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Caractérisation et comparaison des propriétés immunostimulantes de 

nanoparticules biodégradables de poly(acide lactique) et de chitosane après 

adsorption de TLR ligands ou d�antigènes du VIH1  

Les vecteurs nanoparticulaires comme systèmes de relargage contrôlé pour 

des applications vaccinales font l’objet d’intenses recherches, notamment dans 

le domaine du VIH1. Une approche novatrice consiste à co-administrer des 

molécules immuno-stimulatrices avec les antigènes d’intérêt, afin d’amplifier le 

recrutement et l’activation des cellules dendritiques (DCs). Un tel vecteur 

vaccinal stimulerait l’intensité de la réponse immunitaire et une immunité au 

niveau des muqueuses vaginales et anales pourrait être obtenue après 

vaccination. 

Des nanoparticules de poly(acide lactique) (NP-PLA) ou de chitosane/sulfate 

de dextrane (NP-CSD) ont été utilisées comme véhicules et adjuvants de 

protéines du VIH1, gp140 et p24. Le poly(I:C), ligand de TLR3 est la molécule 

immuno-stimulatrice retenue pour ses propriétés adjuvantes. 

Les NP-PLA et NP-CSD présentent un potentiel équivalent pour l’adsorption 

de protéines. Par contre, si les NP-CSD permettent l'adsorption du poly(I:C) 

(95%), elle est moins reproductible sur les NP-PLA. Pour chaque formulation, la 

capacité à induire in vitro la maturation des DCs a été évaluée en suivant les 

marqueurs CD25, CD80, CD83, par cytométrie en flux. L’adsorption de poly(I:C) 

sur les NP-PLA ou les NP-CSD amplifie les capacités de maturation de ces 

nanoparticules, un effet synergique étant observé avec les NP-CSD. 

Nos travaux montrent que la co-adsorption d’un TLR ligand, avec des 

antigènes protéiques du VIH sur des nanoparticules biodégradables, est possible 

et confère à la formulation vaccinale un effet immuno-stimulant in vitro. In vivo, 

les formulations vaccinales contenant du poly(I:C) induisent de très forts taux 

d’anticorps sériques chez la souris. 

 
MOTS-CLEFS : nanoparticules, PLA, chitosane, adjuvant particulaire, vaccination, cellules 

dendritiques 
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Characterization and comparison of the immunostimulatory properties of 

biodegradable poly (lactic acid) and chitosan nanoparticles after TLR ligands or HIV-

1antigens adsorption  

Use of nanoparticulate vectors in vaccination as controlled release systems based 

on biodegradable polymers has been widely studied, particularly for HIV vaccine 

research. An innovative approach is to co-administer antigens of interest with 

immuno-stimulatory molecules to amplify the recruitment and activation of dendritic 

cells (DCs). Such a vaccine candidate could boost the intensity of the immune 

response, and mucosal immunity in vaginal and anal secretions could be obtained 

after vaccination. 

We used nanoparticles of poly(lactic acid) (NP-PLA) or chitosan / dextran sulfate 

(NP-CSD), as vehicles and adjuvants for HIV-1 proteins, gp140 and p24. Poly (I:C), 

TLR3 ligand molecule, is the immuno-stimulatory molecule chosen for its adjuvant 

properties. 

The NP-PLA and NP-CSD have shown their great potential as carriers of proteins. 

By cons, if NP-CSD allows the adsorption of poly(I:C) with a yield of 95%, the 

adsorption is less reproducible on NP-PLA. For each formulation, the ability to induce 

in vitro maturation of DCs was evaluated by following the marker CD25, CD80, CD83, 

by flow cytometry. Adsorption of poly(I:C) on the NP-PLA or the NP-CSD amplifies the 

maturation abilities of particles and has a synergistic effect with the NP-CSD. 

Our work shows that co-adsorption of a TLR ligand with HIV protein antigens onto 

biodegradable nanoparticles is possible and gives an immuno-stimulant effect to the 

vaccine formulation in vitro. In vivo, vaccine formulations containing poly(I:C) induce 

very high levels of serum antibodies in mice. 

 

KEY WORDS : nanoparticles, PLA, chitosan, adjuvant, vaccination, dendritic cells  
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ADN Acide désoxyribonucléique 

Ag Antigène 

ARN Acide ribonucléique 

AZT Azidothymidine 

BSA Bovine serum albumin 

CMH Complexe majeur d’histocompatibilité 

CPAG Cellule présentatrice d’antigène 

CpG Cytosine polyguanine 

CRF Circulating recombinant forms 

CSD Chitosane/sulfate de dextrane nanoparticules 

CTL Lymphocyte T cytotoxique 

DA Degré d’acétylation 

DC Cellules dendritiques 

DL50 Dose létale 50 

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay 

ELISPOT Enzyme-linked immunosorbent spot assay 

FDA Food and Drug Administration 

GM-CSF Granulocyte macrophage colony stimulating factor 

GRID Gay related immune disorder 

HTLV Human T-cell Lymphotropic Virus 

IFN Interféron 

Ip Indice de polydispersité 

LAV Lymphadenopathy associated virus 

LPS Lipopolysaccharide 

LRR Leucin-rich repeats 

Mw Masse molaire 

NALP3 Nod-like récepteur 

NRTI Nucleoside reverse transcriptase inhibitor 

PAMP Pathogen associated molecular pattern 

pIC/poly (I:C) Polyinosinic polycytidylic acid  

PKR Protéine kinase R 

PLA Polyacide lactique 

PLGA Polyacide lactique co-glycolique 

PRD Pattern recognition domain 



 - - 16 - - 

pU/poly U Polyuridylique acid 

SC Sous cutanée 

SH Sérum humain 

SIDA Syndrôme de l’immunodéficience acquise  

TGF Transforming growth factor 

TIR Toll / Il-1 receptor 

TLR Toll-like récepteur 

TMC Triméthyl chitosane 

TNF Tumor necrosing factor 

VIH Virus de l’immunodéficience humaine 
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La vaccination est un procédé visant à introduire un agent extérieur (le 

vaccin) dans un organisme afin d’induire une réaction immunitaire protectrice. Le 

terme de vaccination, apparu vers 1880, est utilisé, pour la première fois par 

Pasteur sur la base des travaux de l'anglais Jenner qui avait immunisé des 

patients contre la "variole de la vache", et donc de la variole commune.  

Il existe actuellement deux types de vaccination : la vaccination 

préventive, visant à stimuler les défenses immunitaires de façon à prévenir 

l'apparition d'une maladie, et la vaccination thérapeutique. Aussi appelée 

immunothérapie active, cette technique consiste à stimuler le système 

immunitaire de l'organisme pour favoriser la production d'anticorps et l’immunité 

cellulaire.. La vaccination thérapeutique n’est pas faite pour prévenir l’apparition 

d’une maladie mais pour aider l’organisme humain déjà infecté à lutter en 

stimulant les défenses immunitaires. C'est le cas typiquement de la rage (dont la 

vaccination peut également être préventive).  

Le Virus de l’Immunodéficience Humaine (VIH) qui a été isolé il y a 25 ans 

est reconnu comme le pathogène responsable du Syndrôme de 

l’Immunodéficience Aquise (SIDA). Depuis, l’épidémie s’est répandue dans 

toutes les régions du globe et environ 33 millions de personnes sont porteuses 

de ce virus. A ce jour, les seules armes disponibles pour lutter contre l’épidémie 

sont la prévention et des traitements anti-rétroviraux qui ne peuvent que ralentir 

la progression du virus pendant quelques années sans pour autant l’éliminer. La 

mise au point d’un vaccin contre le VIH a été lancée il y a plus de 20 ans mais 

les approches classiques utilisées pour les autres maladies virales se sont 

rapidement révélées non utilisables dans le cas du VIH. Récemment, des 

adjuvants particulaires à base de polymères biocompatibles et biodégradables 

ont été développés. Ces particules vectorisent les antigènes adsorbés en surface 

ou incorporés dans la matrice cellulaire. Ces nouveaux adjuvants sont 

prometteurs pour induire une réponse immune à médiation humorale ou 

cellulaire dans de nombreux contextes infectieux et c’est dans cette direction que 

s’inscrit ce travail de thèse. 
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La vaccination reste un outil indispensable dans la protection et l’éradication des 

maladies (Perrie, 2008). Depuis les précurseurs que sont Jenner et Pasteur, de 

nombreux modèles de vaccins à base d’agents viraux vivants atténués ou inactivés ont 

prouvé leur efficacité. Cependant la balance bénéfices/risques fait pencher la recherche 

du côté de vaccins à base de sous-unités de ces agents infectieux, comme les protéines, 

qui offrent une alternative plus sûre. Leur efficacité étant néanmoins plus faible, la 

nécessité d’utiliser des adjuvants s’est faite ressentir. 

Un adjuvant est une substance administrée en combinaison avec un antigène et 

qui induit une réponse immune plus importante que lorsque l’antigène est utilisé seul 

(Ramon, 1926). Les adjuvants sont des composés de structure hétérogène qui sont 

classés selon leur nature chimique, leur origine ou leurs propriétés physicochimiques. 

Cependant, des composés proches présentent fréquemment des propriétés 

immunologiques différentes (Marciani, 2003). Les seuls actuellement autorisés pour 

l’homme sont les sels d’aluminium (États-Unis et Europe) et le MF59 (Europe). La 

structure requise d’un adjuvant, ainsi que les mécanismes moléculaires et cellulaires qui 

sont responsables de leur activité in vivo, ne sont que très peu connus (Schinjs , 2001). 

Bien que leur grande hétérogénéité les rende difficiles à catégoriser, il est 

cependant possible de les séparer en deux familles : d’une part les adjuvants de type 

particulaire, tels que les sels minéraux, les liposomes ou les particules synthétiques ; 

d’autre part les adjuvants non particulaires qui sont souvent des stimulants et des 

modulateurs de la réponse immune, tels que les ligands des récepteurs Toll (Wischke, 

2009). Nous nous intéresserons plus particulièrement dans cette première partie à des 

modèles d’adjuvants particulaires, avant de consacrer plus spécifiquement la deuxième 

partie aux récepteurs Toll. 

  

Les capacités adjuvantes des composés à base d’aluminium ont clairement été 

établies en 1930, plus particulièrement pour le tétanos et la diphtérie (Aguado , 1999). 

Leur utilisation est alors devenue courante. L’avantage d’utiliser ces adjuvants à base 

d’aluminium est le rapide développement d’une réponse anticorps élevée et durable 

après l’infection primaire (Gupta, 1998). Même si de nombreuses recherches sont 

ouvertes vers des adjuvants alternatifs, les adjuvants à base d’aluminium seront encore 

utilisés grâce à leurs qualités multiples. Ils présentent en effet une faible toxicité aux 
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concentrations efficaces, des capacités adjuvantes pour de nombreux antigènes et un 

faible coût. Pour les infections qui peuvent être prévenues par induction d’anticorps 

sériques, les composés à base d’aluminium formulés dans les conditions optimales sont 

des adjuvants de choix. L’adsorption des antigènes sur ces composés dépend des 

interactions électrostatiques entre l’antigène et l’adjuvant. Or, l’hydroxyde d’aluminium 

possède une structure cristalline et permet l’adsorption de protéines chargées 

négativement à pH neutre. Au contraire, le phosphate d’aluminium et les précipités d’alum 

présentent des structures amorphes chargées négativement, ou neutres à pH 7. Leur 

nature amorphe contribue à leur large surface externe ainsi qu’à leur grande capacité 

d’adsorption des protéines, principalement pour les protéines chargées positivement 

(Gupta, 1998). Le mécanisme d’adjuvantation des composés à base d’aluminium inclut 

plusieurs effets simultanés : le mécanisme physique de formation d’un dépôt, des 

phénomènes liés à la nature physicochimique des adjuvants, leur nature particulaire et 

leur taille optimale (< 10 µm). Ils sont aussi capables de présenter efficacement des 

antigènes aux cellules présentatrices, de stimuler des cellules immunitaires d’un 

organisme à travers une activation du complément et des macrophages, et d’induire des 

éosinophiles (Gupta, 1998). 

  

Les particules biodégradables ont un important potentiel d’application en tant que 

vecteurs de molécules à activité biologique. Ces molécules peuvent être des principes 

actifs médicamenteux ou des protéines et acides nucléiques pour des applications à but 

vaccinal. Il a été démontré que des antigènes encapsulés par des microparticules, 

produites à partir de polymères biodégradables, présentent un bon potentiel pour les 

systèmes de relargage et pour l’adjuvantation. Ces microparticules permettent un 

relargage contrôlé de l’antigène ayant pour effet de réduire le nombre de doses 

d’immunisation ou de développer des vaccins unidoses (Moldoveanu, 1989).  

Cependant, les capacités de ces microparticules sont limitées par des problèmes 

de dégradation et de dénaturation de l’antigène après encapsulation et relargage. 

L’activité adjuvante de ces particules a récemment été décrite comme induisant 

un inflammasome et complétant l’activité des ligands des Toll-like recepteurs (Rice Ficht, 

2010). Il apparaît aussi, suite à l’étude effectuée par Xiang et al. sur un panel de 

différentes particules, que leur taille et leur nature influe sur la façon dont l’antigène 

présenté va être pris en charge et donc sur le type de réponse qui en résulte (Xiang, 

2006) (tableau 1). 
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Nature de la particule Taille Surface Immunogénicité Références 

hPGA (L-phenylalanine 
ethylester) poly(gamma-

glutamic acid) 

150-200 
nm 

amphiphile Humorale et cellulaire Akagi, 2007 
Okamoto, 2007 

Uto, 2007 
Acid-labile polyacrylamide 

hydrogel 
200-500 

nm 
hydrophile 

Lymphocytes T 
cytotoxiques 

Beaudette, 2009 

Acid-labile polyacrylamide 
hydrogel 

35 nm-3,5 
µm 

hydrophile 
Lymphocytes T 

cytotoxiques 
Cohen, 2009 

Chitosane recouvert 
d’alginate 

300-600 
nm 

hydrophile 
Anticorps spécifiques 

Th1 
Borges, 2008 

Polystyrene 40-49 nm hydrophile  T CD8, IgG1 Mottram, 2007 

Poystyrene 
93-123 

nm 
hydrophile T CD4, IgG1 et Il 4 Mottram, 2007 

PLGA poly(L-lactique acide 
co glycolique) 

3,4-4,3 
µm 

hydrophile 
CMH 2, presentation 
étendue de l’épitope 

Lu, 2007 

PLA poly(L-lactide) 1 µm hydrophile 
CMH 2, presentation 

prolongée de 
l’antigène 

Westwood, 2005 

Dextrane acétylé 
115-270 

nm 
hydrophile CMH1, CMH 2 Broaders, 2009 

Tableau 1 : La composition chimique et la taille des particules sont liées au type de réponse immunitaire 
engendré 

Si l’on considère les différentes voies d’administration possibles d’un vaccin, 

les vecteurs particulaires prennent une importance accrue. Un des arguments clef de 

l’utilisation des particules pour la vaccination est l’observation d’une tolérance lorsque 

l’antigène libre est présenté aux tissus lymphoides des muqueuses (Fujihashi, 2001). 

La présentation de l’antigène par des complexes nanoparticulaires va favoriser sa 

prise en charge et sa reconnaissance par le système immunitaire selon la cible visée 

et la voie d’injection les tailles de prédilection vont varier (figure 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1: Destination et activité des particules de polymère in vivo (Rice-Ficht A., 2010). 
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La multiplication des tailles et des propriétés chimiques des particules permet 

de cibler les voies d’immunisation d’intérêt selon le but recherché. 

  

Même si les mécanismes d’action des adjuvants restent peu connus, on peut 

décrire différents processus dans le cas des adjuvants particulaires : 

• effet dépôt de l’antigène qui est progressivement relargué ; 

• induction d’une inflammation permettant le recrutement des cellules présentatrices 

d’antigène (CPAG) ; 

• induction de phagocytose de l’antigène qui, lié à l’adjuvant, n’est plus soluble mais 

sous forme particulaire. 

 

L'aluminium, présent dans les vaccins sous forme de précipité, est utilisé 

depuis environ 80 ans pour renforcer les réponses vaccinales, sans que son 

mécanisme d'action soit connu. Initialement on pensait que les antigènes vaccinaux 

venaient s'adsorber sur les particules d'alumine d'où ils étaient libérés 

progressivement. En fait ces particules sont phagocytées par des macrophages avec 

augmentation de la production d'Il-1bêta et d'Il-18. Mais on ignorait le mécanisme 

responsable de cette production de cytokines. Eisenbarth et al. montrent que le 

NALP3 inflammasome, est stimulé par la présence de particules d'aluminium 

(Eisenbarth, 2008). 

L'inflammasome est un complexe de protéines intracellulaires composé de 

NALP3, qui est activé par les cristaux, et d'une protéine d'association, appelée ASC, 

qui active la transformation des enzymes procaspase en caspase. La caspase-1 ou 

enzyme de conversion de l'interleukine-1 clive la pro-interleukine-1bêta en 

interleukine-1bêta qui est une cytokine pro-inflammatoire. 
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Figure 2: Mécanismes d’action de l’alum 

 

Une propriété propre aux particules synthétiques est le relargage progressif de 

l’antigène incorporé ou adsorbé aux nanoparticules. La délivrance en continue de 

l’antigène due à la dégradation des particules permet d’envisager de diminuer le 

nombre d’administrations pour la vaccination. Ce phénomène a été observé par 

Faisal et al. avec des particules de PLGA contenant la protéine antigène LigVar 

destinée à déclencher une protection contre la leptospirose dans un modèle animal 

(Faisal, 2009). 

Suivant le polymère qui compose les particules synthétiques, celles-ci peuvent 

être neutres immunologiquement ou bien orienter la réponse immune vers un profil 

Th1 ou Th2. Ataman-Onal et al. montrent ainsi que des nanoparticules de PLA 

recouvertes de p24 suscitent de fortes réponses CTL et la production de cytokines 

(IFNȖ, IL-2) orientées pour une réponse de type Th1 chez la souris (Ataman-Onal, 

2006). La protéine p24 semble générer une réponse plus orientée Th1 lorsqu'elle est 

administrée à la surface de PLA qu’avec l'adjuvant de Freund. De plus, la capacité 

des particules des PLA-p24 à induire une réponse immune de type Th1 a aussi été 

confirmée dans le modèle macaque. Ce système de délivrance de protéines confirme 

le potentiel des nanoparticules chargées dans le domaine du développement des 

vaccins.  



 - - 28 - - 

  

 

Le PLA est un biopolymère biodégradable et biorésorbable qui se dégrade par 

un mécanisme d'hydrolyse des chaînes macromoléculaires avec élimination des 

produits formés par métabolisation. Le PLA est un poly(alpha-hydroxy) acide obtenu 

en polymérisant par ouverture de cycle des monomères cycliques dérivés des acides 

lactiques et glycolique. 

  

  

 

Figure 3 : Unité de répétition du PLA 

Les unités de répétition (glycolique, L- ou DL-lactiques) peuvent être utilisées 

séparément ou en combinaison afin d'obtenir des polymères aux propriétés très 

différentes selon leur composition, leur structure et leur morphologie. Le polymère 

utilisé pour cette étude est un poly(acide lactique) racémique PLA50 fourni par la 

société Phusis (France). 

 

a) Propriétés biologiques du PLA 
Le PLA a une application bien connue en médecine et plus particulièrement en 

chirurgie car il permet de faire des fils de suture ainsi que des implants biorésorbables 

dont la fonction est temporaire: une fois la consolidation obtenue, la résorption 

complète restitue l'intégrité du site opéré tout en évitant une seconde intervention 

chirurgicale souvent nécessaire pour retirer le dispositif. Les principales applications 

de ces implants biorésorbables concernent les ligamentoplasties, l'ostéosynthèse et 

la chirurgie de la colonne vertébrale. 

  

  

Figure 4 : Implants chirurgicaux en PLA 

Le PLA sous forme de nanoparticules est un des composés les plus utilisés 

pour le développement de systèmes de relargage progressif d’un antigène ou d’un 

médicament incorporé dans le cœur des particules ou adsorbé en surface. La 
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délivrance en continu ou par saccades du produit, due à la dégradation des 

particules, permet d’envisager de diminuer le nombre d’administrations pour la 

vaccination au profit d’une administration unique. Il est également étudié pour le 

développement de vaccins nanoparticulaires pour ses capacités adjuvantes (Ataman-

Onal, 2006). 

b) Propriétés de biocompatibilité du PLA 

o Biodégradabilité 

La biodegradabilité du PLA a été démontrée lors de la mise au point des 

implants chirurgicaux biorésorbables. Une étude a été menée sur des brebis 

auxquelles ont été implantées des vis en PLA, l'objet de l’étude étant de suivre chez 

les animaux la cinétique de résorption d'une vis d'interférence biorésorbable. Les 

animaux ont été sacrifiés à 3 mois, 6 mois, 1 an, 2 ans, 3 ans et 5 ans. Une histologie 

qualitative, une analyse histomorphométrique et un marquage fluorescent ont été 

effectués. Les premiers signes de résorption apparaissent à 1 an. Les vis sont 

entièrement fragmentées à 2 ans. La résorption complète des fragments est observée 

à 3 ans. À 5 ans, on observe la substitution de la vis résorbable par de l'os spongieux 

dans les vestiges histopathologiques témoignant de la présence directe ou indirecte 

de produits de dégradation (Phusis). 

o Toxicité, cytocompatibilité 

De nombreuses études de toxicité ont été effectuées sur le PLA et les 

nanoparticules de PLA. Par exemple, Bhaskar et al. montrent que des formulations 

de PLA et de PLGA de différentes caractéristiques (taille, indice de polydispersité (Ip) 

et zéta) et à différentes concentrations n’ont pas d’effet sur la viabilité cellulaire. Ils 

n’ont pas non plus observé de différences significatives de toxicités entre les différents 

types de particules utilisés. Il semble cependant qu’il y ait une légère diminution de la 

viabilité cellulaire pour les concentrations en particules plus importantes (Bhaskar, 

2010). Grâce à ses caractéristiques, le PLA a pu être approuvé par la Food and Drug 

Administration (FDA, USA). 

 

Le chitosane est un biopolymère biodégradable, dérivé désacétylé de la chitine, qui 

est un des mucopolysaccharides naturels les plus abondants constituant notamment 

l’exosquelette des insectes et crustacés. Le chitosane (figure 4) est constitué d’unités 

de glucosamine 2-amino-2-désoxy-ȕ-D-glucose (B) et d’unités N-acétyl-D 

glucosamine (A), et possède un pKa apparent de 6,5. Il s’agrège dans des solutions 

ayant un pH au-delà de 6.  
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Figure 4: Unité de répétition du chitosane 

Il est donc uniquement soluble dans des solutions acides (pH 1-6) dans 

lesquelles la plupart des groupements amines sont protonés. Le chitosane peut être 

caractérisé par sa masse molaire mais aussi par son degré d’acétylation, ou DA, qui 

correspond au pourcentage de fonctions N-acétyle.  

 

a) Propriétés biologiques du chitosane 
Les premières applications biologiques du chitosane ont donc été faites 

dans des domaines où il avait un intérêt évident, comme la pharmacologie, la 

cosmétologie et surtout la médecine. En effet, ce polymère ne présente aucun 

comportement antigénique mais possède un caractère antithrombogénique et 

hémostatique ainsi que des propriétés cicatrisantes remarquables (Bacon, 2000). Le 

chitosane présente également des capacités inhibitrices sur la croissance de 

nombreux parasites et bactéries. Il a, de plus, des propriétés immunologiques, 

antitumorales, antibactériennes et antifongiques (Kornprobst , 2005).  

L’utilisation de vecteurs colloïdaux fabriqués à partir de polysaccharides 

hydrophiles, dont le chitosane, s’est imposée comme une alternative prometteuse 

pour améliorer le transport de macromolécules à travers les membranes biologiques 

(Janes, 2001). Le développement de vecteurs appropriés pour délivrer de nouvelles 

macromolécules en provenance de l’industrie des biotechnologies est un domaine en 

pleine expansion. Dans le cadre de ces applications, le chitosane est devenu un 

polymère intéressant pour l’association et la diffusion de composants labiles 

macromoléculaires (Hejazi, 2003).  

Ce polymère, non toxique, est facilement biodégradable. Les systèmes  

polymères de diffusion contrôlée à partir de chitosane sont maintenant utilisés dans 

une grande variété de médicaments (Dastan, 2004).  

 

A B
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b) Propriétés de biocompatibilité du chitosane (Ueno H. et coll., 2001) 

o Biodégradabilité 

La biodégradation et la biorésorption sont assurées par des enzymes 

hydrolysant le chitosane en oligomères. Cependant, le ou les mécanismes d’action ne 

sont pas encore clairement définis. 

Chez l’homme et les mammifères, ce rôle est assumé principalement par 

des lysozymes (Varum, 1997) qui dégradent les liaisons ȕ(1å4) glycosidiques des 

unités N-acétyl glucosamine en des résidus N-acétylglucosamine et D-glucosamine, 

métabolisés ensuite dans l’organisme. Un chitosane de DA 50% est ainsi facilement 

dégradé in vivo dans le sang et les tissus, sans accumulation dans le corps (Onishi , 

1999). 

La dégradation dépend de l’origine et des caractéristiques du polysacharide 

(DA, masse molaire…) (Ratajska, 1998). L’influence de la structure cristalline, de 

l’agrégation des N-acétylglucosamines et de leur distribution a été mise en évidence 

(Shigemasa , 1994). Une étude plus approfondie a montré d’abord une augmentation 

de la susceptibilité enzymatique pour les DA supérieurs à 50%, puis une diminution 

avec le DA, et finalement une absence de dégradation pour un chitosane de DA3 

(Kurita, 2000). Cette influence du DA est également constatée, in vitro (dégradation 

par des lysozymes) et in vivo (implantation sous cutanée) (Tomihata, 1997). Un 

chitosane de DA 50% semble donc permettre une dégradation optimale. 

o Toxicité, cytocompatibilité 

L’innocuité du chitosane a été démontrée chez la souris, le rat et l’homme 

pour des applications diététiques et cosmétiques. Dans le cas d’administration orale, 

la dose létale DL50 dépasse les 16 g/kg/jour chez la souris, soit une dose supérieure à 

celle du saccharose (12 g/kg/jour). L’administration sous-cutanée de chitosane 

conduit à une valeur de DL50 supérieure à 10 g/kg/jour chez la souris. La DL50 

d’applications intrapéritonéales de chitosane est de 5,2 g/kg/jour pour la souris et de 

3 g/kg/jour chez le rat. Globalement, pour des doses administrées adéquates, la non-

toxicité du chitosane est admise (Rao , 1997). 

La cytocompatibilité du chitosane vis-à-vis des fibroblastes, des kératinocytes, 

des chondrocytes et des ostéoblastes a été démontrée in vitro. Des travaux  montrent 

que, quel que soit le DA (2-50%), la mise au contact prolongée de films de chitosane 

avec les deux premiers types de cellules n’induit ni la destruction, ni la croissance 

anarchique de celles-ci, et aucune substance cytotoxique n’est relarguée dans le 

milieu (Chatelet, 2001). Le même comportement est constaté dans le cas de cultures 

de chondrocytes et de kératinocytes sur un film de chitosane de DA 2,5% (Denuzière, 
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1998) et de culture de chondrocytes et d’ostéoblastes sur une surface similaire de DA 

10% (Lahiti, 2000). Lors de cultures cellulaires sur un film de chitosane, la croissance 

des cellules dépend des caractéristiques et de la source du chitosane (Cid, 2000; 

Ramos , 2000). 

 

Le chitosane a fait l’objet de nombreuses études notamment pour des 

applications pharmaceutiques, mais son efficacité est réduite de part sa faible 

solubilité. Kotze et al. ont de ce fait émis l'hypothèse qu’un polymère tel que le 

chitosane non modifié, avec un groupe amine primaire, ne peut pas être optimal dans 

l'ouverture des jonctions serrées, mais que des dérivés avec des substituants 

différents et différentes densités de charge auront le même effet voire une efficacité 

accrue face à ces jonctions serrées (Kotze, 1999).  

Exemple du triméthyl chitosane (TMC) 
Le chlorure de N-triméthyl chitosane est un dérivé du chitosane partiellement 

quaternarisé possédant une solubilité aqueuse fortement augmentée, 

particulièrement aux pH neutre et alcalins. Le chlorure de N-triméthyl chitosane a 

démontré précédemment un pouvoir potentiel de promoteur d'absorption et, comme 

le chitosane, il est capable d'ouvrir les liaisons étroites des cellules épithéliales pour 

permettre le transport paracellulaire des composés hydrophiles de grandes 

dimensions. La densité de charge du chlorure de N-triméthyl chitosane, déterminée 

par le degré de quaternarisation, est un facteur important qui influence les propriétés 

de promoteur d'adsorption de ce polymère (Hamman, 2000). 

Ce dérivé du chitosane montre des résultats prometteurs, notamment pour la 

vectorisation de l’ADN. Le TMC et les autres dérivés peuvent être utilisés de la même 

manière que le chitosane mais avec des avantages, notamment au niveau de la 

solubilité. On constate aussi une diminution de la cytotoxicité (Mourya, 2009). Les 

résultats d a montré que le chlorure de N-triméthyl chitosane représente un nouveau 

promoteur d'absorption et qu’il peut contribuer au développement d'un système sûr et 

efficace pour l'administration non parentérale de produits tels que les peptides et les 

protéines (Hamman, 2000).  

 

Le chitosane est obtenu par désacétylation de la chitine. Ces polysaccharides 

sont des copolymères constitués de ȕ (1-4) N-acétyl-D-glucosamine et de D-

glucosamine. Le degré d’acétylation représente la proportion d’unités N-acétyl-D-

glucosamine par rapport à l’ensemble des unités présentes. Le DA est un paramètre 
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structural qui influence les propriétés physicochimiques ainsi que les propriétés 

biologiques comme la biodégradabilité (Varum, 1997). Chatelet et al. ont mené une 

étude sur les propriétés biologiques de films de chitosane de DA allant de 2,5 à 47 sur 

des cultures de fibrobastes et de kératinocytes. Il en ressort que le DA n’influence pas 

la cytocompatibilité du polymère mais que les capacités d’adhésions cellulaires sont 

augmentées par un DA faible (Chatelet, 2001). Une expérience menée sur des 

particules de chitosane de DA 15 ou 25 comme vecteur d’ADN montre que les 

particules constituées du DA plus élevé induisent un niveau de transfection plus 

important : il semblerait que les relargages de l’ADN soient plus rapides sur ce type 

de particules malgré de faibles différences constatées d’un point de vue 

physicochimique (Centelles, 2010). 

Il est prouvé que les PLA sont des vecteurs protéiques d’intérêt avec des 

capacités adjuvantes importantes chez l’animal. Ces particules sont assez simples 

d’utilisation mais sont homogènes au niveau de leurs caractéristiques 

physicochimiques, donc peu flexibles dans leur utilisation. Les études menées 

jusqu’ici sur les nanoparticules composées de chitosane sont moins avancées, mais 

la nature même du polymère permet d’obtenir différentes propriétés en faisant varier 

DA et Mw. De plus, la synthèse des particules par complexation de polyélectrolytes 

permet d’ajouter au chitosane les propriétés d’un autre polymère (sulfate de dextrane, 

alginates, acide hyaluronique…) ainsi que d’obtenir des particules de charges 

variables, ce qui est un atout pour l’adsorption d’antigènes de natures différentes. Il 

est intéressant de comparer ces deux candidats à une vaccination par des vecteurs 

nanoparticulaires car leurs propriétés se complètent : stabilité et reproductibilité pour 

les PLA, flexibilité pour les nanoparticules à base de chitosane. Ils pourraient donc se 

montrer complémentaires. 
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Les récepteurs TLR (pour "Toll-like recepteurs") sont des récepteurs présents 

chez certains types cellulaires de l'homme et des mammifères, qui sont homologues 

au produit du gène de drosophile Toll. Ces récepteurs très conservés par l'évolution 

jouent un rôle important dans l'immunité innée, et notamment dans les défenses 

contre les microorganismes. Ils peuvent reconnaître des motifs moléculaires 

uniquement présents chez les microorganismes pathogènes dénommés PAMPs pour 

"pathogen-associated molecular pattern". Parmi ces PAMPs on trouve :  

• des composants des parois bactériennes comme les lipopolysaccharides 

(LPS) et les peptidoglycanes ou la flagelline composant du flagelle de 

certaines bactéries ; 

• de l'ADN bactérien ; 

• de l'ARN viral double brin. 

La stimulation des TLR par les PAMPs est à l'origine d'une cascade 

d'activation moléculaire intracellulaire. Cette cascade conduit à l'activation du facteur 

de transcription NF-kB qui est une plaque tournante intra-cellulaire responsable de la 

sécrétion de cytokines inflammatoires (IL-1 et IL-12) et directement effectrices comme 

le TNF alpha aboutissant à la régulation de la réponse immunitaire adaptative. 

Les TLRs sont des protéines transmembranaires contenant dans leur domaine 

extracellulaire une région riche en leucines, et un segment intracytoplasmique avec 

une région conservée appelée Toll/IL-1 receptor (TIR) commune à ces récepteurs et 

aux récepteurs pour l'IL-1 et l'IL-18. Ces récepteurs sont surtout exprimés dans les 

tissus lymphoïdes comme la rate ou sur les cellules ayant une activité présentatrice 

d'antigène comme les cellules dendritiques, ou dans les organes au contact avec le 

milieu extérieur comme le poumon et le tractus intestinal. Les cellules dendritiques 

vont ainsi jouer le rôle d'intégration de ces différents signaux et moduler les co-

signaux délivrés aux lymphocytes T en plus du message purement antigénique à 

l'origine d'une régulation de la réponse adaptative. On connaît à l'heure actuelle 11 

TLRs différents dans l'espèce humaine, dont 7 ont leurs ligands identifiés (Underhill , 

2002). Les gènes codant pour les TLRs sont positionnés à différents endroits du 

génome, mais certains sont regroupés (TLR 1, 6, 10 sur le chromosome 4, TLR 7 et 8 

sur le chromosome X). 
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Figure 5 : Transduction du signal après fixation du ligand par le TLR4 :  
voie NF-kB. LPS : lipopolysacharide ; TOLLIP : Toll/IL-1R domain-containing adaptor protein ; TIRAP : Toll-IL-1 
receptor domain-containing adapter protein ; MyD88 : myeloid differentiation factor 88 ; IRAK : IL-1R-associated 
kinase 1 ; MKK : MAPK (mitogen-activated protein kinase) kinase ; TRAF 6 : TNFa receptor-associated factor 6 ; 

JNK : c-Jun NH2-terminal kinase ; NIK : NF-kB inducing kinase ; IKK : inhibitor of kB kinase ; NF-kB : nuclear 
factor kB (Musette, 2006) 

 La densité antigénique des TLRs à la surface des cellules est faible : 

quelques milliers de molécules par cellule dans les monocytes, et quelques centaines 

dans les cellules dendritiques immatures. Bien souvent, l’expression 

intracytoplasmique est plus importante. Le répertoire des TLRs exprimés par les 

cellules mononucléées du sang circulant a fait l’objet de nombreuses études, 

montrant que le répertoire Toll est variable selon les cellules engagées dans la 

réponse immunitaire.  

Ainsi, les TLR 1 et 6 sont exprimés dans tous les types cellulaires ; les TLR 2, 

4 et 8, de leur côté, sont principalement présents dans les monocytes CD14+, tandis 

que les TLR 9 et 10 sont exprimés à un niveau élevé dans les cellules B CD19+. Le 

TLR 3 est, quant à lui, exprimé sélectivement par les cellules dendritiques. Le 

répertoire des TLRs diffère également au sein d’une même famille cellulaire : les 

monocytes expriment préférentiellement les TLR 1, 2, 4, 5 et 8, tandis que les cellules 

dendritiques immatures expriment sélectivement le TLR 3, et les cellules dendritiques 

plasmocytoïdes les TRL 7 et 9, à un niveau élevé. La variété et le niveau d’expression 

des TLRs varient en fonction de la maturation du monocyte vers la cellule 

dendritique : ainsi, l’expression du TLR 3 est accrue lors du passage du monocyte 

vers la cellule dendritique immature, tandis que celle du TLR 5 décroît. 
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Les TLRs sont des récepteurs transmembranaires. Ils sont composés d’un 

domaine N-terminal extracellulaire, récepteur du signal de danger, d’un domaine 

transmembranaire et d’un domaine C-terminal intracellulaire qui permet la 

transduction du signal (figure 6). 

 

Figure 6 : Structure des TLRs (Akira, 2004) 

Le domaine extracellulaire est composé de répétitions riches en leucines de 24 

à 29 acides aminés, appelées Leucin-Rich Repeats ou LRR, séparées du domaine 

transmembranaire, du côté carboxy-terminal, par un motif riche en cystéines appelé 

motif C-flank. Ce domaine extracellulaire est impliqué dans la reconnaissance du 

signal de danger et joue un rôle clef dans l’initiation de signalisation des TLRs (Akira, 

2003). La distribution et le nombre de motifs répétés riches en leucine, ainsi que 

l’organisation et le nombre d’insertions entre ces LRR est propre à chacun des TLRs, 

ce qui leur confère leur spécificité dans la reconnaissance des pathogènes (Bell, 2003 

; Choe, 2005). Le domaine intracellulaire est partagé par les membres de la famille du 

récepteur de l’Interleukine-1 (IL-1R) et également présent dans de nombreux gènes 

de résistance (R) des plantes ; il est appelé domaine TIR (Toll/IL-1R/R) (Imler, 2001). 

Trois régions très conservées appelées boîte 1, boîte 2 et boîte 3 ont été 

caractérisées dans ce domaine TIR après alignement de séquences des 31 membres 

de la famille Il-1R/TLR (Luo, 2000). Ces régions sont impliquées dans la transduction 

du signal d’activation. Le domaine TIR comporte environ 150 à 200 acides aminés 

(Khan, 2004). Le nombre d’acides aminés conservés entre les boîtes est 

généralement de 20 à 30% et varie en fonction du récepteur (Akira, 2004). Ce motif 

TIR est fortement impliqué dans les mécanismes d’inflammation et de défense de 
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l’hôte, et toute modification de sa séquence en acides aminés est susceptible de 

modifier la réponse de l’hôte aux infections. 

  

De nombreux ligands infectieux des TLR (TLR 2, 3, 4, 5, 9) ont été mis en 

évidence.  D’autres TLR ne semblent pas avoir de ligand spécifique : ainsi, les TLR 1, 

6 et 10 seraient des corécepteurs, agissant en association avec les autres TLRs en 

modulant leur réponse.  

  

Figure 7 : Ligands infectieux des TLR. 

Le TLR 2 est celui qui reconnaît le plus grand nombre de molécules 

associées aux pathogènes. Le TLR 3 a pour ligand l’ARN double brin, une structure 

moléculaire associée aux infections virales, produite par de nombreux virus durant 

leur étape de réplication. Quant au TLR 4, il a pour principal ligand le 

lipopolysaccharide des bactéries Gram -. Le TLR 5 a pour ligand la flagelline des 

bactéries gram + et -, une protéine pro-inflammatoire nécessaire à la propulsion 

bactérienne. Elle pourrait jouer un rôle dans la résistance aux infections à 

salmonelles. Le TLR 7 ne possède pas de ligand défini. Toutefois, un composant 

antiviral, l’imidazoquinoline (Imiquimod®), a récemment été proposé comme ligand de 

TLR 7. Enfin, le TLR 9 reconnaît des structures présentes dans l’ADN des 

mycobactéries, les CpG (Meyer, 2008). 

 

Le TLR 3 est impliqué dans la réponse à l’ARN double-brin (dsRNA) généré 

pendant le cycle de réplication des virus à ARN au cours d’une infection. Les dsRNA 
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peuvent se lier au TLR 3 et activer la protéine kinase PKR dont la signalisation en 

aval inhibe la réplication virale et favorise la production de cytokines pro-

inflammatoires (Alexopoulou, 2001). Le poly (I:C), (ou Polyriboinosinic: 

Polyribocytidylic acid), un analogue synthétique de dsRNA, est souvent utilisé comme 

agent de maturation de TLR 3 (Alexopoulou, 2001 ; Cella, 1999). On a également 

rapporté que le TLR 3 peut être activé par les ARNm endogènes (Kariko, 2004).  

 

Les TLR 7 et TLR 8 sont impliqués dans la réponse à l’ARN simple brin, 

d’origine virale ou non (Diebold, 2004 ; Heil, 2004). Le TLR 7 murin et le TLR 8 

humain reconnaissent les virus à ARN simple brin comme l’influenza (Diebold, 2004 ; 

Lund, 2004), le virus Coxsackie B (Triantafilou, 2005) et le virus de Sendai 

(Melchjorsen, 2005).  

Les TLR 7 et 8 ont été les premiers identifiés comme susceptibles de 

reconnaître un groupe d'imidazoquinolines synthétiques tels que le resiquimod (R848) 

et l’imiquimod, mais aussi les analogues de la guanine comme la loxoribine (Diebold, 

2004). Les TLR 7 et 8 reconnaissent en particulier les ARN mono-brin riches en 

guanosine et uridine, et les polyuridines synthétiques agissent comme des ligands 

efficaces.  

Récepteur Ligands Localisation cellulaire 

TLR 3 - ARN double brin 
- poly (I:C) 

cellules dendritiques 
lymphocytes B 

TLR 7/8 - imidazoquinoline (imiquimod, résiquimod) 
- ARN simple 
- poly U 

monocytes, macrophages 
certains types de cellules dendritiques 

(plasmacytoïdes…) 
lymphocytes B 

Tableau 2 : Récapitulatif des ligands et de la localisation des TRL 3 et TLR 7/8 

  

Les TLRs présentent une localisation différente selon les ligands qu’ils 

reconnaissent et la cellule dans laquelle ils sont exprimés. Ainsi, les TLRs qui sont 

activés par les PAMPs bactériens et fongiques (c’est à dire TLR 1, 2, 4, 5 et 6) sont 

exprimés à la surface cellulaire (Hopkins, 2005 ; Takeda, 2003). Les TLRs impliqués 

dans la réponse aux acides nucléiques (TLR 3, 7, 8, 9) sont exprimés dans les 

vésicules endosomales (Hopkins, 2005 ; Takeda, 2003). Les produits issus des 

bactéries et virus qui utilisent cette voie pour pénétrer chez l’hôte ou qui sont capturés 

par phagocytose sont alors détectés dans ces compartiments par les TLRs 

correspondants. TLR 3 constitue un cas particulier puisque sa localisation cellulaire 

dépend de la cellule dans laquelle il est exprimé. En effet, dans des lignées cellulaires 
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fibroblastiques humaines, des données expérimentales ont démontré son expression 

à la surface cellulaire (Matsumoto, 2002), alors qu’il est exprimé au niveau des 

vésicules endosomales dans les cellules dendritiques humaines d’origine myéloïde 

(Matsumoto, 2003). Il a été rapporté que le signal de localisation cellulaire de TLR 7 

se trouve dans le domaine transmembranaire (Nishiya, 2005). Il semblerait que les 

TLR 8 et TLR 9 sont également localisés au niveau des vésicules endosomales du 

fait du signal contenu dans leur domaine transmembranaire (Takeda, 2003 ; Nishiya, 

2005). 

 

Les TLRs sont exprimés au niveau d’un grand nombre de cellules et de tissus 

incluant les cellules endothéliales, les monocytes et les cellules présentatrices 

d’antigènes comme les cellules dendritiques, les macrophages et les cellules B 

(Janeway, 2002). L’expression des différents TLRs varie de façon importante en 

fonction du type et du niveau d’activation cellulaire. Ainsi, les monocytes et les 

macrophages expriment tous les TLRs, sauf TLR 3, alors que dans le cas des cellules 

dendritiques, l’expression de ces PRRs (Pattern recognition receptors) dépend de la 

sous-population des cellules dendritiques (Hopkins, 2005 ; Takeda, 2003 ; Zarember, 

2002 ; Muzio, 2000) (figure 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8 : Expression des différents TLR dans les monocytes et différents types de DC 

  

Les cellules dendritiques sont des cellules présentatrices d’antigènes (CPAG) 

responsables de l’induction de l’immunité spécifique de l’antigène (Gatti, 1999). Ce 

sont les seules à être capables de stimuler une réponse primaire des lymphocytes T, 

donc d’initier la réponse immune adaptée aux antigènes présentés.  
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Les cellules dendritiques reconnaissent les pathogènes grâce à des structures 

spécifiques, par un accrochage à des récepteurs provoquant leur maturation et les 

rendant efficaces pour la présentation antigénique (Sato, 2004). Leur rôle principal est 

d’apprêter l’antigène pour la présentation aux lymphocytes T (Gluckman, 2004). Ce 

processus d’apprêtement fait passer les cellules dendritiques d’un stade immature à 

un stade mature. Les cellules immatures ont la capacité de capturer l’antigène et de 

l’apprêter, principalement par l’expression de récepteurs de surface (Pattern 

Recognition Domain) reconnaissant les molécules portées par les agents microbiens 

et viraux, mais non exprimées à la surface des cellules eucaryotes. La cellule mature 

n’exprime plus ces molécules.  

 

 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 9 : Migration des cellules dendritiques vers les organes lymphoïdes et marqueurs de maturation 

Les cellules dendritiques, à leur stade immature se trouvent dans les tissus 

périphériques où elles jouent un rôle de sentinelles. Dès leur rencontre avec un 

antigène, ces cellules vont maturer et migrer vers les organes lymphoïdes (figure 9). 

Les cellules dendritiques (DC) constituent une famille hétérogène de cellules d’origine 
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médullaire, qui sont spécialisées dans la capture d’antigènes et leur apprêtement afin 

de les présenter aux lymphocytes T (figure 9) (Fischer, 1999). Ces CPA expriment un 

taux élevé de molécules de co-stimulation et produisent de fortes concentrations d’IL-

12, lequel stimule la production d'interféron gamma des lymphocytes-T et de cellules 

tueuses naturelles. Les signaux qui gouvernent le développement des cellules 

dendritiques in vivo sont toujours inconnus. Cependant, les expériences in vitro 

montrent que le facteur de stimulation des colonies granulocytes/macrophages (GM-

CSF) joue un rôle clef dans l’induction de la différenciation des cellules dendritiques. 

La reconnaissance d’antigènes par les récepteurs Toll-like est connue pour être 

importante lors de l’induction de la maturation des cellules dendritiques, qui sont elles-

mêmes indispensables pour l’initiation de la réponse de lymphocytes T (Régnier, 

2004). 

Les cellules dendritiques sont présentes dans l’épiderme et les muqueuses de 

l’organisme, elles peuvent cependant être cultivées à partir de monocytes ou de 

progéniteurs CD34 issus de la moelle ou du sang de cordon ombilical. Il existe une 

dichotomie entre les cellules dendritiques myéloïdes provenant de précurseurs 

intermédiaires, exprimant le CD14 (marqueur des macrophages) et non le CD1a 

(souvent exprimé dans les cellules dendritiques), et les cellules de Langerhans, 

provenant de précurseurs intermédiaires exprimant le CD1a et non le CD14. De plus, 

lors de la maturation des DC, certains marqueurs de surface vont être exprimés 

comme le CD25 et le CD80, alors que d’autres vont voir leur expression augmentée, 

comme les CD83 et CD86.  

Selon les facteurs de croissance utilisés, il est possible d’obtenir 

différents types cellulaires. Si on ajoute du TGF-ȕ à la culture de monocytes, une 

proportion non négligeable des cellules dendritiques produites possède les 

caractéristiques des cellules de Langerhans. Ces populations distinctes peuvent donc 

provenir de précurseurs identiques. 

La fonction des cellules dendritiques est de présenter l’antigène aux 

lymphocytes T et d’activer ces lymphocytes à produire des cytokines. Les cytokines 

ainsi produites peuvent être de type Th1 (essentiellement IFN-Ȗ) induisant l’expansion 

de la réponse cellulaire, ou de type Th2 (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13) favorisant la réponse 

anticorps. La réponse des cellules dendritiques semble due principalement à 

l’engagement de leurs PRD (Pattern Recognition Domain) de surface, dont les 

récepteurs Toll-like. Chacun d’entre eux reconnaît des molécules différentes sur les 

bactéries ou les virus et induit ainsi des circuits d’activation intracellulaire différents 
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dans la cellule dendritique, et donc une activation différente des lymphocytes T mis à 

leur contact. 

Selon la population activée initialement et selon l’environnement, le 

contrôle par la cellule dendritique sera différent. Il est important de pouvoir aujourd’hui 

maîtriser ce phénomène pour utiliser ces cellules dendritiques ex vivo dans le cadre 

de l’immunothérapie cellulaire ou de les contrôler in situ pour s’en servir comme 

« adjuvants naturels », dans un contexte de vaccination thérapeutique anti-virale ou 

anti-tumorale.  

 

De nombreux types de cellules dendritiques peuvent intervenir en tant 

que cellules présentatrices d’antigènes (CPAG) lors de la reconnaissance d’un 

antigène, et notamment les cellules de Langherans que l’on retrouve dans l’épiderme 

et les épithéliums pluristratifiés. 

 

Figure 10 : Cycle de vie des cellules de Langerhans (Valladeau, 2006) 

Les cellules de Langerhans procèdent, au cours de leur maturation, à des 

changements phénotypiques et fonctionnels. Elles se transforment en cellules 

dendritiques dites matures, ayant les caractéristiques des cellules dendritiques 

retrouvées dans les organes lymphoïdes. Suivant l’état de l’épithélium, des 

précurseurs hématopoïétiques ou des monocytes colonisent les épithéliums, où ils se 

différencient en cellules de Langerhans capables de reconnaître et d’internaliser les 

pathogènes. Un signal de danger entraîne alors la migration des cellules de 

Langerhans vers les organes lymphoïdes secondaires, où elles sont appelées 

cellules dendritiques interdigitées matures. Ces cellules sont capables de présenter 

des complexes CMH-Ag (complexe majeur d’histocompatibilité-antigène) à des 
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lymphocytes T spécifiques. Au cours de leur migration dans la lymphe, les DC sont 

nommées cellules voilées. 

 
Figure 11 : Le contact avec les cellules dendritiques un élément pour un vaccin efficace (McCullough, 

2009) 

La communication entre les différents types cellules dendritiques présentes 

dans les muqueuses fait partie du processus qui va activer la réponse immunitaire 

(figure 11). Ces cellules sont appelées cellules dendritiques dermiques ou 

interstitielles, cellules dendritiques plasmacytoïdes. Toutes se différencient par 

l’expression de différents marqueurs de surface, ceux-ci permettent de les identifier et 

de suivre leur stade de maturation (tableau 3). 
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Tableau 3: Principales molécules associées à la maturation des cellules dendritiques  
(Maisnier-Patin, 2007).  

CR :complement receptor ; MR : mannose receptor ; TLR : toll-like receptor ; SR : scavenger receptor ; CLR : c-
type lectin receptor ; - : absence d’expression ; + : faible expression ; +++ : forte expression. 

 

Afin de pouvoir évaluer comment les vaccins peuvent cibler le système 

immunitaire, pour en améliorer les performances, il est important d’apprécier le rôle 

central des cellules dendritiques qui sont des cibles importantes pour la vaccination 

(Mc Cullough, 2009).  

Les nanoparticules colloïdales à base de chitosane peuvent contenir les 

molécules d’intérêt thérapeutique (Bivas-Benita, 2004), soit encapsulées dans la 

matrice polymère, soit conjuguées à la surface (Babensee, 2005). Différents 

mécanismes comme la phagocytose, la pinocytose ou l’endocytose médiée par un 

récepteur peuvent intervenir dans la capture des particules. Après l’internalisation, les 

nanoparticules sont transportées vers les endosomes primaires. Des études menées 

sur une lignée de cellules dendritiques de souris (SRDC) (Ruiz, 2005) montrent que 

les nanoparticules de PLA sont également prises en charge par les cellules 

dendritiques (Primard, 2010). Il ressort de ces travaux que les nanoparticules sont 

considérées comme un signal de danger par les CPAG et sont de ce fait 

internalisées. L’intérêt d’apporter un antigène via des nanoparticules est qu’il va 

idéalement, pouvoir être pris en charge par les cellules dendritiques et être présenté 

au lymphocyte à la fin de leur migration. C’est pourquoi les cellules dendritiques vont 
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pouvoir nous servir de modèle in vitro lors de cette étude pour tester nos formulations 

grâce à l’étude de leur maturation qui, in vivo, serait synonyme de migration vers les 

organes lymphoïdes. 

De même, les ligands des TLR 3, 7, 8 et 9, qui induisent la production 

d’interféron Į, augmentent la présentation aux cellules dendritiques et activent les 

cellules T cytotoxiques, peuvent être des candidats potentiels pour activer les cellules 

dendritiques et amplifier ainsi l’effet d’une vaccination (Thomsen, 2004 ; Rechtsteiner 

2005).  Ce travail de thèse s’est intéressé à l’activation de signaux intracellulaires, via 

l’action de deux familles de TLR, le TLR 3 et le TLR 7/8. 
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En 1981, dans des grandes villes des États-Unis, sont observés un nombre 

anormalement élevé de cas de Pneumonie à Pneumocysitis Carinii  et de sarcome de 

Kaposi, en particulier au sein des communautés homosexuelles (rapport du Center 

for Disease Control d’Atlanta). On comprend alors qu’il s’agit d’une épidémie de 

pathologies liées à une baisse des défenses immunitaires. Le syndrome est nommé 

GRID (Gay-Related Immune 

Disorder) puis Gay Syndrom. 

Cependant, en 1982, 

les médecins sont confrontés 

à des cas similaires au sein de 

communautés haïtiennes, 

chez des toxicomanes et chez 

des hémophiles (receveurs de 

transfusions sanguines). On 

parle désormais de SIDA 

(Syndrome d’Immuno-

Déficience Acquise). La cause 

est toujours inconnue et c’est 

en 1983 que les français 

Françoise Barré-Sinoussi et 

Luc Montagnier de l’Institut 

Pasteur établissent le lien 

entre la pathologie et un 

rétrovirus qu’ils nomment LAV 

(Lymphadenopathy 

Associated Virus). L’équipe 

de l’Institut Pasteur fait 

parvenir son isolat à 

l’américain Robert Gallo (National Cancer Institute), qui a isolé 3 ans auparavant le 

premier rétrovirus humain. C’est alors que le gouvernement américain  annonce 

publiquement la découverte du virus du SIDA, nommé HTLV-III (Human T-cell 

Lymphotropic Virus type III), par l’équipe du National Cancer Institute. Cette même 

année, l’activité antirétrovirale de l’AZT est mise en évidence. S’en suit en 1985, la 

Figure 12 : Chronologie du VIH (www.medeo.com) 
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commercialisation du test ELISA, en vue du dépistage dans le sang des anticorps 

anti-VIH produits par l’organisme, et le lancement des premiers essais thérapeutique 

de l’AZT aux États-Unis. En France, c’est le début de l’affaire du sang contaminé avec 

l’annonce par le gouvernement du dépistage obligatoire du VIH chez les donneurs de 

sang. 

Dans les années 1990, des traitements sont mis progressivement sur le 

marché et les stratégies thérapeutiques sont mises en place. Luc Montagnier et 

Françoise Barré-Sinoussi obtiennent en 2008, le prix Nobel de médecine pour la 

découverte du VIH. 

  

 

Le VIH1 appartient à la famille des Retroviridae et plus précisément au genre 

Lentivirus. Ce virus, à ARN enveloppé, possède une géométrie icosaédrique, dont le 

diamètre varie de 80 à 120 nm.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 13 : Structure du VIH1 (http://virologie.free.fr) 

L’enveloppe virale est composée d’une bicouche phospholipidique dérivant de 

la membrane plasmique de la cellule hôte. Ce sont les glycoprotéines gp 120 et gp 41 

qui permettent l'attachement aux récepteurs cellulaires, et donc l'entrée du virus dans 

la cellule. Ces dernières sont enchâssées dans la bicouche lipidique. La capside, de 

structure conique, est formée par l’assemblage des protéines p24. Les deux ARN 

viraux simples brins sont protégés par cette nucléocapside. Deux types de VIH 

existent, ils sont antigéniquement distincts. Ils ont en commun 42% d'homologie au 
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niveau du génome. Ils diffèrent par un gène de régulation vpx pour VIH-2 et vpu pour 

VIH1. 

 

Le virus se transmet entre individus par l’intermédiaire de fluides contaminés : 

• transmission directe du virus ou de cellules infectées par le sang ; 

• transmission par contact sexuel via les muqueuses génitales et anales ; 

• transmission verticale mère-enfant au fœtus pendant la grossesse puis 

l’accouchement, ou par les muqueuses buccales et intestinales lors de l’allaitement. 

L’intégrité de la muqueuse impliquée joue un rôle important dans le risque 

d’infection par le VIH. Cependant le VIH se transmet très majoritairement par voie 

sexuelle ; les muqueuses vaginales et anales constituent ainsi le site principal 

d’infection par le virus. Les muqueuses qui couvrent les tractus gastro-intestinal, 

anorectal et génito-urinaire sont donc les principales portes d'entrée du virus de 

l'immunodéficience humaine (VIH) dans l'organisme (Milman, 1994). En effet, plus de 

95% des infections se font à la suite de rapports sexuels non protégés ou durant 

l'allaitement maternel par des femmes séropositives pour le VIH mais dont les enfants 

sont nés non infectés. Ces muqueuses ont en commun d'être constituées de cellules 

épithéliales, organisées suivant l'un des deux types de structures suivants : épithélium 

squameux pluristratifié ou épithélium simple monostratifié (figure 14). Les 

mécanismes de transmission du VIH semblent dépendre de la structure de ces 

épithéliums de recouvrement.  
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Figure 14 : Structure des épithéliums de recouvrement des muqueuses (Bomsel, 2002) 

Pour que la transmission du VIH ait lieu, le virus doit tout d’abord traverser la 

barrière que constituent ces muqueuses. Lorsque le virus a traversé la barrière 

épithéliale, il rejoint la lamina propria ou chorion, tissu conjonctif vascularisé, riche en 

cellules T CD4+ macrophages, cellules dendritiques et cellules de Langerhans, 

infectables par le VIH. C’est ici le premier lieu de réplication du virus. 

 

a) Les épithéliums pluristratifiés 
Le vagin, l'exocol de l'utérus, l'anus et le prépuce, par exemple, sont 

recouverts d'une muqueuse dont l'épithélium est pluristratifié. Ces muqueuses 

constituent une barrière plus difficile à franchir pour le virus que les épithéliums 

monocouches. Ceci a été démontré chez le macaque, pour qui le risque d’infection 

par le VIH de la muqueuse vaginale augmente lorsque l’épaisseur de l’épithélium 

diminue, sous l’influence d’hormones contraceptives (Smith, 2004). En effet, cette 

épaisseur dépend de la balance hormonale et des études d'infections menées à 

différentes périodes du cycle hormonal ont permis d'établir une corrélation directe 

entre efficacité de l'infection et épaisseur de la muqueuse (Marx, 1996). 

Les cellules épithéliales y sont empilées de manière non jointive. C'est à 

travers les espaces laissés libres par cet empilement que des cellules d'un autre type, 

les cellules dendritiques, peuvent se faufiler et traverser dans les deux sens 

l'épaisseur de la muqueuse, ayant ainsi accès à la fois à la lumière de la muqueuse 
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où se trouvent éventuellement les agents pathogènes et à la sous-muqueuse, d'où 

elles pourront se diriger vers les ganglions lymphatiques proximaux. Plusieurs études 

menées sur des modèles d'infection simiens suggèrent que le VIH pénétrerait dans 

ces muqueuses pluristratifiées par l'intermédiaire des cellules dendritiques, soit en les 

infectant de manière proprement dite, soit en s'adsorbant à la surface des 

nombreuses invaginations de leur membrane plasmique (figure 15).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15 : Mécanisme de transfert du VIH des cellules dendritiques aux lymphocytes TCD4+ 
(http://cochin.inserm.fr) . 

Les cellules dendritiques immatures expriment le récepteur principal du VIH, le 

CD4, ainsi que les deux co-récepteurs CXCR4 et CCR5 et la lectine DC-SIGN, qui se 

lie à la protéine d'enveloppe virale gp120 (Geijtenbeek, 2000). La liaison du VIH à la 

cellule dendritique immature via DC-SIGN se fait indépendamment du CD4 et des co-

récepteurs. Le virus est internalisé, ce qui peut mener à la fusion et à l'infection des 

cellules dendritiques. L'interaction avec le VIH entraîne la migration des cellules 

dendritiques hors de la muqueuse vers le ganglion lymphoïde proximal. Dans le 

ganglion, les cellules dendritiques interagissent avec les lymphocytes TCD4+. Ce 

contact permet le transfert du VIH des cellules dendritiques via les récepteurs du 

CD4, et des co-récepteurs vers les chimiokines présents sur le lymphocyte. L'infection 

se disséminerait lors de la rencontre avec les lymphocytes TCD4+ ou les monocytes-

macrophages dans ces ganglions lymphoïdes proximaux. En effet, dans le ganglion 

lymphatique, les cellules dendritiques se lient aux cellules T, formant des agrégats 

cellulaires. Ce contact permet aux cellules CD4+ ou aux macrophages d'être 
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environnés d'une forte concentration de VIH, facilitant ainsi la capture du virus, puis 

l'infection. Dans les expériences, cela a pu être observé dès les deux premiers jours 

suivant l'infection (Spira, 1996 et Veazey, 2001). Les cellules épithéliales ne semblent 

en revanche pas être infectées.  

b) Les épithéliums monostratifiés 
La première barrière de protection des muqueuses aux pathogènes est le 

mucus sécrété par les cellules épithéliales de l’endocol chez la femme et par les 

cellules caliciformes de l’épithélium gastro-intestinal. Ce mucus constitue une barrière 

physique qui piège les pathogènes ainsi qu’une protection chimique de part la 

présence de protéines aux propriétés antivirales sécrétées par les cellules épithéliales 

de l’endocol (Moriyama, 1999). 

 

 

Figure 16 : Mécanisme de transcytose du VIH à travers un épithélium intact après contact entre les 
cellules mononucléées et l'épithélium simple (Bomsel, 2002)  

1) adhérence des cellules VIH+, 2) Transcytose du VIH, 3) Particules infectieuses relarguées, 4-5-6) 
translocation de particules virales médiée par le galactosyl céramide épithélial via le CCR5, 7) cas des particules 

à récepteur CXCR4, 8) les cellules M 

Les cellules épithéliales monostratifiées n'expriment ni CD4, ni co-récepteur pour la 

fusion CXCR4, mais expriment le co-récepteur pour la fusion CCR5 et le 

glycosphingolipide galactosyl céramide, récepteur de l'enveloppe virale. Les cellules 

mononucléées infectées par le VIH, principaux vecteurs du VIH dans le sperme ou 

différentes sécrétions, adhèrent à la surface luminale apicale de l'épithélium. Le 
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contact cellule-cellule induit une production de particules VIH polarisées vers 

l'épithélium sans rupture de l'intégrité de la monocouche. Ces VIH utilisent aussi bien 

CXCR4 que CCR5 pour la fusion. En conséquence, les cellules épithéliales 

internalisent les particules virales par mécanisme d'endocytose médié par récepteur, 

ce qui implique à la fois la gp120 de l'enveloppe du VIH et le galactosyl céramide, 

mais pas le CD4. À partir des structures épithéliales de type endosome, le VIH 

traverse l'épithélium et, au bout de 30 min, commence à être relargué dans le milieu 

basolatéral suite à la fusion de la vésicule de transcytose avec la membrane 

basolatérale. L'entrée du VIH dans la cellule dépend du galactosyl céramide 

épithélial. Les particules de VIH relarguées par transcytose sont infectieuses. Elles 

sont à même d'infecter productivement des macrophages ou des lymphocytes intra-

épithéliaux de la sous-muqueuse. Elles peuvent donc être de nouveaux vecteurs de 

dissémination virale. Alternativement, lorsqu'une quantité importante de VIH utilisant 

CCR5 comme co-récepteur pour la fusion est inoculée au pôle apical, le virus est 

internalisé par un mécanisme dépendant également du galactosyl céramide. Le virus 

est transloqué vers le pôle basal de la cellule, probablement par un mécanisme 

dépendant de CCR5. Les cellules épithéliales primaires ne sont pas infectées. Le VIH 

peut alors infecter les lymphocytes muqueux qui expriment CD4, CCR5 et CXCR4, 

mais pas les macrophages muqueux qui n'expriment pas CXCR4 et CCR5. La 

chimiokine SDF1, dont le récepteur est CXCR4, semble être présente dans le milieu 

séreux. SDF1 est sans doute capable d'empêcher l'infection par les virus utilisant 

CXCR4 comme co-récepteur pour la fusion provenant de la transcytose suite à un 

contact cellule-cellule. L'ensemble de ces données pourrait permettre d'expliquer la 

sélection de virus utilisant CCR5 comme co-récepteur pour la fusion observée lors de 

la primo-infection. 

  

Actuellement, il n'existe aucun remède ni vaccin préventif contre le VIH. Les 

thérapies à base d’association d'antirétroviraux ont considérablement amélioré le 

traitement, mais elles doivent être prises à vie, présentent des effets secondaires 

importants et sont inefficaces chez les patients dont le virus développe une 

résistance. La nanotechnologie est un domaine multidisciplinaire qui possède un fort 

potentiel pour une avancée radicale dans le traitement et la prévention du VIH.  
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Les inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse (NRTIs)I, tels que 

zidovudine (AZT), didanosine (ddI), lamivudine (3TC) et stavudine (D4T) ont été 

largement utilisés dans le traitement du VIH. Pour exercer leur activité antivirale, les 

NRTIs sont activés par les kinases cellulaires pour former les dérivés 5’-triphosphate 

correspondants, qui peuvent efficacement stopper la synthèse intracellulaire de l'ADN 

viral à partir de son ARN par compétition avec les nucléotides naturels comme 

substrat pour la transcriptase inverse dans les cellules  infectées (Furman, 1986). 

Bien que les NRTIs aient réussi à augmenter la durée de vie de millions de patients 

infectés par le VIH à travers le monde, ils sont encore loin d'être idéaux étant donné 

certains effets secondaires, tels que la neutropénie, des neuropathies périphériques 

et une certaine résistance aux médicaments (Tan, 1999  ; Rando, 2000). En outre, 

l'administration fréquente de RNTIs à des doses relativement élevées entraîne 

l’inconfort des patients (Sosnik, 2009). 

 

L’utilisation des nanoparticules pour la distribution systémique d’antirétroviraux 

pourrait améliorer l’efficacité des traitements actuellement en place. Ces systèmes de 

relargage contrôlé peuvent maintenir les médicaments plus longtemps dans 

l’organisme à des concentrations efficaces. Ces systèmes nanoparticulaires  

permettent aussi de cibler la répartition des médicaments hydrophobes et hydrophiles 

vers et dans les différents tissus. Cette particularité des systèmes nanométriques 

semble des plus prometteuses pour leur utilisation dans le traitement et la prévention 

du VIH, et plus précisément pour l'administration ciblée de médicaments 

antirétroviraux aux cellules T CD4 + et aux macrophages. Les nanoparticules 

pourraient permettre aux médicaments d’atteindre les réservoirs latents du virus 

(Vyas, 2006  ; Amiji, 2006). L'utilisation de la nanotechnologie des systèmes de 

fourniture de médicaments antirétroviraux a été examinée de manière approfondie 

par Nowacek et al. et Amiji et al. (Nowaceck, 2009).  

Par exemple, des nanoparticules à base de chitosane encapsulant le d4t on 

fait l’objet d’une étude en ce sens (Yang, 2009). Les résultats suggèrent que ce genre 

de thérapie peut être utilisé pour améliorer l'efficacité thérapeutique et réduire les 

effets secondaires du traitement antirétroviral. Très récemment Ashish et al. ont 

montré que des particules issues d’une émulsion de PLA et de chitosane étaient des 

candidats à l’amélioration de système de relargage contrôlé pour les antirétroviraux 

(Ashish, 2010). Les expériences menées par Dou et al. montrent que l’indinavir 
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formulé avec des nanoparticules peut être incorporé dans les macrophages qui, une 

fois injectés, déclenchent une activité antivirale significative avec des taux mesurables 

dans le sang pendant 14 jours (Dou, 2009). Cependant, si ces nanoparticules 

permettent d’améliorer les traitements, ils ne changent pas les résultats en termes de 

durée de vie des patients. 

  

 

La mise au point d’un vaccin contre le sida se heurte cependant à des 

obstacles considérables (Gallo, 2005). Le premier tient au fait que le VIH est un 

rétrovirus. Il appartient au sous-groupe lentivirus, de la famille des Retroviridae. On ne 

connaît aucun cas de guérison de l’infection par le VIH : une fois l’infection établie. Le 

virus est indélogeable, puisqu’il persiste dans l’organisme à l’état de provirus intégré 

dans des lymphocytes T CD4+ mémoire (Peterlin, 2003  ; Blankson, 2002). 

Cela pose un sérieux défi pour le développement d’un vaccin. La situation est 

en effet très différente de celle des vaccins viraux classiques, dont l’efficacité repose 

en grande partie sur l’induction d’une mémoire immunitaire. En cas d’infection, il faut 

quelques jours pour que les cellules mémoire se réactivent, et cela suffit pour éliminer 

le virus et protéger l’hôte. Dans le cas du VIH, la fenêtre d’intervention du système 

immunitaire est infiniment plus réduite et il faudrait pouvoir maintenir en permanence 

un taux élevé d’anticorps et/ou de cellules effectrices pour bloquer l’infection à son 

stade précoce (Miller, 2005). 

Le deuxième obstacle tient à l’immense variabilité génétique du virus (Korber, 

2001  ; Tatt, 2001). On en connaît deux types, VIH1 et VIH2. Le VIH1 est subdivisé 

en trois groupes, M (major), O (outlier) et N (ni M, ni O). Le groupe M, qui est 

responsable de la pandémie, comporte une dizaine de sous-types désignés par les 

lettres A à K. La séquence d’acides aminés, consensus d’un sous-type donné, diffère 

de celles des autres sous-types par 25 à 35%. C’est dire que la probabilité de 

réactivité immunologique croisée entre souches de virus de sous-types différents est 

très faible, ce qui constitue un obstacle majeur à la mise au point d’un vaccin 

universel (Robinson, 2002). Le problème se complique encore du fait de la fréquence 

des co-infections et surinfections qui aboutissent à de nombreuses recombinaisons 

entre souches de virus (Altfeld, 2002 ; Mac Cutchan, 2005) d’où émergent des 

souches mosaïques, dites formes recombinantes en circulation (CRF : circulating 

recombinant forms) (Girard, 2006). 
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 Nanoparticules, vaccin HIV et trav

Les nanoparticules sont des candidats potentiels comme adjuvants et 

systèmes de présentation de vaccins (cf chapitre 1). Au cours des ces dernières 

décennies, les systèmes de relargage contrôlé ont été utilisés pour libération 

prolongée de divers agents. Cette approche a de grands avantages pour la 

vaccination puisque le relargage des antigènes de façon contrôlée pourrait mener à 

une longue et forte mise en place de la réponse immunitaire. En protégeant l’antigène 

d’intérêt des différents fluides organiques (par exemple, la lymphe, le sérum et le 

mucus), l’encapsulation d’antigènes par les nanoparticules peut augmenter la durée 

de vie d'un antigène et donc son efficacité. Les nanoparticules peuvent aussi être 

conçues de façon à cibler efficacement les CPAG (Fahmy, 2008) (cf chapitre 2). Le 

fait de pouvoir délivrer un antigène directement aux cellules dendritiques est un 

avantage majeur pour initier la réponse immunitaire. Un autre avantage majeur des 

vaccins à base de nanoparticules est que ces dernières peuvent être optimisées pour 

être utilisées lors de différentes voies d’administration Les vaccins classiques sont 

principalement administrés par voie intramusculaire, mais des nanoparticules 

permettent d’envisager des administrations orales ou des vaccinations par voie 

nasale où l’immunité des muqueuses pourrait être induite (Csaba, 2009). Pour 

délivrer des antigènes, les nanoparticules peuvent être utilisées soit pour les 

encapsuler, soit pour les absorber à leur surface. Les deux stratégies présentent des 

avantages, selon que la réponse immunitaire humorale ou cellulaire est désirée. Pour 

une présentation efficace des antigènes visant les cellules dendritiques, 

l’encapsulation peut permettre l’entrée d'un antigène extracellulaire dans le 

cytoplasme (Fahmy, 2008). De plus, la capacité à adsorber des antigènes à la 

surface des nanoparticules offre la possibilité de leur présentation directe aux cellules 

de l’immunité.  
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Type 
d’approche 

Antigène, 
adjuvant ou 
molècules 

Support Stade de 
mise au 

point 

Références 

protéine ou 
peptide 

gp41, gp120, 
gp160, p24, 

Env, Gag, Tat 

liposomes, 
nanoémulsions, 

MF59, nanoparticules 
de PLA, 

nanoparticules de 
polyacide glutamique 

preclinique Sakaue, 2003 ; 
Watson, 2009 ; 
Leung, 2004 ; 
Brave, 2007 ; 

Bielinska, 2008 ; 
Guillon, 2007 ; 
Akagi, 2007 ; 
Wang, 2007 

ADN env, rev, tat, 
gag, CpG ODN 

liposomes, 
nanoémulsions, 

nanoparticules de 
PLA 

preclinique Fairman, 2008 ; 
Burke, 2009 

virus inactivé particules virales 
de HIV 

inactivées 

nanosphères de 
polystyrène 

preclinique Miyake, 2004 ; 
Kawamura, 2005 

microbicides -L-lysine 
dendrimère 

 
 

- PSC-RANTES 
 

- siRNA 

L-lysine dendrimère 
nanoparticules de 

PLGA 
 

PLAGA 
 

Nanoparticules, 
lipides 

Phase I/II 
 
 
 

preclinique 
 

preclinique 

Rupp, 2007 ; 
Jiang, 2005 

 
 

 
Ham, 2009 

 
Palliser, 2006 ; 
Woodrow, 2009 

Tableau 4 : Résumé des stades de développement des nanotechnologies pour la prévention du VIH 

Le MF59 est une émulsion “huile dans eau” de taille nanométrique (< 250 nm) 

de squalène (Ott, 1995). Le MF59 a été validé pour l’utilisation en médecine humaine, 

il est notamment utilisé dans plus de 20 pays comme adjuvant du vaccin contre la 

grippe (Tritto, 2009). L’immunisation de babouins avec les ADN env et gag du VIH, 

suivie par des rappels avec un oligomère de la protéine Env encapsulée dans du 

MF59 a entrainé de plus fortes réponses anticorps et cellulaires que les vaccinations 

avec l'ADN seul (Leung, 2004).  

Les nanoparticules à base de PLA et de PLGA montrent un fort potentiel pour 

la présentation de protéines et d'ADN dans le cas de candidats vaccins VIH. Des 

nanoparticules de PLA (300-600 nm) recouvertes avec la protéine p24 induisent des 

titres élevés d'anticorps chez les souris, les lapins et les macaques, et ont suscité de 

fortes réponses cytotoxiques chez la souris (Ataman-Onal, 2006). De même, la co-

adsorption des protéines p24 et gp120 sur des nanoparticules de PLA (185-250 nm) 

a suscité des titres élevés d'anticorps chez la souris, ce qui illustre le potentiel 

d'utilisation de nanoparticules de PLA en tant que vaccins multivalents (Lamalle-

Bernard, 2006). De plus, la vaccination de lapins avec différents antigènes du VIH 

(p24, WT et Tat mutée, Tat détoxifiée) en mélange avec les nanoparticules de PLA 

ou avec le MF59 a induit le même niveau d'anticorps (Guillon, 2007). La capacité des 

PLA à adsorber des antigènes en surface et à induire à la fois une réponse anticorps 
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et cellulaire semble être un atout dans la poursuite de son utilisation comme véhicule 

nanoparticulaire biodégradable de vaccination. 

Parmi toutes les nanoparticules disponibles, les PLA sont intéressantes à 

plusieurs niveaux. Elles permettent l’adsorption d’antigènes de natures différentes 

ainsi que la coadsorption de plusieurs antigènes, leur permettant d’être polyvalentes 

comme support vaccinal. Ces nanoparticules de PLA sont prises en charge par les 

cellules permettant l’assimilation de l’antigène choisi par le circuit de présentation aux 

lymphocytes. Le PLA est un biopolymère biocompatible et biorésorbable, il n’y a donc 

pas de risques d’accumulation dans l’organisme et l’efficacité des nanoparticules 

dans les modèles animaux semble prouvée. 

Ce travail de thèse s’inscrit dans une nouvelle approche vaccinale utilisant les 

PLA ainsi que d’autres nanoparticules biocompatibles que sont les complexes 

chitosane-sulfate de dextrane ou CSD. Afin d’obtenir une immunité au niveau 

mucosal, nous avons choisi la combinaison de différents TLR ligands avec des 

antigènes du VIH adsorbés sur des nanoparticules afin d’optimiser leur efficacité. 
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PPrroojjeett  ddee  tthhèèssee  
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L’équipe du Dr Bernard Verrier, à Lyon, étudie depuis des années la capacité 

d’un vecteur synthétique et biodégradable anti-VIH1 à induire une réponse immune. 

Ce travail a été effectué en collaboration avec le Pr Thierry Delair, du Laboratoire des 

Matériaux Polymères et des Biomatériaux (UMR 5223 CNRS-UCBL). 

 

Les nanoparticules utilisées lors de ce travail ont été étudiées pour leurs 

capacités adjuvantes. Ainsi, les nanoparticules de poly(acide lactique), en tant que 

vecteurs de protéines antigènes, ou PLA, permettent d’induire des titres élevés 

d’anticorps anti-VIH1 (chez la souris, le lapin et le macaque) (Ataman-Onal, 2006 ; 

Guillon, 2007 et Lamalle-Bernard, 2006), mais la réponse muqueuse reste faible. De 

même, les nanoparticules de chitosane/sulfate de dextrane ou CSD en tant que 

vecteur de la p24 montrent des capacités encourageantes, chez la souris, à induire 

des titres élevés en anticorps (Drogoz, 2008), mais aussi une capacité à induire une 

réponse muqueuse locale intéressante après une immunisation par voie nasale (Van 

der Lubben, 2001). Dans l’optique de développer cette réponse muqueuse, 

l’utilisation de ces deux types de particules, associées à l’action des TLR ligands, a 

été considérée dans ce travail de thèse. 

 

L’hypothèse de travail était que la co-administration d’un antigène et d’une 

molécule immunostimulante, plus particulièrement des TLR ligands par des 

nanoparticules, pourrait résulter dans une amplification de la réponse immunitaire 

médiée par les cellules dendritiques. En effet, le traitement et la présentation de 

l'antigène étant simultanée à l’activation de la voie des TLRs qui mène à la maturation 

de cellules dendritiques, nous pouvons supposer que l’activation des lymphocytes T 

primaires, y compris les Thelper  permettra l'induction optimale de cellules B et ainsi la 

réponse anticorps . Par ailleurs, en choisissant des adjuvants spécifiques comme le 

poly (I:C) (TLR 3) ou le poly U (TLR 7/8) avec des voies d’immunisations comme 

l’injection intradermique, la voie sous-cutanée ou l’application topique sur une 

muqueuse, il pourrait être possible de générer une réponse immune à la fois 

systémique et muqueuse, grâce à leur co-administration avec la p24 ou la gp140 (CN 

54). 

 

Les résultats de ce travail sont présentés en trois parties. La première est 

consacrée à l’élaboration et la caractérisation des différentes formulations comme 

autant de candidats vaccins. Dans une deuxième partie, ces nanoparticules ont été 

évaluées sur des cellules dendriques et cellules de Langerhans humaines, grâce à 
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l’étude de l’induction de la maturation de ces dernières. Les différentes combinaisons 

possibles ont pu être comparées in vitro par ce moyen, permettant de mettre en 

évidence celles qui semblaient les plus efficaces. Enfin, la troisième partie évalue les 

réponses immunes induites, chez la souris, des vecteurs protéiques, ainsi que des 

formulations choisies après les tests cellulaires. Les réponses systémiques et 

muqueuses y sont comparées en fonction de la combinaison testée. 
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MMaattéérriieellss  eett  mméétthhooddeess  
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Le polymère employé est un poly(acide lactique) racémique (PLA50) (Phusis, 

France). Le procédé de synthèse utilisé ne fait appel à aucun catalyseur toxique pour 

réaliser la polymérisation par ouverture de cycle, puisque Phusis utilise le lactacte de 

Zinc et non des catalyseurs à base d’étain, plus classiquement utilisés, mais toxiques 

(Scwach G., 1998). La polymérisation aboutit à un polymère linéaire dont les 

caractéristiques macromoléculaires (Mw = 30 000 g/mol, Ip = 1,7) ne diffèrent pas de 

façon significative entre les lots de PLA utilisés pour les expériences qui suivront. 

 

La méthode de synthèse des nanoparticules est la nanoprécipitation, ou 

diffusion de solvant, développée par Fessi (Fessi H., 1989), qui ne fait intervenir 

aucun tensio-actif. Le principe de synthèse nécessite l’utilisation de deux phases 

miscibles : une phase solvant dans laquelle le PLA peut se dissoudre et une phase 

non solvant dans laquelle le PLA se précipite. La solution organique de PLA est 

ajoutée avec un débit modéré dans un mélange aqueux, lui-même étant sous 

agitation modérée. 

a) La phase solvant  
L’acétone qui compose la phase solvant est un bon solvant du PLA, dans 

lequel les chaines de polymères sont largement dépliées, favorisant ainsi les contacts 

polymères/solvant. Le choix du solvant employé pour la synthèse est important, 

puisqu’il conditionne le diamètre des particules. Le PLA est dissout dans l’acétone à 

une concentration de 2% w/w, sous agitation magnétique, dans un flacon de verre 

bouché pendant une heure à température ambiante. 

b) La phase non-solvant (précipitante) 
Le choix  de la composition de la phase précipitante est également primordial. 

Le paramètre d’interaction des phases solvant et non-solvant est en corrélation avec 

le diamètre des particules formées et prend en compte les constantes diélectriques et 

les paramètres de solubilité des deux phases.  

La phase non-solvant consiste en un mélange eau/éthanol dont le rapport peut 

varier et modifier la taille des particules synthétisées. 
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c) La nanoprécipitation 
La phase non-solvant est placée dans un ballon en verre sous agitation 

magnétique fixée à 250 rpm. La phase solvant est placée dans une ampoule à 

décanter et coulée en goutte à goutte rapide dans la phase non-solvant (figure 17). La 

vitesse du goutte à goutte est fixée manuellement et, ce paramètre influençant la taille 

des particules synthétisées, des différences de diamètres peuvent être observées 

entre deux utilisateurs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17 : Montage et procédé de synthèse des nanoparticules de PLA par déplacement de solvant 

  

 

Le chitosane commercial (Mahtani, Inde) lot 244 est mis en solution à une 

concentration de 5 g/L dans l’eau avec 2 g/L d’acide acétique. La solution est laissée 

sous agitation magnétique moyenne (500 rpm) pendant au moins 12 heures. Elle est 

ensuite filtrée sous 2 bars de pression sur des filtres de porosité décroissante allant 

de 3 µm à 0,45 µm. Le chitosane contenu dans la solution filtrée est ensuite précipité 

en augmentant le pH jusqu’à 9, par ajout d’une solution d’ammoniaque (5N) diluée au 

cinquième en eau. Le précipité subit une série de 6 lavages par centrifugation 

(20 minutes à 3 500 g à 20°C). Après la dernière centrifugation, l’eau est éliminée par 

retournement et le culot étalé en couche fine, avant d’être congelé puis lyophilisé. 
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La masse molaire peut être ajustée par une désamination nitreuse (Allan G. 

G., 1995) suivie, comme précédemment, d’une précipitation à pH 9 puis d’une 

lyophilisation après plusieurs lavages. Il s’agit de casser la chaîne du polymère en 

ajoutant 10 g/L de nitrites à une solution de chitosane à 5 g/L en tampon (acide 

acétique acétate d’ammonium, 10 mM, pH 4,5). La solution est laissée sous agitation 

de 1 à 20 heures selon la taille initiale et la taille finale souhaitée. Le polymère 

hydrolysé est récupéré après les mêmes étapes de précipitation, lavage et 

lyophilisation, que ci-dessus. La taille du polymère obtenu est ensuite vérifiée par 

chromatographie par perméation de gel (GPC) au Laboratoire des Matériaux 

Polymères et Biomatériaux (LMPB) par J. M. Lucas. 

 

Le degré d’acétylation (qui est la fraction molaire des fonctions amine 

acétylées du chitosane), ou DA, peut aussi être modifié en présence d’anhydride 

acétique en milieu hydroalcoolique (Vachoud L., 1997). Le chitosane est mis en 

solution dans de l’eau à la concentration de 10 g/L auxquels sont ajoutés 4 g/L 

d’acide acétique. La solution est laissée sous agitation magnétique (500 rpm) pendant 

24 heures. Une fois le chitosane dissout, 350 mL de propane (1-2) diol sont ajoutés à 

la solution toujours sous agitation. Un mélange de 150 mL de propane (1-2) diol et de 

1,7 g d’anhydride acétique est ensuite ajouté, puis le tout est laissé sous agitation 

plusieurs heures selon le DA voulu. Le polymère acétylé est récupéré après les 

mêmes étapes de précipitation, lavage et lyophilisation, que précédemment. Le DA 

est vérifié en RMN du proton par Franck Gaudin. 

 

a) Synthèse des particules de chitosane / sulfate de dextrane (CSD) 
Le chitosane et le sulfate de dextrane (Sigma-Aldrich, France) 10 000 ou 

500 000 g/mol sont mis en solution à 0,1% en masse dans de l’eau contenant 50 mM 

de NaCl avec un pH ajusté à 4 par ajout d’une solution HCl 1N. Les solutions sont 

laissées sous agitation magnétique pendant 12 heures puis passées sur des filtres de 

porosité 0,22 µm avant de préparer les particules. Deux types de particules peuvent 

être synthétisées : des particules chargées positivement (CSD(+)) et d’autres 

négativement (CSD(-)) selon le rapport de charge R= [NH3
+] / [SO3

-] utilisé. 

La solution en défaut est versée rapidement sur la solution en excès, placée 

sous agitation magnétique à 1 000 rpm. Le mélange est laissé 30 secondes sur 

l’agitateur à 500 rpm, puis il est centrifugé pendant 30 minutes à 6 000 g pour les 
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CSD(-) et à 7 000 g pour les CSD(+). Le surnageant est éliminé par retournement, le 

culot est repris dans de l’eau distillée puis à nouveau centrifugé pendant 30 minutes à 

8 000 g. Les culots ainsi obtenus sont repris dans 200 µL d’eau filtrée et conservés à 

température ambiante sous agitation constante.  

  

En vue d’utilisations en conditions biologiques, il était nécessaire de pouvoir 

observer les particules obtenues. A ces fins, des particules fluorescentes ont été 

synthétisées. Deux méthodes étaient utilisées : le greffage d’une molécule 

fluorescente en surface ou bien son incorporation dans les particules. 

 

La synthèse de nanoparticules de PLA fluorescentes par la méthode de 

diffusion de solvant a déjà été développée par de nombreuses équipes (Bejjani, 

2005 ; Csaba, 2006…). De même, au sein du laboratoire, Charlotte Primard a 

developpé pendant sa thèse, en collaboration avec Elsa Luciani, la synthèse de 

particules de PLA de plusieurs couleurs : bleues (ce qui avait déjà été fait), vertes 

(fréquemment utilisées) et rouge (en particulier pour s’affranchir de l’autofluorescence 

des cellules et des tissus dans le vert). 

Fluorophores sélectionnés 
Pour une bonne incorporation du fluorophore dans le cœur hydrophobe des 

particules de PLA, des marqueurs fluorescents ont été sélectionnés en fonction de 

leur hydrophobicité. 

 

a) Adsorption en surface d’une protéine fluorescente 
La « Enhanced Green Fluorescent Protein » ou EGFP est une molécule de 

fluorescence verte. Elle est produite dans le laboratoire de l’UMR 2714 et 

aimablement fournie par Charlotte Primard. 

Les particules utilisées pour cette expérience sont des CSD (+) de rapport de 

charge R=2 et de diamètre 689 nm (Ip de 0,4) synthétisées à partir de chitosane 

(150 000 g/mol, DA 50%) et de sulfate de dextrane (10 000 g/mol). Dans chaque tube 

sont introduits 80 µg de la protéine EGFP dilués dans 200 µL en tampon (acétate 

d’ammonium 10 mM, pH 4,5) et 200 ȝL des particules de chitosane à 1% de taux de 

solide soit 0.5% final. Les échantillons sont mis sous agitation sur une roue, à 

température ambiante pendant 20 heures. Après incubation, les tubes sont récupérés 

et centrifugés 10 minutes à 1 800 g à 20°C. Les surnageants sont récupérés et 
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centrifugés 15 minutes à 10 000 g à 20°C pour éliminer les quelques particules 

pouvant rester en suspension, puis sont dosés par la méthode à l’acide 

bicinchoninique (BCA), utilisé pour le dosage des protéines. Les culots sont repris 

dans environ 200 ȝL d’une solution de NaCl 150 mM ou dans le tampon d’adsorption. 

b) Intégration de la sulforhodamine B 
La sulforhodamine B est une molécule fluorescente rouge (figure 18) qui est 

soluble dans l’eau. La molécule utilisée lors de ces expériences était une rhodamine 

commerciale (Molecular Probes, France) qui absorbe à 565 nm et émet à une 

longueur d’onde de 586 nm.  

Figure 18 : Formule de la sulforhodamine B 

Les particules fluorescentes synthétisées sont des CSD(+) de rapport de 

charge R=2. La sulforhrodamine est ajoutée à la solution en défaut de sulfate de 

dextrane à une concentration finale de 10-5 mol/L. Cette solution est versée 

rapidement sur la solution de chitosane placée sous agitation magnétique à 1 000 

rpm. Le mélange est laissé 30 secondes sur l’agitateur à 500 rpm, puis il est 

centrifugé pendant 30 minutes à 6 000 g. Le surnageant est éliminé par 

retournement, le culot est repris dans de l’eau distillée et filtrée, puis à nouveau 

centrifugé pendant 30 minutes à 6 500 g. Les culots ainsi obtenus sont repris dans 

200 µL d’eau filtrée et conservés à température ambiante sous agitation constante. 

Les particules obtenues sont caractérisées par une mesure de leur taille et de leur 

charge ainsi que de leur taux de solide. 

  

 

 Le taux de solide correspond à la concentration massique de la solution 

de particules. Il est mesuré pour chaque lot de particules après leur synthèse. Le taux 

de solide est calculé à partir de la pesée d’un volume de solution colloïdale, qui est 

ensuite séché à l’étuve pendant une nuit à 50°C. 
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Les mesures de taille des différentes particules sont effectuées par diffusion 

quasi-élastique de lumière sur un sizer nanoS (Malvern Instruments, R.U.) cet 

appareil est équipé dans laser He/Ne opérant à 633 nm, les mesures étant effectuées 

à une température de 25°C et à un angle de 90°. Le diamètre hydrodynamique 

moyen et la distribution en taille (indice de polydispersité Ip) des particules sont 

déterminés à partir d’une solution très diluée de particules dans une solution de NaCl 

1 mM. La mesure exprimée en nm est donnée par l’appareil après intégration de 4 

mesures successives. L’Ip est une valeur qui s’échelonne de 0 à 1, un échantillon 

monodisperse en taille ayant une valeur proche de 0. 

 

La charge des particules est mesurée sur un zétasizer nanoZS (Malvern 

Instrument, R.U.) qui permet de mesurer la charge de surface ou potentiel zéta. Ces 

mesures sont déterminées à partir d’une solution très diluée de particules dans une 

solution de NaCl 1 mM. La mesure exprimée en mV est donnée par l’appareil après 

intégration de 5 mesures successives. 

 

La détermination de la concentration massique de la solution de particules et 

du diamètre moyen de ces particules permet d’estimer le nombre de particules qui 

composent cette solution. 

Concentration de la solution de particules en nombre de particules 

N = 1/(M x Ts) 

N : nombre de particules par gramme de solution (pour 100 mL) 

Ts : taux de solide en % (masse de polymère par gramme de solution : 100 mL) 

M : masse d’une particule en g        M(g) = V(dm3) x d(dm3/kg) x 1000 

                                                         V : volume d’une sphère (V = 4/3 ʌ r3) 

                                                         r : rayon moyen des particules en dm 

                                                        d : densité du polymère soit 1,25 dm3/kg 
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Pour quantifier les solvants résiduels après synthèse des lots de particules de 

PLA, les spectres de résonnances magnétiques du proton ont été enregistrés sur un 

spectromètre 500 MHz. Les particules diluées dans de l’eau à un taux de solide de 

2% sont dissoutes dans de l’acétone deutéré. Le PLA dont on connaît la 

concentration sert d’étalon interne, permettant la quantification des différents 

composants (PLA, acétone, éthanol). 

Le passage en RMN des lots de particules de CSD diluées dans l’eau 

deutérée, à laquelle est rajouté un peu de DCl, permet de déterminer le nombre de 

fonction acétyl et donc de connaître le DA des particules. 
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La production de la protéine p24 chez E. Coli a été développée au laboratoire 

puis la technologie a été transmise à la société Protéine Expert qui en assure 

maintenant la production.  

 

Le protocole général d'adsorption de la protéine p24 à la surface des particules 

de PLA est le suivant : il consiste à mélanger volume à volume la protéine p24 diluée 

en tampon PBS 1X (Invitrogen, Cergy Pontoise) et les particules diluées à 1% en PBS 

1X dans un tube eppendorf 2 mL à fond rond. La solution est agitée par rotation sur 

une roue à température ambiante. À la fin de l'incubation, les particules sont 

centrifugées à 1000 g pendant 10 minutes à 20°C. Le surnageant est récupéré et 

centrifugé à nouveau à 10 000 g pendant 10 minutes, pour éliminer complètement les 

particules, et la concentration de protéine résiduelle est dosée en utilisant le kit BCA 

(Pierce, Illkirch), avec l'albumine de sérum bovin utilisé comme étalon. Le culot des 

PLA-p24 est repris dans le tampon PBS 1X. 

 

Le protocole général d'adsorption de la protéine p24 à la surface des particules 

de CSD est le suivant : il consiste à mélanger volume à volume la protéine p24 diluée 

en tampon PBS 1X et les particules diluées à 0,2% ou 2% dans du PBS 1X dans un 

tube eppendorf 2 mL à fond rond. La solution est agitée par rotation sur une roue à 

température ambiante. A la fin de l'incubation, une partie des particules sont 

centrifugées à 1000 g pendant 10 minutes à 20°C. Le surnageant est récupéré et 

centrifugé à nouveau à 10 000 g pendant 10 minutes pour éliminer complètement les 

particules. La concentration de protéine résiduelle est dosée en utilisant le kit BCA, 

avec l'albumine de sérum bovin utilisé comme étalon. Le rendement d'adsorption 

étant très proche des 100%, les particules CSD-p24 ne sont pas centrifugées et 

peuvent être utilisées directement. 
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Le protocole général d'adsorption de la protéine gp140 à la surface des 

particules de PLA est le suivant : il consiste à mélanger volume à volume la protéine 

gp140 diluée à 150 µg/mL en tampon PBS 1X et les particules diluées à 0,25%  dans 

de l’eau stérile dans un tube eppendorf 2 mL à fond rond. La solution est agitée par 

rotation sur une roue pendant 2 heures à température ambiante. À la fin de 

l'incubation, les particules sont centrifugées à 1000 g pendant 10 minutes à 20°C. Le 

surnageant est récupéré et centrifugé à nouveau à 1000 g pendant 10 minutes pour 

récupérer les particules non culottées à la centrifugation précédente. Le surnageant 

est à nouveau récupéré puis centrifugé à 10 000 g pendant 10 minutes, afin éliminer 

complètement les particules, et la concentration de protéine résiduelle est dosée en 

utilisant le kit BCA, avec l'albumine de sérum bovin utilisé comme étalon. Le culot des 

PLA-gp140 est repris dans le tampon PBS 1X. 

 

Le protocole général d'adsorption de la protéine gp140 à la surface des 

particules de CSD est le suivant : il consiste à mélanger volume à volume la protéine 

gp140 diluée en tampon PBS 1X et les particules diluées à 0,2% ou 2% dans du PBS 

1X dans un tube eppendorf 2 mL à fond rond. La solution est agitée par rotation sur 

une roue à température ambiante. À la fin de l'incubation, une partie des particules est 

centrifugée à 1000 g pendant 10 minutes à 20°C. Le surnageant est récupéré et 

centrifugé à nouveau à 10 000 g pendant 10 minutes, pour éliminer complètement les 

particules, et la concentration de protéine résiduelle est dosée en utilisant le kit BCA, 

avec l'albumine de sérum bovin utilisé comme étalon. Le rendement d'adsorption 

étant très proche des 100% les particules CSD-gp140 ne sont pas centrifugées et 

peuvent être utilisées directement. 

  

 

a) PLA nues 
Le protocole général d'adsorption du poly (I:C) à la surface des particules de 

PLA est le suivant : il consiste à mélanger volume à volume le poly (I:C) dilué en 

tampon PBS 1X à la concentration voulue (0,5 g/L, 0,1 g/L ou 0,01 g/L) et les 

particules diluées à 0,2% ou 2% dans du PBS 1X dans un tube eppendorf Low 

binding DNA 2 mL à fond rond. La solution est agitée par rotation sur une roue à 
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température ambiante. À la fin de l'incubation, les particules sont centrifugées à 1000 

g pendant 10 minutes à 20°C. Le surnageant est récupéré et centrifugé à nouveau à 

10 000 g pendant 10 minutes pour éliminer complètement les particules et la 

concentration de poly (I:C) est dosée en utilisant le Nanodrop ou le kit QuantIT 

picogreen (Invitrogen, Cergy Pontoise). Les culots sont repris dans du PBS 1X. 

b) PLA avec protéine en surface 
Le protocole utilisé pour adsorber le poly (I:C) sur des particules de PLA 

portant soit la p24 soit la gp140 à leur surface est le même que ci-dessus. 

 

a) CSD nues 
Le protocole général d'adsorption du poly (I:C) à la surface des particules de 

CSD est le suivant: il consiste à mélanger volume à volume le poly (I:C) dilué en 

tampon PBS 1X (Invitrogen, France) à la concentration voulue (0,5 g/L, 0,1 g/L ou 

0,01 g/L) et les particules diluées à 0,2% ou 2% dans du PBS 1X dans un tube 

eppendorf Low binding DNA 2 mL à fond rond. La solution est agitée par rotation sur 

une roue à température ambiante. À la fin de l'incubation, une partie des particules est 

centrifugée à 1000 g pendant 10 minutes à 20°C. Le surnageant est récupéré et 

centrifugé à nouveau à 10 000 g pendant 10 minutes, pour éliminer complètement les 

particules, et la concentration de poly (I:C) est dosée en utilisant le Nanodrop ou le kit 

QuantIT picogreen (Invitrogen, Cergy Pontoise). Le pourcentage d’adsorption du poly 

(I:C) sur les particules de CSD étant proche de 100%, il n’est pas nécessaire de les 

centrifuger, elles peuvent être utilisées en l’état. 

b) CSD avec protéine en surface 
Le protocole utilisé pour adsorber le poly (I:C) sur des particules de CSD 

portant soit la p24 soit la gp140 à leur surface est le même que ci-dessus. 

 

a) PLA nues 
Le protocole général d'adsorption du poly U à la surface des particules de PLA 

est le suivant : il consiste à mélanger volume à volume le poly U dilué en tampon PBS 

1X à la concentration voulue (0,5 g/L ou 0,1 g/L) et les particules diluées à 0,2% ou 

2% dans du PBS 1X dans un tube eppendorf Low binding DNA 2 mL à fond rond. La 

solution est agitée par rotation sur une roue à température ambiante. À la fin de 

l'incubation, les particules sont centrifugées à 1000 g pendant 10 minutes à 20°C. Le 

surnageant est récupéré et centrifugé à nouveau à 10 000 g pendant 10 minutes, 

pour éliminer complètement les particules, et la concentration de poly U est dosée en 
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utilisant le Nanodrop ou le kit QuantIT ribogreen (Invitrogen, France). Les culots sont 

repris dans du PBS 1X. 

b) PLA avec protéine en surface 
Le protocole utilisé pour adsorber le poly U à la surface des particules de PLA 

portant soit la p24 soit la gp140 à leur surface est le même que ci-dessus. 

 

a) CSD nues 
Le protocole général d'adsorption du poly U à la surface des particules de CSD 

est le suivant: il consiste à mélanger volume à volume le poly U dilué en tampon PBS 

1X (Invitrogen, Cergy Pontoise) à la concentration voulue (0,5 g/L ou 0,1 g/L) et les 

particules diluées à 0,2% ou 2% dans du PBS 1X dans un tube eppendorf Low 

binding DNA 2 mL à fond rond. La solution est agitée par rotation sur une roue à 

température ambiante. À la fin de l'incubation, les particules sont centrifugées à 1000 

g pendant 10 minutes à 20°C. Le surnageant est récupéré et centrifugé à nouveau à 

10 000 g pendant 10 minutes, pour éliminer complètement les particules, et la 

concentration de poly U est dosée en utilisant le Nanodrop ou le kit QuantIT 

ribogreen. Les culots sont resuspendus à la concentration voulue en PBS 1X. 

b) CSD avec protéine en surface 
Le protocole utilisé pour adsorber le poly U à la surface des particules de CSD 

portant soit la p24 soit la gp140 à leur surface est le même que ci-dessus. 
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Ces cellules dendritiques humaines sont obtenues par différenciation de 

monocytes de sang humain.  

 
(Lavenzechia, 1999) 

Une poche de sang frais (450 mL) est diluée au demi dans du PBS 1X enrichi 

avec 400 µL de gentamycine ainsi que 1 mL d’EDTA. La poche de sang est répartie 

sur des tubes contenant du FICOLL (Sigma Aldrich, Lyon) de densité 9,007. Les 

tubes sont alors centrifugés 20 minutes à 600 g à température ambiante sans frein, 

avec une accélération faible. Les anneaux de cellules mononuclées, situés juste au-

dessus du Ficoll, sont récupérés dans des tubes Falcon de 50 mL à hauteur de 30 

mL de leucocytes par tubes. Ces derniers sont complétés à 50 mL avec du PBS 1X 

contenant 50% de sérum de veau fœtal (SVF), puis centrifugés 10 minutes à 400 g à 

4°C. Les culots sont lavés par centrifugation 10 minutes à 400 g à température 

ambiante. Le culot cellulaire est alors repris dans 36 mL de RPMI contenant 10% de 

SVF. À ce stade, une numération de la suspension cellulaire sur cellule de Malassez 

avec coloration au bleu Trypan est effectuée aux 1/10°.  

Pour pouvoir enrichir la culture de cellules en monocytes les cellules sont 

séparées par un gradient de densité grâce à un mélange de 45 mL de PERCOLL, 

dilué au demi en PBS 1X. Les tubes sont centrifugés pendant 20 minutes à 700 g et à 

température ambiante sans frein, avec une faible accélération. Les anneaux de 

monocytes sont récupérés à la pipette et regroupés dans deux tubes Falcon de 50 

mL puis lavés en OBS par centrifugation 10 minutes à 700 g et 4°C. Les culots de 

monocytes sont regroupés et à nouveau lavés en RPMI 10% SVF. Les cellules sont à 

nouveau numérées et la  concentration ajustée à 10.106 monocytes par mL avec du 

RPMI 10% SVF enrichi avec 3% de sérum humain (SH).  Les anticorps monoclonaux 

dirigés contre le CD19 (anti-lymphocyte B), le CD3 OKT3 (anti-lymphocyte T), le 

CD56 NKH1 (anti-lymphocyte NK) (Beckman Coulter, Etats-Unis) sont filtrés et 

ajoutés sur les cellules à hauteur de 160 µL chacun, ainsi que 16 µL de Glycophorine 

A. Le mélange cellules anticorps est mis sous agitation 30 minutes à 4°C.  Après 
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deux lavages en RPMI 10 % SVF, le surnageant est éliminé par retournement. Le 

culot cellulaire est détaché et des billes magnétiques DYNAbeads anti-souris 

(QIAGEN, Allemagne) sont ajoutées aux cellules à la concentration préconisée par le 

fabriquant. Le mélange est placé sous agitation à 4°C pendant 12 minutes puis mis 

sur un aimant  pour une déplétion magnétique pendant 7 minutes à 4°C après dilution 

aux 1/3 en RPMI 10% SVF. Le surnageant est récupéré et à nouveau déplété sur 

l’aimant. Le surnageant récupéré est lavé puis une numération est faite avec une 

dilution au 1/2.  

 

Avant de mettre les monocytes en culture environ 106 cellules sont prélevées 

pour contrôler la pureté de la suspension cellulaire. Les monocytes sont ensuite mis 

en culture, à une concentration de 500 000 cellules/mL, avec des facteurs de 

croissance : IL4 2,5.10-3 µg/L et GM-CSF 0,04 µg/L final. Les cellules sont alors mises 

en culture pendant 5 jours à 37°C sous 5% de CO2 et 50% d’humidité. Après ces 5 

jours, les cellules sont numérées et phénotypées par cytométrie en flux. 

 

Afin de déterminer le type de cellules présentes dans notre culture, des 

marquages par des anticorps fluorescents sont réalisés pour pouvoir effectuer une 

lecture par cytométrie en flux. Pour cela, un million de cellules sont prélevées et 

lavées deux fois en PBS 1X par centrifugation  400 g, à 4°C pendant 10 minutes. Le 

culot cellulaire obtenu est repris dans 650 µL de PBS BSA (1%) Azide (0,01%) avec 

3% de sérum humain (EFS) pour bloquer les récepteurs non spécifiques. Deux 

microlitres de chaque anticorps (tableau 5) sont déposés dans une plaque à 96 puits 

à fonds coniques. La suspension cellulaire est alors distribuée sur les anticorps, après  

30 minutes à 4°C., les plaques sont lavées 3 fois par centrifugation à 700 g, 4°C 

pendant 2 minutes. Les culots sont resuspendus en PBS BSA Azide et déposés dans 

des microtubes contenant déjà 100 μl de PBS BSA Azide.  
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 Anticorps Quantité 
Marquage attendu 

pour les DC 
immatures 

Ref 

1 IgG PE (mouse) 2 µL  555787 
2 IgG FITC (mouse) 2 µL  555748 
3 IgG PE-Cy5 (mouse) 2 µL  555750 
4 Anti CD 1a  PE (mouse) 2 µL + 555807 
5 Anti CD3  PE (mouse) 2 µL - 555333 
6 Anti CD14  FITC (mouse) 2 µL - 555397 
7 Anti CD 16 FITC (mouse) 2 µL - 555406 
8 Anti CD 25 PE-Cy5 (mouse) 2 µL - 555433 
9 Anti CD 40 PE-Cy5 (mouse) 2 µL +/- 555590 

10 Anti CD80 PE (mouse) 2 µL +/- 557227 
11 Anti CD83 FITC (mouse) 2 µL - 556910 
12 Anti CD86  PE-Cy5 (mouse) 2 µL +/- 555666 
13 Anti HLA DR PE-Cy5 (mouse) 2 µL + 555813 
14 Iodure de propidium (biosource) 4 µL - PNN1011 
15 Annexine V FITC (Caltag) 2 µL - ANNEXINV01 

Tableau 5 : Anticorps (BD pharmingen, États-Unis) utilisés pour le phénotypage des cellules obtenues 
après culture des monocytes 

Les cellules sont analysées au cytomètre en flux afin de déterminer la pureté 

de la culture, leur phénotype, ou vérifier d’éventuelles contaminations cellulaires grâce 

à un large panel d’anticorps (tableau 5) marqués.  

 

Les cellules obtenues après les différentes étapes de séparation et de culture 

précédentes sont mises en contact avec des particules dans différentes conditions, à 

raison de 100 µL de particules à 0,1% de taux de solide pour 1 mL de cellules à 1 

million/mL. Le mélange est mis en culture à 37°C, 5% de CO2 et 50% d’humidité, 

pour étudier la maturation des DC après différents temps de culture. L’évolution et 

l’apparition de certains marqueurs de surface permettent de suivre le phénomène de 

maturation des cellules dendritiques. La procédure de marquage utilisée est la même 

que celle employée au paragraphe précédent. Les anticorps utilisés pour suivre la 

maturation des cellules ainsi obtenues sont décrits dans le tableau ci-contre (tableau 

6). 
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 Anticorps Quantité 
Marquage attendu 

pour les DC 
matures 

Ref 

1 IgG PE (mouse) 2 µL  555787 
2 IgG FITC (mouse) 2 µL  555748 
3 IgG PE-Cy5 (mouse) 2 µL  555750 
4 Anti CD 1a  PE (mouse) 2 µL ++ 555807 
5 Anti CD3  PE (mouse) 2 µL - 555333 
6 Anti CD14  FITC (mouse) 2 µL - 555397 
7 Anti CD 56 PE-Cy5 (mouse) 2 µL - 555517 
8 Anti CD 25 PE-Cy5 (mouse) 2 µL + 555433 
3 Anti CD80 PE (mouse) 2 µL ++ 557227 

10 Anti CD83 FITC (mouse) 2 µL + 556910 
11 Anti CD86  PE-Cy5 (mouse) 2 µL ++ 555666 
12 Anti HLA DR PE-Cy5 (mouse) 2 µL + 555813 
13 Iodure de propidium (biosource) 4 µL - PNN1011 
14 Annexine V FITC (Caltag) 2 µL - ANNEXINV01

Tableau 6: Anticorps (BD pharmingen, États-Unis) utilisés pour le phénotypage des cellules obtenues 
après mise en contact avec les particules  

  

Les cellules de Langerhans sont obtenues après multiplication et 

différenciation des cellules CD34+ issues du sang de cordon humain. 

 

Le tube contenant l'échantillon de sang est décontaminé à l'alcool et le sang 

est préenrichi grâce au kit RosetteSep (StemCell, Grenoble) avant d'être dilué au ¼ 

en PBS 1X. Ce sang dilué est réparti sur des tubes falcon de 50 mL contenant 

environ 25 mL de Ficoll (Sigma Aldrich, France) de densité 9,007 à 37°C. Les tubes 

sont alors centrifugés pendant 25 minutes à 2200 rpm à température ambiante, 

accélération lente et sans frein. 

 Les anneaux de cellules mononuclées, situés juste au dessus du Ficoll, sont 

récupérés dans des tubes Falcon de 50 mL puis lavé en PBS 1X par centrifugation 

pendant 15 minutes à 2000 rpm. Les surnageants sont éliminés et les culots lavés de 

nouveau en PBS 1X par centrifugation 10 minutes à 1300 rpm. Le surnageant est 

éliminé et les cellules CD34+ sont récupérées par sélection magnétique grâce au 

EasySep® Human Cord Blood CD34 Positive Selection Kit (StemCell, Grenoble). 

Afin de vérifier la qualité des séparations, des cellules sont prélevées et sont 

marquées avec les anticorps fluorescents indiqués ci-dessous (tableau 7), puis 

analysées au cytomètre. 
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 Anticorps Quantité 
Marquage attendu 

pour les DC 
immatures 

Ref 

1 IgG PE (mouse) 2 µL  555787 
2 IgG FITC (mouse) 2 µL  555748 
3 IgG PE-Cy5 (mouse) 2 µL  555750 
4 Anti CD 1a  PE (mouse) 2 µL + 555807 
5 Anti CD3  PE (mouse) 2 µL - 555333 
6 Anti CD14  FITC (mouse) 2 µL - 555397 
7 Anti CD 16 FITC (mouse) 2 µL - 555406 
8 Anti CD 25 PE-Cy5 (mouse) 2 µL - 555433 
9 Anti CD 40 PE-Cy5 (mouse) 2 µL +/- 555590 

10 Anti CD80 PE (mouse) 2 µL +/- 557227 
11 Anti CD83 FITC (mouse) 2 µL - 556910 
12 Anti CD86  PE-Cy5 (mouse) 2 µL +/- 555666 
13 Anti HLA DR PE-Cy5 (mouse) 2 µL + 555813 

14 
Iodure de propidium 
(biosource) 

4 µL - PNN1011 

15 Annexine V FITC (Caltag) 2 µL - ANNEXINV01

Tableau 7 : Anticorps (BD pharmingen, États-Unis) utilisés pour le phénotypage des cellules obtenues 
avant culture des CD34+ 

 

De J0 à J5-7 : les cellules sont cultivées dans le milieu de multiplication à une 

concentration comprise entre 1 et 2.106 cellules/mL. Les cellules vont proliférer de 

façon plus ou moins intense, en fonction du donneur, à partir de J3. La concentration 

cellulaire est à ajuster en ajoutant uniquement du RPMI SVF 10% sans cytokines et en 

changeant la boite de culture seulement si nécessaire. 

Milieu de multiplication J1 à J7 

RPMI SVF 10%  
Flt3-L 50 ng/ml 
GM-CSF 50 ng/ml 
SCF 25 ng/ml 
TPO 10 ng/ml 

Tableau 8 : Composition du milieu de multiplication 

De J5-7 à J11-14 : les cellules sont différenciées dans le milieu de 

différenciation à une concentration comprise entre 0,5 et 1.106 cellules/mL. Les 

cellules continuent de proliférer légèrement jusqu’à J9-10 environ. Il faut donc ajuster 

la concentration en ajoutant uniquement du RPMI SVF 10% sans cytokines et 

changer la boite de culture si les cellules parviennent à confluence.. 
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Tableau 9 : Composition du milieu de différenciation 

A l’issue de ces deux étapes, un phénotypage est réalisé à chaque étape et 

tout au long de la différenciation, afin de suivre l’expression du CD207, et des autres 

marqueurs d’intérêts. 

Une fois les cellules caractérisées, elles peuvent être utilisées directement en 

suivant le même protocole que pour le chapitre 3.1.4 (cf. 3.1.4 Traitement des DC par 

les particules). Sinon, elles sont congelées pour constituer un stock de cellules. 

 

a) Congélation 
La congélation est réalisée après lavage des cellules à congeler. Le milieu de 

congélation utilisé est constitué de 90% de SVF et de 10% de DMSO. Le culot de 

cellules est remis en suspension par « grattage ». Les cellules à la concentration 

voulue sont placées dans du milieu de congélation froid (voir tableau 10), puis sont 

distribuées dans des ampoules de congélation (Nunc). Ces dernières seront 

immédiatement mises dans une boite de congélation au congélateur -80°C. Après 

quelques jours, les cellules peuvent être congelées dans de l’azote liquide. 

Stage de congélation Concentration de congélation 

CD34+ J0 entre 1 et 2.106 cellules par ampoule/mL 
CD34+ J7 entre 10 et 25.106 cellules par ampoule/mL 
LC/IDC J12 entre 15 et 25.106 cellules par ampoule/mL 

Tableau 10 : Concentrations optimales de congélations selon le stade des cellules 

b) Décongélation 
Selon le stade de congélation des cellules la procédure de décongélation 

varie : 

• à J0 : cellules CD34+ 

Dans ces conditions, les cellules sont décongelées puis mises en culture dans le 

milieu de multiplication à 2.106 cellules/mL. 

• à J5-7 : cellules CD34+ 

La congélation se fait alors après le stade de multiplication et avant celui de 

différenciation. Dans ces conditions, les cellules sont décongelées puis mises en 

cultures dans le milieu de différenciation à 1,5.106 cellules/mL. Un lavage peut être 

Milieu de différenciation J7 à J14 

RPMI SVF 10%  
GM-CSF 25 ng/mL 
TGF-ȕ1 6 ng/mL 
TNF-Į 2 ng/mL 
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réalisé après 2 jours, afin d’éliminer les débris cellulaires. Il est nécessaire de remettre 

des cytokines dans le milieu après lavage. 

• à J12 : au moment où le CD207 commence à être exprimé sur les LC 

Dans ces conditions, les cellules sont décongelées puis mises en cultures dans le 

milieu de différenciation à 2.106 cellules/mL. Elles peuvent être utilisées 20h après la 

décongélation. 

Dans tous les cas, les ampoules sont mises à décongeler au bain marie 

quelques minutes. Lorsqu’il reste un gros glaçon dans l’ampoule, les cellules sont 

diluées avec 500µL de RPMI chaud, puis récupérées et cette fois diluées dans 50 mL 

de RPMI chaud. Les cellules sont alors centrifugées 10 minutes à 1300 rpm et 

remises en suspension dans le milieu adéquat. 

  

 

a) Observation en microscopie optique (lumière blanche/fluorescence) 
Des photos de microscopie optique en lumière blanche et en fluorescence 

sont réalisées à l'aide d'un microscope Axioplan 2 Imaging (Zeiss, Allemagne), équipé 

d'une caméra et d'un objectif à immersion dans l'huile Plan-NEOFLUAR (Zeiss, 

Allemagne) avec un grandissement x100 et une ouverture numérique de 1,3. Cet 

appareil dispose de deux sources de lumière : une lampe halogène (HAL 100) pour la 

lumière blanche et une lampe à mercure (HBO 100) pour la fluorescence. 

L'échantillon à analyser est dilué puis séché sur une lame porte-objet et enfin couvert 

avec une lamelle couvre-objet. 

b) Observation en microscopie confocale 
La microscopie confocale est une technique qui améliore la résolution axiale et 

latérale de la microscopie optique en fluorescence. Le microsocope confocale 

Spectral TCS SP5 AOBS de Leica propose aussi la séparation spectrale. 

La microscopie confocale permet aussi d'acquérir des coupes sériées optiques 

des échantillons et rend possible la visualisation tridimensionnelle des tissus et la 

localisation intracellulaire de plusieurs marqueurs fluorescents (colocalisation). 

Les lazers utilisés par ce microscope sont : 

•  Diode laser 405 nm 

• Argon 458/488/514 nm 

• Diode laser 561 nm 
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• Hélium/Néon 633 nm  

  

Les analyses de cytométrie en flux sont effectuées au plateau technique de 

l’ifr 128 (http://www.ifr128.prd.fr/Plateau_Cytometrie.htm) sur un FACSCALIBUR 3C. 
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Le protocole d’immunisation est réalisé sur des souris femelles balc/c ou B6D2 

F1 agées de 5 semaines en début de protocole et fournies par le laboratoire Charles 

River (L’Arbresle). Les animaux sont hébergés au PBES (ENS, Lyon). 

  

L’administration des formulations aux souris a été effectuée par voie sous-

cutanée au niveau du pli de la cuisse, afin de viser les ganglions inguinaux. Les 

injections répétées ont été faites en alternant les côtés, pour éviter une nécrose des 

tissus. Pour des raisons pratiques, ces administrations ont été faites sous anesthésie 

gazeuse à l’isofluorane. 

  

Plusieurs expériences d’immunisation ont été réalisées et sont résumées ci-

dessous (tableaux 11 et 12). 

Dans la  première expérience (protocole 1) des souris balb/c sont utilisées. Le 

témoin positif consiste en un groupe auquel sont injectées des particules de PLA 

recouvertes de 10µg de p24, afin de comparer l’efficacité de ce vecteur protéique en 

fonction de son taux de solide. 

Groupe 
Nombre de 

souris 
Dose Voie Volume 

A 5 10µg PLA-p24 SC SC 100 µl 
B 5 10µg p24-CSD  1% SC 100 µl 
C 5 1µg p24-CSD  1% SC 100 µl 
D 5 10µg p24-CSD  0,1% SC 100 µl 
E 5 1µg p24-CSD  0,1% SC 100 µl 

F 5 CSD 1% / CSD  0,1% témoins SC 100 µl 

Tableau 11 : Plan d’injection des souris (protocole 1); SC : injection sous-cutanée  
A) 10µg PLA-p24: polyacide lactique avec 10µg de p24 en surface ; B) 10µg p24-CSD (1%) : particules de 

chitosane/sulfate de dextrane à 1% de taux de solide avec 10µg de p24 en surface ; C) 1µg p24-CSD (1%) : 
particules de chitosane/sulfate de dextrane à 1% de taux de solide avec 1µg de p24 en surface ; D) 10µg p24-

CSD (0,1%) : particules de chitosane/sulfate de dextrane à 0,1% de taux de solide avec 10µg de p24 en 
surface ; E) 1µg p24-CSD (0,1%) : particules de chitosane/sulfate de dextrane à 0,1% de taux de solide avec 
1µg de p24 en surface ; F) CSD (1%) / CSD (0,1%) : particules de chitosane/sulfate de dextrane à 1% de taux 
de solide et particules de chitosane/sulfate de dextrane à 0,1% de taux de solide servant de contrôle négatif. 
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Dans cette deuxième expérience (protocole 2) des souris B6D2 F1 sont utilisées. 

Groupe 
Nombre 

de souris 
Dose Voie Volume 

A 5 (0,01 g/L) P24 SC 100 µl 
B 5 (0,01 g/L)  P24-PLA (0.02%) SC 100 µl 
C 5 CSD(+) (0.1%) + (0,01 g/L) P24 SC 100 µl en mélange 

D 5 (0,01 g/L) P24 + (0,01 g/L) Poly(I:C) SC 100 µl en mélange 

E 5 (0,01 g/L)  P24-PLA (0.02%)+ (0,01 g/L) Poly(I:C) SC 100 µl en mélange 

F 5 (0,01 g/L)  P24-PLA (0.02%)+ CSD(+) (0.1%) SC 100 µl en mélange 

G 5 (0,01 g/L)  Poly(I :C)- CSD(+) (0.1%)+ (0,01 g/L) P24 SC 100 µl en mélange 

H 5 
(0,01 g/L)  P24-PLA (0.02%) + (0,01 g/L)  Poly(I :C)- 

CSD(+) (0.1%) 
SC 100 µl en mélange 

Tableau 12 : Plan d’injection des souris  (protocole 2) ; SC : injection sous-cutanée 
A) p24 en solution à 0,01 g/L ; B) particules de PLA à 0,02% de taux de solide recouvertes de 0,01 g/L de p24 ; 

C) 

 

La protéine p24 est fournie par la société Protein Expert (Grenoble), stérile, 

purifiée des contaminants cellulaires et des endotoxines, en tampon PBS. 

 

Le poly (I:C) est fourni par la société Invivogen (Toulouse), purifié en 

endoxtoxine, stérile et repris en tampon PBS. 

 

Les particules de PLA sont synthétisées de façon « stérile » : l’ensemble de la 

verrerie est prélavée à l’éthanol. Après synthèse, la stérilité des lots est vérifiée en 

étalant environ 100 µL de particules sur une boite de pétri contenant de l’agarose 

sans antibiotiques. Une boite sert de contrôle sur laquelle du PBS stérile est étalé. 

Après 24 heures d’incubation à 37°C, on vérifie l’absence de colonies de 

microorganismes. De plus, un dosage d’endotoxine peut être réalisé à partir du lot de 

particules. Néanmoins, la forte concentration de particules peut interférer avec le 

dosage. 

 

Les particules de CSD sont synthétisées de façon « stérile » : la mise en 

solution du chitosane et du sulfate de dextrane est réalisée dans de la verrerie 

prélavée à l’éthanol. Les mélanges sont mis sous agitations dans des pots stériles à 

usage unique sous une hotte à flux laminaire. Les différents lavages sont faits à l’eau 

stérile ou au PBS stérile et toujours sous la hotte. De la même façon que les PLA, les 

lots de particules sont contrôlés par étalement sur boite de pétri. Le dosage 

d’endotoxine est plus difficile à effectuer car les particules semblent « boucher » le 

système. 



 - - 86 - - 

  

La présence des anticorps anti-p24 dans les séra pré-immuns et immuns a été 

déterminée par ELISA. La protéine p24 a été utilisée en capture et diluée à 1 µg/mL 

en PBS.100t µL de cette solution sont distribués dans les puits d’une plaque 96 puits 

et incubés pendant la nuit à température ambiante. Le lendemain, la plaque est vidée 

par renversement, puis les puits sont saturés par 200 µL d’une solution de PBS-lait 

10% pendant une heure à 37°C. Les séra de souris sont dilués en cascade au 

1/10ème dans du PBS contenant 1% de BSA, 100 µL de chaque dilution sont déposés 

sur la plaque et incubés une heure à 37°C. Les puits sont lavés 3 fois avec 200 µL de 

PBS-Tween 0,05%. La fixation des anticorps spécifiques est révélée par addition d’un 

conjugué anti-souris ; il s’agit d’anticorps anti-IgG total ou anti-IgG1 ou anti-IgG2a de 

souris couplés à la péroxydase (HRP) et dilués à 0,1 µg/mL en PBS-BSA 1%. La 

révélation est effectuée par 100 µL du réactif TMB, pendant 30 minutes à l’obscurité 

après une incubation de la réaction pendant une heure. L’acide sulfurique (1N, 100 

µL) permet de stopper la réaction. La lecture des absorbances s’effectue à 450 nm 

sur le lecteur de plaques. Pour chaque souris le titre en anticorps spécifiques est 

déterminé. 

 
Ƣ  

L’ELISPOT permet de déterminer le nombre de cellules sécrétant une cytokine 

donnée, en réponse à un stimulus spécifique. Les cellules utilisées pour ces 

ELISPOT sont les cellules des rates des souris immunisées selon les indications du 

tableau 3. 

Après dissection de la rate et obtention d’une suspension cellulaire à 

10.106 cellules/mL, les hématies présentes dans la suspension cellulaire sont lysées 

pour ne récupérer que les splénocytes. 

La mise en culture pour l’ELISPOT stimulé par un fragment de la p24 (le 

peptide AMQ) est réalisée de la manière suivante : dans les plaques d’ELISPOT 96 

puits avec des membranes de PVDF (Millipore) les anticorps anti-IFN-Ȗ ou anti-IL-4 

murin (10µg/mL en PBS) sont fixés et incubés pendant la nuit, à 4°C. Les plaques 

sont ensuite lavées et saturées par du milieu de culture ĮMEM (milieu essentiel 

minimum) complet, pendant 3 heures à 37°C. Les cellules spléniques sont alors 

reprises à 3.106 splénocytes/ml, auxquelles on ajoute de l’IL-2 à une concentration 
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finale de 10U/ml. 300 000 cellules sont distribuées par puits et incubées avec 10 µM 

final de peptide à tester. Pour chaque souris, on fait une stimulation spécifique avec le 

peptide AMQ de la p24 et aussi un contrôle négatif avec un peptide irrelevant. Une 

stimulation totale, non spécifique, servant de témoin positif est réalisée en utilisant la 

concanavaline A à 5 µg/ml finale. Les plaques sont incubées 20 heures à 37°C. 

En ce qui concerne l’ELISPOT stimulé par la p24 entière, la mise en culture 

des cellules est effectuée comme pour l’ELISPOT peptide. En revanche, au lieu 

d’utiliser une stimulation par IL-2 + peptide, les splénocytes sont stimulés par 5 µg/mL 

final de la protéine p24. Les plaques sont incubées 42 heures à 37°C. 

Après l’incubation, les plaques sont lavées 6 fois en PBS-Tween 0,05% pour 

éliminer les cellules et les molécules non fixées, puis 100 µL d’un anticorps de 

détection biotinylé spécifique de la cytokine d’intérêt (1 µg/mL) sont distribués dans 

les puits et incubés pendant la nuit à 4°C à l’obscurité. Après 6 lavages en PBS-

Tween 0,05%, 100 µL d’extravidine-phosphatase alcaline sont ajoutés (dilution au 

1/6000) et incubés une heure à température ambiante. Les spots qui correspondent à 

chaque cellule sécrétant la cytokine d’intérêt sont révélés par les substrats de la 

phosphatase alcaline (Biorad, Marne la coquette). La réaction est stoppée par lavage 

à l’eau distillée. Le nombre de spots dans les puits est compté au microscope en 

utilisant le logiciel KS Elispot (Zeiss, Allemagne). 
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L’utilisation des nanoparticules comme adjuvants et vecteurs de vaccination 

impose la capacité à l’adsorption ou à l’encapsulation des antigènes d’intérêt. Ce 

travail propose de combiner la vectorisation de l’antigène par les particules ainsi que 

le potentiel adjuvant des TLR ligands. Pour cela, il faut que les supports particulaires 

soient polyvalents. 

Cette partie de l’étude décrit les capacités des deux différents types de 

particules choisies à adsorber des protéines d’intérêt et les TLR ligands sélectionnés, 

tout d’abord séparément puis conjointement.  

 
 

 

La méthode de synthèse des nanoparticules utilisée au laboratoire est la 

nanoprécipitation (Fessi, 1998). Cette méthode, décrite dans la partie matériels et 

méthodes (cf. ), est également appelée 

diffusion de solvant et nécessite une phase solvant (acétone), dans laquelle le PLA 

est dissout, et une phase aqueuse (mélange éthanol/eau), dans laquelle le PLA va 

précipiter. La solution organique de PLA est coulée avec un débit modéré dans la 

phase aqueuse sous agitation. Ce mélange conduit à la formation des nanoparticules 

de PLA non solubles dans l’eau. L’acétone et l’éthanol sont ensuite éliminés par 

évaporation sous vide. La nanoprécipitation permet ainsi de former des 

nanoparticules contenant moins de 2% de solvants. 

 

a) Taille 
Le diamètre des particules est mesuré par diffusion quasi-élastique de la 

lumière (cf. ). Avec la technique de nanoprécipitation, il est 

possible de synthétiser au laboratoire des particules de 100 à 400 nm avec une 

bonne reproductibilité des synthèses, en particulier pour les particules d’un diamètre 

avoisinant les 200 nm.  
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b) Polydispersité 
L’indice de polydispersité, ou Ip, caractérise l’homogénéité de la distribution en 

taille des particules. Il varie de 0 à 1. Plus il tend vers 0, plus la solution de particules 

sera monodisperse. La charge de surface des particules est déterminée par mesure 

du potentiel zêta exprimé en mV. Les lots de particules issus de la synthèse au 

laboratoire sont monodisperses avec un Ip inférieur à 0,1. 

c) Charge de surface 
Les particules formées sont chargées négativement, avec une densité de 

charge importante puisque la valeur du potentiel zéta moyenne est de l’ordre de -55 

mV. En effet, les chaines de polymères portent à leur extrémité une fonction 

carboxylique, qui se retrouve donc à la surface des particules lorsqu’elles sont 

synthétisées. 

 

a) Protéine p24 
Les PLA diluées en PBS 1X sont ajoutées volume à volume sur une solution 

de p24 diluée en PBS 1X, ce qui permet d’obtenir des vecteurs protéiques. La 

capacité d’adsorption de la p24 à la surface des PLA a été étudiée à la concentration 

de 0,2 g/L (concentration optimale d’adsorption). 

Figure 19: Cinétique d’adsorption de la p24 à 0,2 g/L sur les nanoparticules de PLA; exprimé en 
pourcentage d’adsorption en fonction du temps en minutes 

La p24 présente un maximum d’adsorption avec une atteinte du plateau assez 

rapide (moins d’une heure). Le rendement d’adsorption correspond à presque 100% 

de la protéine introduite qui se retrouve sur les particules. 
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b) Protéine gp140 
Les PLA dilués en PBS 1X ajoutés volume à volume sur une solution de 

gp140 diluée en PBS 1X permet d’obtenir des vecteurs protéiques. La capacité 

d’adsorption de la p24 à la surface des PLA a été étudiée à la concentration de 0,2 

g/L.  

 

Figure 20: Cinétique d’adsorption de la gp140 à 0,2 g/L sur les nanoparticules de PLA; exprimé en 
pourcentage d’adsorption en fonction du temps en minutes 

La gp140 présente un maximum d’adsorption avec une atteinte du plateau 

assez rapide (moins d’une heure). Le rendement maximal correspond à plus de 80% 

d’adsorption de la protéine introduite. 

Des deux protéines étudiées, la p24 présente un rendement plus important 

que la gp140, à concentration équivalente. Il est cependant possible d’obtenir un 

rendement équivalent à des concentrations moins importantes de gp140. 

Les deux types de formulations présentent une bonne stabilité dans le temps 

(plusieurs mois) et la taille, et l’Ip des nanoparticules n’est pas modifié. 
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Plusieurs lots de PLA-p24 ont été synthétisés ; à chaque fois la taille et l’Ip ont 

été mesurés grâce au Malvern nanoZS (cf. ). 
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Figure 21: Répartition en taille et en Ip de différents lots de PLA-p24  

Ŷ taille des PLA-p24, Ŷ Ip des PLA-p24 

Le diamètre des nanoparticules recouvertes de p24 est plus élevé que celui 

des particules nues (de 20 à 30 nm de plus) mais les tailles restent relativement 

homogènes (12 % d’écart entre les tailles les plus élevées et les plus basses). 

L’indice de polydispersité reste en dessous de 0,1,  on peut donc considérer que les 

PLA-p24 sont monodisperses. 
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a) Adsorption du poly (I:C) 

o Adsorption sur les PLA nues 

La mise en contact de poly (I:C) dilué en PBS 1X avec des nanoparticules de 

PLA en PBS 1X permet d’étudier les capacités d’adsorptions de ces particules.  

 

Figure 22: Cinétique d’adsorption du poly (I:C) à 0,5 g/L sur les nanoparticules (à 0,5% de taux de solide) 
de PLA; exprimée en pourcentage d’adsorption au cours du temps  

Comme présenté sur le graphique ci-dessus, il est impossible de déterminer 

avec certitude l’adsorption ou non du poly (I:C) en surface des nanoparticules de PLA. 

La grande variabilité des résultats obtenus pourrait être expliquée par une désorption 

très rapide : il suffirait de quelques minutes de différence pour détecter ou non du poly 

(I:C) dans le surnageant. De même une variation de centrifugation même infime 

pourrait déclencher ou non un déccrochage du TLR ligand. Une autre hypothèse 

serait que les particules peuvent interférer avec ce dosage, mais cela reste peu 

probable. 
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o Adsorption sur les PLA formulées avec des protéines 

Lors de ces essais d’adsorption, le manque de reproductibilité rencontré lors des 

tentatives d’adsorption sur PLA nues n’était en aucun cas modifié. 

Figure 23: Cinétique d’adsorption du poly (I:C) à 0,5 g/L sur les nanoparticules de PLA (à 0,5% de taux de 
solide) recouvertes de p24 (0,2 g/L) ou gp140 (0,2 g/L); exprimée en pourcentage d’adsorption  au cours 

du temps  

La cinétique d’adsorption du poly (I:C) a été représentée sur des particules de 

PLA préalablement recouvertes de p24 ou de gp140. L’étude de l’adsorption du poly 

(I:C) sur ces PLA formulées avec la p24 ou la gp140 montre que la cinétique et le 

rendement d’adsorption sont quasi-identiques. Si les rendements d’adsorption du poly 

(I:C) ne sont pas très élevés (inférieurs à 60%), les cinétiques semblent assez 

rapides, voire quasi immédiates. Il semble  qu’il y ait moins de variations de 

rendement, après environ une heure d’adsorption. Ce fait est probablement lié aux 

réarrangements des molécules à la surface des particules. Il sera donc bon de ne pas 

laisser les particules et les complexes en contact moins d’une heure lors des 

formulations. 

Il est tout de même intéressant de mettre en évidence une augmentation 

globale du rendement d’adsorption par rapport aux PLA nues : 

 

 

 

Cette hausse de rendement d’adsorption s’explique par une probable interaction 

entre la p24 ou la gp140 chargées positivement et le poly (I:C) chargé négativement. 
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o Adsorption sur les PLA une fois complexés avec une 
protéine 

Une autre approche de cette co-adsorption a été de tenter d’adsorber 

directement en surface des particules un mélange de TLR ligand et de protéine, 

laissés une heure sous agitation pour permettre à d’éventuelles complexations de se 

faire. 

 

Figure 24 : Isotherme d’adsorption sur les PLA du poly (I:C) (0,5 g/L) complexé avec la p24 (0,2 g/L) et la 
gp140 (0,2 g/L) 

Cette méthode d’adsorption permet d’avoir des résultats plus cohérents et 

semble reproductible sur les cinq expériences qui ont été faites. Il est donc possible 

d’interpréter les résultats obtenus sur ces premières isothermes d’adsorption, afin de 

déterminer la quantité maximale de poly (I:C) que les nanoparticules de PLA sont 

capables d’adsorber à leur surface. On peut constater que selon la protéine utilisée, la 

courbe d’adsorption est très différente pour des quantités faibles de poly (I:C) 

introduites. Cependant, plus les quantités de poly (I:C) augmentent, moins les 

protéines influent sur l’aspect de la courbe. On peut constater aussi que la quantité 

adsorbée de poly (I:C) continue d’augmenter et que son plateau ne sera atteint qu’au-

delà des 1 g/L de poly (I:C) introduits.  

De plus cette méthode permet d’augmenter à nouveau le rendement 

d’adsorption du poly (I:C). 
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b) Adsorption du poly U 

o Adsorption sur les PLA nues 

Dans le cas du poly U, aucune adsorption n’a pu être détectée, quelles que 

soient les conditions d’adsorption testées.  

o Adsorption sur les PLA formulées avec des protéines 

Lors de ces essais d’adsorption, le poly U ne présente aucune adsorption 

détectable. Que ce soit au spectromètre de fluorescence, à l’aide du kit QuantIR 

riboGreen (Invitrogen, Cergy Pontoise) ou à l’aide du Nanodrop tout est retrouvé dans 

le surnageant.  

c) Adsorption sur les PLA une fois complexé avec une protéine 
Afin de tenter d’adsorber le poly U à la surface des PLA, eux-mêmes dilués en 

PBS 1X, la méthode de « précomplexation » avec une protéine a été testée. Ainsi, un 

mélange protéine-poly U en PBS 1X est mis en contact avec les particules de PLA en 

PBS 1X.  

 

Figure 25 : Isotherme d’adsorption sur les PLA du poly U (0,5 g/L) complexé avec la p24 (0,2 g/L) ou la 

gp140 (0,2 g/L) 

Cette méthode a permis d’obtenir une adsorption détectable du poly U, et ce 

sur trois expériences répétées. Il est intéressant de constater que, comme le poly 

(I:C), la protéine semble avoir une influence sur le profil d’adsorption de faibles 

quantités de poly U. Pour les plus fortes concentrations de poly U introduites, 

l’influence des protéines diminue. Quelle que soit la protéine utilisée, le plateau est 
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atteint pour des quantités supérieures à 0,5 g/L de poly U introduit. Le rendement 

d’adsorption du complexe poly U-p24 est cependant plus important que celui avec la 

gp140.  

Les deux modèles de pré-complexes TLR ligand-protéine semblent être la 

meilleure solution afin d’adsorber poly (I:C) ou poly U sur les particules de PLA. 

Cependant, les études d’adsorption n’en sont qu’à leurs débuts et vont faire l’objet 

d’un travail systématique dans l’équipe, afin d’affiner et d’améliorer leurs 

caractéristiques. De même, il conviendrait d’étudier la formation de ce supposé pré-

complexe et de le caractériser avant de continuer plus loin sur ce type d’adsorption. 

 
 

 

La méthode de complexation de polyélectrolytes permet de former des 

particules à base de chitosane et d’un autre polyélectrolyte chargé négativement. La 

coprécipitation de ces deux solutions aqueuses peut résulter en la synthèse de 

particules positives ou négatives selon le polyélectrolyte mis en excès. La solution en 

défaut est versée sur celle en excès sous agitation et les particules sont ainsi 

synthétisées sans aucun solvant (cf.  

). 

De nombreux échantillons de chitosanes différents ont été testés lors de la 

synthèse de particules avec du sulfate de dextrane. Des particules de charge globale 

positive CSD (+) ou négative CSD (-) peuvent être obtenues selon la nature du 

polysaccharide en excès lors de la coprécipitation. Les paramètres physicochimiques 

qui ont un fort impact sur l’obtention des CSD sont le degré d’acétylation et la masse 

molaire du chitosane, et la masse molaire du sulfate de dextrane, utilisés lors de la 

synthèse. La charge globale des CSD dépend du rapport molaire de charges 

R=[NH3+]/[SO3-]. Différents rapports ont été testés avant de définir un R optimal pour 

chaque type de CSD (+) ou (-).  

 

Solution en excès s 

Solution en défaut t 
[NH3+] [SO3-] 

[NH3+]  CSD (-) R > 1 

[SO3-] CSD (+) R < 1  

Tableau 13 : Formation de CSD de charge variable  
 Ŷ impossible de former des particules 
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Selon des études précédentes effectuées au laboratoire, le rapport de charge 

optimal dans les cas des CSD (+) est R=2 et R=3, il est R=0,3 pour les CSD (-) (Schatz 

C., 2002; Drogoz A., 2007). Les effets de la masse molaire et du DA du chitosane et du 

sulfate de dextrane ont été étudiés en observant leur impact selon trois paramètres : la 

charge de surface, la taille de polydispersité (Ip) des CSD ainsi formées et leur indice. 

 

a) Taille 
Variable Taille particules positives Taille particules négatives 

Chitosane SD 

DA % Mw Mw 

nm avant 
centrifugation 

nm après 
centrifugation 

nm avant 
centrifugation 

nm après 
centrifugation 

10 000 205 280 174 998 
1 13 000 

500 000 173 304 191 427 
10 000 253 362 155 247 

1 
150 
000 500 000 250 385 216 378 

10 000 214 358 201  
5 32 000 

500 000 204 389 202 360 
10 000 269 335 148 253 

5 
130 
000 500 000 258 290 194 379 

10 000 255 302 144 580 
9 

105 
000 500 000 251 299 192 372 

10 000 312 418 167 583 
11,5 

137 
000 500 000 308 444 209 401 

10 000 350 614 778 1950 
30 

120 
000 500 000 327 578 251 497 

10 000 308 632 
51 

150 
000 500 000 340 714 

10 000 467 1109 
71 

200 
000 500 000 560 1238 

  

Tableau 14 : Répartition en tailles des particules de CSD avant et après centrifugation en fonction de la 
nature du chitosane et du sulfate de dextrane (SD)  
 ŷ impossible de former de particules (Weber, 2010). 

Dans le cas des CSD (+), la taille définitive augmente avec le DA du chitosane 

pour les mesures effectuées après centrifugation et redispersion en solution aqueuse. La 

masse molaire des deux composés ne semble par contre pas avoir d’influence sur les 

propriétés des CSD (+) formées. En prenant comme exemple les DA 1% et 5%, les tailles 

ne varient que d’une cinquantaine de nanomètres, ce qui ne représente pas un 

changement significatif. Une tendance générale peut cependant être constatée pour les 

CSD (+) après centrifugation : le DA et la masse molaire n’influent pas sur la taille des 

particules pour les chitosanes dont le DA est inférieur à 11,5% ; au delà, la taille semble 

augmenter avec le DA.  

La taille des CSD (-) augmente après centrifugation. Le DA du chitosane semble 

être lié à l’augmentation de taille des particules négatives. Les DA 51% et 71% n’ont pas 

permis de former des CSD (-) lors de cette étude.  
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b) Polydispersité 
 

Variable Ip particules positives Ip particules négatives 

Chitosane SD 

DA 
% 

Mw Mw 

Ip avant 
centrifugation 

Ip après 
centrifugation 

Ip avant 
centrifugation 

Ip après 
centrifugation 

10 000 0,22 0,35  0,91 
1 13 000 

500 000 0,19 0,30 0,19 0,12 
10 000 0,49 0,42 0,23 0,14 

1 150 000
500 000 0,48 0,55 0,28 0,06 
10 000 0,23 0,29 0,22  

5 32 000 
500 000 0,18 0,61 0,20 0,12 
10 000 0,41 0,21 0,19 0,27 

5 130 000
500 000 0,38 0,18 0,22 0,11 
10 000 0,23 0,12 0,18 0,30 

9 105 000
500 000 0,34 0,21 0,20 0,10 
10 000 0,47 0,35 0,20 0,56 

11,5 137 000
500 000 0,48 0,56 0,22 0,09 
10 000 0,44 0,14 0,55 0,46 

30 120 000
500 000 0,45 0,31 0,24 0,07 
10 000 0,40 0,34 

51 150 000
500 000 0,43 0,22 
10 000 0,56 0,47 

71 200 000
500 000 0,62 0,34 

  

Tableau 15 : Répartition des Ip des particules de CSD avant et après centrifugation en fonction de la 
nature du chitosane et du sulfate de dextrane (SD)  
Ŷ impossible de former de particules (Weber, 2010). 

Les indices de polydispersité sont assez élevés. Cet indice, dans le cas des CSD 

(+), semble être peu influencé par les caractéristiques des polymères. De même que pour 

la taille, l’Ip semble d’autant plus élevé pour les DA les plus grands. 

L’indice de polydispersité (Ip) des CSD (-) après centrifugation dépend de la 

masse molaire du sulfate de dextrane. Il est d’autant plus élevé que la masse est faible. 
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b) Surface de charge 
Variable 

Chitosane SD 

DA % Mw Mw 

Charge de surface 
particules positives 

mV 

Charge de surface 
particules négatives mV 

10 000 20 - 34 
1 13 000 

500 000 6 - 37 
10 000 10 - 37 

1 150 000 
500 000 13 - 31 
10 000 28  

5 32 000 
500 000 28 - 36 
10 000 25 - 36 

5 130 000 
500 000 23 - 29 
10 000 23 - 40 

9 105 000 
500 000 24 - 21 
10 000 26 - 35 

11,5 137 000 
500 000 29 - 41 
10 000 32 - 36 

30 120 000 
500 000 29 - 44 
10 000 15 

51 150 000 
500 000 29 
10 000 18 

71 200 000 
500 000 29 

 

Tableau 16 : Charge de surface des particules de CSD avant et après centrifugation en fonction de la 
nature du chitosane et du sulfate de dextrane (SD)  
 ŷ impossible de former de particules (Weber, 2010). 

Que l’on observe les CSD (+) ou les CSD (-), aucun des paramètres étudiés ne 

semble avoir d’impact sur la charge de surface des particules synthétisées. Si l’on 

observe les particules formées de chitosane de DA > 9% avec le sulfate de dextrane 

500 000 g/mol, il est cependant intéressant de constater que la charge de surface est 

maintenue et ce malgré la baisse du DA et donc de la charge globale du chitosane. Il est 

admis que la charge de 29 mV maintenue par les particules est la limite de stabilité 

colloïdale. Il est donc permis de penser que nous sommes en présence de 

réarrangements des polymères en présence visant à la stabilité des particules formées. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 - - 103 - - 

c) Stabilité en milieu salin 
Variable Taille en NaCl 150 mM (nm) Stabilité en NaCl 150 mM 

Chitosane SD 

DA 
% 

Mw Mw 

CSD 
positives 

CSD 
négatives 

CSD 
positives 

CSD 
négatives 

10 000 > 2 nm > 2 nm non non 
1 13 

000 500 000 > 2 nm > 2 nm non non 
10 000 > 2 nm > 2 nm non non 

1 150 
000 500 000 > 2 nm > 2 nm non non 

10 000 > 2 nm > 2 nm non  
5 32 

000 500 000 > 2 nm > 2 nm non non 
10 000 > 2 nm > 2 nm non non 

5 130 
000 500 000 > 2 nm > 2 nm non non 

10 000 > 2 nm > 2 nm non non 
9 105 

000 500 000 825 > 2 nm non non 
10 000 > 2 nm > 2 nm non non 

11,5 137 
000 500 000 1505 1709 non non 

10 000 347 769 > 24 heures non 
30 120 

000 500 000 290 456 > 24 heures non 
10 000 328 > 6 jours 

51 150 
000 500 000 355 > 24 heures 

10 000 554 > 24 heures 
71 200 

000 500 000 671 

 

> 24 heures 

 

Tableau 17 : Influence du sel sur les différentes particules de CSD synthétisées  
 ; ŷ impossible de former de particules (Weber, 2010). 

En solution saline NaCl 150 mM, la tendance constatée pour les CSD (+) est 

inversée ; les particules sont agrégées pour les DA 1%, 5% et 9%, et les tailles des 

CSD (+) sont diminuées pour des DA supérieurs à 30%. La capacité des CSD (+) 

formées à résister aux solutions salines dépend du DA du chitosane. En effet, seules les 

CSD (+) synthétisées avec des chitosanes de DA élevés résistent au moins 24 heures à 

l’écrantage des charges. Ce point est important car, lors d’une étude en milieu biologique, 

la concentration minimale en sels requise est de 150 mM NaCl. 

Aucune des CSD (-) formées ne supporte la présence de NaCl. En effet, certaines 

tailles mesurées sont inférieures au micron, mais les colloïdes ont floculé dans les 

minutes qui suivent. 

Les CSD (-) résultant de ces différentes synthèses ne sont donc pas de bons 

candidats à l’utilisation en milieu biologique. Elles ne seront donc pas utilisées lors de la 

suite de ces travaux. 

Les CSD (+) doivent avoir un DA inférieur à 71% pour permettre d’avoir la taille 

submicrométrique visée. Seuls les DA supérieurs à 30% présentent une stabilité 

suffisante pour poursuivre des études au niveau biologique. Il apparaît, en croisant tous 

les paramètres, que ce sont les CSD (+) synthétisées en utilisant du chitosane de DA 

51% et Mw 150 000 g/mol avec un sulfate de dextrane de 10 000 g/mol, qui présentent 

les meilleures caractéristiques pour la suite de l’étude. C’est ce type de chitosane qu’il va 
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falloir reproduire au mieux, afin de vérifier si les particules conservent leurs 

caractéristiques malgré le changement de lot de chitosane. Par convention, pour la suite 

de ce travail, nous parlerons uniquement de CSD en évoquant les CSD (+), puisque les 

CSD (-) n’ont pas été retenues. 

 

Le lot de chitosane (Mahatani, Inde) utilisé pour cette étude est un nouveau lot. Il 

s’agit du lot 113 de DA 6% et masse molaire 470 000 g/mol avant toute purification ou 

modification. C’est avec ce lot qu’il faut reproduire le chitosane de DA 51% et masse 

molaire 150 000 g/mol qui nous intéressait pour ses propriétés de stabilité sous forme 

particulaire. Plusieurs lots ont pu être synthétisés avec un DA de 47% à 55% et 

différentes masses molaires.  

DA (%) visé DA (%) mesuré Mw (g/mol) 

51 47 106 000 
51 47 290 000 
51 47 96 000 
47 55 133 000 
51 48 180 000 
60 67 180 000 

Tableau18 : Caractéristiques des chitosanes préparés selon les DA visés 

La réaction de réacétylation apparaît varier en fonction des volumes utilisés et 

semble assez sensible à de nombreux paramètres extérieurs (température, vitesse 

d’agitation…) compliqués à contrôler. La quantité d’anhydride acétique ainsi que la 

présence possible de réactions secondaires (Vachoud, 2001) peuvent aussi être à 

l’origine de cette sensibilité. Pour cette raison, il est assez difficile de reproduire avec 

exactitude un DA visé. 

Cependant, les différents lots testés pour l’adsorption du poly (I:C) et la stabilité en 

milieu biologique PBS 1X semblent montrer les mêmes caractéristiques que les particules 

obtenues avec l’ancien lot, bien qu’ayant un comportement un peu différent de l’ancien lot 

utilisé. 

a) Amélioration de la synthèse avec le nouveau chitosane 

o Taille et polydispersité 

Lors de cette étude, nous verrons uniquement le cas des particules positives, 

puisque ce sont celles qui correspondent à notre demande. La taille des particules avec 

chitosane de DA 47% et de masse molaire proche de 100 000 g/mol a été étudiée selon 

les différents sulfate de dextrane utilisés et les rapports stoechiométriques entre les 

charges des deux polymères (qui sont fonction du DA et de la Mw du sulfate de 

dextrane). L’influence de la présence ou non de fluorophore, incorporé dans les particules 

en l’ajoutant à la solution de chitosane, a également été étudiée. 
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Sulfate de dextrane 
rapport 

stœchiométrique
taille (nm) Ip 

2 351 0,20 
3 400 0,23 DS500 (lot 1) 
4 390 0,22 

DS5k 2 425 0,20 
2 470 0,26 DS500+sulforhodamine 

(10-5M) 3 447 0,21 
DS5k+sulforhodamine 

(10-5M) 
2 461 0,17 

DS500 (lot 2) 3 421 0,24 

Tableau 19 : Influence de différents paramètres sur la taille et l’Ip des particules de CSD 

Il faut noter que si le sulfate de dextrane de haute masse molaire est le même que 

pour l’étude précédente, celui de faible masse molaire a été changé suite à une 

modification du catalogue du fournisseur. Il est sur cette étude de 5 000 g/mol au lieu de 

10 000 g/mol. L’utilisation de chitosanes de masses molaires différentes (96 000 g/mol 

pour le DS500 (lot 2) et 106 000 g/mol pour les autres) semble ne pas avoir d’influence 

sur la taille des particules obtenues. La masse molaire du sulfate de dextrane ainsi que la 

présence de sulforhodamine ne sont pas non plus des facteurs de modification de la taille 

des nanoparticules. Il est intéressant de constater que, par rapport aux tailles obtenues 

tableau 2 avec le premier lot de chitosane, il y a ici une nette diminution du diamètre des 

particules et l’Ip est moins élevé, ce qui est signe d’une meilleure complexation. 

o Stabilité en milieu salin 

Variable 

Chitosane SD 

DA % Mw Mw 

Taille en NaCl 150 mM (nm) Stabilité en PBS 1X 

5 000 513 > 7 jours 
47 95 

000 500 000 501 > 7 jours 
5 000 504 non 

48 180 
000 500 000 593 non 

5 000 485 non 
67 180  

000 500 000 538 non 

Tableau 20 : Caractéristiques de stabilité des particules de CSD (0,1 %) en 150 mM NaCl avec différents 
chitosanes et sulfates de dextrane 

Malgré les modifications de taille et d’Ip observées, la stabilité en milieu PBS 1X 

est maintenue sur plusieurs jours dans le cas du DA 47%. Les particules formées avec 

les chitosanes d’autres DA floculent immédiatement en PBS, ce qui va nous permettre de 

poursuivre avec ce lot de chitosane l’étude de nos particules. 

Le premier lot de chitosane utilisé pour la première génération de particules ne permettait 

aucune stabilité en milieu biologique quel qu’il soit. 
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b) Amélioration des conditions d’adsorption 

o Taille et stabilité en milieu salin 

Variable 

Chitosane SD 

Taille en 
NaCl 150 
mM (nm) 

Stabilité en 
NaCl 150 

mM 

Stabilité 
en PBS 

1X 

A % Mw Mw 

Poly (I:C) 
g/L 

Taille en 
solution 
aqueuse 

(nm)    
0,005 235 590 > 4 jours ++ 

5 000 
0,01 245 583 < 4 jours ++ 
0,005 316 541 < 4 jours ++ 

47 95 
000 500 

000 0,01 339 534 > 5 jours ++ 
0,005 381 456 > 4 jours - 

5 000 
0,01 409 447 > 4 jours - 
0,005 380 571 > 5 jours - 

48 180 
000 500 

000 0,01 418 613 < 4 jours - 
0,005 437 441 > 4 jours - 

5 000 
0,01 461 454 > 4 jours - 
0,005 554 > 5 jours - 

67 180  
000 500 

000 0,01 
 

577 > 5 jours - 

Tableau 21 : Caractéristiques de différentes nanoparticules de CSD (0,1 %)  recouvertes de poly (I:C)  
ŷ impossible de former de particules 

Une augmentation de taille immédiatement après avoir mis les particules en 

150 mM NaCl a pu être constatée. Cependant, la stabilité en milieu salin reste 

intéressante malgré l’adsorption de poly (I:C) à la surface des particules. Il semble qu’il y 

a peu d’influence liée au type de chitosane ou de sulfate dextrane utilisé lors de la 

synthèse. L’adsorption de poly (I:C) à la surface des nanoparticules semble provoquer 

une légère augmentation de taille, ce qui peut être observe en 150 mM NaCl pour le DA 

47. Ce dernier confirme sa capacité à former des nanoparticules beaucoup plus stables 

en milieu salin (ici PBS 1X) que les autres chitosanes. 

o Cinétique d�adsorption 

La cinétique d’adsorption du poly (I:C) ainsi que celle du poly U restent 

inchangées avec ces nouvelles nanoparticules (cf. ). 

 

Les cinétiques d’adsorption de la p24 et de la gp140 ont été étudiées pour 

l’obtention des complexes antigéniques optimaux. 

a) Protéine p24 
Comme décrit dans le matériel et méthode (cf

), les particules de CSD en PBS 1X ont été ajoutées volume à volume à 

une solution de protéine p24 diluée en PBS 1X à température ambiante de façon à 

obtenir le taux de solide en CSD et la concentration en protéine finale voulue. 
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Figure 26: Cinétique d’adsorption de la p24 (0,2 g/L) sur les nanoparticules de CSD (0,1% - chitosane DA 
47%, 95 000 g/mol et sulfate de dextrane 5000 g/mol); exprimée en pourcentage d’adsorption en fonction 

du temps en minutes 

L’adsorption de la p24 sur les nanoparticules de CSD atteint son rendement 

maximal de 100 % en moins de deux heures alors qu’il était nécessaire d’attendre plus de 

20 heures pour les particules formées avec un chitosane de l’ancien lot. Le rendement de 

ces dernières était plus faible de l’ordre de 80 % (thèse Alexandre Drogoz). Cependant la 

stabilité de ces formulations dans le temps est assez courte (inférieure à 7 jours) et le 

maintien de la taille et de l’Ip des nanoparticules d’origines est plus précaire que dans le 

cas des PLA. 

b) Protéine gp 140 
Comme décrit dans le matériel et méthode (cf. 2.2.2 

) les particules de CSD à 1% de taux de solide en PBS 1X ont été 

ajoutées volume à volume à une solution de protéine gp140 diluée à 1 g/L en PBS 1X à 

température ambiante. 
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Figure 27: Cinétique d’adsorption de la gp140 (0,2 g/L) sur les nanoparticules de CSD (0,1% - chitosane 

DA 47, 95 000 g/mol et sulfate de dextrane 5000 g/mol); exprimée en pourcentage d’adsorption en 
fonction du temps en minutes 

L’adsorption de la gp140 suit le même profil que pour la p24. Le rendement 

maximal de 96 % est atteint en moins de deux heures. Ceci montre que ces particules 

formées semblent des vecteurs protéiques plus performants que celles utilisant l’ancien 
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lot de chitosane. En effet ces dernières avaient des conditions d’adsorption trés 

différentes selon les protéines utilisées alors qu’ici le protocole n’a pas changé. 

Cependant, la stabilité de ces formulations dans le temps est elle aussi inférieure à 7 

jours. 

Si les nanoparticules de PLA aussi bien que de CSD semblent être de bonnes 

candidates à la vectorisation des protéines étudiées, les PLA sont plus faciles d’utilisation. 

De fait, malgré les bons résultats de rendement et la cinétique, reproductible quelle que 

soit la protéine, les particules de CSD restent très peu stables (moins d’une semaine) une 

fois recouvertes avec la protéine. Leur utilisation nécessite donc de refaire des 

formulations pour chaque utilisation. Les PLA, quant à eux, permettent de synthétiser des 

vecteurs protéiques stables sur plusieurs mois, ce qui permet de pouvoir avoir un même 

lot pour une même expérience. 

 

Plusieurs lots de CSD-p24 ont été synthétisés et à chaque fois la taille et l’Ip ont 

été mesurés grâce au Malvern nanoZS (cf. 1.4.2 Mesure de taille des particules). 
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Figure 28: Répartition en taille et en Ip de différents lots de CSD-p24 (conditions identiques que pour la 

figure 8) 
 Ŷ taille des CSD-p24, Ŷ Ip des CSD-p24 

Le diamètre des nanoparticules de CSD recouvertes p24 est plus élevé que celui 

des PLA-p24 (environ 200 nm de plus) mais reste cependant nanométrique. L’indice de 

polydispersité est au-dessus de 0,1 : on peut donc considérer que les CSD-p24 sont 

polydisperses. 
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a) Adsorption du poly (I:C)  

o Adsorption sur des CSD nues 

La mise en contact du poly (I:C) en PBS 1X avec les particules de CSD en PBS 

1X (cf. 2.3.2 Adsorption du poly (I:C) sur les particules de CSD) permet d’étudier les 

interactions possible entre TLR ligand et nanoparticules. Du fait de leur charge de surface 

positive, les particules de CSD semblaient des meilleures candidates à l’adsorption que 

les PLA. Après étude de l’adsorption en PBS 1X des deux TLR ligands choisis, il en 

ressort les résultats suivants.  

Figure 29: Cinétique d’adsorption du poly (I:C) à 0,5 g/L sur les nanoparticules (0,5% - chitosane DA 47%, 

95 000 g/mol et sulfate de dextrane 5000 g/mol)) de CSD; exprimée en pourcentage d’adsorption au cours 

du temps 

Le graphe (figure 29) montre que le poly (I:C) est adsorbé à la surface des 

particules de CSD de façon quasi immédiate. Le plateau d’adsorption est atteint très 

rapidement. De même, à cette concentration de poly (I:C), le rendement d’adsorption est 

très proche des 100%, ce qui permet de s’affranchir d’une étape de lavage par 

centrifugation pour éliminer le poly (I:C) résiduel du surnageant. Pendant la première 

demi-heure d’adsorption cependant, les rendements d’adsorption peuvent être 

légèrement variables. Il convient donc, pour une meilleure reproductibilité, de laisser en 

contact les particules avec le poly (I:C) au moins une heure. 
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o Adsorption sur des CSD une fois complexées avec une 
protéine 

Afin de pouvoir comparer les formulations de CSD avec celles de PLA, la 

méthode d’adsorption des TLR ligands après complexation avec les protéines a été 

adoptée, même si les résultats d’adsorption ici ne diffèrent pas, quelle que soit la méthode 

employée.  

Figure 30: Cinétique d’adsorption du poly (I:C) à 0,5 g/L une fois complexé avec la p24 (0,2 g/L) ou la 
gp140 (0,2 g/L) sur les nanoparticules de CSD (0,5% - chitosane DA 47%, 95 000 g/mol et sulfate de 

dextrane 5000 g/mol) ; exprimée en pourcentage d’adsorption  au cours du temps  

Le graphe ci-dessus montre que le poly (I:C) est adsorbé à la surface des 

particules de CSD de façon quasi immédiate et ce que ce soit en présence de p24 ou de 

gp140. Le plateau d’adsorption est atteint très rapidement. De même, à cette 

concentration de poly (I:C), le rendement d’adsorption est très proche de 100%, ce qui 

permet de s’affranchir d’une étape de lavage par centrifugation pour éliminer le poly (I:C) 

résiduel du surnageant. Pendant la première demi-heure d’adsorption cependant, les 

résultats peuvent être légèrement variables. Il convient donc pour une meilleure 

reproductibilité de laisser en contact les particules avec le poly (I:C) au moins une heure.  
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b) Adsorption du poly U 

o Adsorption sur des CSD nues 
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Figure 31 : Cinétique d’adsorption du poly U à 0,5 g/L sur les nanoparticules  (0,5% - chitosane DA 47%, 
95 000 g/mol et sulfate de dextrane 5000 g/mol) de CSD; exprimée en pourcentage d’adsorption au cours 

du temps 

Le graphe (figure 31) montre que le poly U est adsorbé à la surface des particules 

de CSD de façon très rapide, puisque le plateau d’adsorption est atteint en moins de 20 

minutes. À cette concentration de poly U, le rendement d’adsorption est d’environ 60%. 

Une étape de lavage par centrifugation pour éliminer le poly U résiduel sera donc 

obligatoire lors de cette formulation. Pendant la première heure d’adsorption, les 

rendements peuvent être légèrement variables, il convient donc pour une meilleure 

reproductibilité de laisser en contact les particules avec le poly U au moins deux heures. 

Le fait que le poly U ai un rendement d’adsorption plus faible que celui du poly 

(I:C) pourrait s’expliquer par une dégradation du produit durant l’adsorption. En effet, le 

poly U étant simple brin il est plus fragile que le poly (I:C) et plus sensible à toute activité 

RNAse. 
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o Adsorption sur des CSD une fois complexées avec une 
protéine 

Pour pouvoir comparer CSD et PLA, le modèle d’adsorption avec « pré-

complexation » du TLR ligand avec p24 ou gp140 est également étudié sur les CSD, 

malgré leurs capacités plus importantes à l’adsorption des TLR ligands.  

Figure 32: Cinétique d’adsorption du poly U à 0,5 g/L sur les nanoparticules de CSD  (0,5% - chitosane 
DA 47%, 95 000 g/mol et sulfate de dextrane 5000 g/mol) recouvertes de p24 ou gp140; exprimée en 

pourcentage d’adsorption  au cours du temps  

Le graphe (figure 32) montre que le poly U se comporte de la même façon pour 

une adsorption en présence de protéine que sur les CSD nues. La nature de la protéine 

ne change pas le profil d’adsorption du poly U.  

Si les nanoparticules de PLA semblent être de moins bonnes candidates pour 

formuler ces deux TLR ligands sur des supports, les CSD, pour leur part, sont 

prometteuses avec de bons rendements et reproductibles. Seul le manque de stabilité 

dans le temps des formulations avec les CSD présente un point négatif. En effet, il 

semble difficile de les conserver plus de 5 jours. Un travail sur ce point est effectué au 

laboratoire en modifiant certains paramètres de la synthèse des particules, dont le co-

polyélectrolyte. De part leurs qualités, ce travail va se poursuivre sur les deux types de 

particules, PLA et CSD, afin d’évaluer leurs propriétés adjuvantes en tant que vecteurs de 

protéines ou de TLR ligand. 
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Les formulations doivent être testées sur des modèles cellulaires afin de 

déterminer la capacité des cellules à internalisation nos particules, leur éventuelle toxicité 

et de déterminer quelles formulations seraient les plus efficaces sur le modèle in vitro. 

Deux approches différentes seront menées en parallèle. Une étude sera menée 

sur la synthèse des particules fluorescentes et leur observation en microscopie 

photonique et confocale. Une autre partie s’attachera à étudier les interactions entre 

cellules dendritiques et nanoparticules, grâce à des techniques de microscopie confocale 

et de cytométrie en flux.  

  

 

La production de nanoparticules de PLA fluorescentes a été étudiée par Charlotte 

Primard lors de sa thèse dans notre laboratoire en collaboration avec Elsa Luciani. Lors 

de la synthèse des particules, des fluorophores peuvent être introduits dans la solution de 

PLA ; ceux-ci doivent donc être hydrophobes. 

 

fluorophore Bodipy 
630/650 

Bodipy 
665/676 

Bodipy  
cell trace 

Cyanin 
iodid 

4-Di-2-ASP 
Coumarin 

6 
Nile Red 

Molécule 

   
 

 
  

Ȝ 
excitation 

630 665 588 500 485 457 515 

Ȝ 
émission 

650 676 616 705 603 505 535 

Tableau 22 : Fluorophores potentiellement utilisables pour la synthèse de nanoparticules de PLA 
fluorescentes (travaux E. Luciani et C. Primard) 
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Après avoir sélectionné plusieurs marqueurs fluorescents susceptibles d’être 

compatibles avec la méthode et les conditions de synthèse des particules, elles ont pu 

étudier la faisabilité et les caractéristiques de particules fluorescentes avec les différents 

fluorophores sélectionnés. Deux d’entre eux ont été retenus pour leurs bons rendements 

d’incorporation et le fait qu’ils ne sont pas relargués rapidement par les particules.  

Fluoropohore Taille (nm) Ip 
Rendement 

d’incorporation (%)

200 0,045 
Coumarine 6 

260 0,062 
99 

236 0,109 

266 0,060 Cell trace bodipy 

228 0,038 

98 

Aucun 211 0,077 - 

Tableau 23 : Caractétistiques des nanoparticules de PLA fluorescentes. 

Ainsi, nous disposons au sein du laboratoire d’un panel de nanoparticules de PLA 

fluorescentes avec des longueurs d’ondes allant de 500 à 616 nm en émission. 

 

a) Particules CSD marquées avec la protéine fluorescente EGFP 
 Des essais d’adsorption de l’EGFP à différentes concentrations en tampon 

phosphate 10 mM pH 5,7 ont été menés dans les mêmes conditions expérimentales que 

celles utilisées pour l’adsorption de la p24. Après 20 heures de mise en contact sous 

agitation à température ambiante, les particules ont été centrifugées et l’EGFP a été 

dosée dans le surnageant par un dosage BCA. Ceci permet de déduire la quantité de 

protéine adsorbée sur les particules.  
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Figure 33 : Adsorption de l’EGFP selon la quantité initiale introduite en g/L 
(tampon (acétate d’ammonium 10 mM, pH 4,5) et taux de solide 0,5% lors de la réaction) 

La courbe de rendement d’adsorption obtenue (figure 33 a) montre un rendement 

élevé (supérieur à 70%) pour les concentrations inférieures à 20 g/L, puis une chute 

jusqu’à une adsorption inexistante pour des concentrations supérieures à 50 g/L. Les 

quantités d’EGFP adsorbées en surface des CSD (figure 33 b) augmentent jusqu’à des 

concentrations introduites supérieures à 50 g/L. Les CSD ne floculent pas pour autant en 

présence de concentrations élevées en EGFP. Cette chute observée pourrait donc être 

due au fait que l’arrangement de la protéine en grande quantité à la surface des CSD est 

plus fragile que pour des concentrations plus faibles. La centrifugation des CSD ainsi 

formées, nécessaire au dosage des protéines présentes dans le surnageant, pourrait 

suffire dans ce cas à la détacher. La concentration d’EGFP à utiliser pour marquer les 

particules devait donc être inférieure à 20 g/L. 

Pour vérifier que ces concentrations en EGFP étaient suffisantes pour que les 

CSD soient visibles, les particules ont été observées au microscope photonique. 
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b) Adsorption de l’EGFP en mg par g de CSD 

a) Rendement en pourcentage de l’EGFP adsorbée 
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5 µm5 µm5 µm5 µm

 

Figure 34 : Photos des CSD prises au microscope photonique 

La figure ci-dessus, montrant les photos d’une suspension de CSD observées en 

fluorescence et en lumière blanche, permet de voir que les points fluorescents étaient 

colocalisés avec des CSD vues sans filtre en lumière blanche. Ces CSD peuvent donc 

être utilisées en présence de cellules. On constate cependant une fluorescence de fond 

liée à la présence d’EGFP non totalement éliminée du surnageant ou bien à un relargage 

rapide de la protéine. Cette stratégie a donc été éliminée, d’une part à cause du fort bruit 

de fond constaté, et d’autre part parce que les particules fluorescentes seront amenées à 

adsorber des protéines ou autres molécules à leur surface. Il est donc inutile de multiplier 

le nombre de molécules à la surface de nos CSD sous peine de perdre en rendement. 
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b) Particules CSD marquées avec la sulforhodamine B 
Des essais d’encapsulation de la sulforhodamine B lors de la synthèse ont été 

réalisés. Il s’agissait d’introduire le marqueur fluorescent à différentes concentrations dans 

les solutions de polymères (sulfate de dextrane ou chitosane) avant la formation des 

CSD. 

0

5

10

15

20

25
in

co
rp

o
ra

tio
n

 %

 

Figure 35 : Rendement d’incorporation de la sulforhodamine B selon les quantités introduites (obtenus 
indirectement par mesure de la sulforhodamine B présente dans les surnageants) 

Ŷ 10-5 ou 10-3 M de sulforhodamine introduite à la synthèse dans la solution de chitosane ; ̈ 10-5 ou 10-3 M de 
sulforhodamine introduite à la synthèse dans la solution de sulfate de dextrane 

Les rendements d’incorporation de la sulforhodamine B sont limités (figure 35), et 

ce, quelles que soient les conditions d’intégration aux CSD. Cependant, de très faibles 

quantités de sulforhodamine B sont suffisantes pour détecter une fluorescence. Il 

apparaissait que, lorsque la concentration initiale de sulforhodamine B augmentait, le 

rendement diminuait. Il semblait aussi y avoir peu de différence de rendement que la 

sulforhodamine B soit introduite dans la solution initiale de sulfate de dextrane ou dans la 

solution de chitosane. 

Les conditions de formation des particules marquées à la sulforhodamine B les 

plus favorables ont été déterminées après observation en microscopie photonique. 
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Figure 36 : Photo des CSD/sulforhodamine B à 10-5 M dans la solution de sulfate de dextrane 

Après observation de toutes les conditions décrites dans la figure 4, la photo 

présentée sur la figure 5 correspond aux meilleures conditions de production des CSD 

fluorescentes avec la sulforhodamine B. Les CSD qui correspondent à ce résultat optimal 

sont celles pour lesquelles la sulforhodamine B a été introduite à une concentration de 10-

5 M dans la solution de sulfate de dextrane. Les CSD formées avec la sulforhodamine B à 

la concentration de 10-3 M ne présentent qu’une très faible fluorescence non détectable 

au microscope. Les CSD coprécipitées en présence de 10-5 M de sulforhodamine B dans 

la solution de chitosane sont visibles au microscope à fluorescence, mais elles ont 

rapidement floculé. Ainsi, seules les particules dont la solution de sulfate de dextrane 

contenait 10-5 M de fluorophore ont pu être retenues pour une utilisation dans le cas d’un 

suivi in vitro. Le surnageant est lui aussi légèrement fluorescent, soit à cause d’un début 

de relargage, soit parce que la sulforhodamine B non incorporée n’a pu en être éliminée 

totalement. Des études à ce sujet sont prévues par l’équipe chimie du laboratoire afin de 

déterminer la cause de cette fluorescence. 

Ce sont ces particules marquée à la sulforhodamine qui seront utilisées pour la suite de 

ce travail afin d’éviter des problèmes d’adsorption. En effet, l’EGFP se trouvant à la 

surface des particules, cela pourrait limiter l’adsorption des antigènes et autres 

immunostimulants d’intérêt. 

  

Les cellules, mises en contact avec les particules, peuvent être altérées. Le 

marquage à l’iodure de propidium permet de déterminer la viabilité cellulaire et donc de 

définir la sensibilité des cellules dans différentes conditions utilisées. La viabilité des 

cellules a été comparée en présence de différentes concentrations de CSD. Des 

concentrations identiques en nanoparticules de PLA, connues pour leur innocuité, ont été 

testées en parallèle. Enfin, l’effet de la protéine modèle p24 ainsi que des TLR ligands 
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poly (I:C) et poly U susceptibles d’être utilisés lors de cette étude, ont aussi été observés. 

Leurs résultats de viabilité sont comparés à la viabilité des cellules en culture non traitées. 

Figure 37 : Viabilité cellulaire dans différentes conditions 
 1 : cellules dendritiques seules, 2-3-4 : particules de PLA en concentration croissante 10, 100 et 1000 particules 

par cellule, 5 : p24 à 0,2 g/L, 6 : pIC à 0,5 g/L, 7 : pU à 0,5 g/L, 8-9-10 : particules de CSD en concentration 
croissante 10, 100 et 1000 particules par cellule 

La mortalité des cellules non traitées est inférieure à 20%, comme dans la plupart 

des conditions testées. Le poly (I:C), connu pour provoquer la maturation cellulaire ainsi 

que pour sa toxicité, entraîne une mortalité cellulaire de 10% plus importante que le 

témoin négatif. Seules les nanoparticules de CSD à une concentration de 1 000 particules 

par cellule, provoquant une mortalité supérieure à 80%, dépassent le seuil de mortalité 

naturel des cellules en culture. Il est à noter que les PLA, quelle que soit la concentration 

étudiée, ne provoquent aucune dégradation détectable des cellules. 
 

La concentration en CSD déposées dans le milieu cellulaire a donc un effet 

important sur la mortalité des cellules dendritiques. La concentration limite des CSD pour 

leur utilisation in vitro se situe donc entre 100 et 1000 particules par cellules. Pour plus de 

précaution, les particules seront utilisées à la concentration de 100 particules par cellule, 

cas dans lequel la mortalité cellulaire ne dépasse pas celle des cellules non traitées. Il en 

va de même pour les particules à la concentration de 10 particules par cellules. 

Cependant, pour des raisons pratiques, la concentration de 100 particules par cellule a 

été conservée car les rendements d’adsorption de la p24 à 100 particules par cellules 

sont optimums. Les PLA seront utilisées à la concentration de 100 particules par cellule 

afin de pourvoir comparer au mieux les deux types de formulations. 
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Les cellules, après avoir été séparées du sang total et différenciées pendant 

5 jours, sont mises en contact avec des nanoparticules fluorescentes pendant 24 heures. 

La capacité des nanoparticules à entrer dans les cellules a été observée en microscopie 

confocale (microscope Confocal spectral SP5 (Leica) du PLATIM, ENS Lyon) en utilisant 

des CSD et des PLA fluorescentes, de façon à détecter leur présence dans les cellules.  

10 µm10 µm10 µm  

                               a           b  

Figure 38 : Vue d’ensemble d’une culture de DCs traitées par les CSD marquées avec la sulforhodamine 
B (figure 38a) et par des PLA marquées à la coumarine (figure 38b)  

La figure 38 présente une vue permettant de voir les cellules et la fluorescence 

liée aux nanoparticules qui semblent être colocalisées. Afin de vérifier qu’il ne s’agit pas 

uniquement d’une superposition, un « stacking » a été réalisé à travers une cellule. La 

figure 7 présente les photos d’une même cellule à différents plans focaux (A, B, C et D) et 

permet de conclure à la présence de nanoparticules internalisées dans la cellule. 

A B C D 

Figure 39 : Vues d’une même cellule par la méthode de « stacking » en microscopie confocale avec des 
stacks de 1 µm  
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Lors de l’étude de la maturation in vitro des cellules dendritiques issues de sang 

périphérique, les particules sont mises en contact avec les cellules en culture, puis les 

cellules sont analysées en cytométrie de flux (FACS calibur 3C). 

Anticorps 
Marquage 

attendu pour les 
DC immatures 

Marquage 
attendu pour les 

DC matures  

Anti CD 1a  PE (IgG1 mouse) + + 
Anti CD 25 PE (IgG1 mouse) - +/++ 
Anti CD80 PE (IgG1 mouse) +/- +++ 
Anti CD83 FITC (IgG1 mouse) - ++ 
Anti CD86  PE (IgG1 mouse) +/- +++ 
Anti HLA DR PE (IgG1 mouse) + +++ 

Tableau 23 : Changement de profil phénotypique des cellules dendritiques lors de leur maturation 

De nombreux marqueurs ont été étudiés.  Ne seront présentés que les plus 

pertinents pour chaque expérience. Tous les résultats présentés montrent des seuils de 

mortalité similaires à ceux cellules seules en culture et ne dépassent pas les 20%. 

 

Pour étudier le pouvoir de maturation des particules synthétisées au laboratoire 

sur les cellules dendritiques, les nanoparticules de PLA et de CSD ont été mises en 

contact pendant 24 et 48 heures à la concentration de 100 particules par cellule. Des 

essais de maturation ont été effectués avec des particules nues, ainsi que la p24 en 

solution dans du PBS 1X et les deux TLR ligands qui seront utilisés comme témoins 

positifs. Un puits ne contenant que des cellules servira de référence 

Il convient de prendre en compte, en lisant les résultats, que les cellules utilsées sont 

issues de personnes non éligibles à un don thérapeutique d’où une variabilité inter-

individus importante. 
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Figure 40 : Résultats obtenus sur différents marqueurs après mise en contact avec les cellules 

dendritiques de particules nues ; de gauche à droite : cellules seules, nanoparticules de PLA à 0,1% de taux 
de solide, nanoparticules de CSD à 0,1% de taux de solide, p24 à 0,2 g/L, poly (I:C) à 0,5 g/L, poly U à 0,5 g/L 

Il est intéressant de constater à ce niveau qu’aucune des particules testées lors de 

cet essai n’a induit de maturation cellulaire détectable par cytométrie. La p24 en solution 

ne semble pas produire plus d’effet sur les cellules, alors que les deux TLR ligands 

induisent tous deux une maturation des cellules dendritiques, sauf au niveau du CD25.  

 

Des premiers essais ont été menés pour déterminer la capacité adjuvante des 

particules sur les cellules dendritiques,. Les témoins particules nues et p24 en solution ont 

été comparés aux formulations. De plus, le poly (I:C) servira ici à nouveau de témoin 

positif. 

PLA - + - - - - 
CSD - - + - - - 
P24 - - - + - - 
pIC - - - - + - 
pU - - - - - + 

 

PLA - + - - - - 
CSD - - + - - - 
P24 - - - + - - 
pIC - - - - + - 
pU - - - - - + 

 

PLA - + - - - - 
CSD - - + - - - 
P24 - - - + - - 
pIC - - - - + - 
pU - - - - - + 

 

PLA - + - - - - 
CSD - - + - - - 
P24 - - - + - - 
pIC - - - - + - 
pU - - - - - + 
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Figure 41 : Résultats obtenus sur différents marqueurs après mise en contact avec les cellules 
dendritiques de p24 formulée sur des particules ; de gauche à droite : cellules seules, nanoparticules de PLA 
à 0,1% de taux de solide, nanoparticules de CSD à 0,1% de taux de solide, p24  à 0,2 g/L, poly (I:C) à 0,5 g/L, 

PLA (0,1%)-p24 (0,2 g/L), CSD (0,1%)-p24 (0,2 g/L) 

Nous pouvons constater que les particules nues n’interagissent pas visiblement 

avec les cellules dendritiques, alors que ces dernières réagissent au contact du poly (I:C) 

avec une très nette hausse de l’expression des marqueurs de maturation. Les 

formulations PLA-p24 et CSD-p24 ne semblent avoir aucune action détectable sur les 

cellules dans les conditions utilisées lors de cette expérience.  

Les formulations présentées ici ont une forte activité in vitro et permettent d’obtenir 

de bons niveaux d’anticorps chez divers modèles animaux (Ataman Onal, 2006). 

Cependant, les réponses immunitaires de type cellulaire engendrées restent assez 

faibles. Une combinaison de ces formulations déjà actives au niveau humorale avec un 

activateur de la réponse cellulaire, tels que peuvent l’être le poly (I:C) et le poly U, pourrait 

être une voie d’amélioration. Par conséquent, notre modèle in vitro pourrait permettre de 

sélectionner les modèles de formulations, actifs au niveau cellulaire. 

PLA - + - - - + - 
CSD - - + - - - + 
P24 - - - + - + + 
pIC - - - - + - - 

PLA - + - - - + - 
CSD - - + - - - + 
P24 - - - + - + + 
pIC - - - - + - - 

PLA - + - - - + - 
CSD - - + - - - + 
P24 - - - + - + + 
pIC - - - - + - - 

 

PLA - + - - - + - 
CSD - - + - - - + 
P24 - - - + - + + 
pIC - - - - + - - 
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La suite de l’étude a donc été consacrée à l’étude de la maturation engendrée par 

les formulations obtenues par coadsorption de la p24 et du poly (I:C), le poly U ne 

montrant que de faibles résultats sur les cellules dendritiques dérivées de monocytes une 

fois mis à la surface de nos particules (résultats non montrés). 
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Figure 42 : Résultats obtenus sur différents marqueurs après mise en contact avec les cellules 
dendritiques de différentes formulations ; de gauche à droite : cellules seules, nanoparticules de PLA à 0,1% 

de taux de solide, nanoparticules de CSD à 0,1% de taux de solide, p24 à 0,2 g/L, PLA (0,1%)-p24 (0,2 g/L), 
CSD (0,1%)-p24 (0,2 g/L), poly (I:C) à 0,5 g/L, PLA (0,1%)-p24 (0,2g/L)-pIC (0,5 g/L), CSD (0,1%)-p24 (0,2g/L)-

pIC (0,5 g/L) 

La présence de poly (I:C) sur les particules avec protéine semble induire une 

maturation des cellules dendritiques mais plus faible que celle entrainée par le témoin 

poly (I:C) seul après 24 heures de contact pour les nanoparticules de PLA. Cet effet est 

augmenté après 48 heures et on constate un retard d’activation pour les particules de 

CSD. Ces résultats permettent de conclure que le poly (I:C) ajouté sur les particules 

quelles qu’elles soient ne perd pas son action sur la maturation des cellules. Ensuite, les 

niveaux d’activations peuvent varier d’un prélèvement de sang à l’autre en fonction de la 

variabilité individuelle et des éventuels traitements des personnes prélevées. 

PLA - + - - + - - + - 
CSD - - + - - + - - + 
P24 - - - + + + - + + 
pIC - - - - - - + + + 

 

PLA - + - - + - - + - 
CSD - - + - - + - - + 
P24 - - - + + + - + + 
pIC - - - - - - + + + 

PLA - + - - + - - + - 
CSD - - + - - + - - + 
P24 - - - + + + - + + 
pIC - - - - - - + + + 

 

PLA - + - - + - - + - 
CSD - - + - - + - - + 
P24 - - - + + + - + + 
pIC - - - - - - + + + 
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Comme l’effet des CSD combiné au poly (I:C) est encourageant et que les PLA 

sont de bons vecteurs pour la p24, il serait intéressant de voir l’effet qu’aurait la mise en 

présence avec les cellules d’un mélange de formulations. Pour l’expérience suivante, les 

quantités en p24 et en poly (I:C) prévues pour une immunisation in vivo ont été tout 

d’abord testées in vitro. Cela permet aussi de voir si en diminuant fortement les doses 

(poly (I:C) divisé par 50) l’activité de maturation cellulaire du TLR ligand est maintenue. 
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Figure 43 : Résultats obtenus sur différents marqueurs après mise en contact avec les cellules 
dendritiques de différentes formulations ; de gauche à droite : cellules seules, nanoparticules de PLA à 0,1% 
de taux de solide, nanoparticules de CSD à 0,1% de taux de solide, PLA (0,1%) + CSD (0,1%), p24 à 0, 01 g/L, 
PLA (0,1%)-p24(0,01 g/L), PLA (0,1%)-p24 (0, 01g/L)+CSD (0,1 %), poly (I:C) à 0,01 g/L, poly (I:C) (0,01 g/L) + 

p24 (0,01 g/L), CSD (0,1%)-pIC (0, 01g/L), PLA (0,1%)-p24 (0, 01g/L)+pIC (0,01 g/L), PLA (0,1%)-p24 (0, 
01g/L)+CSD (0,1%)-pIC (0,01 g/L) 

On peut tout d’abord constater que le CD25 n’est exprimé en aucun cas dans 

cette expérience : les doses utilisées sont probablement trop faibles pour l’activer. 

Cependant, on peut constater que les autres marqueurs de maturation étudiés présentent 

des niveaux d’expressions assez élevés si on considère que les doses sont plus de 10 

fois inférieures aux autres résultats présentés. On constate à nouveau l’effet synergique 

des particules de CSD sur le poly (I:C), plus particulièrement visible lors de l’étude du 

marqueur CD86. Il est intéressant de voir que ces formulations mises en mélanges avec 

des PLA-p24 ne perdent pas leur effet de maturation sur les cellules dendritiques. Ce 

PLA - + - + - + + - - - + + 
CSD - - + - - - + - - + - + 
P24 - - - + + + + - + - + + 
pIC - - - - - - - + + + + + 

 

PLA - + - + - + + - - - + +
CSD - - + - - - + - - + - +
P24 - - - + + + + - + - + +
pIC - - - - - - - + + + + +

 

PLA - + - + - + + + - - + + 
CSD - - + - - - + - - + - + 
P24 - - - + + + + - + - + + 
pIC - - - - - - _ + + + + + 

 

PLA - + - + - + + - - - + +
CSD - - + - - - + - - + - +
P24 - - - + + + + _ + - + +
pIC - - - - - - _ + + + + +
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mélange de vecteurs portant chacun une molécule différente peut être une approche 

intéressante de stimulation du système immunitaire. 

 r les cellules dendritiques 

Afin de documenter un peu plus l’effet des TLRs ligands sur les nanoparticules, 

une expérience visant à déterminer si la dose ajoutée aux particules était importante a été 

menée. 
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Figure 44 : Résultats obtenus sur différents marqueurs après mise en contact avec les cellules 
dendritiques de différentes formulations ; de gauche à droite :  

cellules seules, nanoparticules de PLA à 0,1% de taux de solide, p24 à 0,2 g/L, PLA (0,1%)-p24 (0,2 g/L ), poly 
(I:C) à 0,5 g/L, PLA (0,1%)-p24 (0,2g/L)-pIC (0, 01 g/L), PLA (0,1%)-p24 (0,2g/L)-pIC (0, 1 g/L), PLA (0,1%)-p24 
(0,2g/L)-pIC (0, 5 g/L), CSD (0,1%)-p24 (0,2g/L)-pIC (0, 1 g/L), CSD (0,1%)-p24 (0,2g/L)-pIC (0, 5 g/L), poly U à 
0,5 g/, PLA (0,1%)-p24 (0,2g/L)-pU (0, 01 g/L), PLA (0,1%)-p24 (0,2g/L)-pU (0, 1 g/L), PLA (0,1%)-p24 (0,2g/L)-

pU (0, 5 g/L) 

Dans cette expérience, les deux TLRs ligands candidats ont été testés. Il en 

ressort tout d’abord que si le poly U en solution montre un léger effet sur les cellules, une 

fois formulé sur les particules, plus aucun effet phénotypique n’est détectable et ce quelle 

que soit la dose testée. Le poly (I:C), quant à lui, conserve son effet sur la maturation des 

cellules dendritiques, quel que soit le type de particules sur lesquelles il est formulé. Dans 

PLA - + - + - + + + - - - + + + 
CSD - - - - - - - - + + - - - - 
P24 - - + + - + + + + + - + + + 
pIC - - - - 

 
+   

  - - - - 
pU - - - - - - - - - -  +   

 

+++ ++ +++ ++ +++ 

+++ +++ ++ 

PLA - + - + - + + + - - - + + + 
CSD - - - - - - - - + + - - - - 
P24 - - + + - + + + + + - + + + 
pIC - - - - 

 
+   

  - - - - 
pU - - - - - - - - - -  +   

 

+++ ++ +++ ++ +++ 

+++ +++ ++ 
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P24 - - + + - + + + + + - + + + 
pIC - - - - 

 
+   

  - - - - 
pU - - - - - - - - - -  +   
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+++ +++ ++ 
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le cas de particules de PLA, on constate la présence d’un effet dose avec un pouvoir de 

maturation cellulaire quasi équivalent à celle du poly (I:C) seul à dose égale. Les 

particules de CSD montrent également la présence d’un effet dose et ce qui pourrait 

laisser présager d’un effet synergique pour les résultats présentés lors de l’étude de 

l’expression du CD80, où l’effet de maturation sur les cellules à dose équivalentes est 

augmenté d’un facteur trois. 

 

Les cellules dendritiques dérivées de monocytes nous permettent de sélectionner 

in vitro de potentiels candidats à une activation de la réponse cellulaire in vivo. Lors de 

l’utilisation des formulations pour des immunisations chez la souris, les injections se font 

en sous-cutanée. A cet endroit on trouve également un autre type de cellules dendritiques 

que sont les cellules de Langerhans. Afin de préciser nos résultats, nous avons choisi de 

tester l’effet de nos formulations sur des cellules de Langerhans issues de sang de 

cordon ombilical humain. 
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Figure 45 : Résultats obtenus sur différents marqueurs après mise en contact avec les cellules de 
Langerhans de différentes formulations ; de gauche à droite : cellules seules, nanoparticules de PLA à 0,1% 

de taux de solide, p24 à 0, 2 g/L, PLA (0,1%)-p24(0,2 g/L), gp140 à 0,2 g/L , PLA (0,1%)-gp140 (0,2 g/L), poly 
(I:C) à 0,5 g/L, PLA (0,1%)-p24 (0, 01g/L)-pIC (0,5 g/L), PLA (0,1%)- gp140 (0, 2g/L)-pIC (0,5 g/L), poly U à 0,5 

g/L, PLA (0,1%)-p24 (0, 01g/L)-pU (0,5 g/L), PLA (0,1%)- gp140 (0, 2g/L)-pU (0,5g/L) 

La maturation in vitro de ce type de cellules est assez difficile à obtenir, aussi les 

résultats ci-dessus, même s’ils sont assez faibles, permettent quand même de dégager 

des tendances, vu que les expériences représentées figure 45 on été reproduites 3 fois. Il 

semble qu’en solution, poly (I:C) et poly U aient tous deux une action sur la maturation de 

ces cellules avec un effet qui décroit dans le temps. En revanche, une fois formulés sur 

les particules de PLA, il semble que seul le poly U conserve sa capacité de maturation 

visible à l’expression du CD86.  

 
Il ressort des tests in vitro, menés sur nos formulations, que l’utilisation des TLR 

ligands peut être un atout de poids pour augmenter l’action sur la réponse cellulaire de 

nos vecteurs particulaires. En effet, malgré la variabilité inter-individus, il est possible de 

constater que le poly (I:C) présente une forte action de maturation sur notre modèle de 

PLA - + - + - + - + + - + + 
P24 - - + + - - - + - - + - 

Gp140 - - - - + + - - + - - + 
pIC - - - - - - + + + - - - 
pU - - - - - - - - - + + + 

 

PLA - + - + - + - + + - + + 
P24 - - + + - - - + - - + - 

Gp140 - - - - + + - - + - - + 
pIC - - - - - - + + + - - - 
pU - - - - - - - - - + + + 

 

PLA - + - + - + - + + - + + 
P24 - - + + - - - + - - + - 

Gp140 - - - - + + - - + - - + 
pIC - - - - - - + + + - - - 
pU - - - - - - - - - + + + 
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cellules dendritiques. Couplé aux particules, il ne perd pas cette propriété et on entrevoit 

même un effet synergique entre les particules de CSD et le poly (I:C). Cependant, dans le 

cas des cellules de Langerhans, le poly U semble plus actif, surtout couplé aux 

nanoparticules. Même si une corrélation entre le in vitro et le in vivo est difficile, le poly U 

peut aussi être une voie d’amélioration des résultats. 
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Après des résultats encourageants in vitro, les formulations les plus efficaces ont 

été utilisées lors de protocoles d’immunisation chez la souris. Un suivi de l’apparition des 

anticorps dans des prélèvements vaginaux, fécaux et de serum a été fait grâce à un 

dosage des anticorps anti-p24 par ELISA. La réponse cellulaire est aussi mesurée grâce 

au prélèvement, au dernier jour de l’expérience, des rates des souris afin d’observer 

différentes réponses par ELISPOT et d’évaluer la réponse cytotoxique. 

 

 
 

Les nanoparticules de PLA-p24 ont prouvé leur capacité à induire de fortes 

réponses humorales dans différents modèles animaux (Ataman-Onal, 2006). De plus, 

l’étude de l’influence de la dose de p24 injectée a montré que l’efficacité des PLA est peu 

influencée et qu’elles entraînent le même taux en anticorps, malgré la moindre 

concentration de p24. Lors de cette expérience, nous avons voulu observer si ces 

paramètres influençaient les nanoparticules de CSD. Des formulations à base de CSD 

avec différentes concentrations en p24 et différents taux de solides de CSD ont été 

testées. Le protocole d’immunisation n°1 (tableau 1) a été mené comme décrit dans le 

matériel et méthode (cf. 4. 3 Les solutions d�immunisation) : les formulations ont été 

injectées aux animaux en sous cutanée et des prélèvements sont effectués avant chaque 

injection. 

Ordre sur 
le 

graphique 
Groupe 

Nombre 
de souris 

Dose Voie Volume 

1 A 5 10µg PLA-p24 SC SC 100 µl 
2 B 5 10µg p24-CSD (1%) SC 100 µl 
3 D 5 10µg p24-CSD(0,1%) SC 100 µl 
4 C 5 1µg p24-CSD(1%) SC 100 µl 
5 E 5 1µg p24-CSD(0,1%) SC 100 µl 
6 F 5 CSD(1%) / CSD( 0,1%) témoins SC 100 µl 

Tableau 24 : Plan d’injection du protocole d’immunisation 1 

 

Pour ce protocole nous nous sommes surtout intéressés à la réponse humorale. 

En conséquence, nous avons choisi des souris de type BALB/c décrites pour produire 

des titres en anticorps élevés. Le titre en anticorps anti-p24 a été suivi et dosé toutes les 

deux semaines de 0 à 6 semaines pour tous les groupes de souris immunisés (figure 46).  
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Le groupe de souris auquel ont été injecté la p24 formulée sur les PLA sera considéré 

comme un contrôle positif. 

Figure 46 : Titre des anticorps (IgG) dans les sérums des souris 

Comme attendu, les souris immunisées par injection de la p24 adsorbée sur les 

particules de PLA produisent des taux élevés d’anticorps avec un titre en anticorps de 

106. Les souris immunisées avec les CSD présentent des taux d’anticorps presque aussi 

élevés que les PLA. En effet, les souris immunisées avec les CSD 1% portant la plus forte 

concentration en p24 permettent d’atteindre les mêmes titres en anticorps que les souris 

du groupe témoin positif.  

Il est intéressant de constater l’effet dose lié à la concentration en protéine. En 

effet, à taux de solide en particules égal on constate une baisse d’un log du titre en 

anticorps produit lorsque la concentration en p24 est diminuée d’une unité log. De même, 

la concentration en nanoparticules de CSD semble avoir une conséquence sur la 

production d’anticorps puisqu’à taux de p24 équivalent on constate également une 

diminution de l’ordre d’une unité log de la production d’anticorps lorsque le taux de solide 

baisse d’une unité log. 

De façon assez intéressante, ces effets doses semblent se compenser l’un l’autre. 

Les souris immunisées avec un fort taux de solide de CSD mais une faible concentration 

de p24 (goupe C) présentent le même titre en anticorps que celles avec un faible taux de 

solide et une forte concentration protéique (groupe D) ce qui montre l’effet synergique des 

particules de CSD. 
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La production de deux cytokines (IL4 et IFNȖ) par les splénocytes a été dosée par 

ELISPOT pour les mêmes groupes A, B, C, D, E, et F de souris immunisées (tableau 1). 

Pour chaque groupe, le résultat de chaque souris a été analysé en individuel.  

 

Figure 47 : Résultats des ELISPOT IL4 et INFȗ restimulés par la p24 

Les résultats des dosages de cytokines sont considérés comme positifs lorsque la 

réponse était au-delà de 200 spots par millions de splénocytes, ce qui correspond à la 

moyenne des réponses obtenues en S0 ou « cut-off ». Dans le cas de l’Il4, certaines 

formulations dépassent cette limite, alors que pour l’IFNȖ, les réponses restent toutes 

sous le « cut-off ». 

Ces résultats obtenus pour la production d’INFȖ sont considérés comme négatifs 

puisqu’inférieurs à 200 spots par millions de cellules. Les échantillons présentant la plus 

forte concentration en p24 formulée sur les CSD sont environ deux fois supérieurs aux 

niveaux obtenus pour le témoin positif PLA. Il semble y avoir un fort effet dose lié à la 

concentration en p24 puisque lorsque la concentration en p24 est divisée par 10 la 

production IFNȖ chute d’un facteur 50. Le taux de solide des CSD, lui, semble n’avoir que 

peu d’effet. 

Le contrôle positif PLA-p24 dépasse bien le seuil des 200 spots par millions de 

splénocytes pour l’IL4. Les particules de CSD ayant le plus fort taux de protéine 

entrainent une production d’IL4 supérieure ou égale à celle du témoin. Les particules 

recouvertes avec un taux plus faible de p24 induisent une réponse en deçà du témoin 

positif et de la barre des 200 spots par million de cellules. Il semble donc bien y avoir un 

effet dose lié à la concentration en protéine. Cependant, contrairement à ce qui a pu être 

observé pour la production d’INFȖ, il semble y avoir aussi un effet dose lié au taux de 

solide des CSD, aussi bien pour les hautes concentrations en protéines que pour les plus 
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faibles. Cependant, la combinaison la plus efficace pour induire la production d’IL4 est 

celle des nanoparticules de CSD à 1% de taux de solide recouvertes de 10 µg de p24. 

Cette production d’IL4 permet de penser que la réponse serait de type Th2.  

 
 

Suite au protocole d’immunisation 1, nous avons voulu confronter l’efficacité sur 

l’activation cellulaire in vitro de certaines des formulations testées. Les formulations ayant 

montré la meilleure activité d’induction de la maturation cellulaire ont été injectées à des 

souris lors du protocole d’immunisation 2 (tableau 25). Sur cette expérience, nous nous 

sommes intéressés plus particulièrement à la réponse cellulaire. Les souris utilisées sont 

des B6D2 qui sont connues pour présenter de fortes réponses cellulaires mais des 

réponses humorales plus faibles que les balb/c utilisées précédemment. 

Groupe Nombre 
de 

souris 

Dose Voie Volume 

A 5 (0,01 g/L) P24 SC  100 µl 
B 5 (0,01 g/L)  P24-PLA (0.02%) SC 100 µl 
C 5 CSD(+) (0.1%) + (0,01 g/L) P24 SC 100 µl en mélange 

D 5 (0,01 g/L) P24 + (0,01 g/L) Poly(I:C) SC 100 µl en mélange 

E 5 (0,01 g/L)  P24-PLA (0.02%)+ (0,01 g/L) Poly(I:C) SC 100 µl en mélange 

F 5 (0,01 g/L)  P24-PLA (0.02%)+ CSD(+) (0.1%) SC 100 µl en mélange 

G 5 (0,01 g/L)  Poly(I :C)- CSD(+) (0.1%)+ (0,01 g/L) P24 SC 100 µl en mélange 

H 5 (0,01 g/L)  P24-PLA (0.02%) + (0,01 g/L)  Poly(I :C)- 
CSD(+) (0.1%) 

SC 100 µl en mélange 

Tableau 25 : Plan d’injection du protocole d’immunisation 2 
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a) Prélèvements vaginaux 
Les IgA et IgG anti-p24 sont dosés par ELISA dans les prélèvements vaginaux. 

L’injection des ces formulations par voie sous cutanée en direction des ganglions 

inguinaux ne semble pas induire de réponse anti-p24 au niveau de la muqueuse vaginale 

pour ce modèle de souris. 

Les IgA sont indétectables au-delà du bruit de fond. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 48 : Dosage des anticorps dans les prélèvements vaginaux dilués aux 1/100°  
A : 1µg de p24, B : 1µg de p24-PLA (0,02%), C : CSD (0,1%) + 1 µg de p24, D : 1µg de p24 + 1 µg de poly 

(I:C), E : 1 µg de p24-PLA (0,02%) + 1µg de poly (I:C), F : 1 µg de p24-PLA (0,02%) + CSD (0,1%), G : 1µg de 
poly (I:C)-CSD (0,1%) + 1 µg p24, H : 1 µg de p24-PLA (0,02%) + 1µg de poly (I:C)-CSD (0,1%) 

Les IgA sont indétectables au-delà du bruit de fond. 

Lors du dosage de ces prélèvements, on constate que, malgré les lavages, un fort 

bruit de fond reste. De plus les niveaux d’anticorps sont assez faibles. Seules quelques 

souris semblent répondre au-delà du « cut off » (déterminé de la même façon que pour le 

protocole 1) en dernière semaine de traitement (après les trois injections). Cependant, 

ces réponses isolées ne peuvent en aucun cas être prises pour des réponses positives. 

Le dosage des IgA donne des réponses encore plus basses  avec un bruit de fond 

important. 

b) Prélèvements de fèces 
Pour ces prélèvements, le bruit de fond était encore plus élevé, aussi bien pour les 

IgA que pour les IgG, et aucune réponse n’a pu dépasser ce niveau. L’injection de ces 

formulations par voie sous cutanée en direction des ganglions inguinaux semble n’induire 

aucune production d’anticorps au niveau de la muqueuse anale pour ce modèle de 

souris. 

Ŷ/Ŷ S0     

Ŷ/Ŷ S2       

Ŷ/Ŷ S4       

Ŷ/Ŷ S6 

        A                  B                 C                D                 E                F                   G               H 
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Figure 49 : Titre des anticorps (IgG) dans les sérums des souris 
A : 1µg de p24, B : 1µg de p24-PLA (0,02%), C : CSD (0,1%) + 1 µg de p24, D : 1µg de p24 + 1 µg de poly 

(I:C), E : 1 µg de p24-PLA (0,02%) + 1µg de poly (I:C), F : 1 µg de p24-PLA (0,02%) + CSD (0,1%), G : 1µg de 
poly (I:C)-CSD (0,1%) + 1 µg p24, H : 1 µg de p24-PLA (0,02%) + 1µg de poly (I:C)-CSD (0,1%) 

Dans les séra, les titres en anticorps sont tous identiques après la première 

injection (S2), sauf pour le groupe G qui présente un titre en anticorps de prés d’un demi 

log plus fort que les autres groupes. La tendance est moins marquée après la deuxième 

injection (S4), mais les groupes G et H se démarquent toujours des autres. En semaine 6 

les résultats se nivellent, même si les groupes E, F,G et H restent à un niveau supérieur. 

Le poly (I:C) combiné ou en mélange avec les particules semblent avoir un effet sur la 

production d’anticorps anti-p24. Cependant le groupe F injecté avec un mélange de PLA-

p24 et de CSD induit des taux équivalents en anticorps que les groupes G et H avec poly 

(I:C).  

Il ressort de ceci qu’il est possible d’obtenir un niveau assez élevé en anticorps 

grâce à nos différentes formulations, mais aucune ne se détache des autres de part une 

plus forte production d’anticorps. Si les titres en anticorps sont plus faibles de près d’un 

log à ceux présentés lors du protocole d’immunisation 1, cela doit être imputé au modèle 

de souris (B6D2) choisi plus particulièrement pour sa réponse cellulaire et qui présente 

une réponse humorale moins élevée que la souris BALB/c.  

 

Suite à des diificultés lors de l’expérience, les ELISPOT n’ont rien révélé, que ce 

soit au niveau des témoins positifs ou des essais. Quant au test de cytotoxicité, aucun 

résultat n’a pu être obtenu Il faut déterminer à présent si cela résulte des conditions de 

l’expérience elle-même ou bien si les résultats sont réellement négatifs, car le bruit de 

Ŷ/Ŷ S0     

Ŷ/Ŷ S2       

Ŷ/Ŷ S4       

Ŷ/Ŷ S6 
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fond était assez important. Aussi, la décision de refaire une expérience in vivo sous 

quelques mois à été prise. 

 

Ces protocoles d’immunisations ont pu montrer que les CSD, au même titre que 

les PLA, sont des vecteurs efficaces de la p24 pour induire de forts taux d’anticorps. Si les 

PLA sont moins influencés par la concentration en protéine que les CSD, l’utilisation de 

ces derniers semble néanmoins plus propice à la production d’IL4 que les PLA. Les 

souris B6D2, modèles choisis pour étudier la réponse cellulaire, montrent des taux 

d’anticorps humoraux plus faibles. Cependant, on constate que certaines souris 

immunisées avec le poly (I:C) présentent des anticorps vaginaux. Le groupe G peut 

laisser entrevoir un effet synergique des CSD sur le poly (I:C). 

Afin d’affiner ces premiers résultats, une prochaine expérience est prévue. Le 

protocole se concentrera plus sur l’effet synergique entre les CSD et le poly (I:C) en 

étudiant l’influence du taux de solide des particules, ainsi que celle de la concentration de 

poly (I:C) utilisée. 
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La recherche d'un vaccin efficace et sans danger contre le VIH est un grand 

défi depuis la découverte de la maladie. Récemment, des échecs d'essais 

cliniques de grande envergure ont suscité un débat sur la recherche de ce vaccin 

(Watkins, 2008). Les principaux défis dans le développement d’un vaccin 

préventif contre le VIH sont la grande diversité des souches virales et 

l’échappement viral face aux réponses immunitaires humorales et cellulaires, 

ainsi que l'absence de méthodes permettant d’obtenir des anticorps neutralisants 

à large spectre ainsi que des cellules T cytotoxiques (Barouch, 2008). 

Afin de générer la réponse des lymphocytes T, les antigènes protéiques 

doivent pénétrer dans les cellules présentatrices d’antigènes (comme les cellules 

dendritiques) où les peptides sont traités pour la présentation aux cellules T CD4 

et les cellules T CD8. Au cours des dernières décennies, les systèmes de 

libération contrôlée ont été utilisés pour la libération prolongée de divers agents. 

Les nanoparticules ont un potentiel comme adjuvants et systèmes de livraison de 

vaccins. Cette méthode a de grands avantages pour l'administration des vaccins 

car le relargage d’antigènes de manière contrôlée pourrait conduire à une 

initiation prolongée et renforcée de la réponse immunitaire.  

La synthèse de nanoparticules de PLA est une méthode très étudiée et a 

montré sa robustesse que ce soit au niveau de la répétabilité et de la stabilité 

des nanoparticules obtenues. Ce travail de thèse a consisté à étudier plus en 

détails la synthèse de nanoparticules de CSD et a mis en évidence l’influence du 

degré d’acétylation. Il influe lors de la synthèse sur la taille des particules mais 

aussi sur leur capacité à rester stables en milieu salin. Varum et al. ont prouvé 

que le DA a une influence sur les propriétés physicochimiques ainsi que les 

propriétés biologiques comme la biodégradabilité (Varum, 1997). De plus, des 

études ont montré que le DA n’influence pas la cytocompatibilité du polymère 

mais que les capacités d’adhésion cellulaire sont augmentées par un DA faible 

(Chatelet, 2001). 

Les particules de PLA et de CSD sont constituées de polymères naturels et 

les résultats de viabilité cellulaire in vitro que nous avons obtenus, permettent de 

dire qu’elles sont de toxicité réduite. Les travaux de Tiyaboonchaia et al. 

(Tiyaboonchaia, 2007) sur les particules de CSD  prouvent une non toxicité pour 
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les reins in vivo. De plus les travaux d'Ataman-Onal et al. sur l'immunisation de 

différents modèles animaux par les PLA montrent l'innocuité des PLA (Ataman-

Onal, 2006). Les particules issues de nos travaux ayant été utilisées sur des 

cultures de cellules mais aussi sur des organismes vivants semblent être sans 

danger même après assimilation dans différents organes. Aucune des souris 

immunisées lors de ce travail n’est décédée avant le terme du protocole et très 

peu de phénomènes inflammatoires ont été constatés après injection. 

Dans le cas des particules de CSD, il est important de maitriser aussi bien 

le DA que la masse molaire du chitosane utilisé afin de contrôler la toxicité des 

particules (Huang, 2004). C’est pourquoi, au sein du laboratoire, et en 

collaboration avec le Pr Delair du LMPB, des études systématiques des diverses 

caractéristiques physicochimiques et biologiques des différentes particules 

synthétisées sont prévues. 

Choix de la stratégie : adsorption ou encapsulation ? 

Pour fixer l’antigène aux particules, nous avons choisi la méthode empruntée 

par Kazzaz et al. qui ont développé une nouvelle façon d’utiliser les 

microparticules comme adjuvants par l’adsorption de protéines à leur surface 

(Jabbal-Gill 2000; Kazzaz, 2000) car en utilisant la méthode d’encapsulation, les 

protéines étaient dégradées. C’est ainsi que l’adsorption d’antigène à la surface 

de nos particules a été utilisée pour évaluer leur pouvoir adjuvant. Plusieurs 

antigènes différents ont pu être testés : les protéines p24 et gp140 du VIH1 et les 

TLR ligands poly (I:C) et poly U.  

 Adsorption sur les PLA 

Les différents essais d’adsorptions d’antigènes du VIH1 sur les 

nanoparticules de PLA confirment la grande versatilité des PLA en tant que 

vecteurs de protéines. En effet, quelle que soit la protéine testée il est aisé 

d’adsorber de façon stable et répétable avec un bon rendement ce type 

d’antigène. 

Le cas des immunomodulateurs choisis (ligands des TLR 3 et des TLR 7/8) 

pose un autre problème : le poly U et le poly (I:C) sont tous deux chargés 

négativement de même que les particules de PLA. L’adsorption dans ces 
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conditions peut-elle se faire et ce de manière stable ? Il apparaît après de 

nombreuses tentatives d’adsorption dans différentes conditions qu’il n’est pas 

possible d’adsorber ces deux TLR ligands de façon répétable sur les 

nanoparticules de PLA. 

Une des alternatives à ce problème est de complexer, au préalable, le TRL 

ligand avec une protéine afin d’améliorer l’adsorption mais cette méthode 

demande encore de nombreuses études. Notamment l’étude du complexe 

protéine/TLR ligand afin d’utiliser la proportion idéale de chacun pour obtenir le 

complexe le plus facile à adsorber sur les PLA de façon stable et répétable. Une 

autre méthode qui pourrait permettre de n’adsorber que les immunomodulateurs 

sur les nanoparticules de PLA, serait de recouvrir ces dernières d’une couche de 

chitosane qui est chargé positivement comme montré dans les travaux de 

Messaï et al. (Messaï, 2005). 

Adsorption sur les CSD 

L’intérêt des nanoparticules de CSD vient du fait que l’on peut moduler leur 

charge de surface en fonction du polymère utilisé en excès pour la synthèse de 

la particule. En effet, nous obtenons de particules positives avec un excès de 

chitosane et inversement un excès de sulfate de dextrane va permettre de 

synthétiser des nanoparticules négatives. 

L’adsorption d’antigènes protéiques à la surface des CSD est rapide, facile et 

répétable avec un rendement d’adsorption élevé. Cependant, les CSD ne 

permettent pas pour le moment de former des vecteurs protéiques stables sur 

plusieurs semaines comme les PLA. La stabilité maximale obtenue pour le 

moment et de quelques jours une fois les particules recouvertes de protéines. 

Pour l’adsorption des TLR ligands, les CSD se montrent plus versatiles que 

les nanoparticules de PLA. En effet, poly (I:C) aussi bien que poly U peuvent être 

adsorbés directement sur les nanoparticules sans précomplexation ni traitement 

particulier, par le simple fait que les particules utilisées sont positives. Le point à 

améliorer tout comme pour les CSD porteurs de protéines reste la stabilité 

colloïdale des particules après formulation. 
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 Un vecteur d’antigène doit être capable de fixer facilement un antigène et 

de le transporter efficacement dans un organisme.  

Des études menées en microscopie confocale sur des particules fluorescentes 

marquées à la sulforhodamine B ou la coumarine 6 ont prouvé que les particules 

pouvaient être internalisées par les cellules dendritiques. Cependant, les 

mécanismes de transport intracellulaire de ces particules, malgré de nombreuses 

études restent flous. On remarque que des travaux sur la transfection de gènes 

ont permis d’affirmer la capacité de vectorisation des nanoparticules. C’est ce 

que les travaux de Loretz et al. proposent avec des particules à base de 

chitosane et d’EDTA, qui obtiennent un rendement de 35% de transfection avec 

une cytotoxicité inférieure à 1% sur 4 heures. La faible toxicité de nos particules 

permet une mise en contact beaucoup plus longue avec les cellules ce qui 

pourrait permettre d’obtenir éventuellement des rendements plus élevés sinon 

égaux aux particules de chitosane-EDTA (Loretz, 2006). 

Activation des cellules dendritiques in vitro 

La mise en contact des CSD et PLA, formulées avec des protéines du 

VIH1 et des TLR ligands, avec les cellules dendritiques nous a permis de 

montrer que les particules vectorisant le poly (I:C) induisent la maturation des 

cellules. En effet, les particules (CSD ou PLA) nues ou vectorisant la p24 ne 

provoquaient aucune maturation cellulaire. De plus nous avons pu observer un 

effet synergique de la part des CSD sur le poly (I:C). 

Pouvoir adjuvant des particules in vitro 

Un adjuvant permet d’induire ou d’augmenter la réponse immunitaire 

lorsqu’il est associé à un antigène. Selon cette définition, les particules de CSD 

formées lors de notre travail, ont donc bien une capacité adjuvante synergique 

puisque lors des études menées in vitro il est possible d’obtenir, avec les CSD 

portant 1 ng de poly (I:C), une réponse équivalente à une concentration de 100 

ng de poly (I:C) en solution. La capacité adjuvante de nos particules permet 

d’augmenter d’un facteur 100 l’activité du poly (I:C). La réponse anticorps dosée 

dans le sérum des souris immunisées avec un autre antigène, la p24, est élevée 

et correspond au niveau de réponse des particules de PLA et de l'adjuvant de 

Freund (Ataman-Onal, 2006). 



 - - 143 - - 

Les particules synthétisées lors de ce travail présentent bien la capacité 

d’induire une réponse immunitaire lorsque la p24 est fixée à leur surface. En 

effet, les immunisations effectuées sur les souris montrent la présence 

d’anticorps humoraux anti-p24 en forte quantité, que la protéine soit vectorisée 

par les PLA ou les CSD. Cette réponse n’est pas liée seulement à la présence 

de la p24 qui, injectée à des souris, induit des titres  inférieurs à 105 (Régnier S., 

2004). 

Parallèlement à l’induction des anticorps, les deux types de particules sont 

capables d’activer la production des cytokines par les cellules de rate des souris 

avec des taux légèrement supérieurs à ceux induits par les CSD-p24.  

Si ces particules sont capables d’induire une réponse immunitaire systémique en 

présence d’un antigène, la réponse cellulaire reste très faible, d'où l'utilisation de 

TLR ligands comme coadjuvants de nanoparticules. Ces dernières formulations 

permettent d'obtenir aussi une réponse anticorps systémique. La réponse 

cellulaire locale, au niveau des muqueuses vaginales et anales reste faible mais 

la détection d'anticorps vaginaux induits par l'injection de particules de CSD 

combinées au poly (I:C)  associées aux particules de PLA-p24  indique que cette 

formulation pourrait être une bonne piste de travail pour l'amélioration de 

l'immunité cellulaire locale. 

Pouvoir adjuvant des particules in vivo 

Un effet dose lié aussi bien au chitosane qu’à la p24 a également pu être 

mis en évidence, mais il est difficile de déterminer lequel prévaut. En effet les 

groupes de souris immunisées avec des particules ayant une concentration plus 

élevée de chitosane et une faible dose de p24  (groupe D) ainsi que celles 

immunisées avec des particules de faible concentration en chitosane et une dose 

élevée en p24 (groupe E), présentent des résultats similaires. Une faible quantité 

de chitosane peut être compensée par une concentration plus importante en p24 

et vice versa. Les vecteurs antigéniques produits provoquent donc une réponse 

immunitaire chez la souris et il existe un effet dose aussi bien pour la 

concentration en p24 que pour la concentration en particules.  

Il faut aussi noter que le groupe de souris C, immunisées avec les CSD (1%) et 

10 µg de p24 en surface, présentent des titres en anticorps plus de 10 fois 
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supérieurs à ceux obtenus avec seulement une injection de la protéine p24. 

Cette propriété de nos particules correspond à la définition d’un adjuvant. Il est 

donc possible de considérer que nos particules ont bien un effet adjuvant pour la 

p24 in vivo. 

Lors de l’étude de l’induction de la réponse cellulaire au niveau des muqueuses 

grâce à l’injection de particules avec poly (I:C) à des souris B6D2 nous avons pu 

constater tout d’abord que la réponse humorale reste importante. Elle est plus 

faible que celle obtenue lors de la précédente immunisation à cause du modèle 

de souris qui privilégie la réponse cellulaire. Les taux d’anticorps retrouvés dans 

les lavements vaginaux sont faibles avec un bruit de fond important mais 

quelques tendances se distinguent. Il semble que la présence de CSD et de poly 

(I:C) soit importante pour l’induction d’une réponse cellulaire locale.  

Il sera intéressant de pouvoir étudier de façon plus systématique l’influence du 

poly (I:C) pour cette réponse en faisant varier les concentrations utilisées et les 

taux de solide des particules utilisées afin de pouvoir déterminer les meilleures 

conditions d’induction d’une immunité muqueuse chez la souris. 
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 Le but initial de ce travail de thèse était de tester l'hypothese selon 

laquelle la co-adsorption d'un ligand de TLR et d'un antigène vaccinal sur des 

nanoparticules biodégradables pouvait amplifier la réponse immunitaire, 

notamment muqueuse. Pour cela, l'utilisation de nanoparticules de PLA et de 

CSD vectorisant un antigène du VIH1 associé à des TLR ligands dont le poly 

(I:C) et le poly U, a été testée. Nous avons ainsi étudié les possibilités 

d'adsorption et de co-adsorption sur les deux types de particules et évalué in 

vitro leur potentiel grâce à un test de maturation de cellules dendritiques 

humaines. Une fois les candidats le plus prometteurs choisis nous avons pu 

tester leur capacité à induire une réponse humorale et cellulaire chez la souris. 

Les nanoparticules de PLA apparaissent comme des vecteurs protéiques 

polyvalents mais l'adsorption ou la coadsorption de TLR ligands à leur surface, 

n’est pas satisfaisante et nécessite encore des travaux complémentaires pour 

atteindre une bonne reproductibilté, notamment après adsorption d’un complexe 

antigène + TLR ligand. Les nanoparticules de CSD qui sont le deuxième modèle 

choisi pour leurs capacités adjuvantes présentent de plus fortes affinités avec les 

TLR ligands que ce soit le poly (I:C) ou le poly U, tout en étant de bons vecteurs 

protéiques. Cette nouvelle génération de particules est très prometteuse, sous 

réserve que leur stabilté colloïdale après formulation soit améliorée.  

 Les différentes particules ont été mises en contact avec des cellules 

dendritiques dérivées de monocytes issus de sang périphérique humain. 

L'évolution de différents marqueurs de surface, variant selon l'état de maturation 

cellulaire, de ces cellules a été observée par cytométrie en flux. Nous avons ainsi 

pu montrer que le fait de coadsorber le poly (I:C) en présence de p24 sur les 

PLA ou les CSD permettait de conserver les propriétés d'activation cellulaire du 

poly I :C. De plus, les nanoparticules de CSD ont présenté un effet synergique 

sur le poly (I:C) pour la maturation de cellules dendritiques in vitro. Aussi,la 

combinaison de nanoparticules PLA en tant que vecteurs d'antigène protéique 

du VIH1 et des nanoparticules de CSD pour vecteurs du poly (I:C) permettait de 

combiner le potentiel déjà démontré des nanoaprticules de PLA  pour la 

production anticorps humoraux, avec le potentiel d'activation cellulaire des CSD-

poly (I:C) et ainsi induire une réponse humorale et cellulaire plus forte. 
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Les particules de CSD-p24 ainsi que les PLA-p24 injectées en sous 

cutané à des souris balb/c permettent d'induire de forts taux d'anticorps 

humoraux au moins équivalent à l'adjuvant de Freund couramment utilisé dans le 

modèle murin. La réponse cellulaire reste faible même si les CSD semblent 

légèrement plus actives que les PLA. Afin d'étudier plus spécifiquement la 

réponse cellulaire et notamment au niveau des muqueuses, la combinaison de 

PLA-p24 avec les CSD-poly (I:C) a été injectée à des souris de type B6D2 

connues pour être un bon modèle pour le suivi de la réponse cellulaire. Des 

prélèvements de sang pour les anticorps systémiques, ainsi que des 

prélèvements vaginaux et de fécès ont été réalisés. Les réponses  anticorps 

obtenues étaient légèrement inférieures à celles observées lors de la précédente 

expérience à cause du modèle de souris. Aucun anticorps n'a pu être détecté 

dans les prélèvements de fécès peut être dû au fort bruit de fond observé. Les 

lavements vaginaux présentaient de faibles taux d'anticorps avec tout de même 

une augmentation lors de l'utilisation de particules en combinaison avec le poly 

(I:C). Nous avons donc montré que les nanoparticules, que ce soient les celles à 

base de PLA ou celles de CSD, sont de bons candidats vaccins pour la 

production d'anticorps systémiques. Ces candidats, associés au poly (I:C) 

montrent aussi un fort potentiel in vitro, et pourraient être un axe d'amélioration 

de la réponse cellulaire. 

 Pour la suite de ce travail, une étude systématique in vivo de l'effet dose 

du poly (I:C) et cela sur différents modèles de souris notamment des souris 

transgéniques ne pouvant pas exprimer les TLR étudiés (Kaisho, 2001 ; Takeda, 

2004) pourrait valider les hypothèses d’activation. Il serait aussi intéressant de 

comparer la sensibilité au poly (I :C) de souris naïves, mais de différents fonds 

génétiques comme les BALB/c, B6D2 ou Black6 sur une même expérience afin 

de documenter l’importance de l’induction de la réponse cellulaire.  

De même, la poursuite des travaux sur le poly U notamment son effet stimulant 

sur les cellules de Langerhans observé in vitro pourrait aussi être une voie 

d'amélioration de nos candidats vaccins. Dans ce contexte, une expérience en 

cours sur des macaques, en collaboration avec le CEA, et comparant les effets 

du poly (I :C) et du poly U permettra de donner une nouvelle interprétation aux 

résultats déjà obtenus pendant cette thèse. 
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Ce travail a été repris dans ce mémoire de thèse notamment lors du chapitre 8 
abordant l’étude des particules de CSD et leur sélection. 
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Caractérisation et comparaison des propriétés immunostimulantes de nanoparticules 
biodégradables de poly(acide lactique) et de chitosane après adsorption de TLR ligands ou 
d�antigènes du VIH1  

L’utilisation de vecteurs nanoparticulaires en vaccination comme systèmes de relargage 
contrôlé à base de polymères biodégradables a déjà été largement étudiée en vue d’un vaccin 
anti-VIH. Une approche novatrice consiste à co-administrer des molécules immuno-stimulatrices 
avec les antigènes d’intérêt, afin d’amplifier le recrutement et l’activation des cellules dendritiques 
(DCs). Un tel vecteur de vaccination pourrait amplifier l’intensité de la réponse immunitaire et une 
immunité au niveau des muqueuses vaginales et anales pourrait être obtenue après vaccination. 

Nous avons utilisé des nanoparticules (180 nm) de poly(acide lactique) (PLA) ou de 
chitosane/sulfate de dextrane (CSD) (350 nm), comme véhicules et adjuvants de protéines du 
VIH1, gp140 et p24. Le poly(I:C) est la molécule immuno-stimulatrice choisie pour ses propriétés 
adjuvantes.  

PLA et CSD ont montré leur grand potentiel comme supports de protéines. Les CSD 
permettent l'adsorption du poly(I:C) avec un rendement de 95%, l’adsorption est plus délicate à 
réaliser sur les PLA. Pour chaque formulation, la capacité à induire in vitro la maturation des DCs 
a été évaluée en suivant les marqueurs CD25, CD80, CD83, par cytométrie en flux. L’adsorption 
de poly(I:C) sur les PLA ou les CSD amplifie les capacités de maturation des particules et 
présente un effet synergique avec les CSD.  

Nos travaux montrent que la co-adsorption d’un TLR ligand, avec des antigènes protéiques 
du VIH sur des nanoparticules biodégradables, est possible et confère à la formulation vaccinale 
son effet immuno-stimulant in vitro. In vivo, les formulations vaccinales contenant du poly(I:C) 
induisent de très forts taux d’anticorps sériques chez la souris.  

MOTS-CLEFS : nanoparticules, PLA, chitosane, adjuvant particulaire, vaccination, cellules 
dendritiques 

Characterization and comparison of the immunostimulatory properties of biodegradable poly (lactic 
acid)and chitosan nanoparticles after TLR ligands or HIV-1antigens adsorption  

Use of nanoparticulate vectors in vaccination as controlled release systems based on biodegradable 
polymers has been widely studied for an HIV vaccine. An innovative approach is to co-administer 
antigens of interest with immuno-stimulatory molecules to amplify the recruitment and activation of 
dendritic cells (DCs). Such a vaccine candidate could boost the intensity of the immune response and 
mucosal immunity in vaginal and anal intercourse could be obtained after vaccination. 
We used nanoparticles of poly (lactic acid) (PLA) (180 nm) or chitosan / dextran sulfate (CSD) (350 nm), 
as vehicles and adjuvants for HIV-1 proteins, gp140 and p24. Poly(I:C) is the immuno-stimulatory 
molecule chosen for its adjuvant properties. 
PLA and CSD have shown their great potential as carriers of proteins. The CSD allows the adsorption of 
poly(I:C) with a yield of 95%, it is more difficult to perform adsorption on the PLA. For each formulation, 
the ability to induce in vitro maturation of DCs was evaluated by following the markers CD25, CD80, 
CD83, by flow cytometry. Adsorption of poly(I:C) on the PLA or the CSD amplifies the maturation abilities 
of particles and has a synergistic effect with the CSD. 
Our work shows that co-adsorption of a TLR ligand with protein antigens of HIV onto biodegradable 
nanoparticles is possible and gives a positive immuno-stimulant effect to the vaccine formulation in vitro. 
In vivo, vaccine formulations containing poly(I:C) induce very high levels of serum antibodies in mice. 

KEY WORDS : nanoparticles, PLA, chitosan, particular adjuvant, vaccination, dendritic cells  
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