépatite B est peu immunogéne car sa structure n’est pas
répétitive. En revanche, lorsque ce méme antigéne s’assemble pour former des VLP (virus-like
particles), son immunogénicité est en conséquence 1000 fois supérieure®. Enfin, les vecteurs
particulaires offrent un panel d’ingénierie permettant d’affiner leurs paramétres physico-chimiques

afin d’optimiser la délivrance de I'antigene.
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11.3.1 Les propriétés physico-chimiques clés des vecteurs

a. L’effet de la taille des particules

Bien qu’un grand nombre de vecteurs de natures différentes aient été développés, certains
parametres physico-chimiques communs ont un effet bénéfique sur les réponses immunitaires
induites. C’'est par exemple le cas de la taille des particules. Les premiers vecteurs proposés avaient
une taille plutét micrométrique, ce qui provoquait un dépot au point d’injection au détriment d’une
bonne circulation dans I'organisme. A I'inverse, des particules de taille nanométrique comprise entre
20 et 100 nm ont la capacité de traverser les parois du réseau lymphatique jusqu’a atteindre les

169 Au-dela de 100-200 nm, les particules ont tendance a demeurer au point d’injection car

ganglions
sont trop grosses pour pénétrer la matrice extracellulaire et circuler dans l'organisme. Par
conséquent, de telles particules nécessitent la contribution des DC circulantes pour les capturer au
niveau du point d’injection et assurer leur transport jusqu’aux ganglions lymphatiques'’. La
cinétique de capture des particules est donc impactée et differe selon leur taille : des particules de
moins de 100 nm se retrouvent dans les ganglions lymphatiques en quelques heures alors que pres
de 24h sont nécessaires dans le cas de plus grosses particules pour lesquelles les DC assurent
I'intermédiaire’”®. A Vinverse, des particules de taille inférieure & 20 nm sont éliminées par les
capillaires avant d’avoir eu I'opportunité d’interagir avec les cellules présentatrices d’antigene®*. Un
autre avantage pour les particules d’atteindre les ganglions lymphatiques par elles-mémes est
qu’elles peuvent ainsi interagir avec d’autres cellules que les DC, notamment les LB*®. Ceux-ci jouent
également le réle de cellules présentatrices d’antigene et participent activement a I'induction des
réponses immunitaires grace a leur expression de plusieurs PRR. En outre, la zone de résidence des
LB et LT au sein des ganglions lymphatiques n’est accessible qu’aux objets de trés petite taille, les
particules de taille moyenne faisant I'objet d’une rétention a I'entrée des ganglions'”>. En particulier,
c’est au sein des ganglions lymphatiques que réside une sous-population de DC tres spécifique,
caractérisée par I'expression du marqueur CD8 et jouant un role essentiel dans la présentation
croisée de I'antigéne'®. Dans le cas d’un vaccin concu pour défendre contre un pathogéne
intracellulaire, il est donc d’un grand intérét d’atteindre les ganglions lymphatiques sans passer par
I'intermédiaire des DC circulantes. D’autre part, la taille semble également influencer le type de
réponse immunitaire induite, en raison de mécanismes de capture différents. En effet, des particules
de taille comprise entre 20 et 200 nm sont préférentiellement capturées par endocytose tandis que
des particules de 500 nm & 5 um sont plutdt capturées par phagocytose'””. Or, il a été démontré que
des particules dont les dimensions sont proches de celles d’un virus (20-200 nm) sont plus
performantes pour induire une réponse immunitaire cellulaire alors que de plus grosses particules,

ayant les dimensions de bactéries (500 nm — 5 um) induisent une meilleure réponse humorale'’®. De
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plus, I'effet de taille varie en fonction de la voie d’administration choisie. En particulier par voie orale
ou nasale, 'utilisation de particules micrométriques implique une moins bonne circulation a travers
les muqueuses et donc une rétention capable de stimuler d’importantes réponses immunes
mucosales localisées. A I'inverse, des particules nanométriques sont capables de mieux traverser les

muqueuses pour induire une réponse immune systémique®’®*®

. Ainsi, la taille des particules doit
étre soigneusement ajustée selon le pathogene visé et la voie d’administration choisie, afin de

générer les réponses immunitaires les plus adaptées a son élimination.

b. L'effet du revétement de surface des particules

Le revétement de surface des vecteurs est un autre parametre a prendre en compte, qui impacte
principalement les interactions avec les autres éléments de I'organisme. En particulier, la charge de
surface des particules peut étre adaptée selon le mode de vectorisation choisi. Par exemple, un
antigene chargé peut étre vectorisé par interactions électrostatiques en préparant un vecteur de
charge opposée. Or, la charge de surface des particules a un effet sur les interactions avec les
cellules. Notamment, les particules cationiques favorisent la capture cellulaire en améliorant la
phagocytose™!. En effet, les particules cationiques adhérent plus facilement aux cellules, dont la
surface est légérement négative en raison de la présence de sucres. Cependant, il semble que cet
effet concerne surtout les particules ayant un diamétre supérieur & 500 nm*®. Dans le cas de
particules de moins de 500 nm, c’est I'effet de la taille qui est prépondérant tandis que la charge de
surface n’a que peu d’'impact sur la capture cellulaire. En revanche, les particules cationiques ont été
a plusieurs reprises rapportées comme stimulant davantage les réponses immunitaires que leurs
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analogues anioniques , en particulier I'orientation cellulaire de la réponse via la présentation
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croisée de l'antigene™". Cependant, la charge de surface des particules, qu’elle soit positive ou

négative, est généralement associée a une plus grande toxicité en comparaison a des particules

neutres™®. L'un des moyens proposés pour réduire cette toxicité a été I'ajout d’une couche de

poly(ethylene glycol) (PEG) a la surface des vecteurs pour masquer les charges, ce qui a pour effet de

88 |es PEG présentent I'avantage d’étre inertes

réduire la toxicité associée a la charge de surface
’ . . 187 A

envers les cellules, et n"ont aucun effet immunomodulatoire™’. De plus, cette couche de polymere

confere des propriétés furtives aux particules. En effet, la géne stérique créée par les longues chaines

Ve

élimination non spécifique des

de polyméres empéche l'adsorption des opsonines et évite
. 188 \ .r - . . . . .

particules™. Ce caractere furtif implique une prolongation du temps de circulation des particules

dans I'organisme, ce qui augmente la probabilité des interactions avec les cellules immunitaires.

En conclusion, la taille, la charge et le revétement de surface des vecteurs particulaires sont des

éléments clé dont il faut tenir compte lors de I'élaboration de nouvelles particules. La taille semble
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étre le critére le plus important, de nombreuses études montrant qu’il est préférable de privilégier
des particules de petite taille, inférieure a 100 nm. A cette taille, la charge de surface semble avoir un
moindre impact sur les interactions cellulaires, bien que des particules cationiques soient
généralement mieux capturées par les cellules et induisent de meilleures réponses immunitaires. La
cytotoxicité associée a une charge de surface cationique peut de plus étre corrigée par I'ajout d’un
revétement polymérique de type PEG. L’effet bouclier procuré par les chaines de polymeére confére
également des propriétés furtives aux particules dont le temps de circulation est prolongé et

optimise les interactions avec les cellules d’intérét.

11.3.2 Les différentes classes de vecteurs utilisés en vaccin

a. Les émulsions

Les émulsions ont été considérablement étudiées comme alternative pour le développement de
nouveaux adjuvants. Ce sont des systemes bi-phasiques comprenant une phase hydrophobe et une
phase hydrophile en équilibre et stabilisées par des tensioactifs (Figure 11.9). Les gouttelettes qui en
résultent ont une taille pouvant varier de quelques nanométres a une centaine de micrometres'®.
L'antigéne étant encapsulé dans la phase interne des gouttelettes, la nature de I’émulsion

huile-dans-eau ou eau-dans-huile est adaptée selon les affinités de I’antigene.

Oil-in-water emulsion

Figure 11.9 : Schéma représentant une émulsion huile-dans-eau.
La phase hydrophobe dispersée est séparée de la phase hydrophile continue par des tensioactifs

stabilisant les gouttelettes.

Le CFA (Complete Freund Adjuvant) est la premiere émulsion décrite en tant qu’adjuvant en 1936. Il

s’agit d’'une émulsion eau-dans-huile composée d’huile minérale et de paraffine, renfermant la

190

bactérie de la tuberculose (bacille de Koch) qui a été séchée afin d’atténuer sa virulence™". Bien que

N

stimulant de fortes réponses immunitaires a la fois humorale et cellulaire, les nombreux effets

secondaires et la présence du bacille de Koch sont jugés inadaptés a une utilisation chez 'homme.
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Afin de réduire la toxicité de son adjuvant, Freund proposa I'lIFA (Incomplete Freund Adjuvant), dans
lequel la bactérie est absente. Bien que moins toxique, cet adjuvant présente toujours des effets

secondaires liés a sa grande réactivité et induit essentiellement une réponse de type humorale®®*. L

e
potentiel des émulsions en tant qu’adjuvants de vaccin a alors motivé la recherche d’autres
candidats tous aussi performants mais mieux tolérés permettant d’envisager leur approbation chez
I’'homme. En particulier, les effets secondaires vont étre réduits en diminuant la proportion d’huile et

192 | es émulsions les

en remplagant I’huile minérale par une huile animale ou végétale bio-assimilable
mieux tolérées sont finalement les émulsions huile-dans-eau car la proportion d’huile est tres faible
(de I'ordre de 2%). C’est le cas du MF59, une émulsion huile-dans-eau approuvée chez I'’homme dans

1% (voir section 1.4 p.90). En revanche, ce type

le cadre d’'un vaccin contre la grippe en 1997
d’émulsion ne convient pas a la vectorisation d’antigénes hydrophiles, ce qui réduit le champ

d’applications.

b. Les liposomes
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Les liposomes ont été décrits pour la premiére fois par Bangham en 19657 et leur utilisation en tant

qu’adjuvant reportée en 1974 pour la délivrance de toxine diphtérique™. Les liposomes sont des
vésicules sphériques composées de bicouches de phospholipides enfermant une phase aqueuse'*®
(Figure 11.10). La taille des liposomes varie en général de 50 nm a plusieurs um. Grace a leur structure
en bicouches lipidiques, les liposomes permettent de vectoriser a la fois des composés hydrophiles
dans le compartiment interne aqueux, mais aussi des composés hydrophobes a l'intérieur de la

bicouche lipidique. Certaines molécules peuvent également &tre adsorbées a la surface'”’

. En outre,
les propriétés des liposomes peuvent étre facilement adaptées afin d’obtenir une taille, charge et
composition appropriés aux molécules a vectoriser. En revanche, les liposomes ont une faible
efficacité d’encapsulation et de rétention de I'antigene en raison de l'instabilité des membranes
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lipidiques™® et une tendance a s’agréger et fusionner. La stabilité des liposomes peut néanmoins étre

améliorée grace a I'ajout de cholestérol ou de lipides chargés'®.
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Liposome

Figure 11.10: Schéma représentant un liposome.
La bicouche lipidique crée un compartiment central hydrophile ainsi qu’une couronne hydrophobe

permettant d’encapsuler des composés de diverses natures.

Les liposomes ont été intensément étudiés en tant qu’adjuvants de vaccins et sont reconnus pour
leur capacité a délivrer efficacement I'antigéne aux cellules présentatrices ainsi qu’a promouvoir la
présentation croisée nécessaire a l'activation des LT cytotoxiques’®. La réponse cellulaire est
davantage stimulée lorsque les liposomes sont cationiques®®’, car cela éléve légérement le pH du

18 Korsholm

lysosome et diminue la dégradation de I'antigéne en faveur de la présentation croisée
et al ont notamment étudié I'utilisation de liposomes cationiques pour I'adsorption de I'antigene du
VIH p24. Les souris recevant cette formulation vaccinale ont généré des réponses cellulaires de type

22 De par leur versatilité et leur capacité a

CD4 et CD8 caractérisées par une activité cytotoxique
stimuler des réponses immunitaires tres variées, les liposomes sont des plateformes idéales pour la
vaccination mucosale, en particulier 'administration intra-nasale, et ont été largement exploités en
ce sens'”®. Tada et al ont par exemple utilisé des liposomes cationiques en immunisation intra-nasale
sur modele murin et ont généré des réponses immunitaires a la fois mucosale avec production d’IgA

spécifiques, et systémique avec une orientation Th2>%.

Outre la délivrance d’antigenes, les liposomes se sont également montrés trés utiles pour la
vectorisation de molécules immunostimulantes. Nordly et al ont par exemple incorporé du MPLA,
normalement insoluble en milieu aqueux, dans la bicouche lipidique de liposomes cationiques®. Afin
de remédier aux faibles capacités d’encapsulation des liposomes, des cubosomes contenant une plus
grande proportion de lipides ont été développés. Rizwan et al ont utilisé de telles particules pour la
délivrance des immunostimulants MPLA et imiquimod en plus de I'antigéne modéle ovalbumine,
dont les performances en termes de réponses cellulaires se sont avérées meilleures en comparaison
a des liposomes classiques®®. Les travaux sur les liposomes ont finalement conduit a I'approbation

tres récente de I'adjuvant ASO1, qui consiste en un liposome transportant les immunostimulants
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MPLA et QS21 (saponine) dans le cadre d’un vaccin prophylactique contre le paludisme (voir section

1.4 p.90).
c. Les virosomes

Les virosomes ont une structure similaire aux liposomes car ce sont des systemes vésiculaires
constitués de phospholipides, a la différence qu’ils comprennent également des éléments viraux. Les
virosomes sont issus de l'assemblage spontané de phospholipides et glycoprotéines virales
provenant de I'enveloppe du virus de la grippe. Il en résulte des vésicules dans lesquelles sont
ancrées les glycoprotéines hémagglutinine et neuraminidase®® (Figure 1.11). L’antigéne peut selon
sa nature étre couplé a la surface du virosome ou bien encapsulé pour une délivrance dans le

cytoplasme cellulaire®.

Influenza virus Influenza virosome
_ Lipid bilayer:
.~ phospholipids " N

- Haemagglutinin 4
a - D

_.. Neuraminidase

™ Viral RNA and
viral nucleocapsid protien

Figure 11.11 : Schéma représentant la structure d’un virosome comparé au virus de la grippe.

Le virosome est semblable au virus a la différence qu’il ne contient pas de matériel génétique.

Aucun élément du génome viral n’est présent donc le virosome ne peut pas se répliquer. En
revanche, la présence des glycoprotéines virales a la surface des virosomes les rendent tres
immunogénes®”’. De plus, ayant la méme structure que le virus natif, les virosomes conservent des
propriétés fusogenes. En effet, I'hémagglutinine a la capacité de fusionner avec les membranes de
I'endosome apres endocytose, ce qui facilite I'échappement du virosome qui a la possibilité

d’atteindre le cytosol pour une présentation sur le CMH-1>%

. Les virosomes sont par conséquent des
vecteurs trés efficaces pour induire des réponses immunitaires a la fois humorales et cellulaires.
Formés a partir de I'enveloppe du virus de la grippe, les virosomes ont tout naturellement été
intensément étudiés pour la vaccination antigrippale. Soema et al ont notamment utilisé des

virosomes pour la délivrance d’un épitope T du virus de la grippe, conduisant a des réponses T
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cytotoxiques. Ces réponses immunitaires ont été davantage augmentées en couplant le virosome a

I'immunostimulant CpG*®

. Dans une autre étude, Pedersen et al ont quant a eux développé des
virosomes contenant I’"hémagglutinine issue d’une souche H5N1 du virus de la grippe afin d’évaluer
les réponses immunitaires induites chez la souris. Adjuvantés avec un immunostimulant dérivé de
saponine, ces virosomes ont permis de générer des réponses immunitaires humorales et cellulaires
suffisantes pour protéger les souris contre un challenge viral*®. Les virosomes ont également été
étudiés pour adjuvanter des formulations vaccinales congues contre d’autres pathogenes. Bomsel et
al ont travaillé sur le cas du VIH en greffant la protéine d’enveloppe gp41 a la surface de virosomes.
Des macaques immunisés avec cette formulation vaccinale ont ainsi résisté a une succession de

challenges viraux par voie vaginale’™'. Des virosomes sont aujourd’hui commercialisés dans des

vaccins contre I'hépatite A et la grippe (voir section 1.4 p.90).

d. Les virus-like particles (VLP)

Les VLP sont des assemblages de protéines virales recombinantes (Figure 11.12). Ces particules
conservent les caractéristiques structurales des virus originaux mais ne contiennent pas de matériel

génétique donc ne peuvent pas se répliquer**

. Ces protéines sont obtenues in vitro via des systémes
d’expression a base de levures ou de cellules de mammiféeres. Certains systemes sont capables de
produire plusieurs protéines simultanément, permettant de générer des VLP exprimant plusieurs
antigenes. Vieira et al ont par exemple décrit la production de trois protéines structurales du

rotavirus grace a un systéme d’expression & base de baculovirus, un virus spécifique des insectes™>.

Figure 11.12: Schéma représentant une VLP.

Les protéines virales s’assemblent pour former une structure exempte de matériel génétique.

Selon le virus d’origine, les VLP peuvent avoir une structure sphérique, icosahédrale ou en forme de

214

batonnet, avec une taille variant de 20 a 100 nm~". L'antigeéne vectorisé peut faire partie des

protéines virales constituant la VLP, ou alors celui-ci est encapsulé dans le cceur ou adsorbé a la
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surface. En plus de leur fonction de vecteur, les VLP ont des propriétés immunostimulantes
intrinseques en raison de la présence des protéines virales disposées de maniére répétitive, a
I'origine de réponses immunitaires d’une grande amplitude. Chen et al ont notamment préparé des
VLP a partir d’'une protéine du virus de la maladie hémorragique du lapin et dans lesquelles un
épitope de l'ovalbumine a été inséré, conduisant a 'induction in vivo de réponses humorales et
cellulaires importantes®®. Dans un autre exemple, Moffat et al ont produit des VLP a base d’une
protéine d’enveloppe du virus de I'hépatite B, renfermant des épitopes de I'OVA restreints au CMH-I
ou CMH-11*°. Grace a ces particules, la capacité du vecteur a cibler les DC et favoriser la présentation
de I'antigéne sur les CMH-I et CMH-Il a pu étre démontrée. Cependant, le principal inconvénient des
VLP est lié a leur mode de production, qui manque parfois de fiabilité et exige des étapes de
quantifications approfondies des composants réellement incorporés dans les particules finales*”’. Ce
mode de production est particulierement lourd et colteux, ce qui a motivé le développement de
systemes d’expression protéique a base de plantes, qui permettraient notamment de s’affranchir de
certaines étapes de purification et donc de simplifier la production des protéines*'®. Les VLP ont été
approuvées dans les premiers vaccins recombinants contre I’hépatite B et le papillomavirus humain
(voir section 1.1.2c p.31). Cependant, les inconvénients liés a leur production freinent pour le moment
leur utilisation dans d’autres vaccins, bien qu’ils soient évalués dans des études cliniques notamment

contre le papillomavirus humain, le chikungunya, le paludisme ou la grippe (voir section I1.4 p. 90).

e. Les vecteurs bactériens atténués

Les bactéries ont été dans un premier temps utilisées pour produire des vaccins prophylactiques
atténués ou inactivés afin de protéger contre I'infection par ces mémes bactéries. Depuis peu, les

219 Certaines souches de

bactéries sont exploitées comme vecteurs pour la délivrance d’antigenes
bactéries peuvent en effet étre génétiquement modifiées dans le but d’exprimer un antigene
exogene spécifique et de le délivrer aux APC. Grace a leur nature microbienne, ces vecteurs ont des
propriétés adjuvantes intrinseques importantes. D’aprés les récentes études précliniques et
cliniques, ces vecteurs bactériens sont tres prometteurs dans le domaine des vaccins anti-cancer,

22 s . \ ;.
° A I’heure actuelle, deux stratégies a base de vecteurs bactériens sont

grace a la délivrance de TAA
principalement explorées a I'échelle préclinique et clinique: les bactéries ayant un tropisme
intracellulaire naturel, telles que L. monocytogenes et Salmonella ainsi que les systemes de sécrétion

de type Il (SST3).

L. monocytogenes est une bactérie a Gram positif responsable de la listériose chez les humains et

animaux. Une fois a l'intérieur de la cellule hote, cette bactérie est dégradée dans le phagosome mais
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une faible proportion parvient a s’échapper pour atteindre le cytosol*™®. Par conséquent, I’antigéne
exogéne exprimé par cette bactérie pourra étre présenté sur le CMH-I ou le CMH-Il et induire
notamment des réponses cellulaires cytotoxiques importantes. Salmonella est une bactérie a Gram
négatif causant la salmonellose chez les humains et les animaux. A la différence de
L. monocytogenes, cette bactérie est entierement dégradée dans le phagosome, conduisant

221 pour des applications de

principalement a une présentation de I'antigene exogene sur le CMH-II
vaccin anti-tumeur, il est indispensable d’induire des réponses immunitaires cellulaires. C'est
pourquoi cette bactérie a été génétiquement modifiée dans le but de favoriser la présentation sur le

CMH-I1 et ainsi améliorer son efficacité.

Les SST3, que lI'on trouve dans certaines bactéries a Gram négatif, permettent de sécréter des
protéines effectrices (exotoxines) directement a lintérieur de cellules cibles afin de faciliter
I'infection bactérienne®®. Par une intervention génétique, I’antigéne choisi peut étre fusionné aux
exotoxines afin d’étre délivré dans le cytosol des cellules cibles, conduisant par conséquent a une

réponse immunitaire de type cellulaire via une présentation sur le CMH-I***,

De tels vecteurs bactériens ont de par leur nature des propriétés adjuvantes évidentes. Cependant,
certains traitements sont indispensables afin d’atténuer leur virulence et réduire au maximum les
effets secondaires associés. Ceci peut par exemple étre réalisé en réduisant la capacité de réplication

des bactéries ou en diminuant I’expression de facteurs de virulence®”.

Plusieurs essais cliniques de phase | et Il ont été menés ou sont en cours afin d’évaluer la
performance de ces vecteurs bactériens atténués pour traiter les cancers tels que le cancer du col de
I'utérus, le cancer du pancréas, le mésothéliome, le cancer du foie ainsi que les tumeurs solides en
général. Parmi les principaux acteurs industriels se distinguent Advaxis Inc. et Aduro Biotech Inc.,

exploitant en particulier L. monocytogenes (http://clinicaltrials.gov).

f. Les ISCOM

Les ISCOM sont des particules sphériques d’environ 40 nm et chargées négativement, ayant une
structure en forme de cage constituée de saponines, cholestérol et phospholipides® (Figure 11.13).
Un antigéne hydrophobe peut ainsi étre piégé a l'intérieur de la structure grace aux interactions
hydrophobes qui régissent I'intérieur du complexe?*. Des antigénes hydrophiles peuvent également
étre vectorisés par interactions électrostatiques avec la surface chargée négativement du vecteur,

appelé alors ISCOMATRIX*2. Outre leur role de vecteur, les ISCOM possédent des propriétés
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immunostimulantes intrinseques dues a la présence des saponines. Ces molécules sont
habituellement toxiques sous forme libre mais beaucoup mieux tolérées lorsqu’elles sont
complexées a du cholestérol, ce qui a également pour effet d’augmenter leurs propriétés
immunostimulantes®®. Les ISCOM présentent une bonne stabilité mais un taux de charge de
I'antigéne limité. Celui-ci peut néanmoins étre amélioré grace a la préparation de particules
cationiques en utilisant un dérivé cationique du cholestérol ou de la saponine’**??’. Les ISCOM
cationiques sont notamment plus favorables a la complexation de protéines et molécules d’ADN qui

sont chargées négativement®*,

Figure 11.13: Schéma représentant la structure en forme de cage d’un ISCOM pouvant piéger des
molécules hydrophobes.

Les antigenes hydrophiles sont quant a eux associés a la surface du vecteur.

Les ISCOM utilisés en tant qu’adjuvant sont capables de générer des réponses immunitaires
humorales et cellulaires importantes®”’. Duewell et al ont notamment rapporté la modification
d’ovalbumine afin de I'incorporer efficacement dans des ISCOM. Les particules obtenues stimulent la
présentation de I'antigene sur le CMH-I, en faveur de I'activation des lymphocyte T cytotoxiques et
d’une activité anti-tumorale”. Les ISCOM présentent également I’avantage d’étre efficaces méme &
faible dose d’antigéne”®' et induisent en particulier une immunité mucosale, d’ou leur utilisation

accrue en délivrance intra-nasale®*.

Cependant les ISCOM sont restreints a une application
vétérinaire?®* a cause de la toxicité des saponines, associée a des effets indésirables empéchant son
utilisation chez ’homme. Pour remédier a la toxicité des ISCOM, Cibulski et al ont récemment
préparé de nouveaux candidats a base de saponine quillaja brasiliensis qui remplace la saponine Quil
A (quillaja saponaria molina) classiquement utilisée. Leurs particules présentent en effet une toxicité

nettement moindre, tout en conservant une capacité a induire des réponses immunitaires

importantesm.
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g. Les vecteurs polymériques

Les polymeéres, qu’ils soient naturels ou synthétiques, ont été intensément étudiés pour la
préparation de nouveaux vecteurs. Les tailles des particules obtenues varient selon la nature du
polymeére et le mode de préparation, de quelques dizaines de nanometres a plusieurs centaines de
micrometres. Selon I'antigéne choisi, celui-ci peut étre vectorisé par encapsulation dans le coeur des
particules, ou bien greffé ou adsorbé a leur surface. Les principaux polymeres synthétique et naturel
étudiés sont respectivement le PLGA (polylactic co glycolic acid) et le chitosane™®, que nous allons

décrire plus amplement.

Le PLGA a été énormément étudié depuis 60 ans pour une utilisation dans diverses applications
biomédicales comme le vaccin mais surtout la délivrance de médicaments. Approuvé par la FDA
depuis 1969, le PLGA est actuellement disponible dans une quinzaine de produits aux Etats-Unis
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principalement destinés au traitement de cancers™". Le PLGA est un polyester préparé a partir de

I'acide lactique et I'acide glycolique (Figure 11.14).
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Figure 11.14: Structure chimique du PLGA.

Biocompatibles et biodégradables, les particules de PLGA sont les vecteurs polymériques les plus
utilisés pour la délivrance d’antigéne®®. Ces particules versatiles permettent de transporter des
composés a la fois hydrophiles et hydrophobes®®, qui sont relargués progressivement sur une longue
période en raison de la lente dégradation du PLGA en milieu aqueux, en faveur de I'induction de
réponses immunitaires persistantes®*’. Des particules de PLGA vectorisant un antigéne du paludisme
sur leur surface ainsi que du MPLA dans leur membrane ont par exemple été décrites par Moon et al.
Ce systéme a permis de générer une production durable d’anticorps ayant une affinité élevée et la

e s . . . 2
capacité d’agglutiner les parasites vivants®®.

D’autre part, Demento et al ont comparé les
performances de particules de PLGA et de liposomes et obtenu des réponses cellulaires plus
importantes avec les particules de PLGA. Grace a la production de cellules T mémoires suite a
I'immunisation de souris avec ces particules, un modele intracellulaire de bactérie a pu étre
efficacement éliminé®®. Les particules de PLGA peuvent également étre complexifiées avec I'ajout de

composants qui lui conférent de nouvelles propriétés. Liu et al ont par exemple décrit des particules
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de PLGA rendues cationiques par 'ajout de lipides cationiques DOTAP. Les particules cationiques
étant associées a une plus grande toxicité, une couche d’acide hyaluronique a été déposée a la
surface des particules de PLGA afin de masquer les charges positives. Ces particules se sont montrées
particulierement efficaces pour la délivrance cytosolique partielle de I'antigene modéle ovalbumine,
permettant une présentation de I'antigene sur les CMH-I et CMH-II. Il en résulte de fortes réponses
immunitaires en termes d’anticorps produits et d’activation des LT CD4 et CD8 ainsi que la
génération de cellules mémoires**’. Malgré ces bonnes performances, les PLGA souffrent d’un faible
taux de charge associé a des forts colts de production et des difficultés de mise a I'échelle qui
limitent actuellement leur passage en essais cliniques pour des applications vaccins®*.

Le chitosane est un polymere naturel biocompatible et biodégradable obtenu a partir de la chitine,
un constituant majoritaire de I'exosquelette des arthropodes, en retirant un groupement acétate®*’.
Il est constitué d'unités [-(1,4)-2-acetamido-D-glucose et d'unités [-(1,4)-2-amino-D-glucose,
distribuées aléatoirement (Figure 11.15). La présence des nombreuses terminaisons amines dans la
structure du chitosane lui confére une charge positive importante. Par conséquent, le chitosane peut
former des particules par auto-agrégation avec des macromolécules chargées négativement, par
exemple des antigénes protéiques®®. Cependant, le chitosane étant hydrophile, il ne peut pas
s’associer a des antigenes hydrophobes. Les nanoparticules de chitosane sont généralement

obtenues avec une taille variant de 1 3 1000 nm.
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Figure 11.15 : Structure chimique du chitosane préparé a partir de la chitine.

Le chitosane posséde des propriétés mucoadhésives, ce qui est d’'un grand intérét dans le cas de
délivrance par voie intra-nasale ou orale. Bento et al ont par exemple étudié des nanoparticules de
chitosane pour une délivrance intranasale d’un antigéne du bacille de charbon (anthrax). Leur
systeme a permis de générer une forte production d’anticorps neutralisants associés a une immunité
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mucosale™™. Slltter et al ont également obtenu de fortes réponses humorales grace a la conjugaison

de lovalbumine sur des particules N-trimethyl-chitosane®**. En revanche, le chitosane est
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relativement inefficace pour induire des réponses immunitaires cellulaires et n’est donc pas adapté

contre des pathogénes infectant les cellules.

h. Les nanoparticules lipidiques solides (SLN) et nanostructurées (NLC)

Les nanoparticules lipidiques solides (SLN) sont des systémes relativement récents, introduits au tout
début des années 1990 comme une alternative aux vecteurs particulaires classiques tels que les
émulsions, liposomes et particules polymériques®”. Le but était alors de combiner les avantages des
principaux autres vecteurs en s’affranchissant de leurs inconvénients respectifs, notamment leur
manque de stabilité, leur éventuelle toxicité, leur faibles taux de charge ou leur co(t de production
élevé. Les SLN sont semblables a des nanoémulsions huile-dans-eau, a la différence qu’elles
possédent un cceur lipidique solide stabilisé par des tensioactifs. Les lipides constituant le coeur sont
généralement des triglycérides a longues chaines alkyles, des cires ou des acides carboxyliques a

8 La taille des SLN peut varier de quelques dizaines a plusieurs centaines de

longues chaines alkyles
nanometres. Les SLN sont principalement utilisées pour la délivrance de molécules hydrophobes
encapsulées dans le coeur lipidique. Néanmoins, certaines molécules amphiphiles peuvent également
étre incorporées dans la membrane de tensioactifs. Dans le cas de molécules hydrophiles, leur
efficacité d’encapsulation étant tres limitée, celles-ci doivent étre associées a la surface des SLN par
adsorption ou greffage covalent. Une autre technique consiste a produire une double émulsion
eau-dans-huile-dans-eau permettant d’encapsuler efficacement une molécule hydrophile*”’. Les SLN
sont dites solides car les lipides composant le cceur demeurent solides a la température du corps
humain. Par conséquent, ces particules constituent in vivo une matrice favorable a la rétention et au

245 Cependant, le

relargage controlé d’actifs, comme c’est le cas pour les particules polymériques
taux de charge dans le coeur des SLN est limité a cause de sa composition lipidique. En effet, les SLN
sont obtenues par dispersion de la phase lipidique dans la phase aqueuse avant de provoquer la
cristallisation du cceur, généralement par refroidissement. Les SLN étant constituées d’un seul type
de lipides, la cristallisation du coeur produit une matrice trés organisée dans laquelle les chaines sont
parfaitement imbriquées les unes dans les autres. Une telle structure laisse trop peu de place
disponible pour les molécules encapsulées et peut provoquer leur expulsion hors des particules**®.

Afin de remédier a cet inconvénient, les NLC (nanostructured lipid carriers) ont été développées vers
la fin des années 1990 avec cette fois-ci un coeur lipidique plus complexe. Il s’agit d’un mélange de
lipides de différentes natures, a la fois solides et liquides. Lors de I'étape de refroidissement, les
lipides incompatibles forment une phase amorphe ou partiellement cristallisée. Cette structure est

ainsi constituée de nombreux espaces non occupés pouvant contenir des biomolécules, ce qui

augmente notablement le taux de charge et la rétention durable des molécules encapsulées par
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%8 (Figure 11.16). Les NLC sont biocompatibles et biodégradables & une

rapport aux analogues SLN
vitesse tres lente, ce qui permet une exposition prolongée a I'antigene. De plus, les NLC présentent
I’avantage d’étre extrémement bien tolérées. Leur toxicité est par exemple plus de 10 fois inférieure
a celle de particules polymériques®”. Leur mode de production peut se passer de solvants organiques
et est relativement simple, ce qui permet d’envisager le passage a I'échelle industriel. En général, la
phase lipidique est chauffée afin de faire fondre les lipides et pouvoir incorporer de maniére
homogeéene la molécule a encapsuler. La phase lipidique est ensuite dispersée dans la phase aqueuse
par ultrasonication ou homogénéisation a haute pression. La technique de microémulsion nécessite
qguant a elle I'utilisation de solvants organiques et est basée sur la formation d’une émulsion a chaud

qui est ensuite précipitée a froid pour former les SLN**°.

SLN NLC

Cceeur partiellement
cristallisé

Ceeur trés structuré

Taux de charge limité

Expulsion pendant
le stockage

Figure 11.16. Schéma comparatif des SLN et NLC.
La structure trés organisée du cceur des SLN limite le taux de charge de biomolécules ainsi que leur
stabilité. Le cceur partiellement cristallisé des NLC peut accueillir une plus grande quantité de

molécules qui sont encapsulées de maniére durable.
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A ce jour, l'utilisation des SLN/NLC s’est principalement concentrée sur I'encapsulation de drogues
hydrophobes. L’utilisation de SLN s’est notamment montrée bénéfique pour I'administration orale de
médicaments. Cela est d0 au fait que les lipides améliorent I'absorption des molécules, ce qui
présente un intérét pour 'administration orale d’anti-cancéreux™’. Les SLN ont été également été
étudiées pour des applications topiques, en particulier en cosmétique. De par leur petite taille, les
nanoparticules lipidiques adherent a la couche stratum corneum, ce qui est favorable a la délivrance
de principes actifs**. En revanche, la délivrance de protéines antigéniques via des SLN/NLC a été trés
faiblement étudiée. Les auteurs décrivent principalement I'induction de réponses humorales avec
une orientation Thl. Doroud a par exemple utilisé des SLN neutres pour encapsuler une protéine
recombinante de Leishmania major** ou cationiques pour délivrer des plasmides ADN codant pour la
protéine”>. Les auteurs ont rapporté I'induction de réponses immunitaires spécifiques avec une
polarisation Th1, accompagnée d’une protection contre stimulation avec le parasite. Dans un autre
exemple, des SLN neutres ou cationiques ont été comparées avec des SLN portant des ligands
mannosylés pour la vectorisation de I'antigéne de surface de I’hépatite B. L'ensemble des SLN testées
ont contribué a I'augmentation de la réponse humorale, en termes de production d’anticorps et

>4 Des SLN ont également été préparées avec de I'huile de ricin

d’orientation cellulaire de type Thl
par une technique de double émulsion eau-dans-huile-dans-eau dans le but de véhiculer de I'lL-2 en
tant qu’immunostimulant. L’administration conjointe de ces particules avec un antigéene inactivé du
virus de la fievre aphteuse a augmenté la production d’anticorps spécifiques ainsi que la stimulation

des splénocytes en faveur de leur prolifération®.

Les SLN/NLC sont des vecteurs trés prometteurs car ils combinent les avantages des principaux
autres vecteurs synthétiques tout en contournant leurs inconvénients (Table 11.3). Néanmoins, ces
avantages ont été peu exploités jusqu’a aujourd’hui pour la délivrance d’antigénes et la formulation

de vaccins.
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Type de vecteur Avantages Inconvénients

0 . Peu stables
Facile a produire

Emulsions R . . Fuite des molécules encapsulées
Codt de production faible . \ . o
Effets secondaires dus a la proportion d’huile
Non toxiques Peu stables
. Biocompatibles Faible taux de charge
Liposomes . . . .
Biodégradables Fuite des molécules encapsulées
Versatiles Co(t de production élevé
Versatiles Peu stables
Particules polymériques Taux de charge élevé Toxicité de certains polymeres
Relargage controlé Co(t de production élevé
Stables

Non toxiques
Biocompatibles
SLN/NLC Biodégradables

Relargage contrélé
Taux de charge élevé

Facile a produire

Table 11.3. Avantages et inconvénients des principaux vecteurs synthétiques.

Parmi I'ensemble des systemes particulaires développés, les particules synthétiques sont trés
attrayantes en leurs qualités de vecteurs d’antigénes. En général peu voire non toxiques, les
particules synthétiques sont composées de matériaux connus et leur fabrication est reproductible et
maitrisée. A l'inverse, les vecteurs viraux sont certes trés immunogénes, mais reposent sur un
procédé de production tres contraignant. En conséquence, la fiabilité et la slireté des vecteurs viraux,
directement liés a leur procédé de fabrication, demeurent un challenge. Les SLN/NLC développées
ces dernieres années présentent de nombreux avantages et sont donc amenées a étre de plus en
plus utilisées en nanomédecine. La composition plus complexe du cceur lipidique a permis de
remédier aux inconvénients de stabilité et de relargage des molécules encapsulées, conduisant a un
vecteur beaucoup plus fiable. Les SLN/NLC ont été principalement étudiés pour la délivrance de
molécules thérapeutiques et au contraire trés peu pour la vectorisation d’antigénes. Il y a donc un

intérét majeur a exploiter le potentiel de ces vecteurs dans ce domaine d’application en plein essor.
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11.4 Les adjuvants commercialisés et en essais cliniques

Ces derniéres années, I'alum a été remplacé par d’autres adjuvants de nature particulaire dans
certains vaccins commerciaux, principalement des émulsions. L'adjuvant AS04 est le premier
exemple de la combinaison de plusieurs molécules immunostimulantes, avec du MPLA adsorbé a la
surface de sels d’aluminium (aluminium hydroxyde ou aluminium phosphate)®. ASO4 doit étre
administré conjointement a I'antigene pour bénéficier de ses propriétés immunostimulantes. La
stimulation du TLR-4 grace au MPLA permet d’activer le systeme immunitaire inné, ce qui se
manifeste par la production de cytokines pro-inflammatoires dont I'action va stimuler le systéme
immunitaire adaptatif. En particulier, une orientation Thl est favorisée, ce qui se traduit par
I'induction de réponses immunitaires humorales et cellulaires. Les sels d’aluminium favorisent la
biodisponibilité du MPLA, normalement insoluble en milieu aqueux et ayant tendance a s’agréger®®.
De plus, I'alum forme un dépot au point d’injection et favorise I'action prolongée du MPLA®’. AS04
est actuellement utilisé dans deux vaccins commercialisés par GSK Biologicals : Fendrix contre

28 Dans

I’hépatite B, autorisé en 2005, et Cervarix contre le papillomavirus humain, autorisé en 2009
le cas de I'hépatite B, ce vaccin s’adresse a des patients en hémodialyse pour lesquels le vaccin
classique a base d’alum est peu efficace®. Ces deux vaccins induisent de bien meilleures réponses

immunitaires que les vaccins classiques, conduisant a une séroprotection durable.

Le MF59 est la premiére émulsion huile dans eau approuvée par les autorités pour I'utilisation chez
I’humain dans le cadre d’un vaccin contre la grippe en 1997. Développée par Novartis, cette émulsion
est composée de squaléne stabilisé dans un tampon citrate par des tensioactifs*. Le squaléne est
une huile issue de foie de requin et est un composant naturel des membranes cellulaires. Le MF59
est composé de gouttelettes d’environ 160 nm extrémement stables (plusieurs années dans des
conditions réfrigérées). En outre, le MF59 doit son innocuité a la proportion d’huile qui a été
considérablement réduite par rapport a I'IFA (de 50% a 2%) et a I'emploi d’une huile bio-
assimilable'®*. Le mécanisme d’action du MF59 est encore incertain, bien qu’il semble provoquer un
dépdt au point d’injection, responsable du recrutement de cellules immunitaires®®. Le MF59 est
également capable de gagner le circuit lymphatique pour atteindre les ganglions et interagir avec les
cellules présentatrices d’antigene®®. Le MF59 a été intensément étudié dans différentes
combinaisons de vaccins et a été décrit comme permettant d’induire a la fois une importante
production d’anticorps®®’, mais aussi de stimuler la réponse immunitaire cellulaire®®**®* de maniére
significative en comparaison a d’autres adjuvants. Grace a I'amélioration des réponses immunitaires

264

induites, les doses d’antigene administrées ont pu étre réduites”™. Le MF59 a été largement utilisé
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en clinique, principalement dans des vaccins contre la grippe®® et a démontré sa capacité & induire
une mémoire immunitaire durable et protectrice?®®. Aprés avoir été approuvé en clinique, le MF59 a
été continuellement évalué concernant sa sécurité. Des cas d’effets secondaires ont été reportés,
notamment des inflammations du point d’injection, associés a la forte réactivité induite par
I"'adjuvant. Néanmoins, l'incidence de ces effets secondaires reste faible et le ratio avec les bénéfices

procurés demeure favorable.

Aprés le succeés du MF59, d’autres émulsions ont été préparées sur le méme modele en associant en
plus des immunostimulants afin d’amplifier les réponses immunitaires. AS03 est une émulsion
huile-dans-eau a base de squaléne et de tocophérol stabilisés avec le tensioactif Tween 80°%,
formant des gouttelettes d’environ 150 nm. Le tocophérol contenu dans la vitamine E a des
propriétés immunostimulantes intrinséques. ASO3 agit principalement sur les macrophages,
provoquant leur stimulation et activité pro-inflammatoire®®. Développé par GSK Biologicals, ASO3 est
utilisé en tant qu’adjuvant dans les vaccins contre les grippes pandémiques (H5N1, HIN1).
L'utilisation d’AS03 a notamment permis de réduire la dose d’antigéne dans les formulations
vaccinales®. En revanche, des effets indésirables tels que des cas de narcolepsie ont été observés en

Finlande sur une population d’enfants faisant suite a la campagne de vaccination contre la grippe

pandémique de 2009 et dont la cause reste a déterminer””.

Un adjuvant similaire a été développé par Sanofi Pasteur, I'émulsion huile-dans-eau a base de
squaléne AF03. Egalement utilisé dans des formulations vaccinales contre la grippe, cet adjuvant a
démontré sa capacité a induire des réponses anticorps spécifiques lors d’études précliniques
conduisant a la protection de macaques contre une infection virale’’’. De plus, I'utilisation de
I’adjuvant AF03 permettrait de réduire la dose d’antigéne nécessaire a la génération de fortes
réponses immunitaires’’%. Les études cliniques qui ont suivi ont permis de confirmer I'intérét de
I’adjuvant AF03, en particulier pour induire une protection contre la grippe pandémique H1N1 chez

2 s . N . N s oy s
73 Ces résultats ont permis & cet adjuvant d’étre accepté par les autorités,

les treés jeunes enfants
conduisant a la commercialisation du vaccin contre la grippe pandémique H1IN1 Humenza par Sanofi

Pasteur.

Plus récemment, GSK a proposé I'adjuvant ASO1, composé de liposomes délivrant les
immunostimulants MPLA et QS21. QS21 est un dérivé de la saponine Quil A extraite de |'écorce de
I"arbre Quillaja Saponaria se trouvant en Amérique du Sud. L'utilisation de Quil A en tant qu’adjuvant
étant limitée en raison de ses effets toxiques, la fraction purifiée QS21 a été proposée comme

alternative. De plus, la formulation de QS21 dans des liposomes diminue grandement les potentiels
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effets indésirables tels que son activité hémolytique et améliore sa tolérabilité. QS21 est connu pour
améliorer la présentation de I'antigéne, en particulier la présentation croisée conduisant a une
réponse T cytotoxique®”®. Ainsi, I'adjuvant ASO1 combine les effets du QS21 avec ceux du MPLA, a
savoir une activité pro-inflammatoire orientée Thl. Aprés plusieurs essais cliniques concluants®”?,
ASO1 a finalement été récemment accepté et commercialisé sous le nom de Mosquirix pour la

prévention du paludisme. ASO1 est également en cours d’essais cliniques pour un vaccin contre le

VIH.

Ces adjuvants ont passé toutes les étapes de validation nécessaires a une mise sur le marché et sont
aujourd’hui autorisés dans différents vaccins commerciaux (Table I1.4). Certains d’entre eux font
I’objet de nouveaux essais cliniques pour des vaccins contre d’autres pathogénes. D’autres adjuvants,
vecteurs ou immunostimulants, sont également évalués au cours d’essais cliniques afin de démontrer
leur innocuité et efficacité, parametres indispensables a une autorisation de mise sur le marché
(Table 11.5). La recherche de nouveaux adjuvants est en plein essor et s’attache a répondre a un défi
exigent, a savoir I'élaboration de vaccins performants contre des pathogénes problématiques et hors

controle tels que le VIH ou le paludisme, dans un souci permanent de sécurité.

Adjuvant Maladie Nom commercial Entreprise
AS04 Papillomavirus humain | Cervarix GSK

AS04 Hépatite B Fendrix GSK

MF59 Grippe Aflunov Novartis
MF59 Grippe Fluad Novartis
MF59 Grippe Focetria Novartis

ASO3 Grippe Arepanrix GSK

ASO3 Grippe Pandemrix GSK

ASO3 Grippe Prepandrix GSK

AF03 Grippe Humenza Sanofi Pasteur
ASO1 Paludisme Mosquirix GSK

MPLA Hépatite B Supervax Dynavax Technologies
Virosome Hépatite A Epaxal Crucell
Virosome Grippe Inflexal Crucell
Virosome Grippe Invivac Solvay

Table I1.4: Principaux vaccins commerciaux a base d’adjuvants autres que I'alum.
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Adjuvant Maladie Statut Sponsor ID date
Montanide Fievre jaune Phase | NIAID NCT02743455 | En cours
Montanide Grippe Phase Il PepTcell Limited NCT03180801 2016-2017
ASO3 Dengue Phase I/II USAMRMC NCT02421367 En cours
AF03 grippe Phase IV Sanofi Pasteur NCT01032980 | 2009-2011
MF59 VIH Phase II/11I NIAID NCT02968849 En cours
MF59 RSV Phase | GSK NCT02298179 2014-2017
AS01/MF59 VIH Phase I/II NIAID NCT03122223 | En cours
ASO1 Paludisme Phase | USAMRMC NCT02174978 | En cours
ASO1 Paludisme Phase I/11 University of Oxford NCT02927145 En cours
ASO1 Paludisme Phase | NIAID NCT02942277 | En cours
ISCOMATRIX Dengue Phase | Merck & Co. NCT01477580 | 2012-2014
VLP/alum/MPL | Norovirus Phase Il Takeda NCT03039790 | En cours
VLP HPV Phase Il Merck & Co. NCT02114385 2014-2015
VLP Chikungunya Phase | NIAID NCT01489358 2011-2013
VLP Paludisme Phase | Fraunhofer, CMB NCT02013687 2013-2015
VLP Grippe Phase Il Novavax NCT02307851 | 2014-2015
Poly I:C rage Phase Il Yisheng Biopharma NCT02956421 | 2016

Poly I:C grippe Phase I/l Hemispherx Biopharma | NCT01591473 | 2012-2015
Poly I:C VIH Phase | Rockefeller University NCT01127464 | 2010-2012
CpG Paludisme Phase | University of Oxford NCT01351948 | 2011-2013
CpG Anthrax Phase Il Emergent BioSolutions NCT01770743 | 2013-2014
Flagellin Peste Phase | NIAID NCT01381744 | 2012-2014

Table I1.5: Adjuvants en essais cliniques pour le développement de vaccins contre les maladies

infectieuses depuis 2010.

NIAID: National Institute of Allergy and Infectious Diseases. USAMRMC: U.S. Army Medical Research

and Materiel Command. Fraunhofer, CMB: Center for Molecular Biotechnology.
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Chapitre Il

Innovation technologique au service des

vaccins

94



95



Ce chapitre a pour but de dresser un tableau du contexte actuel des vaccins et des défis que les
nouveaux candidats devront relever. Nous nous attardons sur le cas particulier du VIH qui a motivé
ce travail de these. Nous terminons par une définition des nanoparticules utilisées pendant la thése
ainsi que les objectifs qui la régissent.

éeme

lll.1 Les enjeux des vaccins du XXI" siecle

111.1.1 Une couverture vaccinale suffisante

Grace aux considérables progres réalisés dans le domaine des vaccins, un grand nombre de maladies
causées par des pathogenes infectieux sont aujourd’hui sous contréle. Dans le meilleur des cas, une
vaccination efficace conduit a I'éradication définitive du pathogéne, comme par exemple pour la
variole déclarée officiellement éradiquée a I’échelle mondiale en 1980, suite au programme

26 Un tel résultat nécessite une couverture vaccinale

d’éradication lancé par I'OMS en 1966
importante (proportion d’individus immunisés dans une population), de 80 a 95% selon le degré de
contagion du pathogene. En effet, dans une population naive non immunisée, la propagation d’une
maladie infectieuse est extrémement rapide, d’un individu a son voisin jusqu’a I'épidémie. Vacciner
un nombre restreint d’individus n’a que trés peu d’impact sur la progression d’une maladie
infectieuse et n"empéche pas I'épidémie puisque seules les personnes immunisées sont protégées.
En revanche, lorsqu’une large majorité d’individus sont immunisés, que ce soit par vaccination ou
parce qu’ils ont auparavant contracté et survécu au méme pathogene, la propagation du pathogéne
peut étre bloquée. En particulier, lorsque la couverture vaccinale est suffisante, on peut observer
une immunité de groupe, a savoir que les quelques individus non immunisés sont protégés par le
groupe, puisque leur chance d’entrer en contact avec le pathogéne devient trées faible (Figure Il.1).
Cet effet est particulierement profitable aux personnes qui ne peuvent pas étre vaccinées en raison
d’une contre-indication médicale (patients immunodéprimés). En cela, le vaccin a la particularité
d’étre un traitement médical collectif dont le but premier est de protéger 'homme a I'échelle d’une

population et non individuelle.
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*. Individu naif ﬁ- Individu immunisé *- Individu contaminé
N

~

Présence d’individus
contaminés dans une
population non immunisée

Le pathogene se propage
rapidement d’individu en
individu jusqu’a I'épidémie

Présence d’individus
contaminés dans une
population faiblement
immunisée

Le pathogene se propage
parmi les individus non
immunisés jusqu’a
I'épidémie

Présence d’individus
contaminés dans une
population fortement

immunisée

La progression du
pathogeéne est bloquée et
I'épidémie est évitée : c’est
I'immunité de groupe

Figure 1ll.1. Schéma représentant l'intérét d’une couverture vaccinale élevée afin d’empécher une

épidémie. Adapté de Inserm Vaccinations, séminaires Ketty Schwartz 2014.

111.1.2 La perte de confiance envers les vaccins

Cependant, a ce jour seule la variole a été éradiquée malgré la disponibilité de vaccins efficaces
contre de nombreuses autres maladies, ce qui traduit une couverture vaccinale insuffisante. Dans les
pays en voie de développement, |'accés aux soins médicaux n’est pas optimal et explique que les
pathogénes infectieux continuent de se propager. En revanche, il est anormal que ces pathogenes
soient encore présents dans les pays développés. Cela est en grande partie la conséquence d'une
perte de confiance en la vaccination. En effet, nous vivons aujourd’hui dans des conditions sanitaires

bien meilleures qu’a I'époque des grandes épidémies et la population tend a oublier I'intérét des
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vaccins. Dans la grande majorité des cas, les vaccins sont des traitements médicaux prophylactiques
visant a protéger contre une infection, donc I'effet de ces vaccins est invisible. Par conséquent,
|'attention se détourne de I'intérét des vaccins et est attirée par leurs défauts, principalement leurs
potentiels effets indésirables. L'un des exemples les plus marquants est la polémique autour du
vaccin contre I’hépatite B, suspecté de favoriser la sclérose en plaques (SEP), maladie auto-immune.
L’hépatite B touchant plusieurs centaines de millions de personnes dans le monde et pouvant
conduire a une infection mortelle du foie, la mise au point d’un vaccin préventif dans les années 1980
a été suivie en France d’une massive campagne de vaccination. Dans les années qui suivirent, une
augmentation du nombre de cas de SEP flt signalée et rapidement associée au vaccin contre

2’7 De nombreuses études ont alors

I’hépatite B, si bien que le vaccin f(t suspendu en France en 1998
été menées afin de déterminer si le vaccin contre I'hépatite B avait réellement une incidence sur la
susceptibilité de contracter une SEP. Certaines de ces études concluent sur la présence d'une
corrélation statistique entre I'augmentation du nombre de cas de SEP et la vaccination préalable
contre 'hépatite B’%. D’autres études rapportent au contraire 'absence de lien de cause a effet en
soulignant plut6t le caractére temporel, a savoir que le vaccin contre I'hépatite B était réalisé chez les
adolescents, sachant que la SEP se déclare chez les jeunes adultes’”. Quoi qu’il en soit, bien
gu’aucune conclusion ne soit confirmée, la réputation des vaccins f(it sérieusement affectée. En
particulier, [l'utilisation d’adjuvants dans les formulations vaccinales afin d’augmenter
I'immunogénicité des vaccins a sous-unités flit montrée du doigt et décriée. Le manque de recul sur
I'ajout de tels adjuvants dans les formulations vaccinales couplé a leurs potentiels effets indésirables
a conduit a une baisse de la couverture vaccinale. Non seulement la population ne voit plus I'intérét
des vaccins mais ceux-ci sont méme considérés comme dangereux puisque pouvant causer d’autres
maladies. Cette baisse de confiance envers les vaccins en général et par conséquent de la couverture
vaccinale flt suivie d’'une résurgence de certaines maladies. Un premier exemple toucha la Bretagne
avant la polémique sur le vaccin contre I’'hépatite B, qui connlt une épidémie de variole grave en
1955 avec 98 personnes contaminées et 20 déces®®. Plus récemment en 2011, une épidémie de
rougeole flt la conséquence d’une insuffisance vaccinale, a savoir que les individus ne sont pas
vaccinés ou n’ont pas fait leur rappel®'. La coqueluche est un autre exemple, avec de nombreux cas
observés ces dernieres années chez les nourrissons, contaminés dans le cercle familial par un parent

. . . . . oy .. . . 282
insuffisamment vacciné et avant que le nourrisson n’ait regu sa premiére injection vaccinale®®.
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111.1.3 Les perspectives des vaccins

Dans le contexte actuel de rejet des vaccins, il est primordial de regagner la confiance de la
population afin de recouvrer une couverture vaccinale satisfaisante permettant d’envisager
|’éradication d’autres maladies que la variole. La polémique sur les adjuvants souligne le fait que
I'amélioration considérable de notre hygiene de vie est automatiquement associée a un refus de la
prise de risques. En effet, a I'’époque des grandes épidémies le risque de 1 a 2 % de mourir des suites
de la variolisation était tout a fait acceptable comparé aux 30 % de mortalité causés par la variole. De
nos jours et dans les pays développés, la peur des maladies est bien moindre et par conséquent la
polémique sur les effets secondaires des vaccins prends le dessus sur l'intérét de ceux-ci. C'est
pourquoi bien que le risque nul n’existe pas, la recherche sur le vaccin doit proposer a I'avenir des
formulations plus slires et mieux contrélées, en ayant une meilleure connaissance des mécanismes
des adjuvants utilisés. En outre, malgré les progrés dans ce domaine, certaines maladies n’ont
toujours pas de vaccin, comme par exemple le VIH ou le paludisme. Ces pathogenes sont en effet
trés virulents et nécessitent I'induction de réponses immunitaires de type cellulaire, difficiles a
obtenir avec les vaccins a sous-unités actuels. Par conséquent, en plus de devenir plus s(rs, les
vaccins doivent également devenir plus performant et capables d’induire des réponses immunitaires
importantes et a médiation cellulaire. L'augmentation de la performance des vaccins pourra
également bénéficier aux pays en voie de développement dans lesquels I'accés aux soins est limité et
par conséquent la nécessité de plusieurs injections de rappels pour un méme vaccin difficilement

réalisable.

Outre ses applications préventives, le vaccin évolue également vers d’autres enjeux. Des vaccins
thérapeutiques sont notamment envisagés pour le traitement des cancers par immunothérapie. Le
principe est d’éduquer par la vaccination le systéme immunitaire du patient a se défendre contre les
cellules cancéreuses. Cela repose sur le fait que les cellules tumorales expriment des molécules
spécifiques, appelées « tumor-associated antigens » (TAA), qui servent donc de cibles pour la

vaccination®®?

. L'enjeu est de parvenir a initier une réponse immunitaire de type cellulaire dirigée
contre les antigenes exprimés par les cellules cancéreuses. La recherche dans ce domaine a été
stimulée par I'approbation en 2010 par la FDA (Food and Drug Administration) du premier vaccin
thérapeutique contre le cancer de la prostate®®*. Ce vaccin, commercialisé par Dendreon sous le nom
de Provenge, s’adresse a des patients touchés par une forme métastatique résistante a la castration
du cancer de la prostate. La cible du vaccin est I'enzyme phosphatase acide prostatique (PAP)

exprimée par les cellules cancéreuses. Egalement sur un principe d’'immunothérapie, les vaccins sont

destinés & étre utilisés pour soigner les allergies™. Les allergies sont le résultat d’une
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hypersensibilité médiée par une production excessive d’anticorps de type IgE, affectant plus de 25 %
de la population. La vaccination génére une réponse humorale avec principalement la production
d’lgG qui interferent avec la réaction allergique provoquée par les Ige. D’autre part, I'utilisation
depuis plusieurs années d’antibiotiques a favorisé I'émergence de souches bactériennes résistantes,
contre lesquelles des vaccins pourraient étre une solution de remplacement. Enfin, la forte mobilité
des populations associée au réchauffement climatique voit la migration de maladies tropicales vers
des pays naifs, ce que nous devons anticiper afin de prévenir de graves épidémies. Tous ces exemples
sont autant de raisons pour le développement de nouveaux vaccins, plus performants et plus siirs*®.
De plus, la mise sur le marché de nouveaux vaccins nécessitant prés de 15 ans de contrbles de
performances et validations cliniques, il est crucial que les formulations vaccinales soient faciles a

produire et peu colteuses afin de garantir un acces au plus grand nombre.
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I1l.2 Le cas particulier du VIH

Dans cette partie nous nous attardons sur le cas particulier du VIH (Virus de I'lmmunodéficience
Humaine), responsable de la pandémie de SIDA (Syndrome de I'lmmunodéficience Acquise) contre
lequel il n’existe a I’heure actuelle aucun vaccin et considéré comme une urgence par 'OMS. Nous ne
faisons pas ici une revue exhaustive du VIH, mais présentons les principaux éléments permettant

d’appréhender les enjeux du développement d’un vaccin anti-VIH.

111.2.1 Présentation du VIH

Le SIDA est le cas le plus extréme d’'immunosuppression causé par un pathogene, le VIH. L'infection
par le VIH conduit a une perte graduelle d'immunocompétence caractérisée par une grande
susceptibilité d’infection par des pathogenes opportunistes ou maladies associées a une grave
diminution de LT CD4, par exemple la forme agressive du sarcome de Kaposi ou le lymphome. A ce
jour, la pandémie mondiale du VIH a causé plus de 35 millions de déces dans le monde et
comptabilisé 78 millions de personnes infectées depuis le début de I'épidémie. Les pays les plus
touchés sont les pays pauvres tels que I'Afrique et I'inde, ou I'acces aux dépistages, traitements et

moyens de prévention sont extrémement limités (Figure 11.2).

Estimated number of people dying from HIV-related causes, 2016
By WHO region
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Figure I11.2: Répartition de la mortalité causée par le VIH dans le monde.
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a. Le VIH et ses sous-groupes

Le premier cas officiellement reporté de SIDA date de 1981 aux Etats-Unis, bien que les traces les
plus anciennes du virus aient été détectées dans un échantillon de sérum provenant du Congo et
datant de 1959%". C’est en 1983 que le virus fat identifié et isolé par les chercheurs frangais Luc

288 e virus

Montagnier et Frangoise Barré-Sinoussi avec la contribution de I'américain Robert Gallo
provient vraisemblablement d’'une contamination depuis le singe vers I’homme. Deux types de virus
ont été identifiés : HIV-1 et HIV-2. HIV-1 est la forme la plus virulente, la plus répandue dans le
monde et celle qui présente la plus grande variabilité génétique. A l'inverse, HIV-2 est endémique
seulement dans I'ouest de I'Afrique et se propage progressivement en Inde. HIV-1 est divisé en 3
groupes : M (main), O (outlier) et N (non-M, non-0), issus de contaminations par des singes
différents®®. Le groupe M est la cause majeure du SIDA dans le monde, il est subdivisé en clades
intitulés de A a K. Chaque clade prédomine dans une région différente du monde (Figure 111.3). Ces

clades sont le résultat de mutations du virus au sein de I'espece humaine aprés contamination par le

singe. Il est estimé que I'ancétre commun a tous ces clades du groupe M remonte aux années 1930.

HIV-1

Groupes M (main) O (outlier) N (non-M, non-0)

[ Subtype A [ Subtype B ] Subtype C
] Subtype D ICRF_AE mm Others

Figure 1l.3. Organigramme représentant les différents groupes et clades de la forme HIV-1 la plus
répandue dans le monde.

Le groupe M est responsable de la majorité des cas de SIDA et sous-divisé en clades caractéristiques
d’une région du monde. Le clade B est prépondérant en Europe et en Amérique tandis que le clade C

est majoritaire en Afrique et en Asie.
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b. Description de la particule virale

Le VIH est un rétrovirus, plus précisément de la catégorie des lentivirus qui se caractérisent par une
longue période d’incubation et leur capacité a tuer les cellules infectées. Le virus a une forme
sphérique d’environ 100-140 nm de diametre. Cette particule virale est entourée d’une enveloppe
lipidique recouverte de glycoprotéines virales assemblées en trimeres. Les trimeres de la protéine de

20 Au sein de

surface gp120 sont accrochés aux triméres de la protéine transmembranaire gp41l
I’enveloppe, une matrice composée de protéines pl7 renferme la capside du virus, elle-méme
constituée de protéines p24. Cette capside contient I’ARN viral ainsi que les enzymes nécessaires a la

réplication du virus®* (Figure 111.4).

Lipid
Envelope
Protease,

Peptides,
Host Proteins

Integrase

Reverse Transcriptase

Figure I11.4: Schéma représentant la structure moléculaire du VIH.
La gp120 et gp41l constituent 'enveloppe du virus qui renferme une matrice composée de pl7 a

I'intérieur de laquelle se trouve la capside virale constituée de p24.

Le génome du VIH comprend 9 génes, dont les trois principaux sont gag, pol et env. Gag code pour
des protéines structurales du noyau viral (p24) et de la matrice (p17), pol code pour des enzymes
impliqguées dans la réplication virale et l'intégration dans le génome et env code pour des
glycoprotéines virales d’enveloppe. Parmi les autres génes, tat et rev ont des fonctions régulatrices
impliquées dans la réplication virale tandis que nef, vif, vpr et vpu interviennent dans la production

de particules virales®" (Figure 11.5).
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LTR LTR
Geéne Fonction
Gag | Group-specific antigen | Production des protéines structurales du noyau et de la matrice
du virus
Pol Polymerase Production des enzymes impliquées dans la réplication virale et
intégration dans le génome (reverse transcriptase, protéase,
intégrase)
Env Envelop Production des glycoprotéines transmembranaires (gp120,
gpal)
Tat Transactivator Régulation de la transcription du virus
Rev Regulator of viral Transport de I’ARN messager hors du noyau pour la traduction
expression
Vif Viral infectivity Bloque I'activité antivirale d’enzymes de la cellule hote
Vpr Viral protein R Transport de I’ADN dans le noyau et augmentation de la
production de virions
Vpu | Viral protein U Impliqué dans la dégradation intracellulaire et augmente la
libération du virus hors de la cellules hote
Nef Negative-regulation Augmente la réplication virale et affecte I'expression des
factor marqueurs CD4, CMH-I et CMH-II par la cellule hote

Figure I11.5. Rappel des fonctions des 9 génes du VIH.

Les génes gag, pol et env produisent les protéines et enzymes qui constituent le virus. Les genes tat et

rev régulent la réplication du virus tandis que les génes vif, vpr, vpu et nef contribuent a la production

des virions.
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11.2.2 Le cycle de vie du VIH

a. La transmission du virus

Le VIH est transmis d’un individu infecté a un individu sain via I'échange de fluides corporels (sang,
sperme, fluide vaginal, lait maternel). Le principal mode de contamination est le rapport sexuel non
protégé, entre individus hétérosexuels ou homosexuels. Le virus peut également étre transmis en
manipulant du matériel contaminé, telle qu’une seringue lors de prise de drogue en intraveineuse.
En 2012 en Europe, les nouveaux cas d’infection par le VIH recensés étaient attribués a des rapports
sexuels dans 67 % des cas et la prise de drogues en intraveineuse dans 18 % des cas®. Les
contaminations dans le milieu médical ont été fortement réduites grace a une augmentation de la
vigilance et des contrdles (transfusions sanguines, etc.). Enfin, une meére infectée peut transmettre le

virus a son enfant durant la grossesse, lors de I'accouchement ou par I'allaitement.

b. Le cycle de réplication du virus

La premiere étape de lI'infection par le VIH repose sur une interaction entre des protéines du virus et
des protéines des cellules. Il s’agit d’'une interaction spécifique entre la gp120 exprimée a la surface
du VIH et le marqueur CD4 de la cellule cible. Par conséquent, toutes les cellules exprimant le CD4
sont des cibles potentielles du virus, principalement les LT auxiliaires. La fixation de la gp120 sur le
CD4 induit un premier changement conformationnel de la gp120 rendant disponible un nouveau site

de fixation spécifique du corécepteur CCR5 ou CXCR4 exprimé par la cellule cible®®

. Ce double signal
déclenche un deuxiéme changement conformationnel de la gp120 qui se répercute sur la gp4l. La
gp41 contient des peptides fusogenes localisés sur sa terminaison amine, initialement enfermés dans
le complexe formé par la protéine en raison de leur caractére hydrophobe. Par la stimulation de la
gp120, la gp4l va alors présenter ces peptides fusogénes et les insérer dans la membrane de la

cellule cible afin de fusionner avec celle-ci** (Figure II1.6).

Lors de cette fusion, la capside virale est capturée par 'endosome et la diminution du pH permet de
relarguer son contenu dans le cytoplasme de la cellule hote. L’ARN viral est alors traduit en ADN par
la transcriptase inverse issue du virus et copié en double brin. Ce nouvel ADN est ensuite transporté
dans le noyau et intégré dans le génome de la cellule hote grace a I'intégrase provenant du virus®!
(Figure 111.7). La cellule hote est donc infectée par le virus, qui va se servir de la machinerie cellulaire
pour se répliquer. En effet, une fois la cellule activée, des facteurs de transcription vont lire le
génome de la cellule pour produire les protéines utiles a la cellule. Par la méme occasion, I’ADN viral

intégré au génome de la cellule (le provirus) sera lu et des protéines virales seront produites. Les
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premieres protéines produites sont Tat et Rev, dont la fonction est d’amplifier la transcription du
provirus et favoriser le transport de I’ARN viral vers le cytoplasme de la cellule. Les dernieres
protéines virales produites, gag, pol et env, sont assemblées en particules virales qui s’échappent
finalement de la cellule a la recherche d’un nouvel hote. Lors de la traduction de I’ARN viral en ADN,
la transcriptase inverse génére des erreurs, a 'origine de nombreuses mutations du virus. Cela
confere un avantage considérable au virus, car selon la nature des mutations, le nouveau mutant

pourra échapper au systéme immunitaire.

CD4+ T-Cell 'Rs CD4+ T-Cell CCR S

3 Z | T VE LS = e

- g’f‘ HIV

gp41 ". \ , '

m[ ;;M‘*
) -ﬁ‘&?

'

-

p120"

'n\l

CDA+ T-Cell 58 CD4+ T-Cell

Figure I1l.6. Schéma représentant la fusion d’une particule virale du VIH avec une cellule porteuse du
récepteur CDA4.
La gp120 se fixe tout d’abord au récepteur CD4 (1) puis au corécepteur CCR5 (2). Ensuite la gp41

s’insére dans la membrane cellulaire (3) et fusionne avec celle-ci (4).

106



a)

CD4 receptor and
coreceptor

Fusion
Double

stranded DNA —= 7
”\W“ U Viral RNA
;-"?’/l‘ \ \\

/ \v Rev:erse
. transcription
A 4
] cDNA
&

S

Integration

Chromosomal DNA Provirus
b)
@ Traduction de I’ADN proviral Progeny HIV * .
(2 Synthése des protéines virales . .

(3 Assemblage du virus P }
-@

(@) Particules virales libérées

mRNA

Figure I1l.7: Schéma représentant le cycle général de réplication du VIH.

a) Apres fixation de la particule virale a la surface de la cellule cible, celles-ci fusionnent pour libérer la
capside virale dans le cytoplasme de la cellule héte. L’ARN viral est traduit en ADN par la reverse
transcriptase puis intégré dans le génome de la cellule par 'intégrase. b) Ce provirus profite de la
machinerie cellulaire pour produire de nouvelles particules virales. L’ADN viral est traduit pour

synthétiser les protéines structurales du virus, qui s’assemblent en virions émis par la cellule.
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111.2.3 Le traitement du VIH

a. Les symptomes de la maladie

Lorsqu’un individu est infecté par le VIH, on distingue plusieurs phases de la maladie (Figure 111.8).
Dans un premier temps, la phase aiglie de la maladie est généralement caractérisée par un état
grippal, associé a une charge virale élevée dans le sang et une importante diminution du taux de LT
CDA. Cette disparition des LT CD4 est causée soit directement par I'activité cytotoxique du virus, soit
par les cellules du systeme immunitaire qui combattent I'infection. En outre, il a été observé que le
mécanisme de régénération des LT CD4 est défectueux chez les patients infectés par le VIH, ainsi trés

2% Malheureusement, le diagnostic est rarement établi a ce

peu de nouveaux LT CD4 sont produits
stade de la maladie car les symptémes sont trop communs pour alerter du danger. Au cours des
semaines suivantes, débute la phase asymptomatique. La réponse adaptative mise en place a permis
de réduire la charge virale et de rétablir un taux acceptable de LT CDA4. Le virus semble sous controle,
mais il est seulement en latence. Les meilleurs mutants sélectionnés continuent de se répliquer, ce
qui cause une diminution trés lente et progressive du taux de L CDT4. Cette phase peut s’étendre de
guelques mois a plusieurs années. Lorsque le taux de LT CD4 se retrouve en-dessous d’un seuil
critique, le patient entre dans la phase symptomatique. La faiblesse et le manque de réaction de la

part du systéme immunitaire se traduisent par le développement de maladies opportunistes. Le SIDA

est alors déclaré et suivi en peu de temps par la mort du patient immunodéprimé.

108



Phase aigle || Phase asymptomatique “ SIDA )

1200 | 10
; Mort 2
oo | Infection E
'_l; 1000 6 %
2 10¢ o
3 900 =
=1 x
% 800 =
£ ] 5 =
5 700 ; 10 3
Q 6oo /\i a
hd Q
) =R
2 500 104 @
© ~
o 400 3
i) -
€ 300 \—/'/ -

(<] 3
Z 200 10 =
w
100 3
] =5

o JL H 2

o 3 6 9 12 " 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 nm 10

semaines années

Figure 111.8 : Représentation des différentes phases de I'infection par le VIH.

La phase aigiie est caractérisée par une chute du taux de LT CD4 liée a la croissance de la charge
virale. Lorsque le systeme immunitaire parvient a mettre en place des réponses, la charge virale
diminue et I'on rentre dans la longue phase asymptomatique. Le virus en dormance sélectionne les
mutants qui échappent au systéme immunitaire pour les faire progressivement proliférer jusqu’a la
phase de SIDA déclarée lorsque le taux de LT CD4 passe en dessous d’un seuil critique. Les maladies

opportunistes profitent de I'immunodépression du patient et entrainent la mort.

b. La thérapie antirétrovirale

A ce jour, il n’existe pas de solution permettant d’éliminer définitivement le virus. Le seul traitement
disponible est la thérapie antirétrovirale, qui est basée sur I'inhibition fonctionnelle des enzymes

virales permettant au virus de se répliquer’”. Cependant, le taux élevé de mutations du virus est a

296,297

I’origine d’un grand nombre de mutants résistant au traitement . Le traitement initial a donc été

renforcé en combinant plusieurs antirétroviraux afin d’étre actif sur le plus grand nombre de mutants

possible, ce que I'on appelle HAART (highly active antiretroviral therapy)®*®>"

. Gréace a ce traitement,
la mortalité observée chez les patients infectés par le VIH a été considérablement réduite et leurs
conditions de vie ont été améliorées. En effet, HAART réduit rapidement et drastiquement la charge

virale, jusqu’a la limite de détection de I’ARN viral (50 copies/mL de plasma)®®

. Malgré cela, cette
thérapie est incapable d’éradiquer définitivement le virus. Cela implique que le traitement est
permanent, et qu’un arrét entraine immédiatement la reprise de la réplication virale. Ceci est d( a la
présence de réservoirs viraux, notamment au sein des LT CD4 mémoires®®>%, D’autre part, la prise
de ce médicament en continue cause des effets secondaires importants chez une proportion
significative de patients, tels que des maladies cardiovasculaires, des pathologies rénales et

309,310

hépatiques et des cas de diabetes . A cela s’ajoute le colt colossal attribué a la thérapie, estimé
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31 En conséquence, HAART n’est pas

aux Etats-Unis 8 en moyenne 30 000 $ par an par patient
accessible a I'ensemble des patients, comme le démontrent les statistiques d’UNAIDS de 2015
estimant que seulement 46 % des individus infectés par le VIH ont eu accés a un traitement. Bien que
HAART ait transformé le VIH en une maladie chronique avec laquelle il est possible de vivre pendant

plusieurs années, d’autres moyens permettant d’éradiquer définitivement le virus sont attendus.

111.2.4 Les attentes d’un vaccin anti-VIH

A I'heure actuelle, la solution la plus prometteuse pour contréler la propagation du VIH dans le
monde est le développement d’un vaccin prophylactique®*?. Jusqu’a présent, seul 3 candidats
prophylactiques sont parvenus en phase clinique llb et Ill afin d’évaluer leur efficacité a prévenir
I'infection par le VIH. Cependant, les résultats de ces différents essais cliniques ont été
majoritairement décevants. Le premier candidat, AIDSVAX (VaxGen), était basé sur la combinaison de
la protéine d’enveloppe gp120 avec de I'alum comme adjuvant. Testé en Thailande au début des
années 2000, aucune protection contre I'infection du VIH ne f(t observée chez les populations a
risque étudiées en comparaison au groupe placebo, malgré les taux élevés d’anticorps neutralisants
spécifiques de la gp120 mesurés®™. L’essai clinique suivant STEP/PHAMBILI (Merck) débuta en 2005
avec pour objectif d’évaluer I'efficacité de 3 injections d’une formulation comprenant un vecteur
viral délivrant des antigénes du VIH gag, pol et nef. L’essai d(i étre stoppé prématurément en 2007
suite aux conclusions que le vaccin augmentait le risque d’acquisition du virus. Cet effet serait d0 a

3147318 Finalement,

une immunité dirigée contre le vecteur viral préexistante chez les patients
AIDSVAX ft combiné avec ALVAC (Sanofi Pasteur), un vecteur viral contenant les antigénes env, gag
et pol, pour étre de nouveau testé en Thailande dans les années 2000, conduisant a une baisse de 31

317

% du risque de contamination par le VIH*"". Ce résultat est a ce jour le meilleur obtenu en essai

cliniqgue mais reste insuffisant pour impacter la pandémie de VIH.

L’ensemble de ces essais cliniques ont tout de méme permis d’identifier les pistes a suivre pour le
développement d’un vaccin efficace anti-VIH. En particulier, un tel vaccin doit étre capable de
générer des anticorps neutralisants a large spectre, efficaces contre plusieurs cibles exprimées par
différentes souches du virus®'®. De tels anticorps ont été observés chez de rares individus ayant
développé une immunité contre le VIH. Leurs anticorps ont en fait muté pour s’adapter aux
variations du virus, jusqu’a accumuler suffisamment de mutations pour neutraliser le VIH sous toutes
ses formes. D’autre part, I'induction d’une réponse immunitaire de type cellulaire est requise pour
I’élimination des cellules infectées par le virus et qui constituent des réservoirs viraux permettant au

virus de persister pendant des années dans I'organisme>"’.
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l11.3 Définition du matériel et des objectifs de la thése

Cette thése a pour objectif de proposer une nouvelle plateforme pour la délivrance d’antigenes, dans
le but d’induire des réponses immunitaires de grande amplitude a médiation humorale et cellulaire.
L’objet servant de base a ce travail est intitulé Lipidot® et a été développé par le CEA depuis une

dizaine d’années.

111.3.1 Définition des Lipidots®

Les Lipidots, notées LNP (pour lipid nanoparticles), sont des nanoparticules de type NLC composées
d’un ceeur lipidique semi-cristallin stabilisé par une couronne de tensioactifs. Le cosur des LNP est
constitué d’un mélange de lipides solides (cire) et de lipides liquides (huile), tandis que la couronne

de tensioactifs comprend des phospholipides et des chaines de polymere PEG (poly(éthylene glycol))

(Figure 111.9).
Composants de la membrane
SEX __\ 614 / A Stearate de PEG,
2O . v o OH
2.5 ! v\/\/\/\/\/\/\/Y {\Aof]/\/
&8 o
f Phospholipides (lécithine) o
_O_E.—o\/\NHu'
/\/\/\/\/\/\/\/\ﬁ/o Phosphatidylethanolamine
/\/\/\/\/\/\/\/\B’/o X= 9
° X _°_Z_"°\/\N/~_
Composants du coeur Phosphatidylcholine
Huile (Super refined soybean oil) o
triglycérides saturés et insaturés /lk
chaines alkyles longues C,s-Cyq CH;—0"  ™(CHa)CHs
! CO(CH,)CH,
Cire (Suppocire NC™) CH=0—1iH
mono-, di-, and triglycérides saturés .
Ratio hydroxyle libre: 20 to 30 % CH,-0—i EO(CHZ)XCHS

Longueur chaines alkyles : C4-C,¢

Figure 111.9. Schéma représentant les Lipidots (LNP) et leur composition.
Le cceur lipidique est un mélange d’huile et de cire conduisant a une cristallisation imparfaite
autorisant I’encapsulation de biomolécules. Ce cceur lipidique est stabilisé par une couche de

tensioactifs incluant des phospholipides et des PEG.
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La composition des LNP a été optimisée afin d’obtenir des particules d’'une grande stabilité avec la
possibilité d’ajuster leur taille de 30 a4 150 nm en adaptant les ratios des différents ingrédients®%32*,
Les différents composants utilisés pour préparer les LNP sont de grade pharmaceutique et approuvés
pour utilisation chez ’'homme par la FDA. Par conséquent, les LNP sont biocompatibles et utilisables
pour des applications in vivo®*>. De plus, la couche de PEG qui recouvre la surface des LNP leur

confére un caractére furtif qui permet de prolonger leur temps de circulation dans I'organisme®®.

Les LNP ont a l'origine été développées pour des applications dans I'imagerie de fluorescence. En
effet, ces vecteurs sont capables d’encapsuler des fluorophores lipophiles et d’améliorer leurs

324327 ’injection de LNP

propriétés optiques telles que leur rendement quantique et demi-vie
fluorescentes dans des souris a notamment permis d’étudier leur biodistribution dans I'organisme.
Les LNP s’accumulent naturellement dans le foie, les reins, les intestins, les ganglions, la rate, le

32632 pe plus, les LNP ont tendance a

pancréas et les poumons, aprées injection intraveineuse
s’accumuler de maniéere passive dans des tumeurs sous-cutanées en raison de I'augmentation de la
perméabilité et de la rétention dans ces tissus. Par conséquent les LNP sont tres utiles pour la
détection de tumeurs par des techniques d’imagerie de fluorescence®****?**°. par ce ciblage des
tumeurs, les LNP ont pu notamment étre utilisées pour délivrer un photosensibilisateur dans les

tissus tumoraux dans un contexte de thérapie photodynamique®*".

Grace a leurs avantages en termes de stabilité, d’innocuité et leur comportement in vivo, les LNP
constituent un outil idéal pour la délivrance d’antigene et la conception de formulations vaccinales
performantes. De plus, le vecteurs de type NLC ont été tres peu décrits pour des applications de

vaccin, ce qui laisse la voie libre pour de nouveaux candidats.
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111.3.2 Enoncé des objectifs de la thése

Le but de cette thése est de proposer un nouveau systéme de délivrance d’antigenes capable
d’induire des réponses immunitaires élevées a médiation humorale et cellulaire. Pour répondre a cet

objectif, nous avons défini plusieurs axes de travail.

e |l s’agit dans un premier temps de réaliser la preuve de concept de la délivrance d’antigénes
par les LNP. Nous avons pour cela sélectionné I'antigéne modele ovalbumine, afin de réaliser
le greffage covalent d’antigénes a la surface des LNP. Les formulations antigéniques doivent
étre caractérisées in vitro afin de comprendre les mécanismes cellulaires mis en jeu dans
I'induction de réponses immunitaires. La performance des formulations antigéniques sera
évaluée in vivo sur un modeéle de souris afin d’étudier la qualité des réponses immunitaires

induites en fonction des paramétres étudiés.

e Les formulations antigéniques pourront ensuite étre optimisées par la vectorisation
supplémentaire d'immunostimulants, cela dans le but d’amplifier les réponses immunitaires.
L'objectif sera de tester et comparer plusieurs formulations immunostimulantes afin

d’identifier la configuration idéale.
o Enfin, les méthodes développées seront appliquées au cas concret du VIH. L’enjeu sera de

développer une formulation capable d’induire des réponses immunitaires spécifiques contre

la p24 d’une grande amplitude, a médiation humorale et cellulaire.

113



RESULTATS



115



Chapitre IV

Vectorisation d’un antigene par les LNP :
Preuve de concept avec le modele

ovalbumine
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Ce travail de these s’inscrit dans la continuité de travaux antérieurs de notre groupe visant a poser
les bases de la vectorisation d’antigénes par les LNP. Au cours de ces travaux, la vectorisation par
greffage covalent de I'OVA sur les LNP a été mise au point et plusieurs candidats ont été préparés. En
particulier, la taille du vecteur (80 nm versus 120 nm) et sa charge de surface (neutre versus
cationique) ont été étudiés. Les différentes particules ont été évaluées in vivo en termes
d’'immunogénicité, sur la base des réponses humorales et cellulaires induites pour une dose d'OVA
de 50 pg adjuvantée par du LPS. Les résultats obtenus ont identifié les particules neutres de 80 nm
comme étant significativement plus performantes®?. Ce candidat a donc été retenu pour servir de
base dans ce travail de thése. La premiéere étape a été de confirmer les résultats de I'étude
préliminaire en s’orientant vers une configuration plus rationnelle, avec une dose de 10 ug d’OVA au
lieu de 50 pg et des immunostimulants plus pertinents que le LPS (au regard de sa toxicité), tels que
le MPLA et le CpG. Nous avons également poursuivi la démarche de recherche de la taille optimale
du vecteur, sur la base de la littérature en faveur de particules encore plus petites, de 50 nm. Les
différentes formulations comparées ont fait l'objet d’une caractérisation plus poussée des
interactions entre les particules et les cellules, dans le but de mieux comprendre les implications sur
les réponses immunitaires in vivo. Enfin, des paramétres expérimentaux tels que la dose d’antigéne

et la voie d’administration ont été étudiés afin d’explorer la versatilité des LNP.

IV.1 Démonstration de l'intérét de la vectorisation de I’OVA par les LNP
IV.1.1 Préparation des formulations antigéniques

a. Formulation des LNP

Les LNP sont des nanoémulsions lipidiques préparées en mélangeant une phase organique,
contenant de la cire, de I'huile et un tensio-actif, avec une phase aqueuse contenant un tensio-actif
PEGyIé solubilisé dans du PBS (voir masses exactes partie expérimentale section VIl.1.1 p.236). Afin
d’obtenir une phase organique homogéne, les composés sont solubilisés dans du dichlorométhane,
qui est ensuite completement éliminé du milieu par évaporation a 50°C sous un flux d’argon. La
formation des nanoparticules a lieu par sonication du mélange des phases aqueuse et organique®*'.
La taille des particules finales dépend du ratio entre les composants de la phase organique et de la
phase aqueuse®*”. Nous avons choisi de réaliser notre étude sur des particules de 80 nm afin de
satisfaire la théorie sur I'exclusion stérique du drainage lymphatique, dont la limite se trouve aux
alentours de 100 nm®™°. Pour les expériences qui le nécessitent, il est possible de rendre les

324

particules fluorescentes en incorporant un fluorophore dans le coeur des LNP*". Pour cela, du DiD ou

DiO est ajouté a la phase organique avant I'élimination du solvant. Apres formulation, les particules
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sont purifiées par dialyse afin d’éliminer les composés non incorporés puis sont stérilisées par
filtration sur 0.22 um sous un PSM a flux laminaire (poste de sécurité microbiologique). Les particules
finales sont stockées a 4°C. Le nombre total de particules contenues dans un lot de LNP est estimé a

2.70 x 10" (voir calcul partie expérimentale section VII.1.1 p.236).

Le diamétre hydrodynamique (Dy) et le potentiel zéta des particules préparées sont
systématiquement contrdlés par DLS (dynamic light scattering) et ELS (electrostatic light scattering)
respectivement (voir partie expérimentale section VI.2.1 p.242). Le PDI (index de polydispersité)
indique la dispersion de taille des particules constituant un méme lot. Plus le PDI se rapproche de 0O,
plus la population de particules est monodisperse, a savoir de taille homogene. Les valeurs
moyennes de diametre hydrodynamique, de PDI et de potentiel zéta des LNP ont été calculées sur
plusieurs lots représentatifs et indiquées dans la Table IV.1. Les LNP ont une taille moyenne de 73 +3
nm pour un PDI relativement faible, inférieur a 0.15, ce qui indique une population de particules
plutot homogéne en taille. Ces LNP ont une charge de surface légérement anionique, aux alentours
de -5 mV. Les écarts-types calculés sur ces parameétres démontrent la reproductibilité de la méthode

de préparation, la variation d’un lot a I'autre étant tres faible.

Formulation ‘ Nb de lots ‘ Taille (nm) ‘ PDI ‘ ZétaapH 7.0 (mV)

F80 28 73%3 0.14 +£0.02 -5.0+1.0

Table IV.1. Valeurs moyennes et écarts-types de la taille, du PDI et du potentiel zéta des LNP.

La stabilité colloidale des particules a été évaluée en mesurant le diametre hydrodynamique des
particules aprées plusieurs semaines de stockage et en comparant le profil obtenu a la mesure
originale de taille (Figure IV.1). Dans cet exemple, aprés 9 semaines de stockage le profil de taille des
LNP est quasiment superposable au profil de taille effectué le jour de la formulation et aucune
population d’agrégats n’est détectée. Ce test démontre la stabilité des LNP, qui peuvent étre

aisément conservées pendant plusieurs semaines.
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Figure IV.1. Stabilité colloidale des LNP.

Superposition des profils de taille de F80 mesurés par DLS le jour de la formulation et 9 semaines

apreés conservation a 4°C.

b. Greffage de I’antigéne modéle ovalbumine sur les LNP

L'ovalbumine est un antigene modeéle qui a été largement utilisé pour étudier la délivrance de

protéines via des vecteurs particulaire52°5'333'334

. Nous avons employé ce modele pour réaliser la
preuve de concept de la vectorisation d’antigéne par les LNP. L'ovalbumine étant une protéine
hydrophile, elle ne peut étre encapsulée dans le coeur lipidique des LNP. Elle doit donc étre associée
a la surface des LNP. Nous avons opté pour un lien chimique covalent afin d’assurer a terme la
délivrance de I'antigene vers les cellules d’intérét en évitant un relargage prématuré en milieu
biologique. Le greffage de I'ovalbumine a la surface des LNP est basé sur la réaction de
bioconjugaison thiol-maléimide. En effet, le groupement maléimide réagit spécifiquement avec le
groupement thiol a pH neutre 6.5-7.5. Il en résulte une liaison thioéther stable et irréversible, donc

non clivable.

Fonctionnalisation de I'ovalbumine : OVA-mal

L'ovalbumine ne présente pas de fonctions maléimides mais contient des acides aminés cystéines
portant un groupement thiol généralement sous la forme d’un pont disulfure reliant deux cystéines
entre elles. Par crainte d’altérer la conformation spatiale de la protéine et son antigénicité en
coupant ce pont disulfure, nous avons choisi d’introduire les fonctions réactives d’une autre maniere.
L’ovalbumine contient une vingtaine d’acides aminés lysines, dont une dizaine sont accessibles, qui

possédent une terminaison amine primaire qu’il est aisé de transformer en terminaison maléimide.
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Pour cela, nous utilisons le sulfo-SMCC (sulfosuccinimidyl 4-(N-maleimidomethyl)cyclohexane-1-
carboxylate), qui comprend la terminaison maléimide désirée ainsi qu’un groupement sulfo-NHS
ester réactif vis-a-vis des amines primaires a pH 7.0-9.0 (Figure IV.2). Afin d’éviter qu’une ovalbumine
soit greffée a plusieurs LNP en raison de la présence d’un trop grand nombre de fonctions réactives,
le ratio ovalbumine/sulfo-SMCC a été optimisé de sorte de n’insérer qu’un seul groupement réactif
maléimide. De cette maniere, I'ovalbumine ne subit qu’un minimum de modifications chimiques et
conserve son intégrité. Dans le but de quantifier le nombre d’OVA greffées a la surface des LNP, deux
réactions de greffages sont réalisées en parallele, I'une d’elle comprenant de I'ovalbumine marquée
en fluorescence. Pour cela, de la NHS-fluorescéine est ajoutée a 'OVA-mal afin de fonctionnaliser les
terminaisons amines restantes. L'excés de sulfo-SMCC, NHS-fluorescéine et les produits secondaires
de réaction sont éliminés par filtration sur gel d’exclusion stérique. Apres cette étape de purification,

I’OVA-mal diluée est reconcentrée par ultracentrifugation.
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Figure IV.2. Fonctionnalisation de I’ovalbumine.

L’OVA est composée d’acides aminés cystéines et lysines. Deux cystéines peuvent étre engagées dans
un pont disulfure pour former une cystine. Les terminaisons amines des lysines sont transformées en
terminaisons maléimides par réaction avec le sulfo-SMCC. L’'OVA est marquée en fluorescence par

traitement avec la fluorescéine-NHS.
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Fonctionnalisation des LNP : LNP-SH

Afin que les LNP puissent réagir avec I'OVA-mal, nous devons introduire des terminaisons réactives
thiols a leur surface. Pour cela, du stéarate-PEG-DTP (DTP : dithiopyridine) est ajouté lors de la
formulation des LNP. Cette terminaison DTP consiste en un groupement thiol protégé par un
groupement pyridine, qui peut étre libéré par réaction avec un agent réducteur tel que le TCEP
(tris(2-carboxyethyl)phosphine) (Figure 1V.3). L'avantage d’utiliser le TCEP par rapport a d’autres
agents réducteurs est qu’il ne produit pas de thiols libres pouvant entrer en compétition avec les

LNP-SH lors de la réaction de greffage.

Fonctionnalisation des LNP

LNP-DTP o\]\:H
09 gy HOL AP O
5 i o} 0

TCEP

Figure IV.3. Fonctionnalisation des LNP.
Du PEG-DTP est introduit dans la formulation de LNP et la terminaison thiol est déprotégée par

réaction avec le TCEP.
L'expérience nous a montré que la réactivité des thiols portés par les LNP-SH diminue
progressivement avec le temps (plusieurs semaines). Par conséquent, une solution fraiche de LNP-SH

est systématiquement préparée pour chaque couplage avec OVA-mal.

Greffage de I'ovalbumine sur les LNP : LNP-OVA

Les LNP-SH et OVA-mal préalablement préparées sont mélangées par ajout goutte a goutte des
LNP-SH dans la solution d’OVA-mal placée dans un bain d’eau glacée et sous agitation magnétique.
En effet, 'expérience nous a montré qu’a basse température, la réaction plus lente permet d’obtenir
une population plus homogéne de particules. La réaction se poursuit encore 1h a température

ambiante sous agitation avant la phase de purification (Figure IV.4).
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Couplage peptidique LNP-SH + OVA-mal

LNP-OVA

Figure IV.4. Greffage de 'OVA sur les LNP.

La réaction a lieu entre les thiols portés par les LNP et les maléimides portés par 'OVA.

Les LNP-OVA obtenues sont séparées de I'exces d’OVA par chromatographie d’exclusion stérique. Les
fractions récoltées sont analysées en fluorescence pour déterminer la répartition des LNP et de 'OVA
et vérifier la présence d’une corrélation entre les deux. En I'absence de fonctionnalisation, les deux
entités sont parfaitement séparées, comme le montre la purification du mélange LNP + OVA
(Figure IV.5 a). Nous obtenons deux pics distincts : les LNP, plus grosses, sont éluées en premier
(fractions 1 a 13) puis c’est le tour de I'OVA, plus petite (fractions 17 a 30). En revanche, la
purification du mélange LNP-SH + OVA-mal montre que la population d’OVA est répartie en deux
pics, I'un deux étant corrélé avec le pic de LNP et I'autre avec le pic d’OVA libre (Figure IV.5 b). Ce
résultat confirme que I'OVA est bien greffée a la surface des LNP, la corrélation des deux pics n’étant
pas due a une adsorption non spécifique que I'on aurait alors également observée dans le cas de LNP

et OVA non fonctionnalisées.

Grace au profil d’exclusion stérique obtenu, nous pouvons rassembler les fractions contenant les
LNP-OVA : dans cet exemple les fractions 1 a 13. De plus, nous pouvons déterminer le rendement de
la réaction de greffage ainsi que le nombre d’OVA par particule (voir calcul partie expérimentale
section VII.2.3 p.244). Dans cet exemple, pour 1.2 mg d’OVA et 38 mg de LNP introduits, nous
obtenons un rendement d’OVA de 50 % et un rendement de LNP de 93 % soit un taux de charge de

1.69 % massique et 65 OVA/LNP.
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Figure IV.5. Purification des LNP-OVA par chromatographie d’exclusion stérique
a) Les entités non fonctionnalisées restent séparées. b) un lien covalent a été créé entre les LNP et
I’'OVA fonctionnalisés, visible par la corrélation entre le pic de LNP(DID) et I'un des pics

d’OVA(fluorescéine).

Nous avons également caractérisé ces particules greffées en taille et charge de surface, afin de les
comparer aux LNP nues (Table IV.2). Le greffage d’OVA a la surface des LNP augmente en moyenne le
diametre hydrodynamique de 13 nm et abaisse la charge de surface d’environ 3 mV. Ces variations
sont cohérentes avec I’ajout d’une couche d’OVA a la surface des LNP. En effet, I'OVA est greffée aux
LNP par I'intermédiaire de PEG fonctionnalisés dont la chaine est plus longue que la couche de PEG
stabilisant les LNP. En raison de ce décalage, auquel s’ajoute la taille de 'OVA de quelques
nanometres, il est attendu que les LNP-OVA soient légerement plus grosses que les LNP nues. Nous
observons également une augmentation du PDI de 0.14 + 0.02 a 0.20 + 0.02, ce qui traduit une
diminution de 'homogénéité de la suspension colloidale. Cette variation peut étre due a un manque
d’homogénéité de la densité d’OVA a la surface des LNP, certaines LNP portant plus de protéines que
d’autres. D’autre part, le point isoélectrique de I'OVA est en moyenne de 4,5 ce qui implique qu’a pH
neutre la protéine est chargée négativement. Cela explique la diminution de potentiel zéta observée

lors du greffage d’OVA a la surface des LNP.

Formulation Nb de lots Dy (nm) PDI ZétaapH 7.0 (mV)
F80 28 733 0.14 £ 0.02 -5.0x1.0
F80-OVA 15 866 0.20+£0.03 -81+1.3

Table IV.2. Diametre hydrodynamique et potentiel zéta moyens des LNP-OVA et LNP de base.
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c. Etude de la stabilité du greffage

Apres avoir préparé ces LNP greffées avec I'OVA, nous avons contrblé la stabilité colloidale des
particules obtenues, afin de vérifier que celle-ci n’est pas affectée par le greffage. Nous avons donc
évalué la taille des LNP-OVA par DLS aprés 16 semaines de stockage et comparé le profil obtenu a
celui réalisé immédiatement apres le greffage (Figure IV.6). La superposition des profils de taille

montre que les LNP-OVA sont stables et ne s’agrégent pas dans le laps de temps étudié.

LNP-OVA —10
- = T16semaines
10 1
8 D, (nm) | PDI
X . T0 79,60 0,223
~Q
5 T 16 semaines | 72,69 0,176
c 4 4
g
1=
2 _
0 T T T T T T T T 7T T T T T T T LI
10 100 1000

Diameétre hydrodynamique, nm

Figure IV.6. Stabilité colloidale des LNP-OVA.

Superposition des profils de taille de LNP-OVA mesurés par DLS le jour de la formulation et 16

semaines aprés conservation a 4°C.

La stabilité des LNP-OVA préparées concerne également le lien entre les LNP et 'OVA. Bien qu’il
s’agisse d’'un lien chimique covalent, nous avons vérifié que les LNP ne relarguent pas I'OVA
prématurément au cours du stockage. Ce point a été controlé en filtrant de nouveau les LNP-OVA par
chromatographie d’exclusion stérique apres plusieurs semaines de stockage (Figure IV.7). Dans cet
exemple, nous avons superposé les profils d’exclusion stérique obtenus lors de la purification du
greffage de 'OVA sur les LNP et 9 semaines aprés ce greffage. Lors du greffage (carrés noirs), les
fractions 1 a 12 contenant les LNP-OVA ont été rassemblées. Lors de la deuxieme purification de ces
fractions (carrés blancs), nous n’observons pas le pic caractéristique de I'OVA libre (entre les

fractions 20 a 30), ce qui confirme la stabilité du greffage de I'OVA sur les LNP.
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Figure IV.7. Stabilité du greffage de I'OVA.
Superposition des profils de LNP-OVA mesurés par chromatographie d’exclusion le jour du greffage et

9 semaines apreés conservation a 4°C.

La formulation de LNP pour le greffage d’'OVA est une manipulation maftrisée et réalisée en routine
au laboratoire. Les lots obtenus sont bien caractérisés en taille et charge de surface et font montre
d’une grande stabilité, d’'un point de vue colloidal et concernant le lien entre LNP et OVA. Les

LNP-OVA sont donc prétes pour étre testées en biologie cellulaire.

IV.1.2 Etude de I'impact des LNP sur des cellules

a. Evaluation de la toxicité des formulations préparées

Dans un premier temps, nous avons controlé la cytotoxicité des formulations de LNP préparées
in vitro. Nous avons pour cela choisi une lignée de fibroblastes (NIH/3T3), qui sont un standard pour
des expériences de cytotoxicité. En effet, les fibroblastes sont répartis dans la majorité des tissus de
I’organisme et ne sont pas particulierement résistantes, comme le sont les cellules immunitaires par
exemple. Les cellules ont été exposées a une large gamme de concentrations de LNP, variant de
100 pg/mL jusqu’a 1.5 mg/mL, pendant 24h. Nous avons ensuite mesuré "apoptose et la nécrose des
cellules induites par les LNP. L’apoptose est la mort programmée de la cellule et permet en général
de maintenir un équilibre avec la prolifération cellulaire, nécessaire a la survie des organismes
multicellulaires. L’apoptose peut aussi parfois étre provoquée par un stimulus externe qui perturbe

le fonctionnement de la cellule. Lors de I'apoptose, la membrane cellulaire demeure intacte. La
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phosphatidylsérine est un constituant de la membrane cellulaire, normalement orienté vers
I'intérieur de la cellule. Lorsque celle-ci rentre en apoptose, la phosphatidylsérine bascule vers
I’extérieur de la cellule. Nous pouvons donc détecter I'état apoptotique d’une cellule en mesurant la
présence de phosphatidylsérine a sa surface. Pour cela, nous utilisons la protéine annexine V,
couplée au fluorophore FITC (fluorescein Isothiocyanate), qui a une grande affinité pour la
phosphatidylsérine. A I'inverse de I'apoptose, la nécrose de la cellule est caractérisée par une perte
de l'intégrité membranaire. Nous pouvons donc I'évaluer en utilisant I'iodure de propidium, qui est

un agent intercalant de ’ADN fluorescent.

Dans cette expérience, nous avons représenté la proportion de cellules viables, en apoptose et en
nécrose (Figure IV.8). Sur toute la gamme de concentration étudiée, la proportion de cellules viables
demeure majoritaire par rapport aux cellules mortes. A la concentration de LNP la plus élevée
(1.5 mg/mL), 72 % des cellules sont saines, par rapport a 89 % lorsque les cellules ne sont pas
exposées aux LNP. La légere diminution de la proportion de cellules viables correspond a une
augmentation de la proportion de cellules en apoptose, de 10 % a 27 %. En revanche, le nombre de
cellules nécrosées est constant tout au long de I’étude (1 %). Ces résultats montrent que les LNP sont

trés bien tolérées par les fibroblastes.

Cytotoxicité des LNP sur fibroblastes NIH/3T3
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Figure IV.8. Cytotoxicité des LNP sur des fibroblastes NIH/3T3 aprés une exposition de 24h.
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b. Evaluation de la présentation de I'antigéne par les DC

Les LNP ont été congues pour délivrer 'OVA aux cellules présentatrices d’antigéne et initier la
réponse immunitaire. L'étape clé qui conditionne l'induction des réponses immunitaires est la
présentation de I'antigene par les DC aux LT. Une structure particulaire est généralement admise
comme étant un prérequis pour qu’un antigéne synthétique soit efficacement capturé et présenté

189

par les cellules professionnelles™ . Nous avons donc étudié I'avantage conféré par les LNP sur la

présentation de I'antigéne a I'aide d’une expérience modele in vitro.

Lorsqu’un antigene synthétique est capturé par une cellule dendritique, le processus « classique »
conduit a une présentation de peptides antigéniques sur le complexe majeur d’histocompatibilité de
classe Il (CMH-II). Cette présentation est adressée aux LT CD4, dits auxiliaires, qui orchestrent la
réponse immunitaire en fonction de I'antigene qui leur a été présenté (voir introduction section 1.2.3a
p.43). Nous réalisons cette expérience a I'aide de souris transgéniques OT-Il, dont les LT CD4

1>*. Ces souris constituent de fait un outil

reconnaissent spécifiqguement I'OVA présentée sur le CMH-I
idéal pour des expériences de présentation d’antigene car leur spécificité pour 'OVA augmente la
sensibilité du test et permet de comparer plusieurs formulations différentes®®. Pour cette
expérience, nous utilisons des DC primaires, et non de lignée, prélevées de la moelle osseuse de
souris C57/BL6 et cultivées pendant 10 jours pour arriver a maturité (voir partie expérimentale
section VII.3.1b p.248). Une fois que les DC sont prétes, elles sont exposées a différentes
formulations d’OVA, libre ou vectorisée, co-administrées avec un immunostimulant, pendant 6h.
Pendant ce temps, les LT CD4 sont purifiés a partir de splénocytes issus de la rate d’une souris OT-I
(voir partie expérimentale section VII.3.1c p.249). Les LT sont ensuite ajoutés aux DC stimulées et co-
cultivés pendant 4 jours. Voici ce qui est supposé se passer: les DC sont activées par
I'immunostimulant et capturent 'OVA. L'antigéne est alors traité par les DC comme un danger et
dégradé en peptides antigéniques dans les vésicules de 'endosome pour étre ensuite présenté sur le
CMH-II. Les LT CD4 destinataires de ce signal se lient a I'antigene via leur TCR, ainsi qu’au CMH-II via
leur récepteur CD4 et au marqueur d’activation CD80 ou CD86 via leur marqueur CD28. Ce co-signal
induit I'activation des LT, qui en retour sécrétent des cytokines. Apreés la fin de la co-culture des DC et
LT, nous collectons les surnageants dans lesquels se trouvent les cytokines sécrétées, que nous

pouvons mesurer par un dosage ELISA.

Nous avons profité de cette expérience pour affiner le protocole expérimental en comparant deux
méthodes. Dans le premier cas, les LT sont ajoutés directement aux DC stimulées par les

formulations d’OVA. Dans le deuxiéme cas, les DC stimulées sont lavées au PBS avant d’étre co-
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cultivées avec les LT, afin de retirer les composés immunogénes résiduels (antigene, LNP,
immunostimulant). Les protocoles trouvés dans la littérature privilégient la premiére technique (DC +
LNP + LT), mais nous souhaitons aussi tester la deuxieme technique (DC + LNP puis DC + LT) dans
laquelle les LT ne sont jamais directement en contact avec les formulations d’OVA. Nous avons choisi
de doser la sécrétion d’IFNy par les LT qui traduit leur différenciation en Th1l. Trois doses d’OVA, libre
ou vectorisée, ont été testées (0.1, 0.5 et 2.5 pg/mL) en co-administration avec 2 ug de LPS comme

signal de danger (Figure IV.9).
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Figure IV.9. Présentation de I'antigéne par les DC aux LT issus d’OT-Il.
Production d’IFNy en réponse a la présentation de I'OVA par les DC aux LT. Comparaison de la

méthode et de la formulation antigénique.

Les résultats montrent tout d’abord une différence nette dans I'amplitude de la réponse en raison de
la méthode choisie. La deuxieme technique, selon laquelle les DC sont lavées avant d’étre cultivées
avec les LT, produit une réponse en moyenne 3 fois supérieure a la premiére technique qui consiste a
ajouter les LT directement aux DC. Ce résultat surprenant n’est pas lié aux LNP car il est également
visible dans les échantillons stimulés avec 'OVA libre. Cette observation semble indiquer un effet
inhibiteur de la formulation antigénique sur les LT. Malgré cette différence d’amplitude, les
tendances et ratios entre les différents échantillons sont conservés. L’'OVA est bien mieux présentée
par les DC aux LT lorsqu’elle est vectorisée par les LNP. La sécrétion d’IFNy atteint un plateau
maximum aux 3 doses testées, malgré la concentration croissante de LNP-OVA. A l'inverse, la

sécrétion d’'IFNy en réponse a la présentation de I'OVA libre augmente avec la concentration d’OVA.
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Cette expérience démontre I'utilité de vectoriser I'OVA via les LNP pour améliorer la présentation de
I'antigéne. En effet, avec la deuxieme méthode (DC+ LNP puis DC + LT) et a la plus faible dose
d’OVA (0.1 pg/mL), la production d’IFNy est augmentée d’un facteur 13 grice a la vectorisation de
I’OVA par les LNP. Lors de nos futures expériences, la deuxieme méthode (DC + LNP puis DC + LT)

sera systématiquement employée.

Ces résultats préliminaires in vitro trés prometteurs quant a I'impact des LNP sur I'immunogénicité

de I'OVA justifient I’étude in vivo des réponses immunitaires induites par les formulations de LNP.

IV.1.3 Evaluation des réponses immunitaires in vivo

Nous avons ensuite évalué in vivo le potentiel des LNP-OVA a induire des réponses immunitaires
spécifiques. Nous avons pour cela choisi le modele murin, fréquemment utilisé comme premier

modele animal dans les études de formulations vaccinales.

Nous avons déterminé I'immunogénicité de nos différentes formulations de LNP en réalisant des
campagnes d’immunisation sur des groupes de souris. Le planning comprend deux injections
intra-péritonéales a 3 semaines d’intervalle (Figure IV.10). Les formulations sont administrées avec
des doses constantes de 10 pg d’OVA et 10 pg d'immunostimulant par injection. Entre 7 et 10 jours
apres la deuxiéme injection (boost), les souris sont euthanasiées pour prélever le sang et doser par

ELISA les anticorps sécrétés dans le sérum.
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Figure IV.10. Schéma représentant le planning d’immunisation des souris.
L'utilisation de souris pour nos expériences a fait 'objet d’'une demande officielle auprés du

ministére (voir partie expérimentale section VII.5.1 p.253). L’ensemble des expériences a été réalisé

dans le respect de la régle des 3 R: « Replace, Reduce, Refine ». Les groupes de souris ont été
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réfléchis afin de prévoir un nombre rationnel d’animaux, permettant de réaliser des comparaisons
statistiques entre les groupes avec un nombre minimal d’animaux.
L'enjeu est de confirmer in vivo I'intérét de vectoriser un antigene par les LNP. Nous avons réalisé
une campagne d'immunisation composée de 9 groupes de 3 a 6 souris. Parmi ces 9 groupes, on
décompte :

e 3 groupes contréles comprenant les différentes combinaisons possibles d’'OVA et de LNP

e les 3 mémes groupes adjuvantés avec du MPLA

e 3 groupes adjuvantés avec du LPS comparant 2 taux de charge d’OVA sur les LNP.

La production d’anticorps spécifiques de I'OVA en réponse aux immunisations des souris avec ces
différentes formulations d’OVA a été dosée dans le sérum des souris par ELISA en comparaison avec
une gamme étalon réalisée avec un anticorps standard (voir partie expérimentale section VII.5.3

p.254).

Pour plus de clarté, nous avons représenté séparément sur plusieurs graphes les groupes comparés.
Le premier point étudié est I'effet de la vectorisation de 'OVA par les LNP, sans immunostimulant

tout d’abord puis en co-administration avec 'immunostimulant MPLA ensuite (Figure IV.11).

En I'absence d’'immunostimulant, la vectorisation de I'OVA sur les LNP favorise la production
d’anticorps spécifiques dans 2 souris sur 5, mais cette différence n’est pas significative. Ce résultat
nous indique que LNP n’ont pas de propriétés immunostimulantes intrinséques. Or, un signal de
danger est indispensable a [linduction de réponses immunitaires. Lorsque Il'on ajoute
I'immunostimulant MPLA aux formulations, la production d’anticorps est fortement augmentée et
I’écart entre les groupes contenant I’OVA libre et I'OVA vectorisée se creuse de maniére significative
avec une augmentation d’un facteur 11.5 en moyenne (LNP-OVA + MPLA : 449 + 77 ug/mlL, p<0.001
par rapport aux groupes OVA + MPLA : 37 + 16 ug/mL et LNP + OVA + MPLA : 41 + 17 ug/mL). Ueffet
observé est exclusivement di a la délivrance de I'OVA par les LNP, et non a la simple présence des
LNP dans la formulation, puisqu’aucune différence n’est observée entre les 2 groupes contenant
I’OVA libre (OVA + MPLA vs LNP + OVA + MPLA). La comparaison de ces groupes nous permet de
conclure sur l'utilité de vectoriser 'OVA par les LNP ainsi que la nécessité d’ajouter un

immunostimulant dans la formulation vaccinale.
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Figure IV.11. Analyse de la réponse humorale anti-OVA et intérét de la vectorisation de I’'OVA.

Production d’anticorps spécifiques de 'OVA en réponse a des immunisations de souris avec des
formulations comprenant I'OVA sous forme libre ou vectorisée, co-administrée ou non avec
I'immunostimulant MPLA. Chaque cercle représente une souris et les barres représentent la moyenne

du groupe. Analyse statistique ANOVA-1 suivie du test de Fisher. *** p<0.001.

Dans un deuxiéme temps, nous avons comparé la combinaison de 'OVA avec les immunostimulants
MPLA ou LPS, ainsi que le taux de charge de I'OVA sur les LNP. Le MPLA et le LPS sont tous deux des
ligands du TLR-4 exprimé entre autres par les cellules présentatrices d’antigene. Le LPS nous sert ici
de référence car trés immunogene, peu colteux et facile a manipuler. Le MPLA est un dérivé
synthétique du LPS, modifié pour réduire sa toxicité et permettre son utilisation chez ’'homme (voir
introduction section 11.2.1b p.63). En revanche, le MPLA est plus délicat a manipuler en raison de sa
faible solubilité en milieu aqueux. La comparaison de ces deux immunostimulants fournit des
résultats trés similaires, avec une production d’anticorps du méme ordre de grandeur (Figure IV.12
a). L'utilité de vectoriser 'OVA sur les LNP est de nouveau confirmée avec I'immunostimulant LPS,
bien que I'écart entre les groupes soit moindre (LNP-OVA + LPS : 413 + 68, p = 0.004 par rapport au
groupe LNP + OVA + LPS : 98 + 40 ug/mL).
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Figure IV.12. Analyse de la réponse humorale anti-OVA et comparaison des immunostimulants.

Production d’anticorps spécifiques de I'OVA en réponse a des immunisations de souris avec des
formulations comprenant a) I'OVA sous forme libre ou vectorisée co-administrée avec
I'immunostimulant MPLA ou LPS et b) avec différents taux de charge d’OVA. Chaque cercle représente
une souris et les barres représentent la moyenne du groupe. Analyse statistique ANOVA-1 suivie du

test de Fisher. *** p<0.001, ** p<0.01.

Pour la comparaison du taux de charge de I'OVA sur les LNP, nous avons préparé deux formulations
de LNP-OVA : I'une avec un taux de charge de 48 OVA/LNP et l'autre avec un taux de charge de
88 OVA/LNP (Table IV.3). Les LNP-OVA obtenues ont été administrées aux souris avec du LPS
(Figure IV.12 b) en comparaison au groupe référence avec I'OVA libre. Bien que la différence entre les
deux groupes de LNP-OVA soit non significative, la réponse anticorps obtenue avec le taux de charge
moyen est augmentée d’un facteur 1.5 par rapport au taux de charge élevé. De plus, seul le groupe
contenant les LNP-OVAmed améliore significativement la production d’anticorps par rapport au
groupe contrble. Ce résultat est compréhensible, car nous administrons aux souris une dose
constante d’OVA. Or, les LNP-OVA étant préparées avec différents taux de charge, la quantité de LNP
administrée n’est donc pas la méme. Concrétement, les LNP-OVAmed sont des particules plus
faiblement chargées en OVA que les LNP-OVAhigh donc il est nécessaire d’administrer un plus grand
nombre de LNP-OVAmed que de LNP-OVAhigh pour atteindre la méme dose d’OVA. En injectant un
plus grand nombre de LNP, 'OVA est délivrée en plus petite quantité a un plus grand nombre de

cellules, donc d’une certaine maniere un plus grand nombre de cellules seraient activées (Table IV.3).
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Ce raisonnement est a priori valable jusqu’a une certaine limite. En effet, nous pourrions penser qu’il
suffit de diminuer autant que possible le taux de charge d’OVA a la surface des LNP afin de délivrer
I’antigéne a un maximum de cellules. Cependant, nous ne connaissons pas la dose minimale d’OVA
gu’il est nécessaire d’administrer a une méme cellule pour qu’elle soit correctement activée. Pour les

expériences suivantes, nous conserverons donc un taux de charge moyen d’environ 50 OVA/LNP.

LNP-OVAmed LNP-OVAAhigh
Taux de charge (nombre d’OVA/LNP) | 48 88
Taux de charge (% massique) 1.26 2.30

Représentation d’'une LNP-OVA

Représentation d’une solution de

10 pg de LNP-OVA

Table IV.3. Taux de charge des LNP-OVAmed et LNP-OVAhigh.

Grace a I'ensemble de ces résultats, nous avons pu confirmer I'intérét de délivrer I'OVA aux cellules
immunitaires via les LNP. Ces LNP jouent uniquement le role de vecteur et n‘ont pas de propriétés
immunostimulantes en elles-mémes. Il est donc nécessaire de les associer a un immunostimulant afin
de délivrer le signal de danger nécessaire a I'activation des cellules présentatrices d’antigene. En
effet, lorsqu’elles sont combinées a un immunostimulant tel que le MPLA, les LNP-OVA induisent une
production d’anticorps spécifique plus de 10 fois supérieure a celle obtenue avec de I'OVA libre. Le
MPLA s’est montré au moins aussi efficace, si ce n’est plus, que le LPS a induire ce signal de danger.
Enfin, le taux de charge de I'OVA sur les LNP semble avoir un effet sur la réponse humorale, un taux
de charge plus faible permettant de délivrer I'antigene a un plus grand nombre de cellules

immunitaires.
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IV.2 Etude de I'effet de la taille du vecteur sur 'immunogénicité de I'OVA

A présent que nous avons confirmé l'intérét de vectoriser 'OVA par les LNP, nous pouvons étudier
plus en détail certains parameétres des formulations. La taille des LNP est le premier parameétre étudié
car cet élément essentiel a souvent été décrit comme jouant un role important dans I'induction des

173,174,177,337

réponses immunitaires . En particulier, la littérature décrit souvent que la taille idéale de

169173337 'Nous avons donc choisi de

vecteurs pour la délivrance d’antigene est inférieure a 50 nm
poursuivre notre recherche de la taille optimale des LNP en testant des particules de 50 nm et en
conservant les particules de 80 et 120 nm comme controles. Cette étude de différentes tailles de LNP

a été I'objet du stage de M2 de José Manuel Garcia de la Fuente sous ma supervision.

1V.2.1 Formulation de LNP de tailles différentes

Des LNP de tailles différentes sont obtenues en ajustant le ratio entre les différents composants des
particules®®. En effet, plus la proportion de composés organiques augmente par rapport a la
proportion de composés aqueux, plus la taille des particules est grande. Les particules préparées de
50 nm, 80 nm et 120 nm sont notées respectivement F50, F80 et F120 (voir masses exacte partie
expérimentale section VII.1.1 p.236). La taille et le potentiel zéta des particules ainsi que le nombre
total de particules contenues dans un lot selon la taille sont résumés dans la Table IV.4. Le PDI des
différentes formulations reste relativement faible, entre 0.10 £ 0.03 et 0.14 £ 0.02, ce qui montre

I’'homogénéité des suspensions de particules. Le potentiel zéta varie trés peu et reste aux alentours

de-5a-6 mV.
Formulation | Nb LNP /lot | Nb de lots Taille PDI Potentiel Zéta
(nm) apH7.0(mvV)
F50 1.09x10* | 4 52+1 0.11+0.03 | -6.5+0.7
FS0 2.70x 10" | 28 73+3 0.14+0.02 |-50+1.0
F120 9.05x 10" |5 117+4 |0.10+0.03 | -6.2+0.5

Table IV.4. Valeurs moyennes et écarts-types de la taille, le PDI et le potentiel zéta des différentes

particules étudiées.

Le greffage de I'OVA sur les LNP de différentes tailles se déroule exactement selon le méme mode
opératoire (voir partie expérimentale section VII.1.3 p.239). Les 3 lots de LNP-OVA ont été préparés

avec un taux de charge massique équivalent aux alentours de 0.9 % (Table IV.5), afin de pouvoir
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comparer les performances des particules entre elles. Ce taux de charge correspond a un nombre
d’OVA par LNP différent selon la taille de LNP. Ainsi, les F50-OVA portent 10 OVA/LNP, les F80-OVA
portent 35 OVA/LNP et les F120-OVA portent 100 OVA/LNP.

F50-OVA F80-OVA F120-OVA
Taux de charge (% massique) 0.97 0.85 0.83
Taux de charge (hnombre d’OVA/LNP) | 10 35 100
Nombre de LNP pour 10 pg d’OVA 1.50 x 10" 3.84 x 10" 1.29 x 10%2

Table IV.5. Taux de charge des LNP-OVA préparées en fonction de leur taille.

IV.2.2 Evaluation des interactions LNP/cellules

Nous avons profité de ces nouvelles formulations de LNP variant par leur taille pour caractériser plus
finement les interactions des LNP avec les cellules in vitro et in vivo. L'objectif est de retracer le
cheminement qui méne a l'induction des réponses immunitaires et en décomposer les étapes
principales. Nous avons ainsi controlé la cytotoxicité de ces nouvelles particules puis évalué I'impact
de leur taille sur la capture cellulaire. Nous avons également analysé par imagerie de fluorescence le
devenir des LNP jn vivo, puis quantifié leur capture par les DC issues des ganglions lymphatiques.
Enfin, nous avons comparé les différentes tailles de LNP lors de la présentation de I'antigéne sur le

CMH-Il ou le CMH-I.

a. Evaluation in vitro de la cytotoxicité des LNP

Dans cette étude nous évaluons la cytotoxicité des LNP-OVA de différentes tailles ainsi que celle de
leurs analogues non greffées. Pour cela, nous avons sélectionné les cellules avec lesquelles nous
allons réaliser la majeure partie des expériences in vitro, a savoir les DC (JAWSII) et les macrophages
(J774). Nous avons cette fois-ci mesuré la mort cellulaire globale en utilisant le marqueur 7-AAD, qui
est également un intercalant de I’ADN fluorescent et fonctionne donc sur le méme principe que

I'iodure de propidium.

La cytotoxicité des LNP nues a été évaluée sur une gamme de concentration variant de 0.1 jusqu’a
5 mg/mL. Les résultats montrent que la taille des LNP a trés peu d’effet sur leur cytotoxicité, qui

demeure trés similaire pour les F50, F80 et F120, sur les DC comme sur les macrophages

136



(Figure IV.13). D’aprés nos résultats, la concentration de particules qui induit la mort de 50 % des
cellules (IC50), est atteinte aux alentours de 2 mg/mL de LNP ou plus. Nous retenons cette
concentration maximale pour I'étude de cytotoxicité des LNP-OVA. Le greffage de 'OVA sur les LNP,
quelle que soit leur taille, n’affecte pas leur cytotoxicité, qui conserve le méme profil en fonction de
la concentration des LNP. L'IC50 se trouve également aux alentours de 2 mg/mL de LNP. Pour nos
autres expériences in vitro, les LNP sont généralement utilisées a une concentration inférieure a 500
pg/mL. Or a cette concentration, plus de 80 % des cellules sont viables. L’ensemble de ces résultats

confirme donc I'innocuité des LNP et LNP-OVA, quelle que soit leur taille.
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Figure IV.13. Cytotoxicité des LNP et LNP-OVA en fonction de leur taille.

Cytotoxicité mesurée sur des DC JAWSII et macrophages 1774 aprés une exposition de 24h.
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b. Evaluation in vitro de I'activation des DC par les LNP

De par leur composition, les LNP n’ont pas de propriétés immunostimulantes, ce que nous avons
observé in vivo lors de la premiere campagne d’immunisation. Nous avons voulu confirmer ce point
in vitro en vérifiant que la taille des LNP n’influe pas sur I'activation des DC. Les DC (JAWSII) ont pour
cela été exposées aux différentes formulations de LNP et LNP-OVA pendant 24h et sur une gamme
de concentration variant de 100 pg/mL a 5 mg/mL. Le dernier point a 5 mg/mL n’a pas été réalisé
pour les LNP-OVA car elles sont en moyenne 5 fois moins concentrées que les LNP et cela
impliquerait une dilution trop importante des cellules. Nous avons quantifié I’activation des DC par

leur expression du marqueur CD86 en cytométrie de flux a I'aide d’'un anticorps fluorescent

(Figure 1V.14).
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Figure IV.14.Activation des DC par les LNP.

a) Intensité de fluorescence du marquage CD86 sur les DC JAWSII aprés une exposition de 24h a 5
mg/ml de F80. Le contréle positif a été réalisé avec 2 ug/mlL de LPS et le contréle négatif correspond
aux cellules non traitées. Intensité de fluorescence du marquage CD86 sur les DC aprés une exposition

de 24h a différentes doses de b) LNP ou c) LNP-OVA.
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Les résultats montrent que I'activation des DC par les LNP est relativement limitée. L'expression du
marqueur d’activation CD86 augmente progressivement avec la concentration des LNP. A la
concentration maximale de 5 mg/mL de LNP, les DC sont 2 fois moins activées que le contrdle positif
réalisé avec 2 ug/mL de LPS. En revanche, I'activation des DC progresse moins rapidement pour les
LNP-OVA que pour les LNP, ce qui indique que la couche d’OVA a la surface des LNP atténue peut-
étre cet effet activateur. A la concentration de travail, inférieure a 500 pg/mL de LNP, I'activation des
DC demeure faible, 5 fois inférieure au contréle positif. Nous n’observons de plus aucune différence
entre les différentes tailles de LNP et LNP-OVA. Ces résultats confirment que les LNP n’ont pas de

propriétés immunostimulantes et qu’elles ont un comportement inerte vis-a-vis des DC.

c. Evaluation in vitro de la cinétique de capture des LNP par les DC

Le role des LNP est de délivrer I'antigéne qu’elles transportent aux cellules présentatrices d’antigene
afin d’initier une réponse immunitaire spécifique contre I'antigeéne en question. L’antigene étant
greffé a la surface des LNP avec un lien covalent, sa délivrance nécessite que les LNP soient capturées
et internalisées par les cellules présentatrices d’antigene. Nous nous sommes donc intéressés a la
cinétique de capture in vitro des LNP et LNP-OVA de différentes tailles par des DC. Les cellules
(JAWSII) ont donc été exposées a une dose de 100 pug/mL de LNP et LNP-OVA fluorescentes pendant
des durées variant de 10 min a 20h. Les suspensions cellulaires ont ensuite été analysées en

cytométrie de flux afin de quantifier la présence de LNP fluorescentes a I'intérieur des DC.

Les résultats sont exprimés de deux manieres : en termes de pourcentage de cellules émettant la
fluorescence du DiO (fluorophore encapsulé dans les LNP), ainsi qu’en termes d’intensité de
fluorescence du DiO émise par les cellules. Concrétement, cela traduit d’une part la quantité de
cellules qui ont capturé des LNP et d’autre part la quantité de LNP capturées par les cellules (Figure
IV.15). Les résultats montrent une grande différence de cinétique de capture selon la taille des LNP a
des temps courts. En effet, en 10 min pres de 95 % des cellules ont capturé des F120, alors que ce
n’est en moyenne que 60 % pour des F80 et 10 % pour des F50. Dans tous les cas, en 3h plus de 80 %
des cellules ont capturé des LNP quelle que soit leur taille et en 20h plus de 99%. Ce résultat montre
que la cinétique de capture des LNP est proportionnelle a la taille des LNP : les F120 sont capturées
beaucoup plus vite que les F80, elles-mémes capturées plus rapidement que les F50. Il est
intéressant de noter que nous n’observons pas de différence entre les LNP et LNP-OVA de mémes
tailles, ce qui indique que la couche d’OVA a la surface des LNP n’affecte pas la capture par les DC. De
plus, durant la premiere heure d’exposition I'intensité de fluorescence du DiO émise par les DC ne

varie que tres peu. Cela signifie que les cellules capturent dans un premier temps une petite quantité
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de LNP, jusqu’a ce qu’'une majorité des cellules soit positive (intensité de fluorescence constante
jusqu’a 1h), puis dans un deuxiéme temps les cellules capturent de plus en plus de particules

(intensité de fluorescence croissante de 1h a 20h).
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Figure IV.15.Capture des LNP par les DC.

a) Cinétique de capture des LNP et LNP-OVA par les DC JAWSII sur une échelle de temps variant de 10
min a 20h. Les résultats sont exprimés en pourcentage de cellules émettant la fluorescence du DiO
encapsulé dans les LNP ainsi qu’en intensité de fluorescence du DiO émise par les DC. b) Comparaison

de l'intensité de fluorescence du DiO aux temps 10 min, 1h et 20 pour chaque taille de LNP-OVA.
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La différence d’intensité de fluorescence observée selon la taille des LNP n’est ici pas significative.
Les lots de LNP sont préparés avec la méme quantité de fluorophore (10 mM), répartie
uniformément dans les particules. Or, un lot de F50 comporte un plus grand nombre de particules
(1.09 x 10%) qu’un lot de F80 (2.70 x 10%) ou de F120 (9.05 x 10™). Concrétement, cela signifie
gu’une particule de F120 contient une plus grande quantité de fluorophore qu’une particule de F50.
C’est pourquoi durant la premiére heure d’exposition, si les cellules capturent un nombre équivalent
de F120, F80 et F50, la quantité totale de fluorophore capturée est différente et par conséquent
I'intensité de fluorescence émise par les cellules aussi. Nous ne pouvons donc pas réellement
conclure si les F120 sont capturées en plus grandes quantités par les DC, comme les résultats
d’intensité de fluorescence le suggérent. Bien que la cinétique de capture soit différente selon la
taille des LNP, en prés de 3h cette différence n’est plus visible puisque la quasi-totalité des cellules
ont capturé des LNP. Cette différence sur un temps si court n’aura vraisemblablement pas d’impact
sur la délivrance de I'antigene aux DC in vivo, I'ensemble des LNP étant finalement toutes trés bien

capturées par ces cellules.

d. Evaluation in vivo de la capture des LNP par les cellules présentatrices d’antigéne

Nous I'avons vu précédemment, toutes les LNP sont rapidement capturées in vitro par les DC.
Néanmoins, la capture cellulaire étudiée dans un puits peut étre tres différente de la réalité dans un
organisme vivant. En particulier, une taille de 100 nm est souvent décrite comme la limite qui permet
a des particules de pénétrer dans le circuit lymphatique et d’atteindre efficacement les ganglions

169173338339 Nous avons par conséquent orienté notre

lymphatiques, siége des cellules immunitaires
prochaine étude de sorte a comparer spécifiqguement les F80-OVA et F120-OVA, car leurs tailles

encadrent la limite théorique de 100 nm pour pénétrer le réseau lymphatique.

Circulation des LNP dans le réseau lymphatigue

Nous nous sommes dans un premier temps intéressés au devenir des LNP une fois injectées dans un
organisme vivant. Plus précisément, nous avons voulu comparer la capacité de particules de tailles
différentes a atteindre les ganglions lymphatiques par drainage lymphatique. Pour cela, nous avons
injecté les LNP, chargées avec du DiD, en sous-cutané dans chaque patte arriére d’une souris. La
fluorescence du DiD a ensuite été mesurée, afin de visualiser I’éventuelle accumulation des LNP dans
le ganglion le plus proche, a savoir le ganglion du poplité localisé au niveau de I'articulation de la

patte (Figure IV.16).
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Figure IV.16. Drainage lymphatique des LNP.
Visualisation du ganglion du poplité par imagerie de fluorescence apres injection de LNP-OVA

chargées en DiD en sous-cutané dans chaque patte arriére d’une souris.

Les images obtenues montrent que seulement 20 min aprés injection, la fluorescence des LNP est
concentrée au niveau du ganglion du poplité, dans le cas des deux tailles de particules. Dans un laps
de temps si court, ce signal est di a la circulation des LNP par elles-mémes au sein du circuit
lymphatique. En effet, environ 24h sont nécessaires pour que des particules plus grosses atteignent

les ganglions par I'intermédiaire des DC'"

. Ce résultat démontre que les LNP, au moins jusqu’a une
taille de 120 nm, sont suffisamment petites pour traverser les parois du réseau lymphatique et étre

transportées jusqu’aux ganglions.

Capture in vivo des LNP par les cellules présentatrices d’antigéne

Nous savons désormais que les LNP sont capables de s’accumuler dans les ganglions lymphatiques.
Cependant, cela ne garantit pas qu’elles interagissent avec les cellules immunitaires. Nous avons

donc étudié la capture des LNP in vivo par les DC issues des ganglions lymphatiques. Pour cette
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expérience, nous avons choisi de nous placer dans des conditions expérimentales proches de celles
utilisées pour des immunisations de souris par voie intrapéritonéale. Afin de pouvoir comparer la
capture cellulaire des F80-OVA et F120-OVA dans les mémes conditions, ces particules ont été
préparées avec un fluorophore différent (F80(DiD)-OVA et F120(DiO)-OVA), pour pouvoir étre
administrées en intrapéritonéal dans la méme souris. Apres 24h, les ganglions les plus proches, a
savoir les ganglions mésentériques localisés sur la chalne intestinale, ont été prélevés afin d’en
extraire les cellules. Les DC ont été marquées a l'aide d’un anticorps fluorescent avant d’étre
analysées en cytométrie de flux. Ce marquage a permis d’isoler la population de DC, parmi lesquelles
nous avons déterminé la proportion de cellules ayant capturé des LNP, a savoir celles qui émettent la
fluorescence du DiD ou du DiO. La suspension cellulaire provenant de la souris a laquelle les LNP ont
été administrée est comparée a un échantillon de référence réalisé a I'aide d’une souris recevant le

méme volume de PBS (Figure IV.17).
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Figure IV.17. Capture cellulaire in vivo des LNP.

Capture cellulaire des LNP-OVA par les DC issues des ganglions mésentériques aprés injection
intrapéritonéale de particules fluorescentes. La population de DC est sélectionnée pour pouvoir
exprimer l'intensité de fluorescence du DiD et DiO encapsulés dans les F80-OVA et F120-OVA

respectivement.

Sur I'ensemble de la suspension cellulaire, 19 % des cellules expriment le marqueur CD1lc
caractéristique des DC. Parmi ces cellules, celles qui ont capturé des LNP-OVA représentent 40 % a 50
%. Cette expérience révele que la différence de taille étudiée n’a que peu d’impact sur la capture des
LNP par les DC in vivo. De plus, cela confirme que les LNP-OVA de 80 et 120 nm sont capables, aprés
injection dans I'organisme, de circuler dans le réseau lymphatique jusqu’a atteindre les ganglions, au

sein desquels les particules sont capturées par les DC.
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e. Evaluation des LNP a promouvoir la présentation de I’antigéne

Nous avons déja démontré dans la premiere partie que les F80-OVA favorisent la présentation de
I’antigéne par les DC aux LT par rapport a 'OVA non vectorisée. Nous souhaitons désormais étudié
'impact de la taille des LNP sur cette étape de présentation. Nous avons donc comparé les
3 formulations de LNP-OVA, en gardant I'OVA non vectorisée comme contrble, sur une gamme de

concentrations variant de 1 a 1000 ng/mL (Figure IV.18).

Présentation d'antigene sur CMH-II
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Figure IV.18. Présentation de I’antigéne par les DC aux LT issus d’OT-II.
Production d’IFNy en réponse a la présentation de I’'OVA par les DC aux LT en fonction de la taille des

LNP et en comparaison avec I’'OVA non greffée.

Les résultats de ce deuxieme test confirment que I'OVA vectorisée est mieux présentée par les DC
aux LT, sans pour autant de différence entre les tailles de particules. A partir de 10 ng/mL d’OVA,
I'effet des LNP commence a se dessiner avec une légere amélioration de 30 % de la présentation
d’antigéne, jusqu’a une augmentation d’un facteur 2.5 a 1000 ng/mL d’OVA. Toutes les tailles de
particules délivrent I'antigene avec la méme efficacité puisqu’elles conduisent a une présentation de
I'antigéne d’une efficacité comparable. Lors de cette expérience, les DC sont exposées aux LNP-OVA
pendant 6h. Or, lors de nos précédentes expériences de capture cellulaire, nous avons évalué les
temps 3h et 20h. Pour rappel, a 3h les F120-OVA étaient mieux captées que les autres tailles de
particules. En revanche, a 20h plus aucune différence n’était visible. Avec ce nouveau résultat, nous

sommes tentés de supposer qu’au temps intermédiaire de 6h, les LNP de tailles différentes sont
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toutes captées dans les mémes proportions, de sorte que I'impact sur la présentation de I'antigene
est similaire pour toutes les particules. En conclusion, les LNP jouent un réle important dans la
délivrance de l'antigéne aux DC, conduisant a une nette amélioration de la présentation de cet
antigene aux LT. A ce stade, les trois tailles de particules F50, F80 et F120 ont démontré une

efficacité similaire.

f. Présentation croisée de I’antigéne sur le CMH-I

La présentation de I'antigene est une étape clé durant 'induction d’une réponse immunitaire, car
elle permet d’activer les LT qui agiront différemment en conséquence du signal recu et de maniere
adaptée a la nature du pathogéne. Typiquement, la présentation de I’antigene sur le CMH-II favorise
I'activation des LB et la production d’anticorps nécessaires pour la neutralisation de pathogéenes
extracellulaires. En revanche, dans le cas de virus I'activation des LT cytotoxiques est essentielle afin
d’éliminer les cellules infectées (voir introduction section 1.2.3b p.46). Cela requiert que I'antigene
soit cette fois-ci présenté sur le CMH-I, ce qui est aussi appelé présentation croisée de I'antigéne
lorsque celui-ci parvient a s’échapper des vésicules de I'endosome. Dans la conception d’un vaccin,
généralement destiné a protéger contre une infection virale, I'induction d’'une réponse cytotoxique
est un point important. Nous avons vu que les LNP étaient capable d’améliorer considérablement la
présentation de I'antigéne sur le CMH-Il et nous nous demandons désormais si elles peuvent

également favoriser la présentation croisée nécessaire a I'activation des LT cytotoxiques.

Nous avons tenté de réaliser les mémes expériences de présentation d’antigene que celles
précédemment décrites, avec cette fois-ci des LT CD8 issus de souris transgéniques OT-l. Cependant,
I’élevage des souris OT-l a été infructueux et nous n’avons pas pu effectuer ces expériences. Nous
nous sommes alors tournés vers une autre méthode pour évaluer la présentation croisée de
I’antigéne. Nous avons pour cela utilisé un anticorps fluorescent capable de se fixer spécifiqguement
sur le peptide de I'OVA SIINFEKL lorsque celui-ci est présenté sur le CMH-I. Concrétement, les DC
primaires matures sont exposées aux formulations d’'OVA pendant plusieurs heures. Puis, la
suspension cellulaire est incubée avec l'anticorps fluorescent afin de marquer les cellules qui
présentent I'OVA sur leur CMH-I. La suspension cellulaire est finalement analysée en cytométrie de
flux afin de dénombrer les cellules sujettes a la présentation croisée.

Lors du premier essai, nous avons exposé les DC aux formulations d’OVA pendant 6h, sur le modeéle
de I'expérience de présentation d’antigene sur CMH-II. De plus, nous avons testé la méme gamme de
concentration d’OVA, variant de 1 a 1000 ng/mL. Cependant, nous n’avons mesuré aucune

expression de peptides de 'OVA sur le CMH-I des DC. Le mécanisme de présentation croisée de
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I’antigéne étant probablement plus long qu’une simple présentation sur le CMH-II, nous avons donc
prolongé le temps d’exposition des DC aux formulations d’OVA jusqu’a 24h. De plus, nous avons
testé une gamme de concentration d’OVA plus large, avec des doses d’OVA plus élevées, jusqu’a 5
pug/mL. Cette fois-ci, nous avons pu observer la présentation croisée de I'OVA, uniquement dans le
cas des F50 et pour des doses importantes d’OVA (Figure IV.19 ; 2 et 5 pg/mL). Alors que I'expression
du peptide de I'OVA sur le CMH-I demeure a un niveau basal pour I'OVA et les formulations F80-OVA
et F120-OVA, on observe une augmentation pour les F50-OVA d’un facteur 5 a 2 pug/mL et d’un
facteur 9 a 5 pg/mL. Ce résultat semble montrer un effet de la taille des LNP sur la présentation

croisée de I'antigene, les particules F50 étant les seules a favoriser la présentation croisée de I'OVA.
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Figure IV.19. Présentation croisée de I'OVA sur le CMH-I de DC primaires.

a) La population de DC est sélectionnée pour pouvoir exprimer I'intensité de fluorescence du complexe
SIINFEKL/CMH-I aprés stimulation avec 5 mg/mL de formulations d’OVA pendant 24h. b) Intensité de
fluorescence du complexe SIINFEKL/CMH-I apreés stimulation avec des doses croissantes de

formulations d’OVA.
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Grace a I'’ensemble de ces résultats, nous avons une meilleure connaissance de I’action des LNP sur
les cellules immunitaires. Ces particules sont tres bien tolérées par les DC et ne les stimulent que tres
peu. Nous avons vu que les LNP étaient capables de circuler aisément a travers le réseau
lymphatique, jusqu’a atteindre les ganglions lymphatiques ou résident un grand nombre de cellules
immunitaires. Au sein des ganglions lymphatiques, les LNP sont captées par les cellules
présentatrices d’antigene telles que les DC dans une large proportion. Enfin, la présentation de 'OVA
par les DC et I'activation des LT CD4 qui en résulte est nettement supérieure lorsque I'OVA est
délivrée par les LNP. Sur I'ensemble de ces expériences, nous n’avons pas observé de différences
significatives causées par la variation de la taille des LNP. En revanche, les F50-OVA se sont
distinguées lors de I'étude de la présentation croisée de I'OVA. Ces particules ont été les seules a
présenter I'OVA sur le CMH-I, ce qui est requis pour activer les LT CD8. La prochaine étape consiste a

comparer la capacité des différentes tailles de LNP a induire des réponses immunitaires in vivo.

IV.2.3 Evaluation de I’effet de la taille des LNP in vivo

Nous avons évalué lors d’'une nouvelle campagne d’immunisation sur souris I'impact de la taille des
LNP sur I'induction de réponses immunitaires in vivo. Nous avons pour cela comparé les 3 tailles de
LNP-OVA avec un contrble réalisé avec 'OVA non vectorisée. Cette campagne a également été
I’occasion de tester un nouvel immunostimulant : le ligand de TLR-9 CpG. Contrairement au TLR-4
exprimé a la surface des cellules présentatrices d’antigéne (entre autres), le TLR-9 est présent a
I'intérieur des DC. Ces différentes formulations ont été réparties en 4 groupes de 5 souris. Les souris
recoivent 2 injections intrapéritonéales a 3 semaines d’intervalle, contenant une dose de 10 ug
d’OVA et 10 ug de CpG. Pour rappel, les 3 lots de LNP-OVA ont été préparés avec un taux de charge
massique similaire d’environ 0.9 % (voir Table IV.5 section IV.2.1 p.135). Ce parametre a été fixé ainsi
afin de mieux comparer les groupes entre eux. En effet, si les cellules capturent la méme masse de
LNP, elles auront acces a la méme masse d’OVA quelle que soit la taille des LNP. Ce taux de charge

fixe correspond a 10 OVA par F50, 35 OVA par F80 et 100 OVA par F120.

Aux vues des résultats in vitro, qui mettent en avant la capacité des F50-OVA a induire la
présentation croisée de I'antigene, nous prévoyons d’analyser la réponse cellulaire en plus de la
réponse humorale. Pour cela, nous avons récolté les rates des souris immunisées et extrait les
cellules. Les splénocytes ont ensuite été stimulés pendant 3 jours avec 'antigene OVA, ce qui a été
suivi du dosage des cytokines produites par les cellules activées. Notamment, la sécrétion d’IFNy
traduit I'activation des LT en réponse a la stimulation par I'antigéne, qui est reconnu suite a la

présentation préalable par les DC lors des immunisations. Malheureusement, le dosage des cytokines
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n’a donné aucun résultat, méme dans les contrdles positifs que nous avons réalisés en stimulant les
LT avec des billes d’activation CD3/CD28. Bien que nous n’en connaissions pas la nature, une erreur a

dd se produire lors de la restimulation des splénocytes, compromettant cette expérience.

Nous avons néanmoins pu analyser la réponse humorale par la production d’anticorps spécifiques
dans le sérum des souris immunisées (Figure 1V.20). L’analyse des résultats montre que les 3 tailles
de LNP-OVA favorisent la réponse humorale en augmentant significativement la production
d’anticorps spécifiques par rapport au groupe de référence avec I'OVA libre (p<0.05). Le caractere
immunostimulant du CpG est donc confirmé puisqu’il joue correctement son réle de signal de
danger. En revanche, les réponses obtenues sont tres hétérogenes dans les groupes comprenant les
F50-OVA et F120-OVA. En effet, la majorité des souris ont un taux d’anticorps mesuré aux alentours
de 100 a 200 pg/mL (au méme niveau que le groupe F80-OVA trés homogeéne), avec 1 ou 2 individus
produisant une quantité bien supérieure d’anticorps (> 500 pg/mL). Néanmoins, bien que la
production moyenne d’anticorps varie d’un groupe a l'autre en fonction de la taille des LNP, cette

différence n’est pas significative d’un point de vue statistique.
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Figure IV.20. Analyse de la réponse humorale anti-OVA et étude de la taille du vecteur.
Production d’anticorps spécifiques de 'OVA en réponse a des immunisations de souris avec des
formulations de LNP-OVA de tailles différentes co-administrées avec I'immunostimulant CpG. Chaque

cercle représente une souris et les barres représentent la moyenne du groupe.
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Méme s’il n’y a pas de différence significative entre les groupes de LNP-OVA de tailles différentes, la
tendance observée semble indiquer que les F120-OVA sont plus performantes que les F50-OVA,
elles-mémes meilleures que les F80-OVA pour induire une réponse humorale spécifique. Cette
tendance est pour le moins surprenante car contraire a I'étude préliminaire a ce travail de these ainsi
gu’a ce qui est référencé dans la littérature, d’ordinaire en faveur des particules de plus petite

. 173,340,341
taille

. Nous nous proposons de discuter ici ce point pour tenter de le comprendre.

Nous suspectons que l'effet de la taille des LNP soit ici biaisé par un autre élément a prendre en
compte : la densité d’OVA a la surface des LNP. En effet, les LNP ont été préparées avec un taux de
charge massique d’OVA constant (environ 0.9 % massique), impliquant une différence importante de
densité d’OVA par LNP selon leur taille : 10 OVA/LNP pour les F50, 35 OVA/LNP pour les F80 et
100 OVA/LNP pour les F120. Or la densité d’antigéne a la surface des particules a déja été citée
comme étant un paramétre non négligeable dans la préparation de formulations vaccinales'®. En
particulier, une disposition répétitive de I’antigéne avec un espacement de 5 a 10 nm entre les
antigenes semble idéale pour I'activation des cellules immunitaires. De plus, nous avons découvert
que la densité d’OVA par LNP influe sur la magnitude de la réponse humorale. Lorsque nous avons
comparé dans la premiére partie (voir section 1V.1.3 p.130) des LNP-OVA de méme taille mais avec
des densités différentes d’OVA (48 et 88 OVA/LNP), nous nous sommes apercus que les particules les
moins chargées (48 OVA/LNP) étaient les plus performantes en termes de production d’anticorps. La
raison a cela est que lorsque les LNP portent une quantité plus faible d’OVA a leur surface il est par
conséquent nécessaire d’injecter une plus grande quantité de LNP pour maintenir une dose d’OVA
constante. Cela implique qu’un plus grand nombre de cellules immunitaires sont potentiellement
ciblées. Ce raisonnement est en accord les résultats de I'étude préliminaire a ce travail de thése,

puisque les F80 portaient 60 OVA/LNP et les F120 en portaient 3733

. En revanche, les résultats de la
campagne actuellement discuté comparant les F50 aux F80 et F120 vont a lI'encontre de ce
raisonnement, puisque les F120-OVA qui semblent étre les plus performantes sont celles qui
présentent la densité antigénique la plus élevée (100 OVA/LNP). La différence est que les densités
d’OVA sur les F50 et F80 sont dans ce cas beaucoup plus faibles, avec seulement 10 OVA/LNP pour
les F50 et 35 OVA/LNP pour les F80. Ces densités sont peut-étre tout simplement insuffisantes pour
activer efficacement les cellules immunitaires. En effet, il est attendu que les cellules regoivent une
certaine quantité minimale d’antigenes indispensable a leur activation. Dans notre cas, les LNP sont
si peu chargées en OVA que les cellules doivent en capturer un grand nombre pour recevoir une dose
d’OVA conséquente. De plus, a une telle densité antigénique il est possible que I'espacement entre

les antigenes soit trop grand pour mimer une structure répétitive. Finalement, ces résultats ne nous

permettent pas de conclure sur la configuration optimale des LNP pour la délivrance d’OVA
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concernant les parameétres de taille et de densité d’antigenes. Pour répondre de maniere définitive a
cette question, il nous faudrait comparer plusieurs densités d’OVA pour chaque taille de particules
afin d’identifier la densité optimale d’antigéne en fonction de la taille de LNP et comparer ensuite les
tailles entre elles. Une telle étude serait trés lourde au regard du gain potentiel, puisque les 3 tailles
de LNP favorisent la réponse humorale par rapport a I'OVA libre, les différences observées entre les 3
tailles étant non significatives. Les F50-OVA sont a notre avis les particules ayant le plus de potentiel,
car nos résultats in vitro ont montré que ce sont les seules a promouvoir la présentation croisée de
I"antigéne. Bien que cette étude sur la comparaison des 3 tailles de particules apparaisse au début de
ce manuscrit dans un souci de cohérence, elle s’est déroulée en fin de these. Nous n’avons par
conséquent pas eu le temps de répéter |'expérience visant a évaluer les réponses immunitaires
cellulaires générées par les F50-OVA. C'est aussi la raison pour laquelle, dans la suite de ce manuscrit,
les particules utilisées sont des F80-OVA et non des F50-OVA, puisqu’il s’agit d’expériences

antérieures a celle-ci.
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IV.3 Ciblage actif des cellules présentatrices d’antigéne

Nous avons vu dans la partie précédente que de par leur petite taille, les LNP sont capables de
traverser les parois du réseau lymphatique afin de rejoindre les ganglions lymphatiques, siége des
cellules immunitaires. Du fait que les LNP « subissent » ce drainage lymphatique, nous parlons de
ciblage passif des cellules immunitaires au sein des ganglions. Certaines études décrites dans la
littérature ont montré qu’il est possible de cibler de maniére active un type cellulaire en particulier

342-344

par ajout de ligands a la surface des vecteurs . Nous nous proposons donc d’évaluer l'intérét

d’un ciblage actif des DC par I'intégration a la surface des LNP d’un ligand spécifique aux DC.

IV.3.1 Intégration de ligands de ciblage a la surface des LNP

Notre intérét est de cibler les cellules présentatrices d’antigenes. Les macrophages et DC sont
notamment caractérisées par |'expression du marqueur de surface CD206, qui a été décrit comme
favorisant I’endocytose de I'antigéne®”. Ce récepteur reconnait spécifiquement les glycoprotéines
telles que les résidus mannose présents a la surface de pathogénes (levures, virus, bactéries). Nous
avons ainsi sélectionné deux ligands mannosylés : un monosaccharide de 250 Da et un trisaccharide
de 575 Da, notés monoMAN et triMAN, dans le but de les intégrer a la surface des LNP et d’évaluer

leur impact sur la capture cellulaire (Figure IV.21).

monoMAN triMAN

NH, '

Figure IV.21. Structure des composés mannosylés utilisés pour le ciblage des cellules présentatrice

d’antigene.
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Ces ligands mannosylés possedent une terminaison amine primaire que nous utilisons pour les
greffer a la surface des LNP. Pour cela, nous nous sommes orientés vers un couplage amine/acide
carboxylique en présence des composés EDC (1-éthyl-3-[3-(diméthylamino)propyl]carbodiimide) /
NHS (N-hydroxysuccinimide)®*. Cette réaction de couplage met en jeu un acide carboxylique, qui en
présence d’EDC forme un intermédiaire o-acyl urée réactif vis-a-vis des amines primaires (Figure
IV.22). Cependant, cet intermédiaire est trop instable et s’hydrolyse avant d’avoir pu réagir avec les
amines primaires (voie violette). L’ajout du composé NHS conduit a un intermédiaire stable et dont la
réaction avec une amine primaire est plus favorable (voie rouge). La fonction réactive COOH doit
donc étre portée par les LNP. Nous utilisons pour cela des PEG fonctionnalisés (PEG-COOH) afin de
greffer directement les ligands mannosylés. Les PEG-MAN produits pourront ensuite étre incorporés
dans la formulation des LNP. Les réactifs monoMAN ou triMAN sont ajoutés a une solution de PEG-
COOH en présence d’EDC/NHS dans un tampon basique pH 10 afin de renforcer le caractére
nucléophile des amines primaires. Le mélange réactionnel est maintenu sous agitation pendant

plusieurs heures puis purifié sur gel d’exclusion stérique pour éliminer les réactifs en excés.

couplage
; T stable via
; : amine primaire
acide carboxylique
NH; )I\ _R liaison amide

0 PEG™

\H/
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PEG . -
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réactif o-ac | N
\H A—— % PEG™ 7Y NH,

urée instable -
Nee. <§N—OH R
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k e ester-NHS stable
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Figure IV.22. Schéma de la réaction de couplage PEG-COOH/MAN-NH, en présence d’EDC/NHS.

La présence des ligands mannosylés a la surface des PEG peut étre caractérisée de maniere

quantitative par un dosage colorimétrique au résorcinol*"’

. En effet, en présence de sucres tels que le
mannose et d’acide sulfurique concentré a chaud, le résorcinol se transforme en un composé de
coloration rouge. La quantité de ce produit est directement proportionnelle a la quantité de

mannose présente dans le milieu. Ainsi, en comparant la coloration rouge obtenue pour les
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échantillons de PEG-MAN précédemment préparés a une gamme étalon réalisée avec des quantités
connues de monoMAN et triMAN par une mesure d’absorbance, il est possible de déterminer la
guantité exacte de mannose greffée aux PEG (Figure IV.23). Dans I'exemple cité ici, 300 nmol de
monoMAN (75 pg) et triMAN (170 pg), ont été introduits dans la réaction avec 1.3 mg de PEG. Le
dosage au résorcinol a permis de déterminer que PEG-monoMAN contient 159 nmol de monoMAN
(40 pg) et PEG-triMAN contient 190 nmol de triMAN (109 pg), soit un rendement de 53 % et 63 %

respectivement (Table IV.6).

gamme étalon ligands mannosylés

® monoMAN O triMAN

08 {  y=0,0298x Y =0,0641x
R*=0,9946 R?=0,9859

0,6

0,4

0,2

absorbance a 480 nm

0 5 10 15

mannose (nmol)

Figure IV.23. Gamme étalon réalisée a partir de quantités connues de ligands mannosylés.

monoMAN triMAN
n(introduite), nmol 300 300
n(calculée), nmol 159 190
rendement, % 53 63

Table IV.6. Quantité de ligands mannosylés greffés sur les PEG.

Les PEG-MAN préparés peuvent ensuite étre incorporés dans une formulation de LNP. Le greffage
des ligands mannosylés a été réalisé sur 1.3 mg de PEG pour économiser les réactifs dont nous
disposions en quantités trés limitées. Si I'on incorpore la totalité de ces PEG dans une formulation
classique de F80, ils représenteront moins de 1 % de la surface des LNP. Nous réalisons donc une
formulation diluée de F80 de sorte que les PEG-MAN constituent 1.66 % de la quantité totale de
PEG (voir masses exactes partie expérimentale section VI.1.2 p.238). Aprés formulation des

LNP-MAN, nous pouvons estimer le taux de charge de ligands mannosylés sur les LNP, en faisant
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I’hypothése d’une incorporation totale des PEG-MAN dans la formulation. Ainsi, dans une
formulation comprenant 200 mg de LNP et en incorporant la totalité des PEG-MAN (soit 1.3 mg de
PEG-COOH initial), cela correspond a 40 pg de monoMAN et 109 pg de triMAN, soit 135
monoMAN/LNP et 160 triMAN/LNP (Table IV.7).

monoMAN triMAN
Masse totale LNP (mg) 200
Nombre total LNP 7.11x 10"
Masse MAN greffée (ug) 40 109
Nombre MAN greffé 9.575 x 10 1.144 x 10V
taux de charge (% massique) | 0.020 0.055
taux de charge (nombre) 135 160

Table IV.7. Taux de charge de ligands mannosylés greffés sur les LNP.

Les LNP-MAN obtenues sont caractérisées par DLS afin de déterminer leur diametre
hydrodynamique. Ces particules présentent une taille moyenne de 72 a 73 nm pour un PDI moyen de

0.15 a 0.16, ce qui est en accord avec les formulations de F80 classiques (Table IV.8).

Formulation Dy (nm) PDI

F80 73+3 0.14+0.02
LNP-monoMAN 72 0.16
LNP-triMAN 73 0.15

Table IV.8. Mesure du diametre hydrodynamique des LNP-MAN par DLS.

Ces formulations de LNP-MAN sont donc acceptables au regard de ’homogénéité de la suspension

colloidale et sont prétes pour évaluer leur intérét en biologie.
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1IV.3.2 Etude de I'effet du ligand de ciblage sur la capture cellulaire in vitro

Afin de déterminer I'intérét d’incorporer un ligand de ciblage des cellules présentatrices d’antigénes
a la surface des LNP, nous avons comparé la cinétique de capture des LNP-MAN par des DC par
rapport aux LNP-COOH sans ligands qui servent de contrbles. Pour cela, les DC (JAWSII) ont été
exposées aux différentes formulations de LNP sur des temps variant de 15 min a 3h, puisque nous
savons qu’a partir de 3h la quasi-totalité des DC ont capturé les LNP (voir Figure IV.15 section IV.2.2c
p.139). Les résultats sont exprimés en termes de pourcentage de cellules émettant la fluorescence du
DiD (fluorophore encapsulé dans les LNP), ainsi qu’en termes d’intensité de fluorescence du DiD

émise par les cellules (Figure IV.24).

a) m LNP-COOH LNP-monoMAN m LNP-triMAN W LNP-COOH LNP-monoMAN M LNP-triMAN
100 3500 -
T 3000 -
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ﬁ 2500 -
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b) — CTRL- LNP-COOH I LNP-monoMAN Bl . N\P-triMAN
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Count

Figure IV.24.Capture des LNP-MAN par les DC.

a) Cinétique de capture des LNP-MAN par les DC JAWSII sur une échelle de temps variant de 15 min a
3h. Les résultats sont exprimés en pourcentage de cellules émettant la fluorescence du DiD encapsulé
dans les LNP ainsi qu’en intensité de fluorescence du DiD émise par les DC. b) Comparaison de
I'intensité de fluorescence du DiD émise par les DC exposées aux différentes LNP-MAN a chaque

temps.
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Les résultats montrent que les seules LNP-MAN qui se distinguent des autres sont les LNP-triMAN. En
effet, les LNP-monoMAN se comportent exactement comme les LNP-COOH de référence. La
présence du triMAN a la surface des LNP permet d’améliorer la cinétique de capture par les DC, avec
notamment une augmentation du pourcentage de cellules positives de 50 % apres 1h30 par rapport
aux LNP de référence. La quantité de LNP capturées par les DC est également augmentée, par
exemple de 56 % aprés 3h. Dans cette expérience, nous pouvons comparer les intensités de
fluorescence puisque les LNP-MAN sont de méme taille (80 nm) et ont été préparées avec la méme
guantité de DiD. Néanmoins, I'effet du triMAN sur le ciblage des DC demeure limité, au regard de la
cinétique de capture déja élevée des LNP classiques. Ces résultats ne sont pas assez significatifs pour

justifier une étude plus poussée chez I'animal.
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IV.4 Etude des parameétres d’immunisation

Lors des premiéres campagnes d’'immunisation, nous avons fixé arbitrairement certains parametres
tels que la voie d’administration des formulations vaccinales et la dose d’antigene. Nous avons choisi
d’injecter les formulations antigéniques aux souris par voie intrapéritonéale (IP) car cela nous donne
une flexibilité confortable en termes de volume d’injection (jusqu’a 500 pL) et que l'injection est
relativement facile a réaliser, sans anesthésie des animaux. Cependant, une injection
intrapéritonéale est assez éloignée de la réalité de la vaccination chez I’humain et nous avons
souhaité tester en comparaison une administration par voie sous-cutanée (SC). De plus, la dose

38349 Cette dose

d’OVA de 10 ug par injection et par souris a été déterminée d’apres la littérature
n’est probablement pas optimale et mérite d’étre évaluée afin de déterminer si nos formulations

antigéniques sont toujours aussi performantes a de plus faibles doses d’antigene.

Dans ce but, nous avons réalisé une nouvelle campagne d’'immunisation comprenant 8 groupes de 5
a 7 souris, sur le modele de la formulation LNP-OVA + CpG et faisant varier :

e |adose d’antigéne (1, 3 et 10 ug)

e |avoie d’administration (IP et SC)
Nous avons rajouté des groupes controles LNP + OVA + CpG pour la voie sous-cutanée afin de
confirmer l'intérét du greffage de I'OVA sur les LNP avec cette nouvelle voie d’administration. La
performance de ces formulations a été évaluée par le dosage des anticorps spécifiques dans le sérum

des souris.

Les résultats obtenus ont été étudiés séparément afin d’évaluer individuellement I'effet de chaque
paramétre. Dans un premier temps, nous avons comparé les groupes de souris immunisées par voie
sous-cutanée (Figure 1V.25). L'analyse de la production d’anticorps spécifiques montre tout d’abord
qgue lI'amélioration due au greffage de I'OVA sur les LNP est toujours valable par voie sous-cutanée,
avec une augmentation significative aux deux doses testées de 1 et 10 pug d’OVA (LNP-OVA + CpG vs
LNP+OVA + CpG, 1 ug: p = 0.013; 10 ug: p = 0.027). Cependant, nous n’observons aucune
différence entre ces deux doses sur la production d’anticorps spécifiques : les valeurs obtenues sont
du méme ordre de grandeur. En revanche, a la dose intermédiaire de 3 pug d’OVA, les LNP-OVA
produisent une quantité significativement plus importante d’anticorps spécifiques, augmentée d’un
facteur 2 par rapport aux dose d’'OVA de 1 et 10 pg (LNP-OVA + CpG, 3 ugvs 1 ug : p =0.006 ; 3 ug vs

10 ug: p=0.009). Ces résultats nous montrent que les formulations de LNP-OVA sont capables
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d’induire une réponse immunitaire humorale chez la souris lorsqu’elles sont injectées par voie sous-

cutanée, avec une dose optimale de 3 ug d’OVA.
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Figure IV.25. Analyse de la réponse humorale anti-OVA et étude de la dose d’OVA en SC.
Production d’anticorps spécifiques de 'OVA en réponse a des immunisations sous-cutanées de souris
avec des formulations contenant différentes doses d’'OVA. Chaque cercle représente une souris et les

barres représentent la moyenne du groupe.

Dans un deuxieme temps, I'impact de la dose d’OVA sur la production d’anticorps a été déterminé en
comparant les groupes de souris immunisées par voie intrapéritonéale (Figure IV.26 a). Aux trois
doses testées de 1, 3 et 10 pg d’OVA, aucune différence significative n’est répercutée sur la
production d’anticorps spécifiques. La moyenne du groupe immunisé avec 10 pug d’OVA est plus
élevée a cause d’'une unique souris ayant trés fortement répondu (point encadré en pointillés
rouges). Hormis ce point, toutes les valeurs obtenues sont du méme ordre de grandeur, ce qui

démontre ici que la dose d’OVA n’influe aucunement sur la réponse humorale générée.

Lorsque nous comparons les deux voies d’administration testées, a savoir les injections
intrapéritonéale et sous-cutanée, nous observons des résultats trés similaires, quelle que soit la dose
d’OVA utilisée (Figure IV.26 b). Ici encore, hormis le point tres élevé dans le groupe de souris
immunisées en intrapéritonéal avec une dose de 10 pug d’OVA, toutes les souris répondent avec une

intensité du méme ordre de grandeur en termes de production d’anticorps spécifiques.
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Figure IV.26. Analyse de la réponse humorale et étude de la dose d’OVA en IP.

Production d’anticorps spécifiques de I'OVA en réponse a des immunisations de souris avec des
formulations de LNP-OVA a) par voie intrapéritonéale en comparant plusieurs doses d’OVA, b) en
comparant les administrations par voie intrapéritonéale et sous-cutanée a différentes doses d’OVA.

Chaque cercle représente une souris et les barres représentent la moyenne du groupe.

L'ensemble de ces résultats nous permet donc de conclure qu’immuniser des souris avec les
formulations de LNP-OVA induit une réponse humorale aussi performante que ce soit par voie

intrapéritonéale ou sous-cutanée.

Si le choix se porte sur une immunisation sous-cutanée, la dose optimale d’OVA est de 3 pg, ce qui
permet d’augmenter la réponse humorale d’un facteur 2 par rapport aux doses de 1 et 10 ug d’OVA.
En revanche, dans le cas d’une immunisation intrapéritonéale les trois doses testées sont toutes
aussi performantes. Ce résultat nous indique que nous pouvons réduire la dose d’antigene injectée

tout en maintenant une réponse immunitaire efficace en termes d’anticorps spécifiques produits.

159



Discussion du chapitre IV

Dans ce chapitre, nous avons abordé la préparation de nanoparticules lipidiques (LNP) dans le but de
vectoriser un antigene synthétique afin d’augmenter son immunogénicité in vivo. Les particules
décrites ici sont de type NLC (nanostructured lipid carriers) et présentent par conséquent les
nombreux avantages associés a ce type de particules, tels qu’une grande stabilité colloidale et
biocompatibilité obtenus par un procédé de fabrication simple et reproductible avec une possibilité

de mise a I'échelle*®*

. Comme nous l'avons vu dans I'état de I'art, les NLC ont été principalement
utilisées pour I'encapsulation de drogues hydrophobes mais trés peu pour la délivrance d’antigénes.
Les LNP faisant I'objet de ce travail ont été tout d’abord décrites par notre groupe comme vecteurs
d’agents de contraste ou de biomolécules pour des applications en imagerie et délivrance de

médicaments>2>3%3:3%0

. Ces précédents travaux ont mis en lumiére les avantages associés a la
biodistribution des LNP dans I'organisme, qui les désignent comme un outil idéal pour la délivrance

d’antigenes.

Nous avons choisi de réaliser la preuve de concept avec la délivrance de I’antigene modele
ovalbumine (OVA), que nous avons greffé avec succes a la surface des LNP via un lien covalent. Nous
avons opté pour un greffage chimique de I'antigéne sur les LNP par rapport a d’autres techniques de
vectorisation car celle-ci présente I’avantage d’un moindre risque de relargage incontrélé de
I'antigéne. En effet, un tel relargage prématuré de I'antigéne peut avoir lieu lorsque celui-ci est
encapsulé dans le coeur des SLN (Solid Lipid Nanoparticles), comme cela a été rapporté par Mishra et

al durant la phase de stockage de leurs particules™*

. De plus, Fifis et al ont démontré que le couplage
covalent d’antigénes a des particules de polystyréne était plus efficace pour I'induction de réponses
immunitaires que la simple adsorption des antigénes sur la surface des particules®’. Parmi les
nombreuses réactions de bioconjugaison possibles, nous avons fait le choix d’'une addition de
Michael thiol-maléimide qui a été récemment décrite comme I'une des méthodes les plus adaptées
pour limiter la production d’anticorps dirigés contre la liaison entre particules et antigénes®*. En
outre, cette technique de bioconjugaison a été employée a de multiples reprises®*>>* avec pour
avantages de bon rendements a pH physiologique et I'absence de réactions secondaires. Afin de
garantir I'accessibilité des fonctions thiols portées par les LNP, nous utilisons des chaines de PEG plus
longues (5 kDa) que celles constituant la couronne de tensioactifs (2 kDa). Sans cela, les fonctions
réactives seraient masquées par la couche de PEG et le rendement de couplage s’en trouverait

6

diminué®®. Nous avons également veillé a fonctionnaliser 'OVA avec seulement une fonction

réactive maléimide, de sorte d’éviter les réactions multiples d’'une molécule d’OVA avec plusieurs
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particules tout en conservant l'intégrité et I'immunogénicité de I'antigene. Nous avons ainsi obtenu
des LNP-OVA avec des taux de charge en OVA variant entre 1 et 2 % massiques, la production de
particules étant reproductible d’un lot a I'autre (pour des F80-OVA : 86 + 6 nm avec un PDI de 0.20 +
0.03). Les particules sont d’'une grande stabilité colloidale, contrblée aprés plusieurs mois a 4°C
(mesure de taille réalisée 16 semaines aprés greffage). La qualité des LNP-OVA se mesure également
par la stabilité du lien entre 'OVA et les LNP, garantissant que I"OVA ne soit pas relarguée
prématurément pendant le stockage. Dans notre cas, 9 semaines apres greffage, la totalité de 'OVA
est toujours greffée aux LNP. De par le choix de composants biocompatibles et biodégradables, les
LNP-OVA ont I'avantage d’étre non toxiques et par conséquent tres bien tolérées par plusieurs types

cellulaires : fibroblastes, DC et macrophages, avec un IC50 supérieur a 1.5 mg/mL.

L'intérét de vectoriser 'OVA sur les LNP a été démontré lors de campagnes d’'immunisations sur
modele murin. Nous avons en effet observé une augmentation de la production d’anticorps
spécifiques d’un facteur 11.5 en comparant I'OVA sous forme libre ou vectorisée, co-administrée
avec un immunostimulant. Cette amplification de la réponse humorale est liée a la capacité des LNP
a circuler aisément dans le circuit lymphatique et interagir avec les cellules immunitaires. En effet, la
densité de la couche de PEG entourant les LNP leur confére des propriétés furtives®”® et augmente
leur temps de circulation dans I'organisme, ce qui a été observé par notre groupe au cours de

322,323,357

précédents travaux impliquant des techniques d’imagerie in vivo . Cette dense couche de PEG

empéche I'élimination rapide des LNP par les macrophages au point d’injection et favorise leur
circulation en direction des ganglions lymphatiques drainants>>.

Nous avons en effet démontré que les LNP-OVA sont détectables dans le ganglion lymphatique du
poplité seulement 20 minutes apres injection en sous-cutané dans la patte arriere d’une souris. De
par leur taille nanométrique, les LNP sont capables de traverser les parois du réseau lymphatique qui
les conduit directement dans les ganglions ou résident les cellules immunitaires. Une fois dans les
ganglions lymphatiques, les LNP-OVA sont capturées par une large proportion de DC. Nous avons
montré que 24h apreés injection de LNP-OVA dans le péritoine d’une souris, pres de 40-50 % des DC
provenant des ganglions mésentériques contenaient des LNP. Cette caractéristique des LNP a cibler
de maniere passive les ganglions lymphatiques, et donc par conséquent les cellules présentatrices
d’antigene, supprime alors la nécessité d’ajouter des ligands de ciblage des DC aux particules. Lors de
nos études de capture cellulaire in vitro, nous avons en effet observé que la présence de ligands
mannosylés a la surface des LNP avait un impact uniquement sur des temps courts (moins de 3h),
puisqu’au-dela les LNP-MAN étaient capturées par les DC dans les mémes proportions que les LNP
controles. En améliorant la délivrance de I'OVA aux DC, les LNP impactent également la présentation

de I'antigéne aux LT. En utilisant des souris transgéniques OT-Il dont les LT sont spécifiques de 'OVA,
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nous avons pu modéliser I'étape de présentation de I'OVA par les DC aux LT. Nos résultats montrent
gue l'activation des LT CD4 en réponse a la présentation de I'OVA sur le CMH-II des DC est 2.5 fois
plus importante dans le cas ou I'OVA est délivrée par les LNP. Grace a I'’ensemble de ces expériences,
nous avons pu retracer le parcours des LNP-OVA aprés administration in vivo et ainsi apprécier
'impact des LNP a chacune des étapes participant a l'induction des réponses immunitaires

spécifiques.

La réponse humorale générée par des souris ayant recu des LNP-OVA est exclusivement due a la
vectorisation de I'OVA par les LNP. Les LNP n’ont en effet aucunes propriétés immunostimulantes en
elles-mémes. Lorsque les LNP nues sont ajoutées a une solution d’OVA et de MPLA (sans lien entre
I’OVA et les LNP), la production d’anticorps spécifique demeure au niveau basal défini par le groupe
controle réalisé avec 'OVA libre adjuvantée avec le MPLA. Nous avions préalablement vérifié ce
point in vitro, en montrant que les LNP n’activent pas, ou trés peu, les DC. A une dose de 1 mg/mL de
LNP, I'activation des DC étaient 2 fois plus importante que le contréle négatif (cellules seules) et 5
fois moins importante que le contréle positif (2 ug/mL LPS). Ce caractére inerte des LNP les opposent
de fait aux émulsions adjuvantes contenant du squaléne (MF59, AS03) et qui ont par conséquent des

propriétés immunostimulantes intrinséques'*>*%**°

. Cela implique aussi que les LNP-OVA doivent
étre associées avec un immunostimulant afin de délivrer un signal de danger en méme temps que
I’antigéne. Lors de nos campagnes d’immunisation, nous avons testé 3 immunostimulants : le LPS, le
MPLA et le CpG, qui co-administrés avec les LNP-OVA ont tous été capables de stimuler la réponse
humorale. Le LPS et le MPLA sont tous deux des ligands de TLR-4 exprimé entre autres a la surface
des cellules présentatrices d’antigéne. A cause de sa toxicité, le LPS sert uniquement de référence,
tandis que le MPLA, congu pour ne conserver que la région immunostimulante du LPS en
s’affranchissant de la région responsable de sa toxicité, est approuvé en clinique®’. Le MPLA s’est
montré aussi performant que le LPS pour stimuler les réponses immunitaires avec une production
d‘anticorps spécifiques du méme ordre de grandeur pour les deux adjuvants. Le CpG est quant a lui
un ligand de TLR-9 exprimé a l'intérieur des DC. Comme ce récepteur n’est activé qu’une fois les
cellules ayant capturé I'adjuvant, nous sommes donc certains d’activer spécifiquement les DC. A

I'inverse, le TLR-4 est exprimé non seulement a la surface des cellules présentatrices d’antigéne, mais

également a la surface d’autres cellules telles que les cellules épithéliales qu’il est inutile d’activer’.

Finalement, nous avons fait varier les conditions expérimentales d’immunisation afin de comparer
plusieurs voies d’administrations des formulations vaccinales et tester plusieurs doses d’antigéne.
Les premiéres campagnes d’immunisation ont en effet été réalisées avec des injections

intrapéritonéales, relativement faciles a pratiquer et autorisant une plus grande flexibilité en termes
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de volumes d’injection. Cependant, d’autres voies d’immunisation, telles que l'injection par voie
sous-cutanée, sont plus appropriées et proches de la réalité de la vaccination chez I'humain. La
comparaison de ces deux voies d’administration des LNP-OVA chez la souris nous a fourni des
résultats tres similaires avec une production d’anticorps spécifiques du méme ordre de grandeur. Ce
résultat est trées prometteur quant a la versatilité des LNP, qui sont capables de promouvoir la
réponse immunitaire par plusieurs voies d’administration. En effet, certaines études ont comparé les
voies d’injection sous-cutanée et intrapéritonéale pour la délivrance de vaccin et rapporté une

réponse humorale diminuée par voie sous-cutanée®®®!

. Cette versatilité des LNP nous permet alors
d’envisager d’autres voies d’administration, comme par exemple les voies orale ou intranasale.
L'avantage de ces voies de délivrance est que les muqueuses sont riches en cellules immunitaires et
donc une cible pertinente pour I'antigéne®?. Néanmoins, I'induction de réponses immunitaires par la
voie intranasale est délicate en raison d’une capture inefficace de Iantigéne®®. Il serait donc

intéressant d’étudier la performance des LNP pour délivrer I'antigene dans ce contexte difficile.

Nous avons en parallele testé plusieurs doses d’OVA pour chacune de ces voies d’administration : 1,
3 et 10 pg. Par voie intrapéritonéale, la dose d’antigene impacte relativement peu la production
d’anticorps spécifiques puisqu’aucune différence significative n’est observée. En revanche, par voie
sous-cutanée la dose intermédiaire de 3 pg d’OVA s’est montrée la plus efficace a induire une
production significativement plus élevée d’anticorps. Dans les deux cas, ce résultat implique que la
dose d’antigéne peut étre réduite d’un facteur 3 ou 10 tout en conservant le méme niveau
d’efficacité en termes de production d’anticorps. Ce point est d’un grand intérét lorsque I'on travaille

avec des antigenes tres couteux, difficiles a produire ou dont les stocks sont limités.

Finalement, nous avons démontré dans ce chapitre que nous sommes capables de produire des lots
de LNP transportant un antigene modéle OVA d’une grande stabilité et robustesse qui sont trés bien
tolérées par les cellules. Ces particules, lorsqu’elles sont administrées in vivo dans des petits
mammiféres tels que des souris, ciblent les ganglions par drainage lymphatique et sont rapidement
capturées par les DC. Celles-ci activent en retour les LT qui orchestrent une réponse immunitaire
adaptée et spécifique a I'antigéne. Il en résulte une production importante d’anticorps spécifiques de

I’'OVA, maintenue malgré la réduction de la dose d’antigene administrée.
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Chapitre V

Augmentation de I'immunogénicité de
I'ovalbumine par la vectorisation

d’immunostimulants
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Dans la suite de ce travail, nous avons mis en place une nouvelle stratégie visant a améliorer
I'immunogénicité de I'OVA. Nous avons conclu le chapitre IV sur l'intérét de délivrer 'OVA par les
LNP et supposons désormais que I'immunostimulant associé peut lui aussi étre délivré dans le but
d’induire des réponses immunitaires spécifiques de plus grande amplitude. Le signal de danger
généré par I'immunostimulant étant indispensable a la cellule présentant I'antigene pour s’activer, il
est généralement établi que I'immunostimulant doit étre délivré en méme temps que I'antigéne afin
de garantir le ciblage des mémes cellules. Nous avons donc comparé deux techniques de délivrance :
d’une part la co-vectorisation de I'OVA et d’'un immunostimulant par les mémes LNP et d’autre part
la vectorisation de I'un et I'autre par des LNP distinctes, sur le modéle des immunostimulants MPLA
et Imiquimod. La meilleure stratégie de délivrance a ensuite été appliquée au CpG et les réponses
immunitaires induites ont été évaluées chez la souris en termes de production d’anticorps et
d’activation des LT spécifiques. L’analyse détaillée de ces réponses immunitaires nous a conduits a
identifier une formulation particulierement performante que nous avons ensuite évaluée dans une
expérience de protection. Cette étude s’est déroulée sur le modele de cellules tumorales exprimant

I’OVA, ce qui nous a permis de mesurer |'efficacité des réponses immunitaires cellulaires générées.

V.1 Stratégie de vectorisation de I'immunostimulant sur le modéle du MPLA
et de I'lmiquimod

Le MPLA, ligand du TLR-4 exprimé a la surface des cellules présentatrices d’antigene, a été souvent
décrit en tant qu’adjuvant de vaccin, sous sa forme libre® ou bien vectorisé par des particules®®.
Ayant déja utilisé cet immunostimulant sous sa forme libre en co-administration avec des
formulations de LNP-OVA, nous allons cette fois-ci tenter de le vectoriser par les LNP. L'lmiquimod a
également été choisi, en tant que ligand de TLR-7 exprimé a l'intérieur des DC, pour étre délivré par
les LNP. La plupart des études sur la délivrance d'immunostimulants décrivent un vecteur unique

364385 avec pour objectif de les délivrer aux

transportant a la fois I'antigéne et I'immunostimulant
mémes cellules immunitaires. Néanmoins, une récente étude démontre que la co-vectorisation des
deux éléments n’est pas requise dans le cas ol les vecteurs sont sujets au drainage lymphatique car
ils sont automatiquement dirigés vers les mémes ganglions dans lesquels ils sont capturés par les
mémes cellules immunitaires*®. Nous allons donc explorer ces deux stratégies de vectorisation, en

préparant des LNP vectorisant seulement I'immunostimulant et d’autres LNP vectorisant a la fois

I’OVA et I'immunostimulant, afin de comparer leur efficacité en termes de réponses immunitaires.
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V.1.1 Préparation des LNP immunostimulantes

a. Incorporation du MPLA dans la couronne des LNP

Le MPLA étant une molécule amphiphile (Figure V.1 a), il peut s’insérer dans la membrane des LNP, a
I'interface entre la phase lipidique et la phase aqueuse. Pour cela, lors de la formulation des LNP,
nous procédons en solubilisant le MPLA dans du chloroforme et ajoutons ensuite cette solution a la
phase organique de LNP (F80) avant d’évaporer le solvant. Les autres étapes de la formulation des
LNP sont identiques au protocole classique (voir partie expérimentale section VIl.1.1 p.236). Grace a
I’expérience de notre groupe, nous savons qu’en introduisant 0.5 % massique de MPLA par rapport
aux LNP, I'incorporation dans la membrane des LNP est totale. Nous avons donc suivi cette indication

et il en résulte une émulsion homogéne, notée LNP(MPLA).

Le MPLA étant dérivé du LPS, il peut étre dosé par son activité d’endotoxine. C’'est de cette maniére
gue nous avons mesuré la quantité de MPLA réellement incorporée dans les LNP. L'échantillon de
LNP(MPLA) est comparé a une gamme étalon réalisée avec des concentrations connues de MPLA
(Figure V.1 b). La gamme étalon obtenue est linéaire sur un intervalle trés restreint de concentrations
de MPLA mais nous permet tout de méme d’estimer la quantité de MPLA incorporée dans les LNP.
Un controle négatif réalisé avec des LNP nues confirme que les LNP n’ont pas d’activité
d’endotoxines en elles-mémes. La concentration de MPLA calculée par cette méthode (702 pg/mL)
est trés proche de la concentration théorique de MPLA (691 pg/mL) introduit dans la formulation,
avec une erreur de seulement 2 % (Table V.1). Cette analyse confirme I'incorporation totale du MPLA

dans les LNP, conduisant a un taux de charge de 0.50 % massique.
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Figure V.1. Dosage du MPLA incorporé dans les LNP par activité d’endotoxine.

a) Structure du MPLA. b) Gamme étalon réalisée a partir de concentrations connues de MPLA.
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MPLA théorique, pg/mL ‘ MPLA mesurée, pug/mL ‘ Erreur, % | Taux de charge, % massique

691 702 2 0.50

Table V.1. Calcul de la quantité de MPLA incorporée dans les LNP.

b. Encapsulation de I'lmiquimod dans le cceur des LNP

La localisation intracellulaire du TLR-7, dont I'lmiquimod est le ligand, nécessite que celui-ci soit
efficacement délivré a I'intérieur des DC. L'Imiquimod étant une molécule hydrophobe (Figure V.2 a),
nous envisageons de I'encapsuler dans le cceur lipidique des LNP. La vectorisation de I'lmiquimod a

été réalisée exclusivement avec des particules F80.

Afin d’étre encapsulé dans le cceur des LNP, I'lmiquimod est ajouté directement dans la phase
organique, aprés avoir été préalablement dissout dans du dichlorométhane a environ 70°C. Les
autres étapes de la préparation des LNP sont inchangées : on obtient alors des particules notées
LNP(imi). Aprés sonication, la solution obtenue n’est pas homogene et I'lmiquimod est visible sous la
forme de grains blancs insolubles, ce qui traduit une mauvaise encapsulation. De plus, la mesure de
taille des LNP par DLS montre que la présence de I'Imiquimod déstabilise le systeme avec pour
conséquence la formation de particules beaucoup plus grosses qu’attendu (170 nm au lieu de
80 nm). La quantité d'Imiquimod introduite dans la formulation n’est probablement pas adaptée et
doit étre optimisée. Pour ce premier essai nous avons introduit 8 mg d’Imiquimod soit 1% massique.
Les essais suivants nous permettent de tester d’autres ratios plus faibles : 0.5, 0.2 et 0.1 % massiques
d’Imiquimod. Les particules obtenues apparaissent cette fois-ci homogenes a I'ceil nu et leur taille est

cohérente avec une formulation F80 (environ 70 nm).

Le dosage de I'Imiquimod encapsulé dans le coeur des LNP est réalisé par spectroscopie de
fluorescence, I'Imiquimod ayant naturellement des propriétés de fluorescence (excitation 280 nm,
émission 360 nm). Dans le cas ou les LNP sont chargées avec du DiD, cela n’interfere pas avec la
fluorescence de I'lmiquimod puisque le DiD est excité a 644 nm et émet a 665 nm. Pour cette
analyse, nous réalisons une gamme étalon avec des quantités connues d’Imiquimod afin de pouvoir
comparer la valeur de fluorescence obtenue pour I’échantillon de LNP(imi) et remonter a la quantité
d’Imiquimod encapsulé (Figure V.2). Nous vérifions que les LNP n’alterent pas le test en réalisant un
tube controle contenant des LNP sans Imiquimod. L’analyse des formulations préparées montre que
I’encapsulation de I'lmiquimod dans les LNP est extrémement faible, voire indétectable pour les

formulations LNP(imi_0.1) et LNP(imi_0.2). Finalement, seule la formulation LNP(imi_0.5) est
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acceptable, selon des criteres d’homogénéité et d’Imiquimod encapsulé, avec un taux de charge de

0.024 % massique d’Imiquimod (Table V.2).
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Figure V.2. Dosage de I'lmiquimod encapsulé dans les LNP par spectroscopie de fluorescence.

a) Structure de I'lmiquimod. b) Gamme étalon réalisée avec des quantités connues d’Imiquimod.

Formulation LNP(imi_1) LNP(imi_0.5) | LNP(imi_0.2) | LNP(imi_0.1)
Ratio massique 1% 0.5% 0.2% 0.1%
d’Imiquimod introduit

Aspect de la formulation | Non homogéne | homogéne homogene homogene

a l'ceil nu

Taille de LNP(imi) 170 nm 68 nm 72 nm 73 nm

PDI 0.23 0.14 0.16 0.15

Dosage d’'Imiquimod en - 180 pg indétectable | indétectable
fluorescence soit 0.024 %

Table V.2. Comparaison des formulations de LNP(imi) en fonction du ration massique d’Imiquimod

introduit.

L'encapsulation peu efficace de I'lmiquimod dans les LNP peut étre due a un manque de
compatibilité avec les lipides qui constituent le coeur. Une possibilité pour améliorer le taux de
charge d’Imiquimod dans les LNP serait d’adapter la composition du cceur, en faisant par exemple

varier le ratio cire/huile.
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c. Double délivrance de I'antigéne et de 'immunostimulant par une LNP unique

Nous avons préparé avec succes des particules vectorisant du MPLA ou de I'lmiquimod. Nous avons
désormais la possibilité de greffer I'OVA sur ces LNP ou sur des LNP distinctes. Les groupes qui
étudient la délivrance d’'immunostimulants et d’antigenes décrivent dans la majorité des cas une
co-délivrance dans les mémes vecteurs dans le but de délivrer les deux éléments exactement aux
mémes cellules immunitaires afin d’optimiser leur activation spécifique contre I'antigéne®**3®.
Cependant, Mohsen et al ont récemment rapporté que cette co-vectorisation n’est justement pas
indispensable pour cibler les mémes cellules immunitaires et par conséquent induire des réponses
immunitaires de grande amplitude™. Les auteurs ont en effet démontré par imagerie et cytométrie
de flux qu’un antigene (peptide p33 du virus de la chorioméningite lymphocytaire) et un
immunostimulant (CpG) délivrés dans des VLP différentes mais injectés ensemble, étaient capables
d’atteindre les mémes ganglions lymphatiques et d’étre capturés par les mémes cellules
présentatrices d’antigénes (DC et macrophages). Nos LNP étant sujettes au drainage lymphatique,

nous allons donc explorer ces deux stratégies de vectorisation afin d’identifier la configuration la plus

performante.

Nous avons donc réalisé le greffage de I'OVA sur des LNP(MPLA) et LNP(imi) selon la méthode
décrite dans le chapitre IV. Les LNP ont été préparées en incorporant le MPLA ou I'Imiquimod dans la
phase lipidique ainsi que des PEG fonctionnalisés dans la phase aqueuse. Aprés sonication, des
solutions homogenes de LNP sont obtenues sur lesquelles I'OVA peut étre greffée via la réaction de
bioconjugaison thiol-maléimide. Il en résulte des particules LNP(MPLA)-OVA et LNP(imi)-OVA dont les
taux de charge en antigene et en immunostimulant ont été quantifiés par les techniques décrites
précédemment : chromatographie d’exclusion stérique et fluorescence pour I'OVA (Figure V.3);
dosage de I'activité d’endotoxines du MPLA ; dosage de la fluorescence de I'Imiquimod. Les taux de

charge mesurés sont résumés dans la Table V.3.
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Figure V.3. Purification des LNP-OVA par chromatographie d’exclusion stérique.
Profils d’exclusion stérique des LNP(MPLA)-OVA et LNP(imi)-OVA, permettant de déterminer le taux

de charge en OVA.

Taux de charge

. LNP(MPLA)-OVA | LNP(MPLA) | LNP(imi)-OVA | LNP(imi) | LNP-OVA
% massique

OVA 0.41 0 0.52 0 0.68
immunostimulant | 0.50 0.50 0.019 0.024 0

Table V.3. Quantification du taux de charge des LNP doublement chargées en antigene et

immunostimulant.

Afin de pouvoir comparer équitablement les deux stratégies de vectorisation de I'antigéne et
I'immunostimulant, les lots de particules ont été préparés exactement dans les mémes conditions.
Les taux de charge en MPLA et Imiquimod sont relativement constants : 0.50 % massique pour le
MPLA et en moyenne 0.022 % massique pour I'lmiquimod. En revanche, le taux de charge en OVA
varie selon la présence ou non d’un immunostimulant : de 0.41 % massique pour les LNP(MPLA)-OVA
a 0.52 % massique pour les LNP(imi)-MPLA et 0.68 % massique pour les LNP-OVA. Ceci est d{i a une
diminution du rendement de greffage de I'OVA lorsque les LNP sont chargées avec un
immunostimulant, ce qui est d’autant plus accentué dans le cas du MPLA. En effet, le rendement de
greffage de 'OVA varie de 65 % pour les LNP-OVA a 50 % pour les LNP(imi)-OVA et 37 % pour les
LNP(MPLA)-OVA, soit une diminution de 23 % en présence d’Imiquimod et de 43 % en présence de
MPLA. Ces données montrent que la présence d'immunostimulant dans les LNP perturbe le greffage
de I'OVA a leur surface, en particulier dans le cas du MPLA incorporé dans la couronne de

tensioactifs. Nous supposons que cet effet est d(i a la présence d’'immunostimulant dans les LNP qui
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modifie légerement la structure globale des LNP. Dans le cas du MPLA, comme celui-ci s’incorpore
complétement dans la membrane des LNP, il est possible qu’il prenne la place des PEG et que par
conséquent moins de PEG fonctionnalisés soient finalement disponibles pour le greffage de I'OVA.
Dans le cas de I'Imiquimod, la diminution du rendement de greffage de I'OVA est moindre mais
néanmoins significative, ce qui implique que I'encapsulation de I'lmiquimod dans le coeur des LNP
impacte également la configuration de la membrane lipidique, que ce soit par une moins bonne

incorporation des PEG fonctionnalisés ou leur moindre disponibilité pour le greffage de I'OVA.

V.1.2 Etude d’'immunogénicité des LNP immunostimulantes chez la souris

Une fois les différentes formulations de LNP vectorisant les immunostimulants MPLA ou Imiquimod
et l'antigéne OVA préparées, leur immunogénicité a été comparée dans une campagne
d’'immunisation de souris. Les animaux ont été immunisés par injection intra-péritonéale a deux
reprises a 3 semaines d’intervalle. Compte-tenu du taux de charge en antigene et immunostimulant,
les doses administrées ont di étre adaptées. L'OVA et le MPLA sont chargées de maniére
relativement homogene sur les LNP (respectivement 0.41 et 0.50 % massique). Ainsi, pour une dose
d’OVA de 8 ug, la dose de MPLA correspondante est de 10 ug (Table V.4). En revanche, dans le cas
des LNP vectorisant 'OVA et I'lmiquimod, le taux de charge en Imiquimod est beaucoup plus faible
que celui de 'OVA (respectivement 0.019 et 0.52 % massique). Concrétement, cela signifie qu’en
choisissant la dose habituelle d’OVA de 10 pg, la dose d’Imiquimod revient a 0.37 pg. Nous craignons
gue cette dose d’'immunostimulant soit trop faible pour délivrer efficacement le signal de danger et

décidons de I'augmenter a 1 ug, ce qui implique une dose de 27 ug d’OVA (Table V.4).

groupe Dose OVA (ug) | Dose immunostimulant (ug)

LNP-OVA + LNP(MPLA)
LNP(MPLA)-OVA

LNP-OVA + LNP(imi)
27 1

LNP(imi)-OVA

Table V.4. Doses d’antigéne et d’immunostimulant administrées aux souris.
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La comparaison des deux techniques de vectorisation de I'antigéne et de I'immunostimulant s’est
portée sur la production d’anticorps spécifiques en réponse aux immunisations des souris

(Figure V.4).
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Figure V.4. Analyse de la réponse humorale anti-OVA et étude de la délivrance d’immunostimulants.
Production d’anticorps spécifiques de 'OVA en réponse a des immunisations de souris avec des
formulations de LNP-OVA adjuvantées avec des formulations de MPLA ou d’Imiquimod. Chaque cercle

représente une souris et les barres représentent la moyenne du groupe.

L'analyse des résultats montre que I'ensemble des configurations testées permet d’induire une
réponse humorale, avec une production moyenne d’anticorps variant de 100 a 300 pg/mL. En
revanche, la comparaison des deux techniques de vectorisation ne montre pas de différence
significative. Dans le cas du MPLA, les deux groupes répondent de maniére trés homogene et avec la
méme amplitude. En revanche, dans le cas de I'lmiquimod les réponses sont beaucoup plus
hétérogenes, avec des points variant de 100 a 450 pg/mL. Nous supposons que cette observation est
la conséquence de la grande variation entre la dose d’antigene et la dose d’Imiquimod administrés.
En effet, il est possible que la dose d’'Imiquimod injectée de 1 ug soit a la limite de ce qui est requis
pour activer efficacement les cellules immunitaires. En particulier, dans le groupe
LNP-OVA + LNP(imi), quatre points répondent a hauteur de 100 pg/mL d’anticorps et deux points a
hauteur de 400 pg/mL. Dans le cas des deux souris qui ont le mieux répondu, il est probable que les
cellules présentatrices d’antigenes aient mieux capturé I'lmiquimod, ce qui induit une forte réponse
humorale étant donné la dose trés élevée d’OVA. Pour les 4 souris ayant moins bien répondu, la

quantité d’Imiquimod finalement capturée par les cellules présentatrices d’antigénes était
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probablement insuffisante pour induire une réponse aussi forte que chez les 2 autres souris. Cette
différence d’une souris a l'autre au sein d’'un méme groupe peut s’expliquer d’une part par la
variabilité individuelle, et d’autre part par la précision des injections lors des immunisations de
souris. En effet, les volumes administrés étant de I'ordre de 100 a 200 pL, il est délicat de garantir sur
des volumes si faibles que chaque souris recoive exactement la méme dose. Pour le groupe
LNP(imi)-OVA, I'antigene et lI'immunostimulant étant délivrés ensemble, cela diminue [Ieffet

« binaire » de la réponse, sans pour autant influer sur la disparité des réponses.

Cette expérience nous montre donc sur I'exemple de deux immunostimulants que la co-vectorisation
de l'antigene et de l'immunostimulant sur une méme particule n’est pas indispensable pour
I'induction de réponses immunitaires spécifiques. En outre, a immunogénicité égale, la stratégie qui
consiste a vectoriser I'antigéne et I'immunostimulant sur deux particules distinctes présente
plusieurs avantages. Tout d’abord, le greffage de I'OVA est plus aisé et reproductible sur une LNP
nue. D’autre part, cela procure une grande liberté sur I'ajustement des doses. En effet, lorsque les
deux éléments sont portés par une méme particule, les doses administrées dépendent de la
cohérence des taux de charge des deux éléments. Typiquement, la différence entre la faible
encapsulation de I'lmiquimod et le fort taux de charge en OVA ne laisse pas la possibilité de délivrer

une dose optimale de chacun.

Enfin, nous avons remarqué que les formulations immunostimulantes préparées, qu’elles soient
chargées ou non d’OVA, étaient moins stables que les formulations classiques d’OVA. En effet,
celles-ci se sont déstabilisées aprés quelques mois de stockage a 4°C, ce que nous avons observé par
un dépot solide au fond des tubes d( a un relargage de cire ou d'immunostimulant, affectant
I'intégrité des LNP. Pour la suite de notre étude, nous nous sommes donc orientés vers la

vectorisation d’autres immunostimulants par une méthode autre que I'encapsulation.
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V.2 Conception d’une formulation immunostimulante a base de CpG

V.2.1 Préparation de LNP cationiques pour la délivrance du CpG

Le CpG est un acide nucléique dont les propriétés immunostimulantes résultent de I'activation du
récepteur TLR-9, exprimé notamment a l'intérieur des DC. L’activation des DC est donc conditionnée
par I'acces du CpG au compartiment intracellulaire ou ce récepteur est exprimé. De fait, 'utilisation
d’outils permettant d’améliorer la délivrance du CpG aux DC est d’un grand intérét. Le CpG étant un
acide nucléique, il est chargé négativement de par la présence de groupements phosphates reliant
les nucléotides entre eux. Une stratégie pour le vectoriser est donc d’utiliser un vecteur cationique,

sur lequel I'acide nucléique chargé négativement sera fixé par interactions électrostatiques.

Notre groupe a récemment développé une formulation cationique de LNP pour la délivrance de
siRNA (small interferent RNA). Nous avons tout naturellement utilisé ce candidat pour évaluer sa
capacité a délivrer 'immunostimulant CpG. Cette particule cationique, notée LNP”, est obtenue en
incorporant des lipides cationiques et fusogenes dans la formulation, tels que le DOTAP et le DOPE
(voir masses exactes partie expérimentale section VIl.1.1 p.236). Ces composés conférent a la
particule une charge de surface cationique, de I'ordre de +15 mV pour une taille d’environ 56 nm
(Table V.5). Une formulation de LNP* contient en moyenne 4.80 x 10" particules (voir calcul partie

expérimentale section VIl.1.1 p.236).

Formulation Nb de lots Taille (nm) PDI Charge a pH 7.0 (mV)
F50 4 52+1 0.11+0.03 -6.5+0.7
LNP* 10 56+3 0.20+0.04 +15.1+24

Table V.5. Taille et charge de surface moyennes des LNP* en comparaison avec leur équivalent neutre.
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Tout comme les autres formulations de LNP, les LNP* ont une grande stabilité colloidale, que nous

avons mesurée par DLS jusqu’a 45 semaine aprés formulation (Figure V.5).
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Figure V.5. Stabilité des LNP".

Superposition des profils de taille de LNP* mesurés par DLS le jour de la formulation et 45 semaines

apreés conservation a 4°C.

La complexation d’acides nucléiques a la surface des LNP" est régie par I'équilibre entre les charges
positives, portées par les fonctions amines des lipides cationiques (N pour amine) et les charges
négatives, portées par les fonctions phosphates des liaisons entre les nucléotides du CpG (P pour
phosphate). Nous définissons alors le taux de charge de CpG sur les LNP par le ratio N/P (Figure V.6).
D’apreés I'expérience de notre groupe, il a été identifié qu’un ratio N/P égal a 48 (charges positives sur
les LNP* en large excés par rapport aux charges négatives du CpG) était requis pour obtenir une
particule finale satisfaisante, par sa stabilité et la complexation totale de I'acide nucléique en surface
des LNP. Dans notre cas, un taux de charge de CpG sur les LNP a hauteur de N/P=48 correspond a un
nombre de CpG par LNP égal a 22. Les masses de LNP* et de CpG a mélanger pour satisfaire un ratio
N/P de 48 ainsi que les taux de charge résultant de cette complexation sont résumés dans la
Table V.6 (voir calcul partie expérimentale section VII.1.7 p.241). Le complexe obtenu est noté

LNP*/CpG.
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Ratio N/P =48 CpG

Masse de LNP* 10 mg
Masse d’acide nucléique 34 ug
Taux de charge (nombre) 22

Taux de charge (% massique) 0.34%

Table V.6. Taux de charge du complexe formé entre les LNP* et le CpG.

nb de charges + (amines dans LNP+)

N/P:

nb de charges — (phosphates dans acides nucléiques)

CpG = cytosine-phosphate-guanine

NH.
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Figure V.6. Définition du rapport N/P.
Les charges positives sont portées par les amines des lipides cationiques DOTAP et DOPE constituant
les LNP?, tandis que les charges négatives sont apportées par les groupements phosphates reliant les

nucléotides des acides nucléiques CpG et poly(IC).
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Au ratio choisi de N/P = 48, la complexation est totale entre les LNP" et le CpG, ce que nous avons
confirmé par EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay). Le complexe LNP'/CpG (canal 4) est
comparé a une échelle de tailles (canal 1) et aux contrdles CpG (canal 2) et LNP* (canal 3) (Figure V.7).
Le CpG libre migre par électrophorése pour former une bande caractéristique, tandis que les LNP,
beaucoup plus grosses, restent dans le puits de dépo6t et sont donc invisibles. Si la complexation
entre les LNP" et le CpG n’était pas totale, une bande serait visible & la méme hauteur que celle
provenant du contrdle CpG. Or, dans le canal de LNP*/CpG, aucune bande n’est apparue ce qui

confirme que tout le CpG est complexé a la surface des LNP* qui sont restées dans le puits de dépot.

Puit de dépét —>

Bande du CpG —>

CpG
LNP*

9
o
<

(8]
w

LNP*/CpG

Figure V.7. Analyse de la complexation du CpG sur les LNP+ par électrophoreése sur gel.

Le complexe LNP’/CpG ne produit pas de bande caractéristique du CpG libre, ce qui confirme que la
complexation est totale. Cette expérience n’étant pas destinée a une analyse quantitative, I'image a
été retravaillée sur Imagel dans le but d’améliorer sa médiocre qualité (coloriage vert, augmentation

du contraste).
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V.2.2 Comportement des LNP* en milieu cellulaire

a. Evaluation de la cytotoxicité des LNP*

La composition de ces nouvelles LNP étant différente des LNP classiques, leur cytotoxicité sur des
fibroblastes NIH/3T3 a été contrblée. Les cellules ont été exposées pendant 24h a une gamme de
concentrations de LNP variant de 200 pg/mL a 3 mg/mL afin de déterminer la concentration

maximale a laquelle nous pouvons travailler sans altérer les cellules (Figure V.8).
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Figure V.8. Evaluation de la cytotoxicité des LNP".
Cytotoxicité mesurée sur des fibroblastes NIH/3T3 aprés une exposition de 24h. Cette expérience a été

réalisée par Mathieu Repellin.

’analyse des résultats montre que tout comme leurs analogues neutres, les LNP® sont trés bien
tolérées par les cellules, puisque la limite de 50 % de mortalité (IC50) est atteinte a une
concentration de 1500 pg/mL de LNP". La valeur de cet indicateur est comparable a celle obtenue
pour les LNP neutres, qui se trouvait aux alentours de 2000 pg/mL. Nous confirmons ainsi que les

LNP* préparées sont adaptées a une utilisation biologique.

b. Evaluation de la délivrance intracellulaire du CpG par les LNP*

Les LNP* ont pour réle de délivrer le CpG qu’elles portent a I'intérieur des DC, oU est localisé le TLR-9
ciblé. Nous avons controlé I'efficacité de cette délivrance par microscopie confocale. Des DC ont été
exposées pendant 1h au complexe LNP*/CpG doublement marqué en fluorescence (DiD pour les LNP*
et FITC pour le CpG). Les cellules ont ensuite été fixées sur lamelles et la membrane cellulaire

marquée en fluorescence (cholera-toxin-PE). L’analyse des lames au microscope confocal nous
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permet de déterminer la position des éléments constituant la formulation de CpG au niveau des
cellules (Figure V.9). Les images montrent clairement que les LNP* (premiére image en rouge) et le
CpG (deuxiéme image en vert) sont internalisés par les DC apres 1h d’exposition, car ils sont visibles a
I'intérieur de la membrane cellulaire (orange). La troisieme image représente la superposition des
fluorescences émises par les LNP* et le CpG. La co-localisation des deux éléments est visible par une
coloration jaune vif (superposition du rouge et du vert). Cette image semble montrer que les LNP" et
le CpG sont toujours complexés apres avoir été internalisés par les DC. Il est donc vraisemblable que
les LNP* et le CpG soient capturés par les DC sous forme de complexe, ce qui confirme que les LNP*

délivrent le CpG efficacement a I'intérieur des DC.

LNP* (DiD) CpG (FITC)
membrane cellulaire (PE) membrane cellulaire (PE)

superposition

Figure V.9. Localisation des LNP'/CpG aprés 1h d’exposition aux DC.
Les LNP” sont chargées avec du DiD (coloration rouge), le CoG est marqué FITC (coloration verte) et la
membrane cellulaire est colorée PE (coloration orange).La coloration jaune vif est due a la

superposition des LNP" (rouge) et du CpG (vert).

c. Evaluation de I’activation des DC par les formulations de CpG

La délivrance du CpG a I'intérieur des DC grace aux LNP" peut en conséquence impacter I'activation
de ces cellules. De plus, afin de modifier la charge de surface des LNP, des lipides cationiques tels que
le DOTAP ont été incorporés dans la formulation. Or, le DOTAP a été décrit comme ayant des
propriétés immunostimulantes intrinseques, notamment I'activation des DC par I'expression des
marqueurs CD80 et CD86°%. Nous avons donc évalué 'activation des DC par le complexe LNP*/CpG,
en comparant avec les LNP* et CpG seuls dans le but de déterminer la contribution de chacun des
deux éléments. Les DC ont été exposées a 3 doses de CpG (1, 2 et 5 pg/mL) et I'équivalent de LNP* et

LNP*/CpG pendant 24h, puis leur activation a été mesurée en cytométrie de flux. Nous avons pour

180



cela sélectionné le récepteur TNF CD40, les molécules CD80 et CD86 délivrant le signal de co-
stimulation, ainsi que les molécules de CMH-II dont I'expression a été mesurée a I'aide d’anticorps

fluorescents.
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Figure V.10. Activation des DC par les formulations de CpG.

Activation des DC par les formulations de CpG traduite par I'expression des marqueurs CD40, CD80,
CD86 et CMH-II aprés une exposition de 24h & une dose de a) 2 ug/mlL de CpG ou I’équivalent de LNP*
oub) 1, 2, 5 ug/mlL de CpG ou I'équivalent de LNP".

Les résultats montrent que toutes les formulations sont capables d’activer les DC qui surexpriment
les 4 marqueurs étudiés (Figure V.10 a). La comparaison des différents éléments nous permet de
constater que les LNP" seules activent les DC avec une moindre intensité que le CpG libre. En
conséquence, la combinaison des LNP* et de CpG favorise I'activation des DC par rapport aux
éléments seuls, en particulier I'expression des marqueurs CD40 et CD86 selon la concentration de
CpG, tandis que I'expression des marqueurs CD80 et CMH-II est peu affectée. La comparaison des 3
doses d’'immunostimulants montre un effet croissant ou décroissant sur |'activation cellulaire, selon
la formulation utilisée et le marqueur observé (Figure V.10 b). En conséquence, nous avons
sélectionné la dose intermédiaire de 2 pg/mL pour les futures expériences in vitro impliquant ces
immunostimulants. Cette expérience souligne le bénéfice de la vectorisation du CpG par les LNP* sur

I"activation des DC, nécessaire a I'induction de réponses immunitaires.
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d. Impact de la combinaison immunostimulante sur la présentation de I’antigéne

Nous avons déja observé dans le chapitre IV que la vectorisation de I'OVA améliore
considérablement la présentation de I'antigene par les DC aux LT. Lors de cette premiére expérience,
nous n’avions étudié que la formulation de 'OVA (libre ou vectorisée), 'immunostimulant LPS étant
maintenu constant. Nous nous interrogeons désormais sur linfluence de la formulation

immunostimulante sur la présentation de I'antigene par les DC aux LT.

Pour cela, nous avons comparé toutes les combinaisons possibles d’OVA et de CpG, qu’ils soient
vectorisés ou sous forme libre, dans notre expérience modele de présentation d’antigéne a I'aide de
LT purifiés a partir de souris OT-Il, donc spécifiques de I'OVA. Aprés avoir exposé les DC primaires aux
formulations de LNP et co-cultivé ces cellules avec les LT pendant 4 jours, nous avons dosé la
sécrétion de cytokines dans les surnageants. L'IL-13 a été sélectionné comme marqueur de la
polarisation des LT vers Th2 et I'lFNy pour la polarisation Thl (Figure V.11). Les résultats montrent
tout d’abord que la sécrétion de ces 2 cytokines est augmentée de maniére importante grace a la
seule vectorisation de I"OVA, d’'un facteur 15 pour I'lL-13 et d’un facteur 8 pour I'IFNy dans le
meilleur des cas (LNP-OVA + immunostimulant vs OVA + immunostimulant). Ensuite, le choix de
I'immunostimulant impacte cette augmentation de maniére différente selon la cytokine mesurée. La
production d’IL-13, est favorisée par I'emploi du complexe LNP*/CpG, tandis que le CpG sous forme
libre stimule fortement la production d’IFNy. En revanche, les LNP* seules sont moins performantes,
ce qui est cohérent avec leur moindre capacité d’activation. D’apres cette expérience, il semblerait
que le choix de la formulation immunostimulante, CpG libre ou complexe LNP*/CpG impacte la
polarisation Th1 ou Th2 de la réponse immunitaire, a savoir I'activation des LT cytotoxiques ou des LB

pour la production d’anticorps, respectivement.
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Présentation d’antigéne sur CMH-II
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Figure V.11. Présentation de I’antigéne par les DC aux LT issus d’OT-II.
Production d’IL-13 et d’IFNy en réponse a la présentation de I'OVA par les DC aux LT. Comparaison de

formulations d’OVA et de CpG.

V.2.3 Etude d’'immunogénicité des formulations de CpG chez la souris

Suite aux expériences in vitro permettant de caractériser les nouvelles formulations d’OVA et de CpG,
leur immunogénicité a été évaluée in vivo lors de campagnes d’immunisations sur souris. Nous avons
dans un premier temps sélectionné les 3 groupes suivants afin d’étudier I'impact de la vectorisation
de I'OVA d’une part et du CpG d’autre part sur la réponse humorale mais aussi cellulaire :

e LNP-OVA + LNP*/CpG

e LNP-OVA + CpG

o OVA+CpG
Pour cela, lors de I'euthanasie des souris pour collecter leur sang et doser les anticorps, nous avons
également prélevé leurs rates afin d’en extraire les cellules immunitaires. Les splénocytes ont été
restimulés avec I'antigene OVA pendant 3 jours, ce qui est suivi du dosage de cytokines produites par
les cellules. La sécrétion d’IFNy traduit I'activité des LT en réponse a la stimulation par I'antigéne, qui

est reconnu suite a la présentation préalable par les DC lors des immunisations.
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Figure V.12. Analyse de la réponse humorale et cellulaire anti-OVA sur les groupes avec le CpG.
Réponses immunitaires évaluées chez des souris immunisées avec différentes formulations d’OVA et
de CpG par a) la production d’anticorps spécifiques et b) la production d’IFNy par les splénocytes
stimulés avec I'antigene. Chaque cercle représente une souris et les barres représentent la moyenne
du groupe. Analyse statistique ANOVA-1 suivie du test de Fisher.

*** p<0.001 ; ** p<0.01; * p<0.05.

L'analyse des réponses immunitaires obtenues montre que la vectorisation du CpG en plus de la
vectorisation de I'OVA permet d’augmenter de maniére significative la production d’anticorps
spécifiques (LNP-OVA + LNP*/CpG : 918 + 125 pg/mL vs LNP-OVA + CpG pg/mL : 390 + 46 ; p<0.001)
(Figure V.12 a). L’évaluation de la réponse cellulaire en IFNy souligne de plus I'importance de délivrer
le CpG via les LNP?, car la double vectorisation de I'OVA et du CpG est la seule configuration
permettant d’induire une activation cellulaire importante et significative (LNP-OVA + LNP*/CpG :
13776 + 2441 pg/mL ; p<0.001 par rapport aux autres groupes) (Figure V.12 b). Cependant, la seule
vectorisation de I'OVA induit une sécrétion d’IFNy du méme niveau que dans le groupe contréle
OVA + CpG, réponse assez hétérogéne (OVA + CpG: 855 * 363 pg/mL vs LNP-OVA + CpG:
1063 * 629 pg/mL).

Si I'on s’attarde sur le groupe contréle OVA + CpG, on remarque qu’il ne produit pas du tout
d’anticorps, par contre les souris répondent en IFNy. Cette remarque est en accord avec les
propriétés immunostimulantes connues du CpG qui favorise la polarisation Th1'*'* ce que nous

avons d’ailleurs confirmé sur la présentation in vitro de I'antigéne. En revanche, la trés forte réponse
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IFNy obtenue avec les LNP*/CpG n’était pas nécessairement attendue car nous avions observé un
phénotype Th2 lors de I'analyse de la présentation in vitro de I'antigéne. Ce résultat nous suggere
donc que la réponse cellulaire observée est le fait de la présentation croisée de I'antigéne en

conséquence de la vectorisation du CpG par les LNP®, ce que nous n’avons pas déterminé in vitro.

Nous nous sommes alors interrogés sur la contribution des seules LNP*/CpG dans I'induction de tels
niveaux de réponses. Pour répondre a cette question, nous avons lancé une seconde campagne
d’'immunisation dans le but de confirmer les premiers résultats obtenus et en rajoutant le groupe

OVA + LNP*/CpG (Figure V.13).
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Figure V.13. Analyse de la réponse humorale et cellulaire anti-OVA et effet des LNP".

Deuxiéme campagne évaluant les réponses immunitaires de souris immunisées avec les formulations
d’OVA et de CpG, par a) la production d’anticorps spécifiques et b) la production d’IFNy par les
splénocytes stimulés avec I'antigéne. Chaque cercle représente une souris et les barres représentent la
moyenne du groupe. Analyse statistique ANOVA-1 suivie du test de Fisher.

*** p<0.001 ; ** p<0.01 ; * p<0.05.

Les résultats obtenus lors de cette deuxieme campagne n’ont pas la méme amplitude que dans la
précédente, mais les tendances entre les groupes sont conservées dans la majorité des cas. L’analyse
de la réponse humorale confirme I'intérét de la double vectorisation de I'OVA et du CpG, qui permet
d’augmenter de maniére significative la production d’anticorps spécifique par rapport a tous les

autres groupes (Figure V.13 ; 815 + 96 ug/mL, p<0.001). Ce résultat est la somme des améliorations
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apportées d’une part avec la simple vectorisation de I'OVA, qui permet de multiplier par 8 le taux
d’anticorps (LNP-OVA + CpG : 207 + 48 pg/mL vs OVA + CpG : 27 + 11 pg/mL; p=0.038) et d’autre
part avec la simple vectorisation du CpG qui augmente également le taux d’anticorps d’un facteur 8

(OVA + LNP*/CpG : 228 + 62 pg/mL vs OVA + CpG : 27 + 11 pg/mL ; p=0.022).

Cependant, I'analyse de la production d’IFNy par les splénocytes montre une tendance différente
que celle obtenue lors de la campagne préliminaire. En effet, le groupe controle OVA + CpG produit
une réponse surprenante car trés importante et homogeéne (3137 + 110 pg/mL), tandis que le groupe
immunisé avec I’OVA vectorisée produit une réponse bien plus faible (864 + 526 pg/mL). De plus,
nous observons que la simple vectorisation du CpG génére une production d’IFNy légerement
supérieure au groupe contréle mais plus hétérogéne (4125 = 1141 pg/mL). Finalement, la
combinaison des deux vectorisations de I'OVA et du CpG permet d’induire une réponse cellulaire plus
importante mais toujours trés hétérogéne (5619 + 2067 pg/mL). Ces données supplémentaires nous
indiquent que la seule vectorisation du CpG influe fortement sur les réponses immunitaires,
puisqu’elle est a I'origine d’une production d’anticorps de méme amplitude que dans le cas de la
simple vectorisation de 'OVA. De plus, la réponse IFNy est aussi stimulée de maniére importante par
la vectorisation du CpG. Cependant, le résultat surprenant observé sur le groupe contréle nous
conduit a nous interroger sur 'origine de I'lFNy sécrété. Nous nous proposons par conséquent de
déterminer sur une derniére campagne la nature des cellules productrices de I'lFNy, en bloquant la
sécrétion des cytokines par traitement a la brefeldin A, afin que I'lFNy soit conservé a l'intérieur des
cellules (inhibiteur du transport de protéines depuis le réticulum endoplasmique vers I'appareil de
Golgi). Nous avons ensuite réalisé des marquages fluorescents pour pouvoir distinguer les LT CD4 et
CD8. Apres fixation et perméabilisation des cellules, nous avons marqué en fluorescence la présence
d’IFNy a l'intérieur des cellules, pour une analyse en cytométrie de flux. Enfin, puisque des nouvelles
souris doivent étre immunisées, nous en profitons également pour réaliser un isotypage des

anticorps produits afin d’en apprendre plus sur la qualité de la réponse humorale.

La production intracellulaire d’IFNy est exprimée en termes de pourcentages de LT CD4 ou CD8
positifs a I'lIFNy par rapport au nombre total de LT CD4 ou CD8. L’analyse des LT producteurs d’IFNy
montre des effets distincts de la vectorisation de 'OVA et du CpG (Figure V.14). En particulier, la
vectorisation de I'OVA favorise exclusivement |'activation des LT CD8, tandis que la vectorisation du
CpG induit I'activation des 2 sous-classes de LT, CD4 et CD8. Cette expérience est un exemple de plus
qui montre que la double vectorisation de I'OVA et du CpG permet d’additionner ces avantages afin
de stimuler de maniére significative les LT CD4 (p<0.01 par rapport a OVA + CpG et LNP-OVA + CpG)

et CD8 (p<0.001 par rapport a OVA + CpG). Curieusement, le groupe contréle OVA + CpG qui était a
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I’origine d’une sécrétion importante d’IFNy par les splénocytes (Figure V.13) ne stimule que trés peu
les LT dans cette expérience. Si I'on compare I'ensemble de ces données avec la premiére campagne
réalisée sur ces groupes (Figure V.12), il apparait que la réponse IFNy obtenue dans le groupe
OVA + CpG est tres variable d’une campagne sur l'autre. Certes, nous avons souvent observé des
variations d’amplitude de la réponse entre différentes campagnes d’immunisation, mais les
tendances entre les groupes étaient constantes. Dans ce cas particulier, le groupe OVA + CpG est
capable d’induire une réponse aussi bien médiocre qu’excellente, alors que les autres groupes testés

restent constants, ce qu’il nous est difficile d’expliquer.
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Figure V.14. Analyse des cellules impliquées dans la réponse cellulaire anti-OVA.

Production intracellulaire d’IFNy par les LT CD4 et CD8 issus de souris immunisées avec des
formulations d’OVA et de CpG et restimulés avec I'antigéne. Chaque cercle représente une souris et
les barres représentent la moyenne du groupe. Analyse statistique ANOVA-1 suivie du test de Fisher.

**% pe0.001 ; ** p<0.01 ; * p<0.05.
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L'analyse de l'isotypage des anticorps produits nous a permis de quantifier la production d’lgG1,
IgG2a et IgA, qui sont des marqueurs respectifs de la polarisation Th2, Thl et de I'immunité mucosale
(Figure V.15). Les résultats obtenus montrent que la vectorisation de I'OVA favorise exclusivement la
production d’IgG1 (LNP-OVA + CpG vs OVA + CpG : p=0.028). D’autre part, la seule vectorisation du
CpG stimule principalement la production d’lgG2a, bien que la différence par rapport au CpG libre ne
soit pas significative. En conséquence, le groupe de souris immunisées avec la double vectorisation
de I'OVA et du CpG combine les effets individuels de chaque élément pour générer une production
significativement plus importante d’IgG1 et d’lgG2a. De plus, la formulation LNP-OVA + LNP*/CpG est
la seule capable d’induire une production significative d’IgA (p<0.01 par rapport aux autres groupes).
Cette analyse de I'isotypage souligne cette fois-ci que les LNP*/CpG favorisent la polarisation Th1 de
la réponse, ce qui difféere des conclusions déduites de I'analyse de la présentation in vitro de

I'antigéne, qui suggérait plutdt un phénotype Th2.

Malgré certaines variations observées entre nos différentes expériences, notamment le cas du
groupe contréle OVA + CpG capable de générer une réponse cellulaire faible ou trés élevée, ou
encore concernant la polarisation Thl ou Th2 induite par I'immunostimulant CpG sous forme libre ou
vectorisé, I'ensemble de ces résultats s’accorde sur la conclusion que la combinaison LNP-OVA +
LNP*/CpG est la plus performante. Dans I'ensemble de nos analyses, nous avons observé que cette
formulation combine les avantages procurés par la vectorisation de I'OVA d’une part et du CpG
d’autre part. Il en résulte une formulation capable d’induire une production élevée d’anticorps de
phénotype variés, 1gG1l, IgG2a et IgA, accompagnée d’une forte réponse cellulaire impliquant

|’activation des LT CD4 et CDS8.
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Figure V.15. Analyse des isotypes d’anticorps anti-OVA produits.

Production d’anticorps spécifiques de I'OVA d’isotypes 1gG1, IgG2a et IgA en réponse a des
immunisations de souris avec des formulations comprenant I'OVA et le CpG sous forme libre ou
vectorisée. Chaque cercle représente une souris et les barres représentent la moyenne du groupe.

Analyse statistique ANOVA-1 suivie du test de Fisher. *** p<0.001 ;** p<0.01; * p<0.05.

189



V.3 Etude de protection chez la souris a I'aide d’un modeéle de tumeur
exprimant 'OVA

Jusqu’a présent, nous nous sommes contentés d’évaluer les réponses immunitaires induites lors
d’'immunisations de souris avec les formulations d’OVA, en quantifiant la production d’anticorps et
I'activation des LT. La prochaine étape est de quantifier les réponses cellulaires effectrices,
notamment cytotoxiques. Dans cet objectif, nous avons réalisé une expérience de protection contre

la croissance tumorale grace a un modele de cellules tumorales exprimant I'antigene OVA.

V.3.1 Protocole de I’étude

Les cellules tumorales dont nous disposons sont des mélanocytes B16 qui ont été transfectés de
sorte d’exprimer 'OVA dans le cytoplasme de maniére stable et durable (B16-OVA)**’. Ainsi, 'OVA
est réduite en peptides par le protéasome qui sont ensuite chargés sur des molécules de CMH-I pour
étre présentés a la surface des cellules. Dans le but d’étudier la protection conférée par les
formulations d’OVA, des souris sont préalablement immunisées selon le modele habituel, a savoir 2
injections intrapéritonéales a 3 semaines d’intervalle constituées de I'équivalent de 10 ug d’OVA et

éme

10 pg de CpG. Une semaine apres la 2°"" injection, les cellules tumorales B16-OVA sont implantées
dans les souris par une injection sous-cutanée au niveau du bas droit du dos (10° cellules dans 100 pL
de PBS). La zone autour du point d’injection est rasée afin d’observer la croissance tumorale. Les
cellules B16 ont été dérivées de souris C57BL/6, par conséquent nous réalisons cette étude sur des
souris C57BL/6 et non BALB/c comme lors de nos campagnes d’'immunisations. Les souris ont fait
I'objet d’un suivi régulier, tous les 2-3 jours (voire tous les jours lorsque la tumeur est grosse) pour
mesurer précisément la taille des tumeurs a I'aide d’un pied a coulisse. Trois dimensions sont
mesurées : la petite largeur, la grande largeur et la hauteur de la tumeur qui se présente

généralement sous forme plus ou moins sphérique. Le volume tumoral est estimé en multipliant ces

3 dimensions.

La tumeur n’est pas sensée provoquer de géne ou douleur chez la souris. Cependant, les souris sont
surveillées de maniere approfondie afin de détecter les éventuels signaux de souffrance causés par
les tumeurs. Nous accordons une attention particuliere aux signaux de détresse suivants regroupés

dans la Table V.7.
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Gravité Catégorie 1 Catégorie 2 Catégorie 3

Signaux de détresse | Soin du pelage Position prostrée | Capacité a se déplacer
Ouverture des yeux Isolement
Position des moustaches | mobilité

Position des oreilles

Table V.7 : Signaux de détresses a surveiller au cours de I'étude et leur degré de gravité.

Nous avons ainsi défini des points limites nous permettant de jauger le niveau de détresse de
I’'animal dans le but de prendre une décision adaptée, a savoir I'exclusion de I'expérience et
I’euthanasie. Les premiers signaux d’alerte sont un pelage mal entretenu, des yeux plissés ou des
moustaches et oreilles tombantes, indiquant une souffrance légere a modérée si I'ensemble de ces
signaux sont observés. Si I'lanimal adopte une position prostrée, isolée et/ou immobile, cela traduit
une souffrance modérée a grave dans le cas ol I'ensemble de ces observations sont faites. Enfin, une
incapacité a se déplacer implique une incapacité a se nourrir ou s’abreuver et constitue un signe de
souffrance grave. Lorsque I'analyse des signaux méne a la conclusion qu’une souris se trouve en état
de souffrance grave, elle est automatiquement retirée de I'étude et euthanasiée sans attendre.
Outre ces observations sur I'état général des souris, la taille de la tumeur ne doit pas dépasser 1000
mm?, ce qui constitue le dernier point limite impliquant 'euthanasie de la souris. La tumeur se
développant relativement vite et de maniére exponentielle, nous estimons qu’une tumeur ayant
atteint une taille d’au moins 800 mm? doit conduire a I'euthanasie de la souris, au risque de dépasser
le point limite le jour suivant. Lorsqu’une souris atteint le point limite final, I’euthanasie est suivie
d’une dissection afin de récupérer la tumeur qui sera ensuite fixée en paraffine pour d’éventuelles

analyses ultérieures.

V.3.2 Test préliminaire de validation

Nous avons dans un premier temps tenté de caractériser les cellules afin de confirmer la présence de
I'OVA dans le cytoplasme. Pour cela, nous avons procédé par immunocytochimie, en fixant les
cellules sur les lamelles et en réalisant des marquages a l'aide d’anticorps spécifiques de I"OVA.
Cependant, nous avons eu de grandes difficultés lors de ces expériences au niveau du marquage, si
bien qu’aucune ne ft concluante. Nous nous sommes donc proposés de réaliser un test préliminaire

sur 2 souris, nous permettant en méme temps de valider le protocole expérimental.
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Pour cela, 2 souris sont immunisées avec la formulation la plus performante LNP-OVA + LNP*/CpG
(LNP_1 et LNP_2) et comparées a 2 souris contréles injectées avec du PBS (CTRL 1 et CTRL 2). Une
tumeur commence a étre visible dés 8 jours sur les 2 souris CTRL et a 12 jours sur la souris LNP_2
(Figure V.16). L'autre souris immunisée LNP_1 ne développe pas de tumeur. La différence observée
entre les souris immunisées et les souris contréles nous confirme tout d’abord que les cellules B16
expriment bien I’'OVA, mais aussi que les immunisations avec les formulations de LNP ont un impact
sur la croissance tumorale. Bien qu’un léger retard d’environ 4 jours soit observé sur la croissance
tumorale sur la souris immunisée par rapport aux 2 souris contrdle, la cinétique de croissance semble
identique. L'immunisation semble donc avoir un effet retard sur la croissance tumorale, voire
I’empéche de se développer, mais n’a plus d’effet a compter du moment ou la tumeur a commencé a
pousser. Nous avons donc réalisé un test supplémentaire, afin d’étudier I'éventuel effet curatif de
I'immunisation. La souris CTRL 2, n’ayant été immunisée qu’avec du PBS, a recu une injection de
LNP-OVA + LNP*/CpG (jour 22), lorsque sa tumeur mesurait 490 mm?®. Cela a pour effet de ralentir la
croissance tumorale de plusieurs jours (losanges noirs), puisque la souris LNP_2 finit par développer
une tumeur de méme taille (jour 27). Cependant, cette immunisation n’est pas suffisante pour faire

régresser la tumeur.
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Figure V.16. Analyse de la croissance tumorale.
Evolution de la taille des tumeurs sur des souris immunisées avec la formulation LNP-OVA + LNP'/CpG
(vaccin) ou du PBS (CTRL). La souris CTRL 2 regoit une nouvelle immunisation de LNP-OVA + LNP*/CpG

au jour 22. La souris CTRL1 est décédée a J21 des suites de I'anesthésie a I'isoflurane.
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Grace a ce test préliminaire, nous avons pu observer un effet retard ou inhibiteur de I'immunisation
avec la formulation LNP-OVA + LNP*/CpG sur la croissance tumorale, ce qui justifie le lancement
d’'une campagne compléete. De plus, les 3 souris sur 4 ayant développé une tumeur I'ont supportée

sans signaux de détresse particuliers jusqu’au point limite final.

V.3.3 Campagne de challenge tumoral sur souris

Nous avons cette fois-ci mené une étude sur un plus grand nombre de souris, afin de tester plusieurs

formulations de LNP:

e Groupe 1:LNP-OVA + LNP'/CpG N=6
e Groupe 2 :LNP-OVA + CpG N=6
e Groupe 3:0VA+CpG N=6
e Grouped:PBS N=6

Afin de différencier les souris d’'un méme groupe étant hébergée dans la méme cage, des marques
distinctes sont réalisées a la tondeuse :

e Souris 1 = pas de marque

e Souris 2 = tondue au niveau bas gauche du dos

e Souris 3 = tondue au niveau milieu gauche du dos

e Souris 4 = tondue au niveau haut gauche du dos

e Souris 5 = tondue au niveau haut droit du dos

e Souris 6 = tondue au niveau bas gauche et haut gauche du dos

Dans cette étude, 3 souris ont d( étre écartées avant la fin de I'expérience en raison d’une irritation
aiglie au niveau du point d’injection des cellules tumorales, conduisant les souris a se gratter
frénétiqguement. Il en résulte une plaie importante pouvant géner la mobilité des souris, associée au
risque qu’une partie des cellules tumorales ait été retirée. Cela compromet I'expérience en plagant

ces souris dans des conditions différentes des autres.

L'ensemble des mesures de la taille des tumeurs au cours du temps est regroupé dans la table V.8.
L'absence de tumeur apparait en vert, tandis que les souris ayant atteint le point limite final
apparaissent en bleu. Les tumeurs commencent a étre visibles a partir du jour 12 pour les groupes
LNP-OVA + CpG et OVA + CpG ainsi que le groupe contréle PBS, tandis qu’elles n"apparaissent qu’a

partir du jour 19 dans le groupe LNP-OVA + LNP*/CpG, soit un retard de 7 jours. Les résultats sont
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La taille moyenne des tumeurs par groupe de souris est représentée en Figure V.17. Ce graphe
montre une cinétique de croissance relativement similaire pour tous les groupes, hormis un léger
décroché observable pour le groupe LNP-OVA + CpG entre les jours 26 et 30. Ceci est d(i a 2/6 souris
dont la tumeur est apparue plus tardivement et avec une croissance plus lente, ce qui abaisse la
moyenne du groupe (Table V.8). Le retard de croissance tumorale observé dans le groupe
LNP-OVA + LNP*/CpG est visible tout au long de I'étude, avec une taille significativement plus faible
par rapport au groupe contrdle PBS entre les jours 19 et 29. En revanche, les tumeurs se développent
en moyenne plus lentement dans le groupe OVA + CpG par rapport au groupe LNP-OVA + CpG, ce qui

traduit que la vectorisation de I'OVA par les LNP ne confére apparemment pas d’avantage de

protection.
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Figure. V.17. Analyse de la croissance tumorale.

Evolution de la taille des tumeurs sur des souris immunisées avec les différentes formulations d’OVA
et de CpG en comparaison a un groupe contréle immunisé avec du PBS. Analyse statistique ANOVA-2
suivie du test de Holmak-Sidak. *** p<0.001 ;** p<0.01; * p<0.05 entre les groupes LNP-OVA +
LNP’/CpG et PBS.

Nous avons également représenté le taux de survie des souris par groupe en Figure V.18. La premiére
mort est recensée au jour 16 dans le groupe contréle PBS, au jour 19 dans le groupe LNP-OVA + CpG,
au jour 23 dans le groupe OVA + CpG et enfin au jour 27 dans le groupe LNP-OVA + LNP*/CpG. En
outre, la mort de I'ensemble des souris d’'un méme groupe est notée au jour 27 dans le groupe
contrdle PBS, au jour 33 dans le groupe LNP-OVA + CpG, au jour 35 dans le groupe OVA + CpG et
finalement au jour 45 dans le groupe LNP-OVA + LNP*/CpG. Dans les deux cas, on observe un retard

de 11-12 jours entre le groupe LNP-OVA + LNP*/CpG et le groupe contrdle PBS, différence qui est
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significative entre les jours 21 et 29. D’apres la Table V.8, les tumeurs mettent en moyenne

9 + 2 jours a se développer et atteindre le point limite final.

Survie des souris
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Figure. V.18. Analyse de la survie des animaux.

Evolution du taux de survie des souris immunisées avec les différentes formulations d’OVA et de CpG
en comparaison a un groupe contréle immunisé avec du PBS. Analyse statistique ANOVA-2 suivie du
test de Holmak-Sidak. *** p<0.001 ;** p<0.01 ; * p<0.05 entre les groupes LNP-OVA + LNP"/CpG et
PBS.

D’aprés I'ensemble de ces résultats, seule la formulation LNP-OVA + LNP*/CpG semble avoir un effet
retard sur la croissance des tumeurs, d’en moyenne 7 jours au début du développement des tumeurs
jusqu’a 11-12 lorsque les tumeurs atteignent le point limite. Malgré cet avantage, toutes les souris
développent une tumeur, qui croit a vitesse constante pour atteindre le point limite de 1000 mm?
aprés en moyenne 9 jours. Dans cette étude seule la réponse immunitaire cellulaire est impliquée et
permet d’éliminer les cellules tumorales. En effet, les cellules tumorales exprimant I'OVA sur leur
CMH-I peuvent étre la cible des LT cytotoxiques activés par les immunisations. L'effet retard sur la
croissance tumorale que nous observons dans le groupe LNP-OVA + LNP*/CpG témoigne donc de
I'induction d’une réponse cellulaire, qui permet vraisemblablement d’éliminer des cellules tumorales,
tant que leur nombre demeure réduit. Cependant, la croissance des cellules B16 est rapide, ce qui
présente I'avantage d’un modele sur un temps court, mais I'inconvénient de surpasser les LT par leur
trop grand nombre. Par conséquent, la réponse immunitaire cellulaire cytotoxique induite par les
immunisations avec la formulation LNP-OVA + LNP*/CpG est insuffisante a I’élimination de la totalité
des cellules tumorales, ce qui conduit malgré tout au développement d’'une tumeur atteignant une

taille critique de 1000 mm? pour 'ensemble des souris de I'étude.
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Discussion du chapitre V

Dans ce chapitre, nous nous sommes employés a améliorer les réponses immunitaires induites chez
la souris par la simple vectorisation de I'antigene modéele OVA. Sur la base de nos résultats explicités
dans le chapitre IV rapportant l'intérét de greffer I'OVA sur les LNP pour promouvoir la réponse
humorale, nous avons poursuivi cette démarche de délivrance en nous intéressant également a
I'immunostimulant associé a I'antigene dans une formulation vaccinale. Nous avons fait I’hypothese
que la vectorisation de I'immunostimulant pourrait améliorer sa délivrance aux CPA et ainsi favoriser
I'induction de réponses immunitaires dirigées contre cet antigene. Dans ce cas d’une double
vectorisation de I'antigéne et de I'immunostimulant dans une méme formulation vaccinale, il est
généralement admis que les deux éléments doivent étre délivrés ensemble par le méme vecteur

334388373 || faut en effet qu’une CPA capturant I'antigéne

pour garantir I'accés aux mémes cellules
recoive également le signal de danger apporté par I'immunostimulant pour induire une réponse
spécifique dirigée contre I'antigéne. Cependant, Mohsen et al ont récemment démontré que la co-
vectorisation du peptide p33 du virus de la chorioméningite lymphocytaire et du CpG dans une
méme VLP n’est pas indispensable pour générer des réponses immunitaires cellulaires spécifiques*>>.
En effet, les auteurs ont observé par imagerie de fluorescence que des VLP distinctes, certaines
chargées en antigene et d’autres chargées en immunostimulant, atteignent les mémes CPA au sein
du ganglion lymphatique du poplité, aprés injection sous-cutanée dans la patte d’une souris. De plus,
leur analyse des cellules issues de ce ganglion montre que les différents sous-types de CPA ayant
capturé les VLP porteuses d’antigene et celles porteuses d’'immunostimulant sont en conséquence
activées et sécretent efficacement des cytokines pro-inflammatoires induisant I'activation des autres
CPA n’ayant pas capturé les VLP. Cette activation des CPA conduit in vivo a la stimulation spécifique
des LT CD8 du méme ordre de grandeur que dans le cas ou I'antigene et I'immunostimulant sont
portés par les mémes VLP. Cet exemple remet donc en question la nécessité d’un lien physique
maintenant I’antigéne et I'immunostimulant associés dans le but d’induire une réponse immunitaire
d’amplitude maximale. Nous nous sommes donc appliqués a comparer les deux stratégies de
vectorisation de I'antigene et de I'immunostimulant afin de déterminer si nos LNP sont également
capables d’induire des réponses immunitaires de grande amplitude sans que I'antigene et

I'immunostimulant soient directement associés.
Nous avons pour cela choisi de réaliser cette expérience comparative sur le modele des
immunostimulants MPLA et Imiquimod. Le MPLA étant amphiphile, il peut s’insérer dans la couronne

de tensioactifs des LNP, tandis que I'lmiquimod hydrophobe peut étre encapsulé dans le cceur
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lipidique des LNP. Nous sommes ainsi parvenus a préparer des particules immunostimulantes, dont
la caractérisation montre un taux de charge bien plus efficace pour le MPLA que pour I'lmiquimod,
qui s’encapsule dans une trés faible proportion a l'intérieur des LNP. En ajoutant des PEG
fonctionnalisés dans la formulation et en suivant le protocole de bioconjugaison décrit dans le
chapitre 1V, nous avons su greffer 'OVA a la surface de ces LNP immunostimulantes. Nous avons
remarqué que la présence dimmunostimulant dans les LNP impacte le greffage de I'OVA,
notamment le rendement qui diminue de 23 % lorsque les LNP sont chargées en Imiquimod et de
43 % lorsque les LNP sont chargées en MPLA. |l est vraisemblable que la présence de ces molécules
dans les LNP provoque une reconfiguration de la couronne de PEG, en prenant par exemple la place
d’une certaine proportion de PEG fonctionnalisés qui seraient donc exclus de la formulation.
Finalement, lorsque nous avons comparé in vivo les deux stratégies de délivrance de I'OVA et de
I'immunostimulant, nous n’avons observé aucune différence significative concernant la production
d’anticorps spécifiques, que ce soit dans le cas de I'lmiquimod ou du MPLA. D’apres ce résultat, la
délivrance de I'OVA et de I'immunostimulant sur la méme LNP ne confére aucun avantage en termes
d’'immunogénicité, ce que nous avons observé sur 2 exemples d’'immunostimulants. Comme nous
|"avions supposé, les LNP étant tres sensibles au drainage lymphatique in vivo, les LNP-antigene et
LNP-immunostimulant prennent la méme direction et se retrouvent donc dans le méme ganglion
lymphatique. A ce stade, les DC vont capturer les LNP. Si I'on part du principe que toutes les LNP
arrivent en méme temps dans le ganglion, aux vues de leurs propriétés identiques, certaines DC vont
alors probablement capturer des LNP-antigéne en méme temps que des LNP-immunostimulant. Si la
guantité d’antigene et d’'immunostimulant absorbés est suffisante alors la DC est activée. Cette
activation se manifeste par la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires ayant pour effet d’activer
les autres DC se trouvant dans un environnement tres proche. Il s’agit en quelque sorte d’une
réaction en chaine, et on peut ainsi imaginer qu’une DC n’ayant capturé que des LNP-antigéne soit
tout de méme activée par d’autres DC activées environnantes. Le résultat est que les DC des
ganglions lymphatiques sont activées dans la méme mesure que si I'antigéne et I'immunostimulant
avaient été distribués conjointement par les mémes LNP. Or, a immunogénicité équivalente il est
beaucoup plus pratique de produire séparément les particules vectorisant I'antigene et celles
vectorisant I'immunostimulant. En effet, le greffage de I’antigene n’est pas perturbé par la présence
de I'immunostimulant, donc le procédé est plus reproductible. De plus, cela permet d’envisager un
ajustement personnalisé des doses d’antigene et d’'immunostimulant selon le patient, dans un souci
de médecine personnalisée et adaptée aux besoins de chacun. En revanche, la vectorisation de
I'Imiquimod et du MPLA s’est montrée peu satisfaisante, en raison de la faible encapsulation de
I'Imiquimod dans le coeur des LNP ainsi que du manque de stabilité sur le long terme des

formulations LNP(imi) et LNP(MPLA) préparées. Nous nous sommes donc orientés vers la
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vectorisation d’autres immunostimulants pouvant s’associer a la surface des LNP plutét que dans le
coeur lipidique, en conservant désormais la stratégie de délivrance de [I'antigene et de

'immunostimulant sur des LNP distinctes.

Nous avons déja employé le CpG en tant qu’immunostimulant sous sa forme libre dans le chapitre IV,
ce qui a contribué a augmenter la réponse humorale. Le CpG est en effet connu pour améliorer la

14314 Jinsi que I'activation

présentation de I'antigéne par les DC en privilégiant une polarisation Thl
des LT*"'*? et cellules NK™2. Le CpG étant un acide nucléique chargé négativement, nous avons
concu une LNP cationique (LNP®) permettant de le complexer a sa surface par interactions
électrostatiques. La préparation du complexe LNP*/CpG est extrémement simple, puisqu’il suffit de
mélanger les deux éléments pendant une dizaine de minutes pour que la complexation soit totale.
De cette maniére, nous évitons les pertes de réactifs et nous affranchissons d’une étape de
purification et dosage du CpG vectorisé. De plus, la complexation du CpG sur les LNP* peut tout a fait
étre réalisée extemporanément, ce qui supprime les contraintes de stabilité des LNP*/CpG pendant
le stockage, les LNP* étant trés stables sur le long terme. Grace a la délivrance du CpG via les LNP®,
nous avons observé une forte induction de réponses immunitaires in vivo chez la souris. Ce bénéfice
est le résultat du transport efficace du CpG a l'intérieur des cellules présentatrices d’antigéne,
comme nous l'avons démontré en imagerie confocale sur I'exemple de DC. Cet accés au
compartiment intracellulaire des DC permet au CpG de stimuler efficacement le TLR-9 situé dans
I’endosome, ce qui déclenche I'activation de la cellule. Nous avons en effet montré que les LNP*/CpG
favorisent I'expression des marqueurs d’activation CD40 et CD86 a la surface des DC. En outre, nous
avons observé que le CpG impacte la présentation de I'antigene par les DC selon qu’il soit sous forme
libre ou vectorisée, en jouant sur la polarisation de la réponse immunitaire. En effet, la vectorisation
du CpG par les LNP" favorise la production d’IL-13 par les LT issus d’OT-Il indiquant une orientation

Th2, tandis que le CpG libre stimule leur production d’IFNy indicatrice d’une orientation Th1.

La performance des LNP*/CpG a été évaluée au cours de plusieurs campagnes d’immunisations de
souris. L'ensemble des résultats obtenus distinguent la formulation LNP-OVA + LNP*/CpG comme
étant la plus immunogéne et capable d’induire des réponses immunitaires de grande amplitude, a la
fois humorales et cellulaires. Ce résultat est la somme des avantages conférés séparément par la
vectorisation de I'OVA et la vectorisation du CpG. Nous avons en effet identifié des effets différents
attribués a chacun de ces éléments. La vectorisation de I'OVA favorise la réponse humorale globale,
avec une polarisation Th2 des LT CD4 déterminée par la production d’lgG1. Les LNP-OVA stimulent
également la production d’IFNy par les LT CD8, ce qui traduit une présentation croisée de I'antigene.

D’autre part, la vectorisation du CpG induit a la fois une réponse humorale et cellulaire. La
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production d’lgG2a indique une polarisation Th1l des LT CD4, ce qui est confirmé par la sécrétion
d’IFNy par les LT CD4. De plus, les LNP*/CpG stimulent plus intensément la sécrétion d’IFNy par les LT
CD8, ce qui indigque une présentation croisée de I'antigene. Par conséquent, la réunion des LNP-OVA
et LNP*/CpG dans une méme formulation combine I'ensemble de ces effets permettant de générer
des réponses immunitaires de grande amplitude et qualité. Nous remarquons que ces résultats sur la
polarisation des LT CD4 différent des prévisions obtenues lors de I’expérience in vitro de présentation
de I'antigéne. Ce fait souligne I'importance de prendre du recul sur les modeles in vitro, qui sont
certes trés utiles pour tester en amont plusieurs candidats, mais qui ne peuvent garantir la
concordance avec I'in vivo. Dans le chapitre IV, nous avons souligné I'importance du taux de charge
de I'OVA sur les LNP et I'existence probable d’'une configuration optimale visant a activer les cellules
immunitaires avec un taux de charge minimal d’OVA répartie sur un plus grand nombre de LNP. Il est
possible que ce parametre joue également un réle dans le cas de la vectorisation du CpG, d’ou
I'intérét d’étudier dans le futur plusieurs taux de charge du CpG sur les LNP*. En outre, une seule

dose de CpG a été évaluée au cours de nos expériences et peut donc également étre optimisée.

Grace a |'évaluation des réponses immunitaires in vivo chez la souris en réponse a des immunisations
avec les formulations d’OVA et de CpG, nous avons pu identifier la formulation LNP-OVA + LNP*/CpG
comme étant le plus performante et capable de générer des réponses immunitaires humorales et
cellulaires d’une grande amplitude. Nous nous sommes alors demandés si de telles réponses
immunitaires étaient suffisantes pour induire une protection efficace. Nous avons utilisé des cellules
tumorales de type mélanome ayant été transfectées de sorte d’exprimer I'OVA dans leur cytoplasme.
Ce modele est particulierement pertinent pour des applications de vaccins anti-cancers, ou les
cellules cancéreuses expriment des antigénes de surface spécifiques (TAA pour tumor-associated
antigens), contre lesquels il faut diriger les réponses immunitaires cellulaires. Ces cellules expriment
I’OVA sur leur CMH-I en conséquence de leur transfection stable, et sont par conséquent un outil
idéal pour évaluer les réponses cellulaires cytotoxiques des formulations de LNP. Les cellules
tumorales ont été implantées dans des souris préalablement immunisées afin d’étudier I'effet
protecteur des formulations vaccinales. En suivant I’évolution de la croissance tumorale au cours du
temps en fonction des groupes de souris immunisées avec différentes formulations (LNP-OVA +
LNP*/CpG comparé a LNP-OVA + CpG et OVA + CpG), nous avons observé un retard significatif d’'une
dizaine de jours en moyenne sur le développement des tumeurs lorsque les souris étaient
immunisées avec la formulation LNP-OVA + LNP*/CpG. Ce délai témoigne d’une activité cellulaire
générée par les immunisations, ce qui permet vraisemblablement d’éliminer une certaine proportion
des cellules tumorales. Cependant, les immunisations se sont montrées insuffisantes et n’ont pas

permis d’éliminer la totalité des cellules tumorales, puisque I'ensemble des souris ont développé une
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tumeur atteignant le point limite final de taille. Les cellules tumorales B16 sont en effet tres

349367 | a croissance

virulentes et un faible nombre de cellules résiduelles suffit a produire une tumeur
tumorale observée dans le groupe de souris immunisées avec la formulation LNP-OVA + LNP*/CpG
peut étre due a une réponse cellulaire insuffisante au regard de la rapidité de la croissance cellulaire
des B16. Une autre hypothése serait que ces cellules aient parvenu résister a la réponse cellulaire
générée en perdant le transgene. Les tumeurs ayant été récoltées et figées dans la paraffine, il serait

intéressant de vérifier en histologie si les cellules tumorales expriment toujours I'OVA.

Finalement, nous avons montré dans ce chapitre que les réponses immunitaires induites par la
vectorisation de I'OVA pouvaient étre encore améliorées grace a la délivrance du CpG. Cette
co-délivrance est a I'origine de la production de réponses immunitaires humorales et cellulaires de
grande qualité, impliquant la production d’anticorps de type IgG1, IgG2a et IgA et I'activation des LT
CD4 et CD8. Ceci est la conséquence de la combinaison des avantages conférés par la vectorisation
de I'OVA d’une part et du CpG d’autre part. Nous avons démontré que de telles réponses
immunitaires ne requierent pas que I'antigene et I'immunostimulant soient associés dans le méme
vecteur, ce qui offre une grande liberté de formulation et d’adaptation des doses. Une premiere
étude de protection in vivo réalisée avec des cellules tumorales exprimant 'OVA nous a permis
d’observer l'impact des réponses immunitaires cellulaires, notamment avec un retard de la

croissance tumorale.
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Chapitre VI

Application a un antigene du VIH : la p24
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Aprés avoir exploré le panel de configurations possibles offert par les LNP pour induire des réponses
immunitaires spécifiques sur le modele de I'OVA, nous nous sommes attelés au cas concret et
d’actualité du VIH. Comme nous I'avons expliqué dans I'introduction, le développement d’un vaccin
anti-VIH, prophylactique ou thérapeutique, est hautement attendu pour parvenir a contréler la
pandémie de VIH. L'expérience acquise a ce jour sur la base des lecons tirées des différents essais
clinigues sur des candidats vaccins anti-VIH nous permet de définir des axes de recherches
pertinents. En particulier, il est admis qu’un vaccin efficace contre le VIH doit étre capable de générer
des anticorps neutralisants a large spectre ainsi qu’une réponse immunitaire cellulaire cytotoxique

de grande magnitude®®**

. Les anticorps neutralisants ont pour but d’agglutiner les particules
virales, afin de les empécher de contaminer de nouvelles cellules et mieux les signaler au systeme
immunitaire, tandis que la réponse immunitaire cellulaire est indispensable a I’élimination des
cellules infectées qui constituent un réservoir viral. Nous avons choisi comme premier axe de
recherche d’explorer ce deuxiéme point, en sélectionnant I'antigéne p24 issue de la capside du virus.
Cet antigene constitue un modele dont la structure a été largement étudiée et qui posséde

I’avantage d’étre relativement conservée malgré les mutations virales®’**”.

En outre, plusieurs
études ont montré sur des modeles de primates ou des patients atteints du VIH et non traités que la
présence de LT cytotoxiques spécifiques de Gag, en particulier la p24, était associée a une diminution
de la charge virale’® %, Enfin, cette protéine a été étudiée a plusieurs reprises chez le primate

379-384

non-humain (NHP) , qui constitue a I'heure actuelle le modele animal le plus pertinent pour

évaluer I'efficacité de formulations vaccinales contre le VIH en raison des similitudes de son systeme

immunitaire avec I’lhumain®®®

. Sur la base de nos travaux réalisés sur 'OVA, nous avons adapté notre
protocole de greffage sur les LNP afin de I'appliquer a la p24. Sur le méme schéma que I'OVA, nous
avons étudié l'intérét de la vectorisation de la p24 pour induire des réponses immunitaires et testé
plusieurs parametres tels que la dose d’antigene, la voie d’administration et la combinaison
immunostimulante. Pour terminer, les formulations les plus performantes sur modéle murin ont été

sélectionnées pour une étude longitudinale d’'immunogénicité sur modéle NHP.
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VI.1 Préparation de particules vectorisant la p24

VI.1.1 Choix de la technique de greffage

Précédemment dans notre groupe, plusieurs essais de greffage de la p24 sur les LNP ont été réalisés.
Dans un premier temps, le méme protocole de greffage que celui utilisé pour greffer I'OVA, a savoir
un couplage thiol-maléimide, a été appliqué a la p24, les thiols étant portés par les LNP et les
maléimides portés par la p24. Tout comme I'OVA, la p24 contient des acides aminés lysines donc des
terminaisons NH, fonctionnalisables en maléimides par réaction avec le sulfo-SMCC. Cependant, le
greffage de la p24 s’est avéré beaucoup plus compliqué que celui de I'OVA, en raison de la tendance
de la p24 a s’agréger en présence des LNP. En effet, lorsqu’elle est mélangée aux LNP, la p24 forme
spontanément des agrégats de taille similaire aux LNP donc difficilement séparables par
chromatographie d’exclusion stérique. La cause de ces agrégats est que la p24 s’auto-assemble

3% ce qui est probablement favorisé par la présence

spontanément pour former la capside du VIH
des lipides des LNP (Figure VI.1). Outre la formation d’agrégats de p24, le rendement de p24 greffée
selon cette méthode est extrémement faible (moins de 5 %) et doit étre optimisé. Une autre chimie
de bioconjugaison a alors été testée : un couplage amine-acide carboxylique via les linkers EDC/NHS
(carbodiimide/N-hydroxysuccinimide), en fonctionnalisant les LNP avec des PEG-COOH (terminaison
acide carboxylique) et en utilisant les amines primaires des lysines de la p24. Cependant, cette
stratégie a été totalement inefficace, avec un rendement de réaction nul. La stratégie choisie a donc
été de conserver la chimie thiol-maléimide initiale, en s’employant a réduire la formation des
agrégats de maniére a favoriser la réaction de greffage. Deux nouvelles réactions ont été testées, les
fonctions maléimides étant cette fois-ci portées par les LNP (par incorporation de PEG-maléimide) et
les terminaisons thiols portées par la p24. Dans le premier cas, les thiols sont produits par ouverture
des ponts disulfures reliant les deux cystéines de la p24, en utilisant I'agent réducteur DTT
(dithiothréitol). Dans le deuxiéme cas, les thiols sont introduits par réaction de la p24 avec le 2-
iminothiolane (réactif de Traut), réactif vis-a-vis des amines primaires portés par les lysines. Ces deux
méthodes ont été plus fructueuses, avec une plus grande proportion de p24 greffée malgré la
persistance des agrégats de p24. Néanmoins, I'ouverture du pont disulfure reliant les cystéines de la
p24 peut avoir altéré la conformation spatiale de la protéine et donc son antigénicité. Les
caractéristiques de ces différentes stratégies de greffage sont résumées dans la Table VI.1. La
derniere stratégie (LNP-mal + p24-SH via réactif de Traut) semble la plus prometteuse et est celle

retenue en vue d’optimiser les conditions de greffage de la p24.
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Figure VI.1. Formation d’agrégats de p24 en présence des LNP (fractions 10 a 20) aprés 2h

d’exposition.

La p24 seule ne s’agrége pas, méme en étant fonctionnalisée avec des thiols. En revanche, en

présence des LNP, la p24 forme des agrégats.

Stratégie de greffage | Fonctionnalisation | Acides aminés Rendement Inconvénients
de la p24 mis en jeu de p24 greffée
LNP-SH + p24-mal Sulfo-SMCC Lysines (10) <5% Rendement insuffisant +
agrégats de p24
LNP-COOH + p24-NH, EDC/NHS Lysines (10) 0% Greffage inefficace
LNP-mal + p24-SH DTT Cystéines (2 en =15% Risque d’altération de
pont disulfure) I'antigénicité de la p24 +
agrégats de p24
LNP-mal + p24-SH Réactif de Traut Lysines (10) =10% Agrégats de p24

Table VI.1. Caractéristiques principales des différentes stratégies préalablement testées pour le

greffage de la p24 sur les LNP.
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VI.1.2 Optimisation du greffage de la p24

Le réactif de Traut est un composé cyclique qui réagit spontanément avec les amines primaires a
pH 7-9 et introduit une terminaison thiol par ouverture du cycle (Figure VI.2). Le fournisseur
(ThermoFisher Scientific) recommande d’utiliser 2 a 20 équivalents molaires de 2-iminothiolane par
protéine, selon la taille de la protéine et le niveau de thiolation recherché. La réaction étant tres
efficace, une heure suffit pour que la thiolation des amines soit compléte. Comme nous souhaitons
introduire un nombre limité de fonctions thiols dans la p24, de maniere a éviter la formation
d’agrégats, et la p24 étant une protéine de taille moyenne (27 kDa), nous avons testé 2 et 10
équivalents molaires de 2-iminothiolane par p24, le temps de réaction étant fixé a 1h. Le ratio
molaire de p24 par fonction maléimide exprimée par les LNP a également été étudié : 0.5, 1 ou 2
équivalents molaires, pour un temps de réaction de 2h ou 20h. Le mélange réactionnel a été effectué
a froid, en ajoutant goutte a goutte les LNP dans la solution de p24 reconcentrée par

ultracentrifugation.

Fonctionnalisation de la p24

1) 2-iminothiolane

2) fluorescéine-NHS

Figure VI.2. Greffage de p24 a la surface des LNP-mal.
La p24 est fonctionnalisée par réaction avec le 2-iminothiolane (réactif de Traut), afin de transformer
les terminaisons amines en terminaisons thiols. La p24 est marquée en fluorescence par traitement

avec la fluorescéine-NHS.
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Figure VI.3. Comparaison des paramétres de greffage de la p24 a la surface des LNP.

Le temps de réaction est fixé a 2h. Les parameétres étudiés sont le ratio réactif de Traut / p24 (2 ou 10

équivalents) et le ratio p24 / thiol (0.5, 1 ou 2 équivalents). Les proportions de p24 greffée et agrégée

sont indiquées en rouge au-dessus des pics correspondants.

208



20h de réaction 2 eq Traut / p24 10 eq Traut / p24

—=—LNP (Did) —&—p24 (fluo) —=— NP (Did) —5—p24 (fluo)

50000 40000 +

40000
30000

0,5 eq p24 / maléimide 0000 20000
20000

10000 10000

Intensité de fluorescence (u. a.)
Intensité de fluorescence {u. a.)

Fraction d'élution Fraction d'élution

—&— NP (DiD) —B—p24(fluo) —a— LNP (DiD) —B&—p24 (fluo)

50000 50000

40000 40000

30000 30000

1 eq p24 / maléimide

20000 20000

10000 10000

Intensité de fluorescence (u. a.)
Intensité de fluorescence {u. a.)

Fraction d'élution Fraction d'élution

—=—LNP (Did) —HB—p24 (fluo) —&—LNP (DiD) —B&—p24 (fluo)

40000 - 50000

40000
30000

30000

2 eq p24 / maléimide 20000
20000

10000
10000

Intensité de fluorescence (u. a.)
Intensité de fluorescence (u. a.)

Fraction d'élution Fraction d'élution

Figure VI.4. Comparaison des paramétres de greffage de la p24 a la surface des LNP.
Le temps de réaction est fixé a 20h. Les paramétres étudiés sont le ratio réactif de Traut / p24 (2 ou
10 équivalents) et le ratio p24 / thiol (0.5, 1 ou 2 équivalents). Les proportions de p24 greffée et

agrégée sont indiquées en rouge au-dessus des pics correspondants.

Les formulations de LNP-p24 ont été purifiées par chromatographie d’exclusion stérique (Figures VI.3
et VI.4). Les fractions récoltées ont été analysées en fluorescence pour détecter la répartition des
LNP(DiD) et de la p24(fluorescéine). L’'ensemble des graphes obtenus montre 3 populations de p24.
La premiere population (pics 2 a 10) correspond a la p24 greffée sur les LNP. La deuxieme population
(pics 10 a 18) correspond aux agrégats de p24 qui ont lieu en présence des LNP. Enfin la troisieme
population (pics 20 a 30) correspond a I'excés de p24 libre non agrégée. La proportion de p24 greffée

et agrégée est indiquée en rouge au-dessus des pics correspondants. Analysons dans un premier
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temps les graphes obtenus pour 2h de réaction (Figure VI.3). Nous observons que la proportion
d’agrégats augmente avec le ratio de p24/LNP diminue, autrement dit quand la proportion de LNP
augmente. Ce résultat est logique puisque les agrégats sont provoqués par la présence des LNP. En
particulier pour un ratio de 2 équivalents de p24 / LNP, la proportion d’agrégats est trés faible (8 %).
Cependant, la proportion de p24 greffée est également tres faible (2 a 3 %). La condition a
1 équivalent de p24 / LNP est celle qui fournit le meilleur compromis entre la proportion de p24
greffée (6 %) et d’agrégats de p24 (entre 15 et 20 %). De plus, le ratio réactif de Traut / p24
n’impacte pas le greffage de la p24. Ensuite, lorsque I'on analyse les graphes obtenus pour 20h de
réaction (Figure VI.4), nous observons que la proportion de p24 greffée a diminuée et que celle
d’agrégats de p24 a augmenté. Finalement, la meilleure configuration des parameétres de greffage est
la suivante :

e 2 équivalents de réactif de Traut / p24

e 1 équivalent de p24 / maléimide

e 2h de réaction p24 + LNP.

Le greffage de p24 a la surface des LNP augmente leur taille d’en moyenne 7 nm, en maintenant une
valeur de PDI aux alentours de 0.15 et leur charge de surface est tres légérement diminuée d’environ

2 mV (Table VI.2).

Formulation Nb de lots Taille (nm) PDI Charge a pH 7.0 (mV)
F80 28 733 0.14 £0.02 -5.0+1.0
F80-p24 7 80+3 0.17+0.01 -6.8+2.7

Table VI.2. Taille et charge de surface moyennes des LNP-p24 et LNP de base.

VI.1.3 Quantification de la p24 greffée sur les LNP

Afin de vérifier que notre méthode de calcul nous donne une approximation correcte de la quantité
de protéine greffée, nous avons réalisé un dosage quantitatif de protéine grace au réactif CBQCA
(3-(4-carboxybenzoyl)quinoline-2-carboxaldehyde). Cette molécule est associée a un fluorophore qui
n’est actif que lorsque le CBQCA réagit avec une amine primaire en présence de cyanure. L’avantage
de cette analyse est que le CBQCA est peu sensible aux lipides, qui sont connus pour interférer avec
la plupart des méthodes de quantification de protéines. Pour cette analyse, nous réalisons deux

gammes étalons a partir de quantités connues de p24 et de LNP (Figure VI.5). Méme si les lipides ne
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sont pas censés altérer le test, nous prévoyons tout de méme une gamme étalon de LNP dans le but
de corriger le calcul si besoin. Un échantillon de 100 ng de LNP-p24 (quantité de p24 « théorique »
calculée par fluorescence d’aprés le profil d’exclusion stérique) a ensuite été dosé et comparé aux
gammes étalons réalisées. A cette quantité théorique de p24 correspond une quantité théorique de
LNP de 10 640 ng. La quantité de p24 dosée est égale a 91 ng et donc relativement proche de celle
calculée par la méthode classique, bien qu’une erreur de 9% soit observée (Figure VI.5). Ce peut étre
d au fait que le test est directement lié au nombre d’amines primaires disponibles. Or, la p24 est
greffée aux LNP par I'intermédiaire de ses lysines porteuses d’amines primaires. La p24 greffée ayant
donc moins d’amines primaires disponibles pour le dosage, sa quantité est donc nécessairement
sous-estimée par rapport a la p24 originale utilisée pour réaliser la gamme étalon. Néanmoins, cette
expérience nous a permis de confirmer que la quantité p24 déterminée par comparaison des

intensités de fluorescence est trés proche de la réalité.

gamme étalon p24 gamme étalon LNP
30000 40000 -
© ©
: - 30000 -
3; 20000 2
e O 20000
= = y =0,367x
L 10000 L 10000 R? = 0,999
4+ +
k= 0 £ 0 . .
0 200 400 600 800 - 50000 100 000
P24, ng LNP, ng
p24 théorique, ng ‘ p24 mesurée, ng ‘ Erreur, %
100 ‘ 91 ‘ 9

Figure VI.5. Dosage de p24 dans les fractions rassemblées de LNP-p24 par réaction avec le CBQCA.

La mesure quantitative nécessite la réalisation de gammes étalons de p24 et de LNP.
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VI.1.4 Controle de la cytotoxicité des LNP-p24

Comme pour chaque nouvelle formulation préparée, nous devons vérifier que les traitements
réalisés sur les particules n’affectent pas leur innocuité et qu’elles sont toujours tolérées par les
cellules. Nous avons donc réalisé une expérience de cytotoxicité des LNP-p24 sur des fibroblastes
NIH/3T3 pendant 24h et sur une gamme de concentration en LNP variant de 100 pg/mL a 1.5 mg/mL,
en comparant avec les LNP de base. Les résultats obtenus confirment que les LNP-p24 préparées
sont hautement tolérées par les fibroblastes, avec plus de 75 % de viabilité cellulaire apres une
exposition de 24h a la plus forte dose de 1.5 mg/mL (Figure VI.6). Les formulations de LNP-p24

préparées sont donc adaptées a des expériences in vivo sur animaux.
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Figure VI.6. Cytotoxicité des LNP-p24 sur des fibroblastes NIH/3T3 apres une exposition de 24h.
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VI.2 Etude d’immunogénicité des formulations de p24 chez la souris

Dans les faits, les évaluations d’immunogénicité des formulations de p24 ont été réalisées en
parallele de celles avec I'OVA. Concrétement, les mémes animaux ont été immunisés avec les
LNP-OVA, les LNP-p24 et une seule dose d’'immunostimulant pour les deux antigenes. En procédant

ainsi, I'OVA sert de controle vis-a-vis de la p24 dont nous savons qu’elle est trés peu immunogeéne.
VI.2.1 Intérét de la vectorisation de la p24

L'intérét de vectoriser un antigene par les LNP a été dans un premier temps démontré dans le
chapitre IV sur le modele de I'OVA, et nous devons désormais le confirmer dans le cas concret du VIH
avec 'antigéne p24, connu pour étre trés peu immunogeéne®*. Nous avons donc évalué la réponse
humorale induite chez des souris immunisées avec des formulations contenant I'équivalent de 5 ug

de p24 vectorisée ou libre, adjuvantée ou non avec 10 pug de MPLA (Figure VI.7).
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Figure VI.7. Analyse de la réponse humorale anti-p24 et intérét de la vectorisation de la p24.
Production d’anticorps spécifiques de 'OVA en réponse a des immunisations de souris avec des
formulations de p24 et de MPLA. Chaque cercle représente une souris et les barres représentent la
moyenne du groupe. Analyse statistique ANOVA-1 suivie du test de Fisher.

** n<0.01, * p<0.05.

213



Dans les deux cas, avec ou sans adjuvant, les LNP-p24 généerent une production d’anticorps
significative, augmentée en moyenne d’un facteur 10 (LNP-p24: 10 + 2 vs p24: 1 + 1; p=0.005 et
LNP-p24 + MPLA : 75 £ 23 vs p24 + MPLA : 8 £ 5 ; p=0.007). En revanche, le simple ajout de LNP nues
a la p24 n’a aucun effet puisqu’elles ne jouent que le réle de vecteur et n‘ont pas de propriétés
immunostimulantes intrinseques. En outre, la présence d’'un immunostimulant tel que le MPLA est
indispensable a l'induction d’une réponse humorale de haute magnitude. Ces résultats sont

totalement en accord avec ceux obtenus dans le cadre de la preuve de concept avec I'OVA.

VI.2.2 Comparaison des voies d’administration et doses d’antigene

Comme nous l'avons fait précédemment avec I'OVA comme modeéle, nous avons souhaité vérifier
que les formulations de p24 sont performantes par une autre voie d'immunisation que l'injection
intrapéritonéale et a plusieurs dose de p24. Pour cela, nous avons réalisé une campagne
d’'immunisation de souris afin de comparer l'injection classique par voie intrapéritonéale avec
I"administration sous-cutanée, cela a des doses décroissantes de p24 de 5, 1.5 et 0.5 ug. Ces
parameétres ont été évalués sur la base de la formulation LNP-p24 + CpG, en rajoutant la formulation
LNP + p24 + CpG comme contrble pour I'administration sous-cutanée aux doses de p24 de 0.5 et
5 pg. L'immunogénicité de la p24 a été déterminée par dosage de la réponse humorale induite chez

les souris. Les résultats sont représentés dans leur globalité en Figure VI.8.
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Figure VI.8. Analyse de la réponse humorale et étude de la voie d’injection et de la dose de p24.
Production d’anticorps spécifiques de la p24 en réponse a des immunisations de souris avec des
formulations contenant différentes doses de p24 et selon deux voies d’administration. Chaque cercle

représente une souris et les barres représentent la moyenne du groupe.
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Afin de mieux comparer les différents groupes entre eux, nous les avons représentés séparément.
Nous avons tout d’abord analysé la réponse humorale induite par des immunisations sous-cutanées
avec différentes doses de p24 (Figure VI.9). Les résultats montrent que les LNP sont capables
d’augmenter I'immunogénicité de la p24 en administration sous-cutanée sous réserve que la dose de
p24 soit suffisante. Une dose de 0.5 ug de p24 est trop faible pour que la vectorisation de la p24 par
les LNP impacte significativement la réponse humorale (LNP-p24 + CpG [0.5] : 14 + 9 vs LNP + p24 +
CpG [0.5]: 1 £ 0). En revanche, a une dose de p24 de 5 ug la vectorisation de la p24 par les LNP
permet d’augmenter la production d‘anticorps d’un facteur 5 (LNP-p24 + CpG [5]: 44 + 10 vs
LNP + p24 + CpG [5] : 9 £ 3; p=0.030). De plus, parmi les 3 doses testées, la dose intermédiaire de
1.5 pg de p24 semble étre la plus performante et se distingue significativement des 2 autres doses
testées (LNP-p24 + CpG [1.5] : 86 + 15; p<0.001 par rapport a LNP-p24 + CpG [0.5] et p=0.005 par
rapport a LNP-p24 + CpG [5]). Ces observations sont cohérentes avec celles réalisées sur le modele
de I'OVA dans le chapitre IV, puisque la dose intermédiaire de 3 ug d’OVA conduisait également a la

production d’anticorps spécifique la plus élevée.
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Figure VI.9. Analyse de la réponse humorale anti-p24 et étude de la dose de p24.
Production d’anticorps spécifiques de la p24 en réponse a des immunisations sous-cutanées de souris
avec des formulations contenant différentes doses de p24. Chaque cercle représente une souris et les

barres représentent la moyenne du groupe. Analyse statistique ANOVA-1 suivie du test de Fisher. ***

p<0.001, ** p<0.01, * p<0.05.
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Dans un deuxiéme temps, nous avons analysé l'effet de la dose de p24 en administration
intrapéritonéale et finalement comparé ces 2 techniques d’administration. A [linverse de
I"administration sous-cutanée, la dose de p24 n’influe pas la réponse humorale en administration
intrapéritonéale, ce que nous avions déja remarqué avec I’'OVA (Figure VI.10). En revanche, la p24 se
comporte difféeremment de 'OVA dans le sens ou la réponse humorale est significativement plus
intense suite a une administration intrapéritonéale par rapport a une administration sous-cutanée
(LNP-p24 + CpG [SC] vs LNP-p24 + CpG [IP]: p<0.001 pour 0.5 pg de p24; p=0.050 pour 1.5 ug de
p24 ; p=0.016 pour 5 pg de p24).
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Figure VI.10. Analyse de la réponse humorale anti-p24 et étude de la voie d’injection.

Production d’anticorps spécifiques de la p24 en réponse a des immunisations sous-cutanées de souris
avec des formulations contenant différentes doses de p24. Chaque cercle représente une souris et les
barres représentent la moyenne du groupe. Analyse statistique ANOVA-1 suivie du test de Fisher. ***

p<0.001, * p<0.05.

Ces résultats démontrent que nous sommes capables d’augmenter I'immunogénicité de la p24 en la
délivrant via les LNP, ce qui se vérifie par une augmentation de la production d’anticorps spécifiques
en réponse a des immunisations par voie intrapéritonéale ou sous-cutanée. La réponse humorale est
plus intense dans le cas d’'une immunisation intrapéritonéale et est indépendante de la dose de p24
injectée, ce qui autorise de réduire la dose d’antigene d’un facteur 10. En revanche, I'effet de la dose
de p24 est visible en immunisation sous-cutanée, la plus faible dose de 0.5 pg de p24 étant inefficace

tandis que la dose intermédiaire de 1.5 pug se montrant plus performante que la dose maximale de

5 pue.
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VI.2.3 Intérét de la double vectorisation de la p24 et du CpG

D’aprés les études préliminaires réalisées avec le modele OVA, nous avons identifié le CpG comme
étant un immunostimulant particulierement efficace, en particulier lorsque celui-ci est vectorisé par
une LNP*. Nous I'avons donc appliqué a I'exemple de la p24 et avons comparé les différentes
combinaisons de p24 et de CpG vectorisés ou non, dans une campagne d’immunisation dont le but
est d’évaluer les réponses immunitaires en termes de production d’anticorps spécifiques et

d’activation des LT, dirigées spécifiquement contre la p24.

L'analyse de la réponse humorale (Figure VI.11 a) montre que la vectorisation de la p24 par les LNP
augmente la production d‘anticorps spécifiques d’'un facteur 30 (p24 + CpG: 3 + 3 ug/mL;
LNP-p24 + CpG: 94 + 23 ug/ml; p=0.042). De la méme maniére, la délivrance du CpG par les LNP"
améliore également le taux d’anticorps d’un facteur 30 (p24 + LNP’/CpG: 99 + 35 ug/mL; p=0.038 par
rapport a p24 + CpG). En conséquence, la co-délivrance de la p24 et du CpG sur des vecteurs distincts
accentue davantage la réponse humorale de maniéere significative par rapport a I'ensemble des
autres combinaisons (LNP-p24 + LNP*/CpG: 285 + 51 ug/mlL; p<0.001 par rapport & tous les autres
groupes). De plus, I’étude de la réponse cellulaire souligne spécifiguement le bénéfice procuré par les
LNP* vectorisant le CpG, car leur utilisation est indispensable & I'activation des LT (Figure VI.11 b). En
effet, la simple vectorisation de la p24 est insuffisante pour générer une production d’IFNy par les
splénocytes stimulés. Par ailleurs, la meilleure configuration permettant d’induire une importante
activation des splénocytes est la double vectorisation de la p24 et du CpG, qui se distingue des autres
groupes de maniére significative (P24 + CpG: 0 + 0 pg/mlL; LNP-p24 + CpG: 32 + 11 pg/mL;
p24 + LNP'/CpG: 1696 + 1037 pg/mlL; LNP-p24 + LNP’/CpG: 6220 + 1403 pg/mL, p<0.001 par rapport

a tous les groupes).

217



anticorps anti-p24 IFNy
500
E | = ! 10000 - | L 1
D 400 0 3
-
- . o TE| 8000
-
ol -
e S 6000 - o 2
200 4 = - ©
@ @ < 4000 A
8_ 8 LL O
§ 100 —_— T o — 2000 - _ o
S o4 e8e 8 ® 0{amm® amm W
I 1 1 1 | I 1 |
b‘*OQG MQQG QR\QQG ¢ o° D‘XOQG' b‘kc&e & \QQG ?x\OQG
QrL Q‘QQ’ x\’$ x\V Q'?' Q'Q x\’\\\ x Vv
W &g W i N
o o

Figure VI.11. Analyse de la réponse humorale et cellulaire anti-p24 et étude des combinaisons de CpG.
Réponses immunitaires évaluées chez des souris immunisées avec différentes formulations de p24 et
de CpG, par a) la production d’anticorps spécifiques et b) la production d’IFNy par les splénocytes
stimulés avec I'antigene. Chaque cercle représente une souris et les barres représentent la moyenne
du groupe. Analyse statistique ANOVA-1 suivie du test de Fisher.

*** p<0.001 ; ** p<0.01; * p<0.05.

Nous avons également analysé I'isotypage des anticorps ainsi que les acteurs de la production d’IFNy
(Figure VI.12). Les résultats révelent que I'utilisation des LNP pour la délivrance de la p24 stimule
principalement la production d’anticorps IgG1, tandis que I'emploi des LNP* pour la vectorisation du
CpG augmente la production d’lgG1 et d’IgA, ainsi que celle d’lgG2a dans une moindre mesure. La
combinaison des deux LNP pour la co-délivrance de la p24 et du CpG apparait comme étant la plus
performante et améliore de maniére significative la production de tous les isotypes étudiés (p24 +

CpG vs LNP-p24 + LNP"/CpG; IgG1 p=0.003; IgG2a p<0.001; IgA p=0.008).

L'analyse des résultats de dosage intracellulaire de I'lFNy montre que la vectorisation de la p24 par
les LNP stimule particulierement I’activation des LT CD8 (p24 + CpG: 0.55 + 0.03 %; LNP-p24 + CpG:
0.88 + 0.09 %; p=0.022), tandis que les LNP* employées pour délivrer le CpG activent a la fois les LT
CD4 (p24 + CpG: 0.50 + 0.03 %; p24 + LNP'/CpG: 0.82 + 0.11 %; p=0.048) et les LT CD8 (p24 + CpG:
0.55 +0.03 %; p24 + LNP*/CpG: 1.03 + 0.11 %; p=0.002). Sans surprise, la combinaison des LNP-p24 et
LNP*/CpG additionne les avantages procurées par chaque élément, permettant d’activer

significativement les LT CD4 (LNP-p24 + LNP*/CpG: 1.10 #+ 0.14 %; p<0.001 par rapport d p24 + CpG)
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et CD8 (LNP-p24 + LNP'/CpG: 1.21 + 0.09 %; p<0.001 par rapport & p24 + CpG). Ces résultats
suggeérent que I'immunisation de souris avec la p24 et le CpG tous deux vectorisés par des LNP
distinctes induit non seulement I'activation de LT auxiliaires (CD4), qui orchestrent la réponse

immunitaire, mais également I’activation de LT CD8, requis pour I'élimination des cellules infectées.

a) Isotypage anti-p24
20000 —
*
__ 15000 - k% b)
5 @® IFNy
— 2
o) E - — ik
_— (=]
P o o = :
& 5000 4 g L o
ap @ g0 *
S o O
0 -es= el 0] —G—
T T T = 1,01
40000 — E - 8
- % _dé_ (@]
*kk == < 0.5 7 o
30000 o)
© g ° © 0,0
=] 3 T T T T
N = i
R 20000 20
D) 5 —_ *kk
- & - X
8 10000 < ke
o] oo
0] e @ B © o -
T T T = 1.0 4 cvan
500 — z £ o ©
wod{ —L o oo 0957 3
: :
£ 300 0.0
53 T o P
2 £ 200 o _m A P TC aP
G;) Q{L V\Q’Q &X\F\ x\"v\
=~ 100 - o v F ed
- o =
od & @ ®
I 1 I I
x C'QC‘) x QG y \CJQ 3 \GQG
9 B “\S? \q,?
o e® AN N
) o 0¥
W

Figure VI.12.Analyse des isotypes d’anticorps et des cellules impliquées dans la réponse cellulaire.

a) Production d’anticorps spécifiques de la p24 d’isotypes 1gG1, IgG2a et IgA et b) production
intracellulaire d’IFNy par les LT CD4 et CD8 issus de souris immunisées avec des formulations d’OVA et
de CpG. Chaque cercle représente une souris et les barres représentent la moyenne du groupe.
Analyse statistique ANOVA-1 suivie du test de Fisher.

**% p<0.001 ; ** p<0.01 ; * p<0.05.
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Ces résultats sont cohérents avec ceux obtenus avec 'OVA comme antigéne (chapitre V), ce qui
supporte la versatilité des LNP qui sont capables d’accroitre la réponse humorale spécifique dirigée
contre deux antigénes différents, dont la p24 réputée pour sa faible immunogénicité. L'importance
de I'association des deux LNP vectorisant d’une part la p24 et d’autre part le CpG est a nouveau mise

en avant par I'amplitude et la qualité de la réponse immunitaire générée.
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VI.3 Etude d’immunogénicité des formulations de p24 chez le macaque

Les études d'immunogénicité menées chez la souris ont indubitablement démontré I'intérét des LNP
en tant que vecteurs d’antigenes et d'immunostimulants. Afin de poursuivre notre investigation, la
performance des formulations de p24 a également été testée sur un modele de primates non
humains, qui est le modéle animal le plus pertinent dans le cadre de la recherche contre le VIH en
raison des similitudes avec le systéme immunitaire humain. Cette étude a été réalisée dans le cadre

d’une collaboration avec le laboratoire IDMIT de Roger Le Grand.

VI.3.1 Conception de I'étude et préparation des formulations

L’étude compte 12 macaques cynomolgus répartis en 3 groupes de 4, chacun comprenant 2 males et
2 femelles. Les formulations vaccinales testées sont les suivantes :

e LNP-p24 + LNP*/CpG

o LNP-p24 + CpG

o p24+CpG
La campagne prévoit 3 immunisations intradermiques a 6 semaines d’intervalle, suivies d’'une
injection supplémentaire retardée a 13 semaines aprés la précédente injection. Les animaux
recoivent a chaque immunisation une dose de 64 pg de p24 et 253 ug de CpG. Toutes les deux
semaines, un prélevement de sang est effectué afin de réaliser un suivi de la réponse immunitaire au

fur et a mesure des immunisations (Figure VI.13).

Pour mener a bien cette étude, nous avons di{ préparer une quantité importante de LNP-p24. En
effet, dans un souci de constance nous avons préféré préparer un lot unique de particules pour
réaliser la totalité des immunisations. Ayant I’habitude de réaliser le greffage de la p24 a I'échelle du
laboratoire et en petites quantités (de I'ordre de 1 mg), nous sommes incapables de prédire le
comportement de cette réaction lorsque les quantités de réactifs sont multipliées par 20. Nous avons
donc choisi de rester dans les conditions connues, en réalisant le greffage de la p24 dans vingt tubes
en paralléle contenant tous la méme quantité de réactifs et traités dans les mémes conditions. Cette
fois-ci, au lieu de mélanger les LNP et la p24 dans un bain de glace, nous restons a température
ambiante afin de favoriser la réaction de greffage par rapport a la formation des agrégats de p24. En
raison du nombre d’échantillons a traiter, nous sommes contraints de réaliser la réaction de greffage

un premier jour et de laisser la réaction se prolonger jusqu’au lendemain, jour de purification.
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Pour cette étude, les LNP contiennent du DiD mais la p24 n’est pas marquée en fluorescence. Seul un
tube témoin est réalisé avec de la p24 marquée a la fluorescéine pour servir de modele lors de la
purification par chromatographie d’exclusion stérique. Tous les tubes sont purifiés dans les mémes
conditions et le profil de fluorescence obtenu pour le tube témoin indique les fractions contenant les
LNP-p24 a réunir pour I'ensemble des tubes. De plus, un controle est réalisé avec de la p24
fluorescente seule, traitée dans les mémes conditions de greffage hormis I'ajout de LNP. Cela nous
permet de controler le comportement de la p24 en conditions expérimentales, en particulier

|"apparition d’agrégats.

La purification du contréle p24 montre deux pics : le pic A2 correspond a la population de p24 libre
sous forme monomeérique (Figure VI. 14). Le pic Al correspond donc a une population plus grosse
composée d’agrégats de p24, qui s’est vraisemblablement formée en raison du temps de réaction
prolongé. En effet, la p24 ayant été traitée avec du 2-iminothiolane, les fonctions thiols introduites
n’étant pas engagées dans une réaction de bioconjugaison finissent par réagir entre elles pour
former des ponts disulfures. La purification du témoin LNP-p24 est décomposée en deux parties : la
contribution LNP-mal (signal DiD) et la contribution p24-SH (signal fluorescéine). La contribution
LNP-mal donne un pic unique B1, qui correspond donc a la population de LNP. A ce stade, on voit que
le pic B1 (LNP) sort dans les mémes fractions que le pic Al (p24 agrégée). Lorsque I'on étudie la
contribution p24, on observe alors trois pics. Le pic C3 est en accord avec le pic A2 correspondant a la
p24 sous forme monomérique. En revanche, le pic intermédiaire C2 n’est cohérent avec aucun pic du
contrdle. Enfin, le pic C1 est superposable a la fois au pic B1 (LNP) et au pic Al (p24 agrégée). Ce pic
C1 est donc constitué soit de p24 greffée aux LNP, soit de p24 agrégée. Le pic C1 étant directement
corrélé avec le pic B1, cela confirme la présence de LNP. Cependant, cela ne garantit pas que ces LNP
portent de la p24, le signal de p24 pouvant étre di a de la p24 agrégée, mélangée aux LNP nues.
Nous savons que la p24 forme spontanément des agrégats en solution, préférentiellement des
dimeres®”, d’autant plus en présence de lipides. Or, le controle p24 a été réalisé en I'absence de LNP.
Par conséquent le pic d’agrégats observé dans le controle peut étre de nature différente que celui
observé dans le témoin. En effet, la formation d’pgrégatd dans le tube contréle provient
vraisemblablement de la formation de ponts disulfures entre plusieurs protéines fonctionnalisées,
tandis que dans le cas du tube de LNP-p24 les fonctions thiols introduites dans la p24 vont réagir
avec les fonctions maléimides exprimées par les LNP. Cela défavorise la formation de ponts disulfures
entre deux protéines et la formation d’agrégats de p24 est principalement liée a un phénomene de
dimérisation encouragé par la présence des lipides des LNP. Nous supposons donc que les agrégats

de p24 constituent le pic C2 et que le pic C1 correspond a la p24 greffée aux LNP.
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Afin de vérifier notre supposition, nous avons réalisé un immunoassay. Les fractions 4 a 10
correspondant au pic C1 ont été rassemblées. Nous avons la certitude que ces fractions contiennent
les LNP et nous voulons vérifier que la p24 est bien greffée sur les LNP. Pour cela, nous réalisons un
coating avec un anticorps standard anti-p24 dans une plaque 96 puits, et nous déposons ensuite un
échantillon des fractions rassemblées du pic C1. Aprées plusieurs lavages, nous mesurons I’émission
de fluorescence du DiD contenu dans les LNP. En effet, si la p24 présente dans le pic C1 est bien
greffée aux LNP, elle se fixe a I'anticorps tout en restant accrochée aux LNP. A l'inverse, si la p24 est
sous forme d’agrégats et non fixée aux LNP alors les LNP nues n’ont aucune raison de se fixer a
I’anticorps anti-p24 au fond du puits. Pour vérifier la spécificité de la fixation, des contréles sont
réalisés avec un coating de BSA et des échantillons de PBS et de LNP nues. Une émission de
fluorescence du DiD est observée dans le seul cas de I'échantillon du pic C1 déposé sur un coating
d’anticorps anti-p24 (Figure VI.15). Cette expérience confirme que la p24 est bel et bien greffée a la
surface des LNP. Cependant, les pics C1 et C2 sont relativement rapprochés et la séparation entre ces
deux pics est imparfaite. Par conséquent, en rassemblant les fractions 4 a 10, nous récupérons

forcément une petite proportion d’agrégats de p24.
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Figure VI.15. Contréle du greffage de la p24 sur les LNP par immunoassay.

La quantité de p24 greffée est calculée de la méme maniere que pour I'OVA (voir calcul partie
expérimentale section VII1.2.3 p.244). Selon ce calcul, pour un total de 38 mg de p24 et 1.17 g de LNP
introduits, nous obtenons un rendement de p24 de 26 % et un rendement de LNP de 89 % soit un

taux de charge de 0.94 % massique et 59 p24/LNP.
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L’étude d'immunogénicité chez le primate se déroulant sur plusieurs mois, le lot de LNP-p24 préparé
dans ce but a été suivi tout au long de I'étude et aprés celle-ci. Les LNP-p24 ont fait montre d’une
grande stabilité sur le tres long terme. La taille des particules a été mesurée par DLS jusqu’a 15 mois
apres formulation, démontrant un profil de taille superposable au profil initial et I'absence d’agrégats

de particules (Figure VI.16).
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Figure VI.16. Stabilité des LNP-p24.
Superposition des profils de taille de LNP-p24 mesurés par DLS le jour du greffage ainsi que 9

semaines, 34 semaines et 71 semaines aprés conservation a 4°C.

VI.3.2 Evaluation des réponses immunitaires chez le macaque

L'immunogénicité des formulations de p24 et CpG administrées aux macaques a été évaluée par la
production d’anticorps spécifiques, dosés dans le sérum des macaques, ainsi que par la
qguantification des cellules productrices d’IFNy par ELISPOT, au fur et a mesure de I'étude

(Figure VI.17).

Le dosage des anticorps spécifiques de la p24 révele que le groupe de macaques immunisé avec la
formulation LNP-p24 + LNP*/CpG se distingue des autres en termes de taux significatifs d’anticorps, a
hauteur de 1975 pg/mL en moyenne et 4198 pg/mL chez l'individu le plus réactif (p<0.001 par
rapport a tous les groupes). La production d’anticorps commence dés la premiére immunisation
(semaine 2) pour 2/4 individus du groupe LNP-p24 + LNP*/CpG et s’éléve pour 4/4 individus dés la
deuxieme injection (semaine 8) en étant maintenue jusqu’a la fin de I'étude (semaine 29). Les

injections supplémentaires sont suivies d’un pic de production d’anticorps, augmentée d’un facteur 3

226



(semaine 14) a 6 (semaine 27), tandis que le taux d’anticorps est en moyenne 50 fois plus élevé que
dans le groupe contrbéle p24 + CpG. Dans le meilleur des cas, une augmentation de la réponse
humorale d’un facteur 95 est mesurée aux semaines 10, 12 et 19 par rapport au groupe controle.
Dans les autres groupes, LNP-p24 + CpG et p24 + CpG, la réponse humorale est pratiquement

inexistante tout au long de I'étude, malgré les multiples immunisations.

En paralléle de la réponse humorale, la réponse spécifique des LT a été mesurée par dosage des
cellules productrices d’IFNy. La tendance obtenue au cours du temps concorde avec les résultats
observés pour la production d’anticorps. La principale différence est que I'ensemble des groupes

éme

produit une réponse, avec des magnitudes différentes. A partir de la 2°™ immunisation (semaine 8),
le groupe LNP-p24 + LNP*/CpG est significativement plus efficace a promouvoir la réponse des LT par
rapport aux 2 autres groupes (p<0.05 par rapport aux autres groupes). Les immunisations suivantes
provoquent une élévation supplémentaire du nombre de cellules productrices d’IFNy, en particulier
dans le groupe LNP-p24 + LNP*/CpG, avec une augmentation d’un facteur 2 (semaine 14) a 4
(semaine 27) jusqu’a un maximum de 293 SFC/10° PBMC en moyenne et 475 SFC/10° PBMC chez
I'individu le plus réactif (p<0.001 par rapport aux autres groupes). Aux semaines 14, 27 et 29, nous

avons noté une amélioration d’un facteur 20 de la réponse cellulaire dans le groupe LNP-p24 +

LNP*/CpG par rapport au groupe contrdle p24 + CpG.

L’'ensemble de ces résultats supporte les avantages conférés par les LNP pour la délivrance de la p24
et du CpG. En particulier, les LNP* vectorisant le CpG se sont montrées indispensables a I'induction de
réponses immunitaires humorales et cellulaires de forte magnitude chez le macaque. En effet, la
simple vectorisation de la p24 s’est montrée insuffisante pour stimuler la réponse cellulaire comme
c’est le cas chez la souris, mais également la réponse humorale, bien qu’une réponse soit observée
chez la souris. Le bénéfice des LNP a été une fois de plus démontré par leur capacité a augmenter
considérablement I'immunogénicité de la p24, que nous avons quantifiée chez la souris ainsi que

chez le macaque.
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Figure VI.17. Analyse de la réponse humorale et cellulaire anti-p24 sur NHP.

Réponses immunitaires produites chez des macaques cynomolgus immunisés par voie intradermique
avec des formulations de p24 et de CpG évaluées pendant 29 semaines en termes de a) production
d’anticorps spécifiques et b) cellules activées productrices d’IFNy. Chaque cercle représente un
macaque et les barres représentent les moyennes * erreur standard dans le groupe LNP-p24 +
LNP*/CpG. Les fléches désignent les dates d’immunisation. Analyse statistique ANOVA-2 suivie du test
de Holm-Sidak. *** p<0.001 ; ** p<0.01 ; * p<0.05.
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Discussion du chapitre VI

Dans ce chapitre, nous avons décrit I'emploi des LNP pour la délivrance de la p24 comme étant un
antigene modele stratégique du VIH et pour faire suite a la preuve de concept réussie avec I'OVA.
Nous nous sommes employés a greffer la p24 a la surface des LNP selon la méme stratégie mise au
point avec I'OVA. Cependant, ce protocole s’est montré insatisfaisant dans le cas de la p24 en raison
du tres faible rendement obtenu (moins de 5 % de p24 greffée). L'une des raisons a cet échec est la
tendance de la p24 a s’auto-assembler spontanément en solution pour former des diméres, en
particulier en présence des lipides des LNP. Ces agrégats de p24 sont de taille relativement proche de
celle des LNP, ce qui peut les rendre difficilement séparables par exclusion stérique. Parmi les
différentes stratégies de bioconjugaison testées de maniére préliminaire, nous avons identifié
I’addition de Michael thiol-maléimide avec la fonction maléimide portée par les LNP et la fonction
thiol portée par la p24, comme étant la plus prometteuse. Grace a |'optimisation des conditions
opératoires, nous sommes parvenus a améliorer le rendement de réaction jusqu’a 25 % de p24
greffée, avec une population de LNP-p24 distincte de la population résiduelle d’agrégats de p24. Les
particules obtenues sont remarquablement stables dans le temps, ce que nous avons démontré par
DLS jusqu’a 15 mois aprés formulation. Ces améliorations nous ont permis de produire des lots de
LNP-p24 en quantités suffisantes pour des expériences en biologie et acceptables d’apres les études
de cytotoxicité démontrant leur innocuité. Cependant, ce protocole demeure perfectible quant au
rendement de réaction. Ladaviére et al ont par exemple rapporté I'ajout d’'un résidu comportant 6
lysines dans la structure de la p24, permettant d’augmenter de 30 % a 90 % le rendement de la
réaction avec un polymere fonctionnalisé avec des terminaisons anhydrides®®. En outre, les auteurs
ont inhibé la dimérisation de la p24 par ajout de sodium dodecyl sulfate dans le milieu réactionnel.
Dans notre cas, il nous faudrait vérifier que ces traitements et modifications de la protéine n’altérent

pas I'immunogénicité de la p24.

La p24 a été choisie comme antigéne modele de notre étude pour plusieurs raisons. Sa faible

* et les difficultés liées & son utilisation (agrégation)®® représentent pour nous

immunogénicité®®
I'occasion de tester la performance des LNP dans un cas concret et plus problématique que I'OVA,
qui constitue a l'inverse un modeéle de laboratoire tres pratique. La pertinence de la p24 est
également associée a sa faible susceptibilité aux mutations du VIH, ce qui en fait une protéine
relativement bien conservée du virus et donc une cible stratégique®”**”>. De plus, la p24 a fait I'objet

380-382

de plusieurs études chez le primate non-humain (NHP) , en particulier par I'équipe de notre

partenaire Roger Le Grand®’**®?%* Le modéle NHP constitue & I’heure actuelle le modéle animal de
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référence pour I'évaluation préclinique de formulations vaccinales contre le VIH, dans le but de
prédire leur immunogénicité et efficacité chez I’'homme. En effet, les NHP présentent de grandes
T . sy N . ... 385,389,390
similitudes avec les humains sur le plan génétique et au regard de leur systéme immunitaire .
A l'inverse, le modele murin est moins approprié pour |'étude de vaccins humains car le systéme

immunitaire de ces deux espéces présente des différences majeures®**%

, a l'origine du manque de
fiabilité des prédictions réalisées chez la souris malgré la disponibilité de modéles transgéniques
humanisés>”. En outre, il existerait une corrélation entre la présence de LT cytotoxiques dirigés
spécifiquement contre la p24 et le contréle voire la diminution de la charge virale, comme rapporté

dans diverses études sur NHP ou patients atteints du VIH*"*?7%,

Nous avons dans un premier temps démontré que la vectorisation de la p24 par les LNP permettait
de générer une réponse humorale significative chez des souris, en particulier en présence d’un
immunostimulant tel que le MPLA. En effet, le taux d’anticorps spécifiques est multiplié par 10
lorsque la p24 est portée par les LNP. Le choix du CpG comme immunostimulant est encore plus
avantageux puisque la réponse humorale est augmentée d’un facteur 30 par la délivrance de la p24
par les LNP. En revanche, cette combinaison ne parvient pas a stimuler la voie cellulaire de
I'immunité, ce qui souligne davantage le role de I'immunostimulant et I'intérét de le vectoriser
également. De fait, la complexation du CpG sur les LNP* s’est révélée étre une condition nécessaire a
I'activation des LT. La sécrétion d’IFNy par les LT spécifiques s’est ainsi élevée jusqu’a 6220 £ 1403
pg/mL, ce qui est 194 fois plus que la formulation avec le CpG sous forme libre et la production
d’anticorps a été augmentée d’un facteur 3 supplémentaire (285 + 51 pg/mL). D’autres études ont
également rapporté des observations similaires en vectorisant un immunostimulant en plus de
I’antigéne, principalement sur le modéle de I'OVA. Zhang et al ont par exemple amélioré leur taux
d’anticorps d’un facteur 5 en co-délivrant I'OVA et I'imiquimod dans des particules de PLGA et leur
production d’IFNy a été augmentée jusqu’a 200 pg/mL en moyenne®**. Des liposomes cationiques
ont également été décrits par Bal et al pour la co-délivrance d’OVA et de CpG, avec pour effet de
stimuler particulierement la production d’anticorps de type IgG2a et d’induire une sécrétion d’IFNy
de 1000 pg/mL en moyenne®*®. Dans un autre exemple, llyinskii et al ont concu des particules
polymériques pour transporter I'OVA avec du résiquimod ou du CpG, dans une méme particule ou
plusieurs, induisant des réponses immunitaires plus fortes avec les deux stratégies de délivrance®®. A
notre connaissance, nous décrivons pour la premiere fois une étude d’'immunogénicité impliquant
des nanoparticules délivrant la p24 et un immunostimulant avec de tels niveaux de réponses des LT.
Nous avons de plus noté une certaine qualité dans la réponse immune générée, d’apres le dosage
des isotypes IgG1, IgG2a et IgA dans le sérum des souris. La vectorisation de la p24 stimule

préférentiellement la production d’lgG1 tandis que les LNP* utilisées pour délivrer le CpG provoquent
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une commutation isotypique vers des 1gG2a et IgA. Ce phénomene traduit une polarisation Thl de la
réponse immune, impliquée dans la promotion de l'activité cytotoxique des LT. Quant aux IgA, ils
jouent un role central dans I'immunité mucosale, ce qui est d’une grande importance afin de bloquer
les pathogénes aux points d’entrée de I'organisme. En particulier, les tissus lymphoides associés aux

396-398 , .
. Ces réservoirs

mugqueuses ont été identifiés comme des lieux de résidence de réservoirs viraux
sont des LT CD4 infectés par le VIH mais en état de dormance et donc non activés. Par conséquent,
ces cellules ne produisent que tres peu de virions et sont difficiles a détecter et éliminer, permettant
au virus de persister dans I'organisme®. L'utilisation des LNP s’est d’autant plus montrée
avantageuse par la production d’IFNy par les sous-types de LT spécifiques. Nous avons a nouveau
observé des contributions distinctes de la part des LNP selon qu’elles soient employées a délivrer la
p24 ou bien le CpG. Les LT CD4 ont été principalement stimulés par la délivrance du CpG via les LNP*
alors que les deux LNP délivrant la p24 et le CpG ont contribué a activer les LT CD8. Par cette double

stimulation, les LNP contribuent a favoriser l'orchestration de la réponse immune par les LT

auxiliaires ainsi que I’élimination des potentielles cellules infectées par les LT cytotoxiques.

Afin de compléter notre étude d'immunogénicité de la p24 de maniére pertinente, nous nous
sommes tournés vers le modéle animal le plus adapté : les NHP. Nous avons ainsi mené une étude de
7 mois comprenant 4 immunisations intradermiques réalisées sur 12 macaques répartis en 3 groupes
identiques. L'immunogénicité comparative des formulations de p24 et CpG a été évaluée au cours
d’un suivi longitudinal bimensuel sur la base de la production d’anticorps spécifiques et de cellules
sécrétrice d’IFNy. L’analyse de la réponse humorale a clairement identifié la formulation LNP-p24 +
LNP*/CpG comme étant la seule a induire la production d’anticorps spécifiques. Les anticorps sont
apparus deés les 2 premiéres semaines suivant la premiére immunisation pour 2/4 animaux et les 4

éme

macaques du groupe ont répondu dés la 2°™ immunisation. Chaque injection supplémentaire a été
suivie d’une élévation de la réponse humorale, atteignant des taux d’anticorps de 1975 pg/mL en
moyenne et 4198 ug/mL chez le sujet le plus réactif. Concernant I'analyse de la réponse cellulaire,
bien que tous les groupes aient produit une réponse, celle mesurée dans le groupe LNP-p24 +
LNP*/CpG s’est distinguée d’un facteur 20 dés la 2°™ injection. Des taux maximaux de cellules
productrices d’IFNy de 293 SFC/10° PBMC en moyenne et 475 SFC/10° PBMC chez le sujet le plus
réactif ont été mesurés. L'ensemble de ces réponses immunitaires a persisté pendant 13 semaines
sans stimulation supplémentaire et a de nouveau été relancé par la derniere immunisation. A notre
connaissance, la description de réponses immunitaires spécifiquement dirigées contre la p24 sur un
modele de primates non humains d’une telle magnitude a rarement été rapportée avec des vecteurs
synthétiques. Nous décrivons justement ici un vecteur synthétique capable d’induire des réponses

381,400,401

immunitaires d’intensité comparable aux vecteurs viraux . En revanche, a immunogénicité
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égale notre systéme présente des avantages pertinents par rapport aux vecteurs viraux : les LNP sont
non toxiques et produites par un procédé simple et reproductible. Seules de rares études ont été
conduites sur des primates pour I’évaluation de I'immunogénicité de la p24 en utilisant des vecteurs
synthétiques. Parmi celles-ci, Ataman-Onal et al ont décrit des particules de PLA anioniques de 500
nm avec la p24 adsorbée en surface®”. Les études d’immunogénicité ont été réalisées sur 2
macaques qui ont recu une dose élevée de 500 pg de p24, conduisant a une augmentation de la
production d’anticorps (dilution maximale de sérum 1 000 000) et du taux de cellules productrices
d’IFNy (700 spots/10° PBMC) pour 1/2 macaque réactif. Dans un autre exemple, 'immunogénicité de
la p24 a été renforcée par la fusion avec un anticorps ciblant le récepteur DEC-205 (DEC-p24) présent
sur les DC, connu pour favoriser la présentation croisée de I'antigéne®°. En combinaison avec une
forte dose de 1 mg de poly(IC), les immunisations de DEC-p24 (60 ug de p24) ont été suivies par une
réponse cellulaire trés élevée de 1300 SFC/10° PBMC en moyenne. Une stratégie similaire a
également été décrite par Flamar et al, qui ont fusionné la p24 avec un anticorps ciblant un autre

récepteur des DC*®. I’

immunogénicité de la p24 a une dose de 60 pg a été évaluée avec ou sans
adjuvant (250 ug de poly(IC)) et une augmentation maximale de la production d’anticorps d’un
facteur 6 a été mesurée. Bien que la comparaison de I'ensemble de ces études soit rendue difficile
par la variation des protocoles employés (nombre d’immunisations, voie d’injection, doses
d’antigéne et d'immunostimulant ...), nos résultats témoignent de niveaux de réponses immunitaires
de haute magnitude en utilisant des doses rationnelles de 64 pg de p24 et 253 ug de CpG. De plus,
nous nous sommes appliqués a la réalisation d’un suivi méthodique et régulier des marqueurs

immunologiques des animaux toutes les 2 a 3 semaines pendant 7 mois, démontrant l'intensité et la

persistance des réponses immunitaires dirigées contre I'antigéne du VIH p24.

Ces travaux sur la p24 constituent un jalon robuste vers la conception d’un vaccin anti-VIH. Afin de
compléter cette étude sur I'induction de réponses immunitaires cellulaires dirigées contre la p24,
nous devons a I'avenir caractériser I'activité cytotoxique des LT CD8 activés. En effet, a ce stade nous
avons montré que les LT CD8 spécifiques de la p24 étaient effectivement activés par les
immunisations, en témoigne leur sécrétion d’IFNy, mais nous n’avons pas eu I'opportunité d’évaluer
leur capacité a lyser des cellules infectées exprimant des peptides de la p24 sur leur CMH-I. Une telle
réponse cytotoxique est indispensable a I’élimination des cellules infectées par le VIH et qui
constituent des réservoirs viraux. En revanche, les anticorps spécifiques de la p24 que nous
produisons ne sont pas adaptés a la neutralisation des virions, puisque la p24 est exprimée dans la
capside du virus et non a sa surface. Pour adresser ce point, nous projetons d’employer les LNP pour
la délivrance d’autres antigénes du VIH, cette fois-ci des glycoprotéines de I’enveloppe virale, comme

par exemple la gp120 ou gp41l. L’enjeu sera alors d’induire la production d’anticorps spécifiques et
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neutralisants a large spectre, a savoir que ces anticorps pourront identifier un grand nombre de
mutants du virus. A terme, |'objectif est de proposer une formulation contenant plusieurs antigenes,
voire également plusieurs immunostimulants, afin de combiner les effets et bénéfices de chacun
dans le but d’induire des réponses immunitaires de grande amplitude et capables d’'une part de
neutraliser les particules virales circulantes ainsi que d’éliminer les cellules infectées et réservoirs

viraux.
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PARTIE EXPERIMENTALE
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VII.1 Préparation des LNP
VII.1.1 Formulation des LNP

Les LNP neutres sont formulées en préparant séparément une phase organique et une phase
aqueuse. La phase organique est obtenue en ajoutant de la suppocire NC (mono-, di- et triglycérides
saturés, Gattefossé), de la super refined Soybean oil (triglycérides saturés et insaturés, Croda) et du
tensio-actif Lipoid S75 (phosphatidylethanolamine et phosphatidylcoline, Lipoid) dans un vial en
verre de 4 mL. Ces composés sont solubilisés dans du dichlorométhane (environ 2 mL) en vortexant.
Si besoin, un fluorophore (le plus souvent du DiD) est ajouté au mélange a 10 mM (aliquots
préalablement préparés ; poudre solubilisée dans quelques gouttes de dichlorométhane. Une fois les
différents composants de la phase organique parfaitement solubilisés, le solvant est complétement
évaporé dans un bain marie a 50°C sous un flux d’argon (une dizaine de minutes). Pendant ce temps,
la phase aqueuse est préparée en solubilisant le tensio-actif PEGylé Myrj S40 (Croda) dans du PBS
dans un deuxieme vial en verre de 4 mL. La phase aqueuse est placée dans le bain marie quelques
minutes pour atteindre une température similaire a celle de la phase organique avant le mélange des
deux phases. Lorsque le dichlorométhane a été complétement éliminé, une phase tres visqueuse est
obtenue, dans laquelle est ajoutée la phase aqueuse. Le mélange est émulsifié par sonication avec un
VCX750 Ultrasonic processor (Sonics). Pour cela, une sonde conique de 3 mm de diamétre est
plongée dans le mélange et ajusté a mi-hauteur en veillant a ne pas toucher les bords du vial. Le
protocole de sonication comprend des cycles de 10 secondes d’ultrasons a une puissance de 25 %

(soit 115 watts) espacés de cycles de 30 secondes de repos.

Des particules de 50 nm, 80 nm et 120 nm, notées respectivement F50, F80 et F120, ont été étudiées
et obtenues en ajustant le ratio des composés organiques par rapport aux composés aqueux. Les
masses des différents composants utilisés pour la préparation des particules selon leur taille sont
indiquées dans la Table VII.1. La majorité du travail de these ayant été réalisé avec des F80, le terme

LNP renvoie implicitement a des particules de 80 nm, sauf indication contraire.

Les LNP cationiques (LNP) sont préparées selon le protocole décrit précédemment, en modifiant la
composition de la phase organique. Des phospholipides cationiques (DOTAP et DOPE ; Avanti Polar
Lipids) sont ajoutés dans la phase organique et le tensioactif Lipoid S75 est remplacé par du Lipoid

S75-3 (Lipoid).
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Masses en mg F50 F80 (alias LNP) F120 LNP*
suppocire 255 307.5 450 60
Huile de soja 85 102.5 150 20
Lipoid S75 ou S§75-3 65 50 45 11.5
DOTAP - - - 100
DOPE - - - 12
PEG Myrj S40 345 300 215 126
PBS (phase aqueuse) 1250 1240 1140 1900
PBS (apreés dialyse) 1750 1800 2300 0
Taille théorique en nm | 50 80 120 45

Table VII.1: Masses des ingrédients entrant dans la composition des LNP de tailles et charges

différentes.

Aprés sonication, du PBS est ajouté a la formulation de LNP pour les diluer. Les éventuels
composants non incorporés dans les LNP sont éliminés par dialyse, en réalisant au moins 3 cycles
dans un volume de 1 L de PBS (membrane de dialyse 12-14 kDa ; ZelluTrans). Les LNP sont finalement
stérilisées par filtration sur membrane de cellulose de 0.22 um (Millipore) sous un poste de sécurité
microbiologique (PSM) a flux laminaire.

Calcul du nombre de LNP par formulation

Le nombre de LNP contenues dans une formulation peut étre estimé grace au calcul suivant, valable

pour toutes les formulations étudiées, neutres, cationiques et de différentes tailles.
4 s . -
volume d'une LNP = 37 X R3, en considérant une particule sphérique de rayon R

masse totale de phase dispersée

volume total de phase dispersée =
P P densité totale de phase dispersée

La phase dispersée comprend de la cire, de I'huile, un tensioactif et des PEG, dont la densité finale

est de 1.05 g/cm’.

volume total de phase dispersée
nombre total de LNP =

volume d'une LNP
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VII.1.2 Intégration de ligands de ciblage des cellules dendritiques

Les ligands d’intérét sont des composés mannosylées présentant une terminaison amine (Omicron
Biologicals). Cette fonction amine peut réagir avec une fonction acide carboxylique en présence des
composés EDC (1-éthyl-3-[3-(diméthylamino)propyl]carbodiimide) / NHS (N-hydroxysuccinimide).
Pour cela, nous utilisons des stéarate-PEG-COOH (Eras Labo) qui pourront étre incorporés dans la
formulation des LNP. Afin de faciliter les étapes de caractérisation des ligands greffés (interférence
avec les lipides), la réaction de greffage est réalisée directement sur les stéarate-PEG-COOH pour
former des stéarate-PEG-MAN qui seront ensuite incorporés dans la formulation des LNP. Dans une
solution tampon a pH 10, 1.3 mg de stéarate-PEG-COOH sont mélangés avec 170 ug d’EDC, 100 pg de
NHS et 75 pg de monoMAN ou 170 pg de triMAN, soit 3 équivalents molaires d’EDC/NHS par
stéarate-PEG-COOH et ligand MAN. La solution tampon est préparée avec 9 mL de soude 0.1 M, 25
mL de borax 0.025 M (Na,B;0,°10H,0) et 16 mL d’eau. Le mélange réactionnel est maintenu sous
agitation a 40°C pendant 2h puis pendant la nuit a température ambiante. Les stéarate-PEG-MAN
obtenus sont purifiés sur gel d’exclusion stérique ayant une limite d’exclusion de 700 Da (colonne PD
MidiTrap G-10 / gel Sephadex G10, GE Healthcare). L’échantillon de PEG (1 mL) est déposé sur la
colonne puis 700 uL de PBS sont ajoutés afin d’éliminer les résiduels EDC (192 Da), NHS (115 Da) et
ligands (250 et 575 Da) dans les premiéres fractions d’élutions (1.7 mL au total). Le stéarate-PEG-

MAN purifié (5 kDa en moyenne), est récolté dans un deuxiéme temps par élution de 1.2 mL de PBS.

Les PEG-MAN préparés sont incorporés dans des formulations diluées de F80 afin d’économiser les

réactifs disponibles en quantités limitées (Table Vil.2).

Masses en mg F80-MAN
suppocire 81

Huile de soja 27

Lipoid S75 13

PEG MYRJ 78
PEG-MAN 1.3
glycérol 1000

Table VII.2. Formulation de PEG-MAN.
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Les taux de charge de ligands mannosylés greffés sur les LNP peuvent étre déterminés selon le calcul

suivant.

masse(MAN)finale x 100
masse(LNP)finale

taux de charge MAN/LNP (% massique) =

nombre(MAN) final
nombre(LNP)final

taux de charge MAN/LNP(nombre) =

Une formulation de F80 diluée contient 200 mg de LNP soit 7.11 x 10* particules.

VII.1.3 Greffage de 'OVA sur les LNP

L’antigéne modele OVA (Bio Basic Inc.) est greffé chimiqguement a la surface des LNP via une
bioconjugaison basée sur la réaction thiol-maléimide. Le procédé a été développé et optimisé par
Thomas Courant lors de son Post-Doc en 2012-2013. Son protocole a été repris a la lettre, excepté la

concentration d’OVA de départ (1 mg/ml au lieu de 10 mg/mL).

Lors de la préparation des LNP, 5 mg de PEG Myrj S40 sont remplacés par du stéarate-PEG-DTP.
Apreés sonication, 5 uL de TCEP (tris(2-carboxyethyl)phosphine ; Thermo Fisher Scientific) sont ajoutés
a la solution qui est maintenue sous agitation pendant 1h afin de réduire la terminaison
dithiopyridine en thiol réactif. La formulation de LNP est ensuite purifiée par dialyse : on obtient des
LNP-SH. Une solution de 1 mg d’OVA solubilisée dans 1 mL de PBS est mélangée pendant 1h sous
agitation avec 200pug de sulfo-SMCC (sulfosuccinimidyl 4-(N-maleimidomethyl)cyclohexane-1-
carboxylate; Thermo Fisher) solubilisé dans de I'eau, soit 20 équivalents molaires de sulfo-SMCC par
OVA. Si besoin, 'OVA peut étre marquée en fluorescence par ajout de NHS-fluorescéine (Thermo
Fisher Scientific) solubilisée dans quelques microlitres de DMSO pendant 30 min. L’exces d’agent de
couplage et éventuellement de fluorophore est retiré par filtration sur gel d’exclusion stérique ayant
une limite d’exclusion de 5 kDa (colonne PD10 / gel Sephadex G25, GE Healthcare). L’échantillon de
protéine (1.2 mL) est déposé sur la colonne puis 1.3 mL de PBS sont ajoutés, ce qui permet d’éliminer
le sulfo-SMCC (436 Da) et éventuellement la NHS-fluorescéine (473 Da) en excés dans les premiéres
fractions d’élution (2.5 mL total). La protéine purifiée (44 kDa) est finalement récupérée dans un
deuxieme temps par élution de 3.5 mL de PBS. Apres cette étape, la protéine est diluée et soit étre
reconcentrée. Pour ce faire, nous opérons par ultracentrifugation a I'aide d’'une membrane de 10 kDa
(Amicon Ultra, Merck Millipore ; 15 min a 4500 rpm) afin d’obtenir une solution d’OVA d’environ

500 pL. Ensuite, la solution de protéine est placée dans un bain d’eau glacée sous agitation
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magnétique dans laquelle les LNP fonctionnalisées fraichement préparées sont ajoutées goutte a
goutte, a raison de 0.5 équivalent molaire d’'OVA par fonction thiol. Le mélange réactionnel est
maintenu sous agitation pendant 1h a froid puis déplacé sur un agitateur a température ambiante
pendant 1h supplémentaire. Les particules greffées obtenues (LNP-OVA) sont finalement purifiées

par chromatographie d’exclusion stérique sur gel Sephadex 200 (GE Healthcare Life Sciences).

VII.1.4 Greffage de la p24 sur les LNP

La p24 est synthétisé par PX'Therapeutics et greffée chimiquement a la surface des LNP par
bioconjugaison basée sur la réaction thiol-maléimide. Lors de la préparation des LNP, 5 mg de PEG
Myrj S40 sont remplacés par du stéarate-PEG-(N-maleimidomethyl)cyclohexane. La formulation de
LNP est ensuite purifiée par dialyse : on obtient des LNP-mal. Les fonctions thiols sont introduites
dans la p24 (p24-SH) par traitement de 1 mg de p24 avec 10 ug de 2-iminothiolane (réactif de Traut,
Thermo Scientific) pendant 1h sous agitation. Au besoin, la p24 peut étre marquée en fluorescence
par ajout de NHS-fluorescéine (Thermo Fisher Scientific) solubilisée dans quelques microlitres de
DMSO pendant 30 min. L’exces d’agent de couplage et éventuellement de fluorophore est retiré par
filtration sur gel d’exclusion stérique ayant une limite d’exclusion de 5 kDa (colonne PD10 / gel
Sephadex G25, GE Healthcare). L’échantillon de protéine (1 mL) est déposé sur la colonne puis 1.5 mL
de PBS sont ajoutés, ce qui permet d’éliminer le 2-iminothiolane (138 Da) et éventuellement la
NHS-fluorescéine (473 Da) en exces dans les premiéres fractions d’élution (2.5 mL total). La p24
purifiée (27 kDa) est finalement récupérée dans un deuxieme temps par élution de 3.5 mL de PBS. La
protéine diluée est ensuite reconcentrée par ultracentrifugation a I'aide d’'une membrane de 10 kDa
(Amicon Ultra, Merck Millipore ; 15 min a 4500 rpm) afin d’obtenir environ 500 pL de p24. La solution
de p24 est placée dans un bain d’eau glacée sous agitation magnétique dans laquelle les LNP
fonctionnalisées fraichement préparées sont ajoutées goutte a goutte. Le mélange réactionnel est
maintenu sous agitation pendant 1h a froid puis déplacé sur un agitateur a température ambiante
pendant 1h supplémentaire. Les particules greffées obtenues (LNP-p24) sont finalement purifiées par

chromatographie d’exclusion stérique sur gel Sephadex 200 (GE Healthcare Life Sciences).
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VII.1.5 Incorporation de MPLA dans les LNP

Le MPLA est une molécule amphiphile comprenant une téte hydrophile et une queue hydrophobe et
peut donc s’insérer dans la couronne des LNP. Pour cela, 3.8 mg de MPLA sont solubilisés dans du
chloroforme et incorporés a la phase lipidique d’'une formulation de F80 (soit 0.5% massique de
MPLA par LNP). Le solvant est évaporé de la méme maniére que pour la préparation de LNP
classiques et les étapes suivantes sont inchangées. Les particules obtenues sont purifiées par dialyse,

filtrées sur membrane de cellulose 0.22 um et notées LNP(MPLA).

VII.1.6 Encapsulation d’imiquimod dans les LNP

L'imiquimod étant une molécule hydrophobe, il est encapsulé dans le cceur lipidique des LNP. Pour
cela, 3.8 mg d’imiquimod sont solubilisés dans du dichlorométhane a 70°C et ajouté a la phase
lipidique lors de la préparation des LNP. Les étapes suivantes de la formulation des LNP sont
inchangées. Les particules obtenues sont purifiées par dialyse, filtrées sur membrane de cellulose

0.22 um et notées LNP(imi).

VI1.1.7 Complexation du CpG sur les LNP*

L’acide nucléique CpG est couplé aux LNP" par interactions électrostatiques. Un acide nucléique étant
chargé négativement, il est mélangé pendant 20 minutes avec des particules cationiques selon un
ratio N/P égal a 48. Pour une masse donnée de LNP", la masse de CpG a ajouter pour respecter le

ratio N/P de 48 est déterminée selon le calcul suivant.

masse(DOTAP) masse(DOPE)
masse molaire(DOTAP) masse molaire(DOPE)

nb de charges + = ( ) x nb d'Avogadro

Une molécule de DOTAP ou DOPE contient une charge positive. Les masse molaires du DOTAP et
DOPE sont respectivement 699 Da et 744 Da. Le nombre d’Avogadro correspond au nombre de

molécules dans une mole et est égal a 6.022 x 10%.

nb de charges +
48

nb de charges — =

nb de charges —
19

masse(CpG) = X masse molaire (CpG)
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Le CpG que nous utilisons est un ADN simple brin constitué de 20 nucléotides reliés par des
groupements phosphates porteurs d’'une charge négative chacun : un brin de CpG comporte donc 19

charges négatives. La masse molaire du CpG est de 6.4 kDa.

Aprés avoir mélangé les éléments selon le ratio N/P de 48, le taux de charge de CpG par LNP* peut

également étre calculé, considérant qu’a ce ratio N/P la complexation est totale.

masse(CpG) %X 100
masse(LNP™)

taux de charge CpG/LNP* (% massique) =

nombre(CpG)

taux de charge CpG/LNP* (nombre) = nombre(LNP™)

Une formulation de LNP* contient en moyenne 4.80 x 10" particules.

Le complexe obtenu est noté LNP*/CpG.

VII.2 Caractérisation physico-chimique des LNP

VII.2.1 Mesure de taille par DLS et charge de surface par ELS

La diffusion dynamique de la lumiére (DLS pour Dynamic Light Scattering) est une technique
couramment employée pour caractériser la taille de particules. Cette technique repose sur le
mouvement Brownien des particules. Lorsqu’elles sont en suspension, des particules suffisamment
petites sont soumises a des mouvements aléatoires causés par la rencontre avec les molécules de
solvant. Ces mouvements sont d’autant plus rapides que les particules sont petites. Lorsqu’un rayon
lumineux traverse une solution colloidale et rencontre une particule, il est diffusé selon un
coefficient de diffusion qui est lié au mouvement Brownien de la particule et donc a sa taille. En
mesurant a plusieurs reprises la lumiére diffusée sur des intervalles de temps tres courts, il est
possible de déterminer la vitesse du mouvement Brownien et donc de remonter au coefficient de
diffusion des particules. Ce coefficient de diffusion (D) est ensuite relié au diametre hydrodynamique

(Dy) des particules par la relation de Stockes-Einstein suivante.

Kg : constante de Boltzmann
avec {T : température
1 : viscosité

D — KT
B é6mngD
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Une particule chargée en suspension est entourée de contre-ions provenant du milieu, qui la
stabilisent (Figure VII.1). La mesure du potentiel zéta tient compte de ces couches ioniques entourant
une particule. Lorsqu’un champ électrique est appliqué a la suspension de particules, celles-ci se
déplacent vers I'anode ou la cathode selon leur potentiel zéta. L'instrument mesure alors leur

mobilité électrophorétique L, qui est reliée au potentiel zéta { par la formule de Smoluchowski.

¢

_ 4T avec {n : viscosité

€ : constante diélectrique

Potentiel zéta

Potentiel de Stern

Potentiel de surface

Figure VII.1. Représentation du potentiel zéta d’une particule.

La taille et le potentiel zéta sont mesurés a I'aide d’un ZetaSizer NanoZS (Malvern Instruments). Pour
la mesure de taille, une solution de LNP a 1 mg/mL dans du PBS est préparée tandis que pour la
mesure de potentiel zéta, la solution de LNP est ajustée a 10 mM NaCl. Les mesures sont réalisées a
un angle fixe de 173° a I'aide d’un laser 633 nm. Chaque analyse est effectuée en triplicat en mode

automatique (> 20 séquences de mesure de 10 s).
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VII.2.2 Quantification des ligands mannosylés

Un dosage quantitatif des ligands mannosylés a la surface des LNP est réalisé grace a un test
colorimétrique a base de résorcinol. A haute température et en présence de sucres et d’acide
sulfurique, le résorcinol conduit a un composé rouge. Cette méthode convient a des échantillons
contenant entre 1 et 100 nmol de mannose. Le mélange réactionnel est composé de 200 pL
d’échantillon mannosylé (PEG-MAN), de 200 pL de résorcinol a 6 mg/mL et de 1 mL d’acide
sulfurique 75 % (v/v), et chauffé a 90°C pendant 30 min. Aprés apparition d’une coloration rouge,
200 plL de chaque tube sont prélevés et déposés dans une plaque 96 puits. L'absorbance de chaque
échantillons est mesurée a 480 nm grace a un Infinite® M1000 PRO (Tecan) et comparée a une
gamme étalon réalisée avec des quantités connues de mannose comprises entre 10 et 100 nmol. Un
controle négatif est réalisé avec du PEG-COOH afin de vérifier que les PEG n’interférent pas avec le

test.

VII.2.3 Quantification de I’antigéne greffé sur les LNP

Pour chaque réaction de greffage, deux lots sont préparés en paralléle dans les mémes conditions,
I'un servant a la quantification de I'antigéne greffé sur les LNP. Dans les deux lots, les LNP sont
chargées avec du DiD et dans le lot de quantification, la protéine OVA ou p24 est marquée avec de la
fluorescéine. Les formulations sont purifiées par chromatographie d’exclusion stérique sur gel
Sephadex 200 (GE Healthcare Life Sciences). Le volume réactionnel (moins de 2 mL pour une bonne
séparation) est chargé sur la colonne, élué avec du PBS et récolté par fractions de 500 pL dans des
tubes ependorf de 1.5 ou 2 mL. Sur chaque fraction de 500 uL, 200 uL sont prélevés et déposés dans
une plaque 96 puits. La fluorescence du DiD (excitation 644nm ; émission 665nm) et de la
fluorescéine (excitation 498nm ; émission 521nm) est mesurée dans chaque fraction a I'aide d’un
Infinite® M1000 PRO (Tecan). Les fractions émettant le double signal DiD (LNP) et fluorescéine

(antigéne) sont rassemblées.

A I'aide des profils de fluorescence obtenus, nous pouvons déterminer le rendement de réactifs OVA

ou p24 et LNP greffés ainsi que le nombre d’antigéne par particule, selon le calcul suivant.
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ANTIGENE

somme int.de fluo. (fluorescéine) des fractions rassemblées x 100

rdt(antigene), % = . v
( gene), % somme totale int.de fluo. (fluorescéine)

masse(antigene)finale = masse(antigéne)introduite X rendement(antigene)

L. . masse(antigéne) finale X nombre d'Avogadro
nombre(antigene)final =

masse molaire(antigéne)
Le nombre d’Avogadro étant le nombre de molécules contenues dans une mole : 6.022 x 102 et la

masse molaire d’OVA et de p24 égales respectivement a 44 kDa et 24 kDa.

LNP

dt(LNP), % somme int.de fluo (DiD)des fractions rassemblées x 100
r , % =

somme totale int.de fluo. (DiD)

masse(LNP)finale = masse(LNP)introduite X rendement(LNP)

masse(LNP)finale X nombre(LNP)total dans une formulation

nombre(LNP)final =
( f masse(LNP)totale dans une formulation

Une formulation de F50 contient 1.09 x 10*° particules, une formulation de F80 en contient

2.70 x 10" particules et une formulation de F120 en contient 9.05 x 10™.

masse(antigene)finale x 100
masse(LNP)finale

taux de charge antigéne/LNP (% massique) =

nombre(antigene)final
nombre(LNP)final

taux de charge antigéne/LNP(nombre) =
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VII.2.4 Quantification du MPLA incorporé dans les LNP

La quantité de MPLA incorporée dans la couronne des LNP est déterminée par son activité
d’endotoxines (Endpoint Chromogenic LAL Assay, Lonza). Comme indiqué par le fournisseur, chaque
échantillon est incubé a 37°C avec le réactif LAL (Limulus Amebocyte Lysate) pendant 10 min. Un
substrat chromogéne est ensuite ajouté pour une incubation de 6 min a 37°C avant de stopper la
réaction avec une solution d’acide acétique 25%. L'absorbance a 410 nm est mesurée a |'aide d’un
Infinite® M1000 PRO (Tecan) et comparée a une gamme étalon réalisée a I'aide de concentrations

connues de MPLA.

VII.2.5 Quantification de I'imiquimod encapsulé dans les LNP

La quantification de I'encapsulation de I'imiquimod au cceur des LNP est déterminée par mesure de
fluorescence de l'imiquimod (excitation 280 nm; émission 360 nm) sur un spectrometre a
luminescence LS50B (Perkin Elmer). L’échantillon LNP(imi) est préalablement dilué dans du PBS
jusqu’a ce que son absorbance soit inférieure a 0.1, de sorte de se positionner dans la zone de
linéarité de la relation entre l'intensité de fluorescence et la concentration d’imiquimod. La mesure
de fluorescence est réalisée en triplicat et comparée a une gamme étalon de I'imiquimod dans le
dichlorométhane. Des contrGles négatifs avec les LNP nues sont réalisés afin de soustraire la

contribution fluorescente due aux particules.

VI1.2.6 Quantification des acides nucléiques complexés aux LNP*

La complexation de I'acide nucléique CpG sur les LNP" est quantifiée par EMSA (Electrophoretic
Mobility Shift Assay) sur gel d’agarose 4% (Invitrogen). Le complexe LNP*/CpG est migré sur gel grace
a un E-gel Imager (Invitrogen) et comparé a une échelle de tailles. Des contrdles sont réalisés avec les
deux éléments indépendants LNP* et CpG. Les images obtenues sont ensuite traitées avec le logiciel

Imagel.
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VII.3 Caractérisation biologique des LNP in vitro
VII.3.1 Culture cellulaire

a. Lignées cellulaires

Les lignées cellulaires utilisées proviennent d’ATCC et sont cultivées dans des flasques de 75 cm?

contenant 10 mL de milieu complet, dans un incubateur a 37 °C et 5 % de CO..

Les JAWSII sont des cellules dendritiques immatures issues de moelle osseuse de souris C57BL/6.
Elles sont cultivées dans 80 % de milieu MEMa-glutaMAX (alpha minimum essential medium ;
ThermoFisher) avec ribonucléosides, deoxyribonucléosides, L-alanyl-L-glutamine (forme stabilisée de
glutamine) et 20 % de SVF (sérum de veau foetal), complémenté avec 1 mM de sodium pyruvate, 1 %
de pénicilline streptomycine et 5 ng/ml de GM-CSF murin (granulocyte macrophage colony-
stimulating factor). Les JAWSII sont des cellules flottantes et adhérentes. Le milieu est renouvelé
toutes les 48h et les cellules sont passées dans une nouvelle flasque lorsqu’elles arrivent a
confluence (environ 15 millions de cellules). Les cellules adhérentes sont détachées par grattage
doux a I'aide d’un grattoir puis la suspension cellulaire est centrifugée pendant 5 min a 500 g. Les

cellules sont ensemencées dans une nouvelle flasque avec 1-2 millions de cellules totales.

Les NIH/3T3 sont des fibroblastes issus d’embryons de souris NIH/Swiss. Elles sont cultivées dans
90 % de milieu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium ; ThermoFisher) et 10 % de BCS (bovine
calf serum) complémenté avec 1 % de pénicilline streptomycine. Les fibroblastes sont des cellules
adhérentes. Le milieu est renouvelé toutes les 48h et les cellules sont passées dans une nouvelle
flasque lorsqu’elles arrivent a environ 60 % de confluence (environ 5 millions de cellules). Aprés
rincage avec du PBS, les cellules sont détachées par traitement avec 1 mL de trypsine/EDTA
(ThermoFisher) pendant 5 min. La suspension cellulaire est centrifugée pendant 5 min a 500 g puis

les cellules sont ensemencées dans une nouvelle flasque avec 0.3-0.6 millions de cellules totales.

Les J774 sont des macrophages issus de souris BALB/c. Elles sont cultivées dans 90 % de milieu
DMEM et 10 % de FBS (fetal bovine serum) complémenté avec 1 % de pénicilline streptomycine. Les
macrophages sont des cellules adhérentes. Le milieu est renouvelé toutes les 48h et les cellules sont
passées dans une nouvelle flasque lorsqu’elles arrivent a confluence (environ 10 millions de cellules).
Apreés ringage avec du PBS, les cellules sont détachées par traitement avec 1 mL de trypsine/EDTA
pendant 5 min. La suspension cellulaire est centrifugée pendant 5 min a 500 g puis les cellules sont

ensemencées dans une nouvelle flasque avec 0.5-1 million de cellules totales.
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b. Extraction et culture de cellules dendritiques primaires

Les cellules dendritiques primaires sont obtenues a partir de moelle osseuse de souris C57BL/6 dgées
de 6 a 9 semaines (Charles River). Deux souris sont euthanasiées par dislocation cervicale. Les fémurs
sont prélevés en coupant au-dela du de l'articulation du genou et de la téte fémorale afin de
conserver la stérilité. Les fémurs sont transportés sous un PSM et leurs extrémités coupées nettes
avec des ciseaux. Les cellules sont extraites en faisant couler du milieu IMDM (Iscove's Modified
Dulbecco's Medium) a l'intérieur des fémurs au moyen d’une seringue branchée sur une aiguille 26G
(5 mL par fémur). Les agrégats de cellules sont cassés en faisant passer la suspension cellulaire
plusieurs fois au travers d’une aiguille 20 G. Les cellules sont centrifugées (5 min a 1400 rpm) et
reprises dans 5 mL de milieu IMDM complémenté avec 10 % de SVF, 1 % d’acides aminés non
essentiels et 1 % de sodium pyruvate pour les compter. Les cellules érythroides et myéloides sont
éliminées par sélection magnétique négative a I'aide d’anticorps biotinylés (TER-119-Biotin; Ly-
6G/Ly-6C-Biotin) et du kit Dynabeads™ Biotin Binder (Invitrogen) selon les instructions du
fournisseur. La suspension cellulaire obtenue est ajustée a 5x10° cellules/mL dans du milieu IMDM
complet. Les facteurs de croissance GM-CSF, FLT-3L et IL-6 (Invitrogen) sont ajoutés a la suspension
cellulaire a des concentrations différente selon le stade de croissance des cellules (Table VII.3). Les
cellules progénitrices sont ainsi cultivées pendant 10 jours en boite de pétri 100 mm a 37°C avec des
doses différentes de facteurs de croissance afin de devenir des cellules dendritiques (DC) matures. Le
phénotype des DC est contrélé par analyse de I'expression des marqueurs de différenciation CD11c
et MHC-Il en cytométrie de flux. Pour cela, les DC sont incubées avec les anticorps fluorescents
correspondants pendant 30 min a 4°C (IAb-PE et CD11c-APC, BD Biosciences). L'acquisition des

données est réalisée a I'aide d’un cytométre de flux LSR Il (BD Biosciences).
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Jour de culture Facteur de croissance Concentration
0 IL-6 5 ng/mL
FLT-3L 50 ng/mL
GM-CSF 5 ng/mL
3 IL-6 2.5 ng/mL
FLT-3L 40 ng/mL
GM-CSF 5 ng/mL
5 IL-6 2.5 ng/mL
FLT-3L 30 ng/mL
GM-CSF 5 ng/mL
7et10 FLT-3L 25 ng/mL
GM-CSF 5 ng/mL

Table VII.3. Concentration des facteurs de croissance a ajouter au milieu de culture des DC primaires.

c. Extraction de lymphocytes T primaires

Les lymphocytes T primaires sont obtenus a partir de la rate d’'une souris transgénique OT-Il. La
souris est euthanasiée par dislocation cervicale puis la souris est disséquée afin de prélevée la rate.
Celle-ci est délicatement broyée sur un tamis cellulaire de 100 um a I'aide du piston en silicone d’une
seringue de 1 ou 2 mL dans une bofte de pétri contenant 2 mL de milieu RPMI. Le tamis est rincé avec
1 mlL supplémentaire de milieu RPMI. La suspension cellulaire obtenue est homogénéisée par
pipetage et centrifugée pendant 5 min a 1400 rpm. Le culot cellulaire est traité avec 1 mL de tampon
de lyse RBC pendant 1 min afin d’éliminer les érythrocytes. La réaction est stoppée avec 10 mL de
milieu RPMI puis la suspension cellulaire est de nouveau centrifugée pendant 5 min a 1400 rpm. Les
lymphocytes T sont isolés par sélection magnétique négative a 'aide du kit Dynabeads® Untouched™
Mouse T cells (Invitrogen) selon les instructions du fournisseur. Pour cela, les cellules sont comptées
afin de préparer une suspension cellulaire a 100 millions de cellules / mL dans un tampon a base de
PBS contenant 1 % de BSA et 2 mM d’EDTA (isolation buffer). Pour 500 pL de cellules on ajoute 100
uL de SVF et 100 pL du mélange d’anticorps issu du kit, que I'on incube pendant 20 min a 4°C.
Pendant ce temps, les billes magnétiques sont lavées dans I'isolation buffer en utilisant un aimant.
Les cellules marquées sont lavées avec 10 mL d’isolation buffer et centrifugées pendant 8 min a 350
g. Les cellules sont reprises dans 4 mL d’isolation buffer auquel on ajoute 1 mL de billes magnétiques

lavées. Ce mélange est incubé pendant 15 min a température ambiante sous légere agitation. On
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ajoute ensuite 5 mL d’isolation buffer puis on utilise I'aimant afin de récolter le surnageant contenant

les lymphocytes T purifiés.

VII.3.2 Analyse de cytotoxicité

La cytotoxicité des LNP a été évaluée sur les lignées cellulaires NIH/3T3 (fibroblastes), JAWSII (DC) et
1774 (Md).

Les cellules sont ensemencées et incubées une nuit a 37°C (fibroblastes: plaque 12 puits,
10° cellules/mL, 1 mL/puits ; DC, M@ : plaque 24 puits, 10° cellules/mL, 500 uL/puits). Les LNP sont
ajoutées dans les puits aux concentrations choisies durant 24h a 37°C. Un contréle négatif est réalisé
avec des cellules naives et un contrdle positif avec 10 ug/mL d’actinomycine D (fibroblastes) ou 1 %
de saponine (DC, Md). Apres lavage des cellules au PBS, la mortalité cellulaire est mesurée. Les
fibroblastes sont analysés avec le kit Dead Cell Apoptosis (ThermoFisher), permettant de dissocier les
cellules en apoptose (marquage annexinV-FITC) des cellules nécrosées (marquage iodure de
propidium), selon les indications du fournisseur. Les DC, M¢ sont marquées au 7-AAD (7-amino
actinomycine D ; 10 plL dans 100 pL de PBS + 1 % BSA pendant 30 min a 4°C). Les cellules sont lavées
au PBS et reprises dans 500 pL de PBS + 1 % BSA.

L’acquisition des données est réalisée a I'aide d’un cytomeétre de flux LSR Il (BD Biosciences). Dans le
cas ou plusieurs fluorophores sont utilisés, des tubes contrdles marqués avec chaque fluorophore
individuellement doivent étre prévus afin de régler les parametres de compensation du cytometre de
flux. L’analyse des contrdles négatif et positif permet de délimiter la fenétre contenant les cellules

mortes.

VII.3.3 Analyse de capture cellulaire

La capture cellulaire des LNP a été déterminée sur les cellules dendritiques JAWSII. Les LNP utilisées
sont préparées avec un fluorophore (DiO) encapsulé dans le coeur lipidique. Les cellules sont
ensemencées en plaques 24 puits a 10° cellules/mL et 500 pL/puits et incubées une nuit a 37°C. Les
LNP sont ajoutées dans les puits a une dose 100 pg/mL et laissées pendant la durée voulue (de 10
min a 20h) a 37°C. Les cellules sont ensuite lavées avec du PBS et analysées en cytométrie de flux
(LSR 11, BD Biosciences) afin de dénombrer les cellules qui expriment le fluorophore encapsulé dans

les LNP.
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VII.3.4 Imagerie confocale

Les cellules JAWS 1l sont préalablement exposées a des LNP fluorescentes (marquées au DiD). Elles
sont ensuite déposées sur des lamelles fonctionnalisées avec de la poly-L-lysine et incubées pendant
1h a température ambiante. Les cellules sont fixées avec une solution de paraformaldéhyde 4%
pendant 10 min a température ambiante puis lavées trois fois dans du PBS. La membrane des cellules
est marquée grace a une incubation avec de la cholera toxin-biotin puis streptavidin-PE, chacune
pendant 30 min a température ambiante. Aprés lavage dans du PBS, les lamelles sont montées sur
lame de microscope au moyen d’une goutte de milieu de montage (Dako) de sorte que les cellules
soient positionnées entre la lamelle et la lame de microscopes. Les lames sont stockées dans le noir
pendant la nuit afin de permettre la réaction de polymérisation. L’acquisition des images est réalisée
grace a un microscope ConfoCor 2 (Zeiss) et le logiciel LSM 510. Les lames sont finalement stockées

sur le long terme a -20°C.

VII.3.5 Analyse d’activation cellulaire

Le caractere immunostimulant des LNP et de formulations immunostimulantes a été évalué sur des
cellules dendritiques JAWSII. Les cellules sont ensemencées en plaques 24 puits & 10° cellules/mL et
500 uL/puits pendant une nuit a 37°C. Les LNP sont ajoutées dans les puits aux concentrations
voulues puis les cellules sont incubées pendant 24h a 37°C. Les cellules sont ensuite lavées avec du
PBS et incubées avec des anticorps fluorescent afin de mettre en évidence I'expression de marqueurs
d’activation des cellules dendritiques. Dans le cas des LNP on utilise le marqueur CD86 (CD86-FITC,
BD Biosciences) et pour les formulations immunostimulantes on regarde en plus les marqueurs CMH-
I, CD80 et CD40 (IA°-PE, CD80-PE, CD40-FITC ; BD Biosciences). Le marquage est réalisé pendant 30
min a 4°C dans du PBS + 1% BSA. Dans le cas ou les 4 marqueurs sont analysés simultanément, deux
tubes sont préparés pour chaque échantillon afin de séparer les anticorps de méme couleur (FITC et
PE). L'acquisition des données est réalisée a I'aide d’un cytometre de flux LSR Il (BD Biosciences). Un
tube pour chaque anticorps individuel est prévu afin de régler les parametres de compensations

entre les différents fluorophores.
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VII.3.6 Analyse de la présentation de I'antigéne

a. Présentation de I’OVA aux lymphocytes T OT-II

Les cellules dendritiques primaires sont ensemencées en plaques 24 puits a 2x10° cellules/mL et
500 pL/puits pendant une nuit a 37°C. Les LNP-OVA sont ajoutées dans les puits a des concentrations
variant de 1 ng/mL a 2.5 pug/mL d’OVA, avec 2 pg/mL de LPS. Aprés 6h d’incubation a 37°C, les
cellules sont centrifugées 5 min a 1400 rpm afin d’éliminer I'excés de LNP non consommeées et les
lymphocytes T primaires extraits d’OT-Il sont ajoutés a 4x10° cellules/mL et 1 mL/puits. Un contréle
positif est réalisé a I'aide de billes d’activation CD3/CD28 (Invitrogen) selon les instructions du
fournisseur. Aprés 4 jours de co-culture, les surnageants sont prélevés en vue du dosage ultérieur de

cytokines (stockage a -20°C).

b. Présentation croisée de ’'OVA

Les cellules dendritiques primaires sont ensemencées en plaques 24 puits & 10° cellules/mL et
500 plL/puits pendant une nuit a 37°C. Les LNP-OVA (non marquées au DiD) sont ajoutées dans les
puits a des concentrations variant de 0.1 a 5 pg/mL d’OVA. Aprés 24h d’incubation a 37°C, les cellules
sont lavées avec du PBS et marquées avec un anticorps fluorescent afin de mettre en évidence
I’expression du peptide de 'OVA SIINFEKL sur le CMH-I (APC anti-mouse H-2K® bound to SIINFEKL ;
Biolegend). Ce marquage est réalisé pendant 2h a 4°C dans du PBS + 1% BSA. Les cellules sont ensuite

analysées en cytométrie de flux (LSR I, BD Biosciences).

VII.4 Caractérisation biologique des LNP in vivo

VII.4.1 Imagerie in vivo des ganglions lymphatiques

Les souris utilisées dans cette étude sont des femelles BALB/c provenant de Janvier. La souris est
préalablement rasée au niveau de la zone observée a I'image (pattes arriéres et bassin) afin d’éviter
de polluer I'analyse a cause de I'auto-fluorescence du pelage. La souris est placée dans une chambre
a induction et anesthésiée par inhalation d’isoflurane (dose 4% ; débit oxygéne 1 L/min). L’anesthésie
est maintenue pendant l'injection des LNP ainsi que l'acquisition des images (dose 1.5 % ; débit
oxygeéne 1 L/min). Lorsque la souris est profondément endormie (rythme cardiaque ralenti), elle est
déplacée sur une plaque chauffante pour I'injection d’'un volume maximum de 10 pL contenant les
LNP fluorescentes, en sous-cutané dans la patte arriére. Puis la souris est transférée dans 'appareil

d’imagerie VIS system (Xenogen) pour 'acquisition des images a I'aide du logiciel Livinglmage. Le
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point d’injection des LNP est masqué a I'aide d’une baguette en plastique noir. Les images sont
acquises a plusieurs longueurs d’onde d’excitation (570 nm, 605 nm, 640 nm) et en utilisant deux
filtres (DsRed, Cy5.5) centrés sur I’émission du DiD. A la fin de I’analyse, la souris est replacée dans sa
cage pour étre réveillée. Les images réalisées sont ensuite analysées a l'aide de |'option spectral
unmixing permettant notamment de soustraire la fluorescence non spécifique émanant de I’animal

afin de mieux visualiser le signal d(i a la fluorescence des LNP.

VIl.4.2 Analyse de capture in vivo des LNP

Les souris utilisées dans cette étude sont des femelles BALB/c fournies par Janvier. La premiére souris
recoit une injection intrapéritonéale de 200 pl contenant 10*? F80(DiD)-OVA et 10* F120(DiO)-OVA,
soit 1.1 mg de F80-OVA et 3.8 mg de F120-OVA, avec 10 ug de LPS. La souris controle est immunisée
en intrapéritonéal avec une solution de 200 pL de PBS et 10 ug de LPS. Aprés 24h, les souris sont
euthanasiées par dislocation cervicale et disséquées afin de prélever les ganglions mésentériques
situés le long de la chaine intestinale. Repérer les ganglions lymphatiques n’est pas aisé, les

02 Les cellules sont

illustrations de I'article de Van den Broeck et al ont donc été d’une grande aide
extraites des ganglions par broyage mécanique sur un filtre cellulaire de 70 um. Les cellules
dendritiques sont marquées a I'aide d’un anticorps fluorescence spécifique du récepteur CD11c
(CD11c-PE, Biolegend ; dilution 1/100 dans PBS + 1% BSA ; 30 min a 4°C). La suspension cellulaire est
lavée dans du PBS puis analysée en cytométrie de flux (LSR Il, BD Biosciences). La population de
cellules dendritiques est isolée afin de déterminer la proportion de ces cellules ayant internalisé les

LNP, c’est-a-dire celles qui sont positives au fluorophore encapsulé dans les LNP (DiD ou DiO). Les

données sont traitées a I'aide du logiciel FCSexpress6 (DeNovo).

VII.5 Campagnes d’immunisation
VII.5.1 Animaux

Les souris femelles BALB/c et C57BL/6 ont été fournies par Janvier. Elles ont été hébergées dans
I’animalerie de I'lAB (Grenoble, France) et réparties avec un maximum de 6 souris par cage. Le
protocole d’expérimentation animale a été approuvé par le comité d’éthique (référence

2015062612254918).

Les 12 macaques cynomolgus adultes (Macaca fascicularis) ont été importés de Mauritanie et

hébergés dans I'animalerie d'IDMIT (Fontenay-aux-Roses, France). Les macaques ont été répartis en
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3 groupes de 4 comprenant autant de males que de femelles. Les expérimentations sur ces primates
non-humains ont été réalisées dans le respect de la réglementation nationale francaise sous la
supervision d’inspecteurs vétérinaires (permis CEA n° A 92-032-02) et en accord avec les
recommandations de la directive européenne (2010/63, recommandation N°9). Le protocole
d’expérimentation animale a été approuvé par le comité d’éthique (référence A15-085). Les animaux
ont été hébergés par pairs dans des modules permettant les interactions sociales dans des conditions
d’humidité, de température et de lumiere contr6lées. Les animaux ont eu accés a de l'eau de
maniere illimité et nourris 1 a 2 fois par jour. L'environnement des macaques a été enrichi avec des
jouets, de nouveaux aliments et de la musique. Les procédures expérimentales ont été conduites

aprés anesthésie des animaux avec de la kétamine chlorhydrate (Rhéne-Mérieux, Lyon, France, 10

mg/kg).

VII.5.2 Immunisations et préléevements

Les solutions de LNP sont injectées aux souris par voie intra-péritonéale (IP) ou sous-cutanée (SC) au
niveau du dos ou de l'arriere de la téte. Pour une injection IP, une aiguille de 23G est utilisée afin
d’administrer un volume maximal de 500 pL tandis qu’une injection SC nécessite une aiguille de 27G
pour I'administration d’'un volume maximal de 100 pL. Les souris regoivent une premiére injection

suivie d’un rappel 3 semaines plus tard.

Les macaques sont immunisés par voie intradermique avec 64 g de p24 et 253 pg de CpG. Des
prélevements de sang sont réalisés avant et aprés chaque immunisation pour les analyses d’anticorps

et de réponses cellulaires. Ces manipulations ont été réalisées par nos partenaires d'IDMIT.

VII.5.3 Dosage des anticorps

Lors de la dissection des souris, le sang est rapidement prélevé par ponction dans la veine cave®®.
Une incubation de 24h a 4°C est nécessaire pour laisser le sang coaguler. Apres centrifugation
pendant 10 min a 12 000 rpm, le sérum est prélevé et stocké a -20°C pour analyses ultérieures. Les
anticorps spécifiques sont dosés par ELISA en plaque 96 puits. Un coating est réalisé avec une
solution d’antigéne (OVA ou P24) a 1 pug/mL en PBS (100 pL/puits; une nuit a 4°C). Les puits sont
vidés puis bloqués avec une solution de PBS + 1% BSA afin d’éviter les adsorptions non spécifiques
(300 uL/puits ; 2h a température ambiante). Les puits sont lavés 2 fois avec une solution de PBS +
0.05% Tween 20 a I'aide d’un laveur de plaque ELx50 (BioTek Instruments). Les sera de souris dilués

sont ensuite ajoutés aux puits (100 pL/puits; 2h a température ambiante). Plusieurs dilutions des
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sera sont réalisées, entre 1/1000 et 1/100 000 selon la quantité d’anticorps attendue. Une gamme
étalon de 0 a 500 ng/mL est réalisée avec des anticorps standards anti-OVA (Enzo Life Sciences) ou
anti-P24 (abcam). Les puits sont de nouveau lavés 2 fois comme indiqué précédemment. Puis,
I"anticorps secondaire anti-souris conjugué a I’'enzyme HRP (Horseradish peroxydase ; Sigma Aldrich)
est déposé dans les puits (100 plL/puits ; 1h a température ambiante). Finalement, aprés 5 lavages le
substrat TMB est rapidement déposé dans les puits (100 plL/puits; quelques minutes) et une
coloration bleue apparait dans les puits contenants des anticorps. Lorsqu’une coloration d’intensité
satisfaisante est obtenue, la réaction est stoppée par ajout de 50 pL d’acide sulfurique, ce qui conduit
a une coloration jaune. L’absorbance est mesurée a 450 nm a I'aide d’un lecteur de plaques VICTOR
(Perkin Elmer). Les concentrations d’anticorps présents dans les sérums sont calculées en comparant
I’absorbance mesurée a la gamme étalon. Les isotypes 1gG1, I1gG2a et IgA sont déterminés en utilisant
les anticorps de détection anti-souris IgG1-HRP et anti-souris IgG2a-HRP (ThermoFisher) ainsi que
anti-souris IgA (Novus Biologicals). En I'absence de standard pour réaliser des gammes étalons, les
sérums sont dilués en série afin de déterminer la plus haute dilution donnant un signal d’absorbance

supérieur a 3 fois le blanc.

Le méme protocole a été utilisé pour mesurer les anticorps de macaques, a 'aide d’un anticorps anti-
humain-HRP (MyBiosource) pour la détection et d’un anticorps monoclonal humain anti-p24

(MyBioscource) pour la réalisation d’une gamme étalon.

VII.5.4 Analyse de la réponse cellulaire

Une semaine apres avoir été immunisées, les souris sont euthanasiées par dislocation cervicale et
disséquées afin de prélever leur rate. Les splénocytes sont extraits par broyage mécanique sur un
filtre cellulaire 100 um et récoltés dans du milieu RPMI. La suspension cellulaire est centrifugée 5 min
a 1400 rpm puis les érythrocytes sont éliminés en reprenant le culot cellulaire dans 1 mL de tampon
de lyse RBC. Les cellules sont lavées par centrifugation dans 10 mL de milieu RPMI (5 min a 1400 rpm)
et reprises dans 10 mL de milieu RPMI complémenté avec 10% de SVF, 1% d’acides aminés non
essentiels, 1% de pénicilline streptomycine et 1% de sodium pyruvate. Les cellules sont ensuite
ensemencées a 10° cellules/mL en plaques 24 puits (500 uL/puits) et stimulées avec 50 ug d’OVA ou
10 pg de P24. Pour chaque échantillon, un controle négatif est réalisé avec les cellules non stimulées
et un controle positif est préparé a I'aide de billes d’activation CD3/CD28 (Invitrogen). Aprés 3 jours
d’incubation a 37°C, les plaques sont centrifugées pendant 5 min a 1400 rpm afin de récolter les
surnageants (400 plL) qui sont stockés a -20°C. Les cytokines sécrétées sont dosées ultérieurement

par ELISA selon les recommandations du fournisseur (kit Invitrogen).
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Les réponses spécifiques des lymphocytes T de macaques ont été analysées par ELISPOT (Monkey
IFNy ELISpot PRO kit; Mabtech). Les cellules sanguines mononucléées périphériques (PBMC) sont
isolées du sang total en utilisant des tubes CPT sodium heparin Vacutainer (BD Biosciences). Les
cellules sont stimulées pendant 18h avec un ensemble de peptides couvrant la séquence entiére de
p24. Les spots sont comptés avec un ELISpot Reader ELRO8IFL (Autoimmun Diagnostika GmbH). Ces

manipulations ont été réalisées par nos partenaires d'IDMIT.

VII.5.5 Marquage intracellulaire de cytokines

Les splénocytes sont ensemencés a 2.5 x 10° cellules/mL en plaques 12 puits et stimulés pendant 24h
avec 50 pg/mL d’OVA ou 10 pg/mL de p24. La sécrétion de cytokines est bloquée par traitement a la
brefeldin A (GolgiPlug, BD Biosciences) pendant 17h puis les cellules sont fixées et perméabilisées a
I'aide du kit GolgiStop (BD Biosciences). Les cellules sont marquées en utilisant les anticorps CD3-
PECy7, CD4-APCCy7, CD8-APC and IFNy-PE antibodies (Biolegend) pendant 1h a 4°C dans du PBS + 1%
BSA. L’expression intracellulaire de I'IFNy est déterminée par cytométrie de flux (LSRIl, BD

Biosciences).

VII.5.6 Challenge tumoral

Les cellules tumorales B16 exprimant I'OVA ont été généreusement fournies par Bertrand Huard. Les
souris ont été préalablement rasées au niveau de la zone prévue pour I'injection de la tumeur afin de
visualiser aisément la croissance tumorale. Une suspension cellulaire a 10° cellules/mL est préparée
dans du PBS. Les cellules tumorales sont implantées par voie sous-cutanée au niveau du bas droit du
dos & raison de 10° cellules (soit 100 pL) par souris. Pour faciliter I'injection, les souris sont

anesthésiées par inhalation d’isoflurane.

VII.5.7 Suivi de la croissance tumorale

Les souris font I'objet d’un suivi rigoureux tous les 2-3 jours. La croissance tumorale est quantifiée en
mesurant plusieurs dimensions de la tumeur permettant d’évaluer son volume (longueur x largeur x
hauteur). Le volume tumoral ne doit pas dépasser le point limite défini 8 1000 mm?, donc a partir de
800 mm?, la souris est euthanasiée. En-dessous de ce volume, le développement de la tumeur
n’induit a priori pas de souffrance a la souris. Cependant, le suivi régulier des animaux est

indispensable afin de détecter d’éventuels signaux traduisant une souffrance. Les signaux principaux
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sont I'isolement, la prostration, les yeux clos, les oreilles et/ou moustaches tombantes, la perte de

poids, des difficultés a se déplacer.

VII.5.8 Prélevement des tumeurs

Une souris atteignant le point limite est euthanasiée par dislocation cervicale. La souris est ensuite
disséquée afin de récolter la tumeur, normalement logée entre la peau et le péritoine. La tumeur est
d’abord fixée dans un bain de formalin solution (formaldéhyde 4% ; Sigma Aldrich) pendant 24h
avant d’étre progressivement déshydratée dans des bains d’1h30 de concentration croissante en
éthanol (70%, 80%, 90%, 95%, 100%). Un dernier bain de 12h dans du xyléne est réalisé avant de

figer la tumeur en paraffine.

VII.5.9 Analyse statistique

Les données sont exprimées par la moyenne + erreur standard. Les résultats in vivo sont comparés
parmi les groupes en utilisant I'analyse de la variance (ANOVA). Pour les études sur souris avec un
seul parametre, nous utilisons une ANOVA-1 suivie du test de Fisher. Pour les études de challenge
tumoral et sur les macaques incluant plusieurs parametres (temps), nous utilisons une ANOVA-2

suivie du test de Holm-Sidak.
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CONCLUSION GENERALE

L'objectif global de ce travail de thése était de développer une plateforme de délivrance d’antigenes
de type NLC capable d’induire des réponses immunitaires d’une grande amplitude, a médiation
humorale et cellulaire. Pour répondre a cet objectif, nous avions définis plusieurs axes de recherche

gue nous nous sommes employés a suivre.

Le premier jalon était de réaliser la preuve de concept de la délivrance d’antigénes par les LNP sur
le modeéle de I'ovalbumine. Nous avons décrit le greffage chimique covalent de I'OVA a la surface
des LNP permettant de produire des formulations antigéniques stables et robustes (LNP-OVA).
Celles-ci peuvent étre conservées plusieurs mois a 4°C sans que leur stabilité colloidale ni I'intégrité
du lien avec l'antigéne ne soient affectés. L'innocuité de ces formulations antigéniques a été
démontrée sur plusieurs types cellulaires, autorisant leur utilisation jusqu’a de trés hautes
concentrations (IC50 >2 mg/mL LNP). Les LNP-OVA sont rapidement capturées par les cellules
présentatrices d’antigénes in vitro, ce que nous avons également démontré in vivo. La petite taille
des LNP implique que ces particules sont sujettes au drainage lymphatique par leur capacité a
traverser les parois du réseau lymphatique et atteindre les ganglions lymphatiques en quelques
minutes apres injection. Une fois localisées dans les ganglions, les LNP sont largement capturées par
les cellules dendritiques, qui sont les principales CPA. Cette capture est suivie de la présentation de
I"antigéne par les DC aux lymphocytes T, qui sont en conséquence activés avec une amplitude 10 fois
supérieure grace a la délivrance de I'OVA par les LNP. Il en résulte que les LNP-OVA sont capables
d’induire une forte réponse humorale sur modéle murin. En particulier, la production d’anticorps
spécifiques de I'OVA est plus de 10 fois supérieure lorsque I'antigene est vectorisé par les LNP. Ces
particules jouent néanmoins uniquement un réle de vecteur et n‘ont pas de propriétés
immunostimulantes intrinseques, ce qui implique que les LNP-OVA doivent étre associées a un
immunostimulant. Un grand nombre de formulations a pu étre testé, soulignant la versatilité des
LNP. En effet, ces particules sont capables de promouvoir la réponse humorale spécifiquement
dirigée contre I'OVA en combinaison avec différents immunostimulants tels que le LPS, le MPLA et le
CpG. La taille des LNP variant entre 50 et 120 nm n’affecte que légérement I'immunogénicité de
I’OVA, ce qui semble dépendre grandement de la densité antigénique a la surface des LNP. En effet, il
existe un optimum qui consiste a délivrer une dose suffisante d’antigene par LNP tout en ciblant le
plus grand nombre de cellules immunitaires. Nous avons pris la décision de ne pas nous attarder sur
ce point qui pourra éventuellement étre approfondi a I'avenir. En outre, les particules de 50 nm ont

été les seules a favoriser in vitro la présentation croisée de I'antigéne, ce que nous ne sommes pas
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parvenus a confirmer in vivo et mérite d’étre abordé dans une prochaine étude. L’avantage des LNP a
promouvoir la réponse humorale s’est vérifié sur plusieurs doses d’antigenes, variant de 1 a 10 ug
par injection, et selon différentes voies d’administration. En effet, I'amplitude de la production
d’anticorps spécifique est maintenue malgré une diminution de la dose d’antigene d’un facteur 3 a
10 selon que la formulation soit administrée par voie intrapéritonéale ou sous-cutanée. En outre, ces
deux voies d’administration produisent une réponse humorale équivalente aux trois doses
d’antigenes testées. Cet avantage est d’un grand intérét dans le cas d’antigenes co(teux ou en stocks
limités, car la dose d’antigéne peut étre réduite en maintenant un niveau élevé de réponse. Enfin, le
fait d’obtenir des réponses immunitaires équivalentes selon plusieurs modes d’administration de la
formulation antigénique nous permet d’envisager a I'avenir le ciblage de I'immunité mucosale par
une délivrance intranasale par exemple. Par I’ensemble de ces expériences et des résultats qui en
découlent, nous avons rempli ce premier objectif en soulignant la versatilité des LNP, ce qui nous a

ouvert d’autres perspectives exploitées dans la suite des résultats.

Le deuxiéme jalon était d’exploiter la versatilité des LNP pour I'appliquer a 'immunostimulant et le
vectoriser au méme titre que I’antigéne. Nous avons ainsi rapporté la préparation de formulations
immunostimulantes véhiculant le MPLA ou l'imiquimod. La stratégie de double vectorisation de
I’antigene et de I'immunostimulant sur un méme vecteur a été comparée a celle visant a délivrer
I'antigéne et I'immunostimulant séparément vectorisés par des vecteurs distincts. La réponse
humorale obtenue est du méme ordre de grandeur selon les deux stratégies de délivrance, ce qui
suggere que l'excellente capacité des LNP a circuler dans I'organisme par drainage lymphatique
supprime la nécessité de délivrer les deux éléments conjointement afin d’assurer leur capture par les
mémes cellules. Ce point confére aux LNP un avantage pratique considérable, permettant
d’envisager une préparation sur mesure des formulations vaccinales, en ajustant au besoin les
éléments séparés. Cela ouvre notamment la perspective d’un « cocktail vaccinal » comprenant
plusieurs antigéenes stratégiques d’'un méme pathogéene, associés a plusieurs immunostimulants dans
le but de cibler différents récepteurs et d’activer simultanément différentes voies de I'immunité. La
double vectorisation de I'antigéne et de I'immunostimulant a été appliquée avec succes au CpG, dont
la délivrance est assurée par une LNP cationique (LNP*). La combinaison immunostimulante qui en
résulte (LNP-OVA + LNP*/CpG) s’est distinguée par sa performance en sa capacité a induire des
réponses cellulaires de grande magnitude chez la souris. L’analyse détaillée de cette formulation a
mis en lumiére les contributions individuelles de chacun des vecteurs. La vectorisation de I'OVA est
caractérisée par une nette amélioration de la réponse humorale, amplifiée par le phénotype Th2 des
LT auxiliaires. D’autre part, la vectorisation du CpG stimule non seulement la réponse humorale mais

également la réponse cellulaire. Ceci est le résultat d’'une polarisation mixte Th2 et Thl des
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LT auxiliaires, accompagnée d’une intense activation des LT CD8. Cette réponse cellulaire a été
étudiée dans une expérience d’'immunisation anti-tumorale, dont le but était d’évaluer la capacité de
la formulation a freiner voire inhiber la croissance tumorale par une immunisation prophylactique. Le
retard observé sur la croissance tumorale indique que la réponse cellulaire induite comprend une
activité cytotoxique qui contribue a éliminer une partie des cellules tumorales, mais qui demeure
insuffisante a contréler la croissance tumorale. Ce résultat préliminaire nous encourage a
approfondir a [l'avenir la caractérisation de cette réponse cytotoxique. La formulation
immunostimulante pourra alors également étre optimisée. Nous avons en effet démontré que la
densité antigénique a la surface des LNP avait un impact sur la réponse immunitaire et il est probable
que la densité de CpG sur les LNP" influe sur la magnitude de la réponse immunitaire. Ces résultats
supplémentaires nous ont permis de remplir le deuxiéme objectif en identifiant la formulation
LNP-OVA + LNP*/CpG comme étant la plus performante en termes de réponses immunitaires

induites a médiation humorale et cellulaire.

Enfin, le troisieme jalon de ce travail était de transférer la technologie développée sur I’antigéne
modéle OVA au cas concret du VIH, I’enjeu étant d’induire des réponses immunitaires mixtes et de
grande magnitude contre I'antigéne p24 peu immunogeéne. La méthode de greffage de I'antigéne
sur les LNP a due étre optimisée afin de convenir a cette protéine récalcitrante. Bien que nous soyons
parvenus a vectoriser la p24 sur les LNP, le rendement de greffage de la p24 est encore insuffisant et
devra a l'avenir étre amélioré. La vectorisation de la p24 a notamment permis d’améliorer
significativement la réponse immunitaire humorale mesurée chez la souris en moyenne d’un
facteur 10. Néanmoins, ce n’est pas suffisant pour générer une réponse cellulaire, que nous avons
observée uniquement dans le cas ol le CpG était vectorisé par les LNP*. Comme dans le cas de 'OVA,
la réponse immunitaire importante générée par la double vectorisation de la p24 et du CpG s’est
révélée étre la somme des avantages conférés par chacun des deux éléments. Nous avons confirmé
gue la vectorisation de I’antigéne oriente vers la polarisation Th2 des LT auxiliaires en faveur de la
réponse humorale, tandis que la vectorisation du CpG favorise la présentation croisée de I'antigéne
qui résulte en l'activation des LT CD8. La vectorisation du CpG est également a l'origine d’une
production d’IgA traduisant une immunité mucosale, ce qui présente un grand intérét dans le cas du
VIH ol les muqueuses sont 'une des voies principales d’entrée du virus et le lieu de résidence de
certains réservoirs viraux. Ces résultats trés prometteurs chez la souris ont autorisé la poursuite de
I’évaluation de I'immunogénicité de ces formulations sur le modele animal le plus pertinent dans le
cadre du VIH, a savoir le primate non-humain (NHP). L’étude s’est déroulée sur 7 mois, comprenant
4 immunisations intradermiques étalées dans le temps et un suivi longitudinal de la réponse

immunitaire par le dosage des anticorps et des cellules productrices d’IFNy toutes les 2 semaines. La
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formulation LNP-p24 + LNP*/CpG s’est une fois de plus distinguée dans cette étude en étant la seule
a générer une réponse immunitaire a médiation humorale et cellulaire. Cette réponse était

éme

significative dés la 2" immunisation et s’est manifestée par des pics de réponse immédiatement
apres chaque immunisation, suivis par une diminution lente persistant jusqu’a 13 semaines.
L'induction d’une telle réponse cellulaire contre la p24 chez le NHP est d’un grand intérét dans la
recherche d’un vaccin anti-VIH. Le prochain enjeu de ce projet sera de combiner cette formulation
immunostimulante avec des glycoprotéines d’enveloppe vectorisées par les LNP dans le but de
générer la production d’anticorps neutralisants a large spectre (bnab). Le développement d’une
formulation capable de produire d’une part des bnab spécifiques des glycoprotéines d’enveloppe, et
d’autre part une réponse cellulaire dirigée contre la p24 pourra alors faire I'objet d’une étude de
challenge viral sur modéle NHP. Dans I'idéal, les bnab neutraliseront les particules virales en se fixant
aux glycoprotéines d’enveloppe, pendant que les LT cytotoxiques élimineront les cellules infectées
exprimant les peptides de la p24 sur leur CMH-I. Avec ces derniers résultats, nous avons finalement
rempli le dernier objectif visant a proposer une plateforme de délivrance de la p24 capable

d’augmenter son immunogénicité en générant des réponses immunitaires importantes a

médiation humorale et cellulaire, que nous avons validée sur modéle murin et NHP.

L'ensemble des résultats obtenus au cours de cette thése mettent en lumiére la versatilité des LNP,
que nous avons utilisées pour délivrer différents antigenes (OVA, p24) ainsi que plusieurs
immunostimulants (MPLA, imiquimod, CpG) selon des modes d’administration variés
(intrapéritonéale, sous-cutanée, intradermique) et sur deux modéles animaux (souris, NHP).
L’ensemble des résultats in vivo chez la souris ont été résumés dans la Table VIII.1. De tels avantages
nous conduisent a envisager I'éventuelle industrialisation des LNP pour la délivrance d’antigénes.
Une méthode d’homogénéisation a haute pression a notamment été développée dans notre groupe
afin de produire des lots de LNP a I’échelle pilote. Cependant, a I’heure actuelle le greffage chimique
de I'antigene que nous proposons n’est pas transférable en industrie. |l faudra donc réfléchir a une
méthode de vectorisation simple, comme par exemple la post-insertion dans les LNP ou I’adsorption
en surface. Les LNP" pourraient étre une voie a explorer, car la complexation du CpG est d’une

grande simplicité et pourrait étre appliquée a une protéine antigénique.
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ANNEXE : VALORISATION

Les travaux réalisés au cours de cette these ont été valorisés de différentes maniéres, lors de

communications orales ou écrites, par le dépot de brevets et la publication d’articles.

Dans un premier temps, les résultats obtenus sur la double vectorisation d’un antigene et d’un
immunostimulant sur deux LNP distinctes plutét que sur un méme vecteur ont conduit au dép6t d’un
brevet intitulé « Composition immunogéne sous forme d'émulsion comprenant deux phases
dispersées, I'une comprenant un antigene et l'autre comprenant un agent immunostimulant » et

délivré le 26 mai 2017 (W02017085248).

Par la suite, nous avons publié un premier article (en tant que deuxiéme auteur) dans le journal
Biomaterials en mai 2017, qui retrace I'étude préliminaire de I'utilisation des LNP comme vecteurs
d’antigenes avec le modéle ovalbumine. D’autre part, le travail réalisé sur I'application au cas du VIH
avec la p24 a fait I'objet de la rédaction d’un second article (en tant que premier auteur), qui est en

cours de révision dans le journal npj Vaccines (nature partner journals).

Enfin, tout au long de cette these, les résultats ont été présentés lors de congrés nationaux et
internationaux :

- Journée de la Recherche Médicale 2015, Grenoble (oral et poster)

- SFnano 2015, Grenoble (poster)

- Nanotech 2016, Washington (oral)

- Journée de la Recherche Médicale 2016, Grenoble (poster)

- Société Frangaise d'Immunologie 2016, Paris (poster)

- SFnano 2016, Paris (oral)

- SFl club de vaccinologie 2017, Lyon (poster)

- SFnano 2017, Bordeaux (prix du meilleur oral - session flash présentation)
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RESUME

Les vaccins représentent I'un des progrés majeurs de I'Histoire pour la santé publique, concrétisant
notamment I'éradication de la variole en 1980. Les vaccins historiques, a base de pathogenes entiers
atténués ou inactivés et donc trés immunogenes ont été progressivement remplacés par des vaccins a
sous-unités, beaucoup plus slrs mais en contrepartie moins immunogenes. Des adjuvants tels que des
vecteurs et des molécules immunostimulantes ont donc été incorporés dans les formulations
vaccinales dans le but de générer des réponses immunitaires de grande amplitude. Cependant, les
principaux adjuvants actuellement autorisés chez I'homme induisent exclusivement une réponse
immunitaire humorale, a savoir la production d’anticorps permettant de neutraliser les pathogenes
extracellulaires. Or, certains pathogénes comme le VIH requiérent une immunité cellulaire,
indispensable a I’élimination du virus persistant dans les cellules infectées. Dans ce contexte, les
adjuvants de vaccin sont en plein essor dans le but d’identifier de nouveaux candidats plus performants
et sOrs. Nous décrivons ici la démarche suivie afin de proposer un vecteur lipidique nanoparticulaire
(LNP), dont la stabilité, I'innocuité et la versatilité en font un outil idéal pour la délivrance d’antigénes.
Nous avons dans un premier temps réalisé la preuve de concept sur la base de I'antigéne modele
ovalbumine, dont la délivrance aux cellules immunitaires a permis d’augmenter significativement la
réponse humorale in vivo chez la souris. D’autre part, l'induction d’'une réponse cellulaire a été
observée par la double délivrance de I'antigene et d’un immunostimulant. Plusieurs combinaisons et
stratégies de vectorisations ont été évaluées, dans le but d’identifier la formulation la plus
performante en vue d’une étude de protection anti-tumorale. Finalement, nous avons appliqué ces
technologies au cas concret du VIH avec I'antigéne de capside p24, ce qui s’est conclu par une étude
d’'immunogénicité chez le primate non-humain. L'ensemble de ces résultats met en lumiére la
versatilité des LNP et leur capacité a induire des réponses immunitaires de grande magnitude, a
médiation humorale et cellulaire.

ABSTRACT

The development of vaccines was one of the major health advances of the last century, with the
success of smallpox eradication in 1980. Historical vaccines, based on attenuated or killed
pathogens thus strongly immunogenic were finally replaced by subunit candidates, much safer but
also poorly immunogenic. Therefore, adjuvants such as vectors and immunostimulants were
incorporated in vaccine formulations in order to generate immune responses of high magnitude.
However, actual adjuvants authorized in human vaccines only trigger humoral immune response
with the production of antibodies which neutralize extracellular pathogens. Yet, some
such as HIV require the induction of a cell-mediated immunity, necessary to eliminate viral
reservoirs in infected cells. In this context, new adjuvant systems are being developed in order to
identify the most efficient and safe candidates. Here we describe the approach followed to
prepare a stable, safe and versatile vector consisting in lipid nanoparticles (LNP), for the delivery
of antigens. We first report the proof of concept of antigen delivery based on the model
ovalbumin, leading to the significant enhancement of humoral responses in vivo in mice.
Thereafter, we focused on the induction of cell-mediated immune responses through the
vectorization of both antigens and immunostimulants. Several combinations and vectorization
strategies were assessed in the aim to identify the best prototype for a study of protection against
tumor challenge. Finally, we applied these systems to HIV and its capsid antigen p24, which
allowed us to conduct animmunogenicity study on a non-human primate model. Altogether, these
results highlight the versatility of LNP and their ability to induce potent humoral and cell-mediated
immune responses.
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