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Résumé : Les vésicules extracellulaires (VEs) sont des vésicules membranaires de taille
majoritairement submicrométrique présentes dans les fluides biologiques et émises par les
cellules en réponse a divers stimuli. Les VEs sont impliquées dans de nombreux phénomenes
physiologiques mais également dans des pathologies telles que cancers ou maladies
cardiovasculaires. Elles pourraient donc étre utilisées comme biomarqueurs de ces pathologies.
Bien que les VEs soient aujourd’hui largement étudiées, nos connaissances sur le sujet demeurent
limitées. Ceci est principalement di aux difficultés de caractérisation des VEs et a I'absence de
standardisation de leurs méthodes d’étude et d’isolation. La premiéere partie de mon travail de
thése a porté sur le développement d’une méthode de thiolation de protéines. Des anticorps ont
été modifiés pour exposer des thiols et ont été conjugués a des nanoparticules d’or
fonctionnalisées par des maléimides. Le couplage des anticorps thiolés aux nanoparticules d’or a
été étudié de maniére quantitative et des conditions de conjugaison optimales ont été
déterminées par des approches biochimiques. La seconde partie de ce travail a concerné la
caractérisation des VEs du plasma sanguin de sujets sains par microscopie électronique a
transmission (MET). La morphologie, |a taille et le phénotype des VEs ont été déterminés par cryo-
MET combinée au marquage par des nanoparticules d’or conjuguées a des protéines. La
guantification objective des VEs du plasma sanguin a été réalisée a I'aide d’'une méthode originale
de MET basée sur la sédimentation de VEs sur grille de MET. La troisieme partie de cette étude a
consisté a mettre au point une méthode d’isolation de VEs a I'aide de particules magnétiques
conjuguées a de I'AnxA5. Des conditions permettant d’extraire la totalité des VEs exposant la
phosphatidylsérine contenues dans un plasma sanguin ont été déterminées par cytométrie en flux

(CF).

Ce travail a permis d’apporter une caractérisation détaillée des VEs du plasma sanguin du sujet
sain et peut servir de référence pour des études ultérieures concernant les VEs contenues dans

des plasmas ou autres liquides biologiques pathologiques.



Abstract: Extracellular vesicles (EVs) are submicrometric membrane vesicles found in body fluids
and produced by cells in response to various stimuli. EVs are involved in numerous physiological
processes but also in pathologies as cancers or cardiovascular diseases. Even if EVs are largely
studied, our knowledge about them remains limited. This is mainly caused by the difficulties to
characterize EVs and by the lack of standardized methods allowing their characterization. The first
part of my PhD work focused on the development and optimization of a protein thiolation method.
Antibodies modified to expose few thiols were conjugated to gold nanoparticles functionalized
with maleimides. The binding of thiolated antibodies to gold nanoparticles was quantitatively
studied and optimal conjugation conditions were determined using biochemical methods. The
second part of my PhD work concerned the characterization of blood plasma EVs from healthy
subjects using transmission electron microscopy (TEM). EVs morphology, size and phenotype were
determined by cryo-TEM combined with labelling with protein-conjugated gold nanoparticles. The
near-absolute quantification of blood plasma EVs was achieved using an original TEM method
based on the direct sedimentation of EVs onto TEM grids. The third part of this study consisted in
developing an EV isolation method using AnxA5-conjugated magnetic particles. Conditions
allowing total extraction of blood plasma phosphatidylserine-exposing EVs were determined using

flow cytometry (FC).

This study presents a detailed characterization of blood plasma EVs from healthy subjects and can

serve as a reference for future studies on EVs contained in pathological plasmas or other body

fluids.
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Introduction

A - INTRODUCTION

1. Introduction générale

En 1946, Erwan Chargaff et Randolph West découvrent qu’un plasma dépourvu de plaquettes
est capable de coaguler (Chargaff and West, 1946). Ces observations sont en contradiction
avec le dogme de I'époque considérant les plaquettes comme le maillon indispensable de la
coagulation. Chargaff et West mettent également en évidence que cette capacité du plasma
a coaguler disparait aprés une centrifugation a 31.000 g, et concluent a I'existence d’une
fraction procoagulante sédimentable, distincte des plaquettes. Environ vingt ans plus tard,
Peter Wolf détermine que cette fraction consiste en des particules majoritairement
composées de lipides, qu’il nomme « platelet dust» (Wolf, 1967). Ce terme sera
ultérieurement remplacé par « microparticules » puis par « vésicules extracellulaires » (VEs),
qui est aujourd’hui I'appellation recommandée par la Société Internationale des Vésicules
Extracellulaires (ISEV) (Witwer et al., 2013). Dans ce manuscrit, le terme « VEs » regroupe les
microvésicules (MVs) et les exosomes, dont les caractéristiques seront ultérieurement

présentées plus en détail.

Les VEs sont des vésicules membranaires délimitées par une bicouche lipidique, d’une taille
généralement comprise entre 30 nm et 1 um. Elles sont émises par des cellules activées ou
apoptotiques (van der Pol et al., 2012) et sont présentes dans la plupart des fluides
biologiques, si ce n’est tous. Des VEs ont été observées dans le sang et le plasma sanguin
(Arraud et al., 2014a), l'urine (Pisitkun et al., 2004), |a salive (Ogawa et al., 2011), le liquide
céphalo-rachidien (Chiasserini et al., 2014), le liquide synovial (Boilard et al., 2010), le liquide
d’ascites (Andre et al., 2002), ou encore le lait maternel (Zonneveld et al., 2014). Des VEs sont
également retrouvées dans les milieux de cellules en culture (Dragovic et al., 2011; Théry et
al., 2006). Elles sont émises par de nombreux types cellulaires, comme les plaquettes (Heijnen
et al., 1999), les érythrocytes (Tissot et al., 2010), les neutrophiles et les cellules dendritiques
(Hess et al., 1999; Obregon et al., 2006), les cellules endothéliales (Rautou et al., 2011), ou
encore certains types de cellules souches (Chen et al., 2010). Les cellules tumorales sont

également capables d’émettre des VEs (Al-Nedawi et al., 2008; Zahra et al., 2011), parfois de
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maniere constitutive (Smalley et al., 2008). Les VEs exposent et transportent des molécules
issues de leur cellule d’origine (Doeuvre and Angles-Cano, 2009). La figure 1 présente les

principales caractéristiques des VEs.
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Figure 1 : Représentation schématique d’une vésicule extracellulaire. Elle est délimitée par une
bicouche lipidique et peut exposer ou transporter différentes molécules provenant de la cellule dont

elle est issue (Hugel et al., 2005).

Contexte et objectifs de la these

Considérées pendant longtemps comme un simple déchet cellulaire (Pan et al., 1985), les VEs
connaissent un intérét croissant et le nombre de publications sur le sujet augmente de
maniére exponentielle depuis une dizaine d’années (figure 2). Il est aujourd’hui admis que les
VEs sont impliquées dans de multiples phénomeénes physiologiques comme la coagulation,
I'inflammation ou la communication intercellulaire (Buzas et al., 2014; Morel et al., 2006;
Valadi et al., 2007). Les VEs sont également liées a de nombreuses pathologies. Certaines
études décrivent par exemple la présence de taux anormalement élevés de VEs dans le cas de
maladies cardiovasculaires ou de cancers (Manly et al., 2010; VanWijk et al., 2003). D’autres
travaux reportent la présence de VEs exposant des marqueurs spécifiques de pathologies,

dans le cas de cancers notamment (Melo et al., 2015; Skog et al., 2008). Les VEs pourraient



Introduction

donc potentiellement étre utilisées comme biomarqueur de ces pathologies. Leur présence
dans les fluides biologiques permet d’envisager le concept de biopsie liquide a des fins
diagnostics, moins invasive que la biopsie conventionnelle. Certaines études décrivent
également leur utilisation comme systeme de délivrance de molécules actives (Johnsen et al.,

2014).
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Figure 2: Evolution du nombre de publications contenant les mots-clés « Extracellular

vesicles », en fonction de I’année de publication. Données PubMed.

Cependant, malgré la multitude d’études qui leur sont consacrées, nos connaissances sur les
VEs demeurent limitées. Du fait de leur petite taille, de leur hétérogénéité et de leur présence
dans des milieux complexes comme les fluides biologiques, les VEs sont difficiles a isoler et a
caractériser. L'absence de standardisation des méthodes d’étude et d’isolation des VEs
entraine une grande hétérogénéité des résultats et rend ardues les tentatives de comparaison
entre des études différentes. L'inconsistance de la nomenclature actuelle des VEs est
également problématique. Qu’est-ce qu’'une MV ? Qu’est-ce qu’un exosome ? Sur la base de
quels criteres physiques et moléculaires ces classes de VEs se distinguent-elles? Des tables
rondes ont été organisées par I'ISEV en 2013 (Witwer et al., 2013) et de nombreux papiers ont
été publiés (Gould and Raposo, 2013; Lacroix et al., 2012; Yuana et al., 2015) afin de discuter
de la standardisation de la nomenclature et des méthodes d’étude et d’isolation des VEs.

Malheureusement, le chemin a parcourir reste long et peu de consensus ont pu étre établis.
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C'est dans ce contexte que s’inscrit mon projet de these, qui aura pour objectif global

d’étendre notre connaissance fondamentale des VEs.

Dans l'optique d’utiliser les VEs comme biomarqueurs de pathologies, il est nécessaire de
caractériser finement les VEs présentes chez les individus sains, afin de pouvoir déceler
d’éventuelles différences avec un individu malade. Nous avons souhaité réaliser une
caractérisation aussi compléte que possible des VEs du plasma sanguin chez l'individu sain, a
I'aide de plusieurs méthodes indépendantes de microscopie électronique a transmission
(MET) et de cytométrie en flux (CF). Nous souhaitions notamment de répondre aux questions
suivantes : a quoi ressemblent les VEs contenues dans le plasma sanguin d’un sujet sain?
Quelle est leur morphologie ? Quelle est leur taille? Quelle proportion d’entre elles exposent
la PS ? Quelle est leur origine cellulaire et quelles molécules exposent-elles a leur surface ?

Quelle est leur concentration ?

Je vais maintenant vous présenter les trois grandes parties de mon travail de thése

2.1. Développement d’'une méthode de conjugaison de protéines thiolées a des
nanoparticules d’or a des fins dimmunomarquage en MET

Notre équipe utilise depuis de nombreuses années des nanoparticules d’or conjuguées a
I’'annexine-A5 (NpAu-AnxA5) pour le marquage de membranes exposant la phosphatidylsérine
(PS) contenues dans des échantillons observés par MET. Dans I'optique de caractériser les VEs
du plasma sanguin, nous avons souhaité développer de nouveaux outils de marquage
permettant de phénotyper ces VEs. Une méthode de thiolation de protéines par du réactif de
Traut a été mise au point. Cette méthode a été utilisée pour thioler des anticorps dirigés
contre différents antigénes présents a la surface des VEs. La thiolation des anticorps a été
étudiée quantitativement a I'aide de méthodes biochimiques. Ces anticorps thiolés (Ac-SH)
ont ensuite été conjugués a des nanoparticules d’or (NpAu-Ac), a des fins d'immunomarquage

de VEs en MET. La liaison des Ac-SH aux NpAu a été étudiée quantitativement.
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2.2. Caractérisation des VEs du plasma sanguin de sujets sains, par MET

Les VEs du plasma sanguin de sujets sains ont été caractérisées par différentes techniques de
MET combinées de I'immunomarquage par des NpAu-AnxA5 ou des NpAu-Ac. La morphologie,
la taille, le phénotype et I'origine cellulaire de ces VEs ont été étudiés par cryo-MET. Elles ont
ensuite été quantifiées a I'aide d’une méthode originale de sédimentation de VEs sur grille de
MET. Les résultats de cette quantification ont été comparés avec une étude de CF menée en
paralléle par Céline Gounou (Assistante ingénieur en biochimie et biologie moléculaire,
Université de Bordeaux, UMR-CBMN) et Nicolas Arraud. Cette partie du projet vise a fournir
un catalogue de référence des VEs du plasma sanguin, qui pourra étre utilisé ultérieurement

pour |'étude d’échantillons pathologiques.

2.3. Isolation de VEs exposant la PS a I'aide de particules magnétiques conjuguées a
I’AnxA5

En préambule a cette partie du projet, nous avons étudié I'influence de I'ultracentrifugation
sur les VEs, démontrant que cette méthode d’isolation entraine une agrégation des VEs et

peut donc étre responsable d’artefacts.

Nous avons développé une méthode d’isolation de VEs alternative, utilisant
'immunomagnétophorése. Des particules magnétiques de différentes tailles ont été
conjuguées a I"’AnxA5. Ces particules ont ensuite été utilisées pour isoler les membranes
exposant la PS contenues dans des échantillons biologiques et I'efficacité d’extraction
magnétique a été évaluée par CF. Nous avons dans un premier temps étudié I'extraction
magnétique de suspensions de globules rouges lysés (GR-L), qui sont un modéle de membrane
exposant la PS (Schrier et al., 1992), puis I'extraction des VEs exposant la PS contenues dans

le plasma sanguin.
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3. Les vésicules extracellulaires

Les objectifs de ce travail de thése étant désormais établis, je vais maintenant présenter
brievement les VEs. Comme décrit précédemment, les VEs se divisent en deux sous-familles
appelées microvésicules (MVs) et exosomes. Ces deux types de VEs partagent de nombreux
points communs mais difféerent notamment par leur mode de formation, leur taille et leur
composition moléculaire. Cette partie décrira également les implications physiopathologiques

des VEs.

3.1. Biogéneése des VEs

3.1.1. Biogénése des MVs

Les MVs sont formées par bourgeonnement de la membrane plasmique de la cellule (Cocucci
et al., 2009) et mesurent généralement entre 100 nm et 1 um (Théry et al., 2006). Dans ce
manuscrit, le terme « microvésicules » regroupe l'ensemble des VEs provenant de la
membrane plasmique, bien que de nombreux autres termes soient reportés dans la littérature
(microparticules, ectosomes, exovésicules, ...). Il y a une vingtaine d’années, un modeéle de
formation des MVs a été proposé par Zwaal et Schroit (Zwaal and Schroit, 1997). Ce modele
est aujourd’hui encore le plus communément admis. Un stimulus, tel que 'activation d’un
récepteur cellulaire, entraine une augmentation de la concentration en calcium intracellulaire,
ce qui déclenche deux phénomeénes principaux. Les calpaines, protéases responsables de
modifications majeures du cytosquelette, sont activées (Lynch and Ludlam, 2007).
Parallélement, I'activité de transporteurs lipidigues membranaires impliqués dans le maintien
de l'asymétrie lipidique de la membrane est modifiée (Bevers et al., 1983). La
phosphatidylsérine (PS), qui est un phospholipide négativement chargé exclusivement
présent sur le feuillet interne de la membrane plasmique des cellules au repos (Seigneuret
and Devaux, 1984), est alors exposée sur le feuillet externe. Conjointement, ces phénomenes
aboutissent au bourgeonnement de la membrane et a I’'émission de MVs, qui exposent des
antigenes caractéristiques de la cellule d’origine et contiennent une petite fraction de son

cytoplasme (Morel et al., 2011). Le modéle de Zwaal et Schroit est représenté en figure 3.
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Figure 3 : Représentation schématique de la formation de MVs par exposition de PS et

3 cytoskeleton

bourgeonnement de la membrane plasmique. Les points rouges représentent la PS. Adapté de

(Zwaal and Schroit, 1997).

J'ouvre a présent une parentheése afin de présenter I'annexine-A5 (AnxA5). L’AnxA5 est une
petite protéine de 35.600 Da qui posséde la capacité de se lier avec une forte affinité aux
membranes négativement chargées, contenant par exemple de la PS (Figure 4). Cette liaison
est strictement calcium-dépendante (Tait et al., 2004). Du fait de cette propriété, I’AnxA5 est
couramment utilisée pour le marquage des MVs (Dachary-Prigent et al., 1993), ainsi que celui
des corps apoptotiques qui exposent également la PS (Koopman et al., 1994). Sa faculté a se

lier aux membranes biologiques joue également un réle physiologique important, I’AnxA5

étant un acteur majeur de la réparation membranaire (Bouter et al., 2011).

Revenons au modéle de formation des MVs proposé par Zwaal et Schroit. Ce modele implique
I’exposition de PS a la surface des MVs et la plupart des études sur les MVs sont basées sur
cette théorie (Lacroix et al., 2012). La présence de MVs n’exposant pas la PS a cependant été
reportée par différentes équipes (Connor et al.,, 2010; Joop et al., 2001), ce qui suggere
I’existence de mécanismes de formation alternatifs n’impliquant pas la PS. La question de
I’exposition de la PS a été étudiée au cours de ce travail de thése et sera abordée dans la

section 2 du chapitre « Résultats et discussions ». L'étude des MVs exposant la PS est d’un
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grand intérét, car la PS est un lipide procoagulant et ces MVs pourraient donc étre impliquées

dans des phénomeénes thrombotiques (Morel et al., 2006).

Membrane lipidique
négativement chargée

Figure 4 : Structure de I’AnxAS5 et liaison a des membranes lipidiques négativement chargées
en présence de calcium. Le thiol visible sur ce schéma est uniquement présent dans le cas de

I’AnxA5-SH mutée qui sera présentée ultérieurement. Adapté de (Brisson and Mornet, 2007)

3.1.2. Biogéneése des exosomes

Le terme « exosome » a été proposé pour la premiere fois en 1981 pour décrire une
population de vésicules libérées par différentes lignées cellulaires, tumorales ou non, et
présentant une activité 5’-nucléasique (Trams et al., 1981). Deux équipes travaillant sur les
réticulocytes décrivirent ensuite la sécrétion de petites vésicules par fusion des corps
multivésiculaires (CMVs) avec la membrane plasmique (Harding et al., 1983; Pan et al., 1985).
Ces études sont considérées comme les premieres réelles observations d’exosomes.
Aujourd’hui, le terme « exosome » désigne généralement de petites vésicules de 40 a 100 nm
de diameétre, libérées lors de I'exocytose des CMVs (Raposo and Stoorvogel, 2013). Les CMVs
sont des organelles endosomaux, contenant des vésicules intraluminales préalablement
formées par invagination de la membrane endosomale. Lors de la fusion d’'un CMV avec la
membrane plasmique de la cellule, ces vésicules sont libérées dans le milieu extracellulaire et
sont appelées exosomes (Théry et al.,, 2002). Il existe une voie de biogénése alternative

consistant en I’émission directe d’exosomes a partir de domaines particuliers de la membrane
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plasmique de la cellule (Booth et al., 2006). Ces domaines sont enrichis en protéines
exosomales et les exosomes émis de cette fagon sont identiques aux exosomes de la voie
classique. Les mécanismes gouvernant cette voie de formation directe n’ont a ce jour pas été

élucidés. Ces deux mécanismes de formation sont schématisés en figure 5.

ﬁ;’% % Voie directe -

Membrane plasmique
H 3
Exosomes % %
membranaires %
| i ¢ #

Voie classique - CMV
£

B Membrane plasmique
Protéines -

9,

k3

al
5%

5LV
%# MVE

cytosol

Figure 5 : Représentation schématique du mode de formation des exosomes. Deux voies sont
représentées, d’une part la fusion des CMVs avec la membrane plasmique (voie classique) et d’autre

part I’émission directe (voie directe) depuis la membrane. Adapté de (van der Pol et al., 2012).

3.2. Composition moléculaire et marqueurs spécifiques des VEs

Les MVs peuvent exposer des marqueurs caractéristiques de leur cellule d’origine et leur
composition est trés variable selon le type cellulaire (Muralidharan-Chari et al.,, 2010).
L’exposition de PS a la surface des MVs est décrite dans de nombreuses études bien qu’elle
ne soit pas systématique (Gyorgy et al., 2011b). La présence de facteur tissulaire a la surface
de certaines MVs est régulierement citée (Geddings and Mackman, 2013; Manly et al., 2010;
Zwicker et al., 2011). D’autres études reportent la présence d’intégrines ou de sélectines,
protéines impliquées dans I'adhésion cellulaire (Théry et al., 2009).

A l'inverse des MVs, la composition moléculaire des exosomes est tres largement étudiée. Les
exosomes transportent et exposent également des molécules provenant de leur cellule
d’origine (Mathivanan et al., 2010), et possedent une signature caractéristique de la cellule
dont ils sont issus (Harris et al., 2015). Lors de la formation des CMVs et de I'invagination de
la membrane endosomale, des protéines, des lipides et divers types d’acides nucléiques (ADN,

ARNm et microARN) sont empaquetés. Dans le cas des réticulocytes, la composition lipidique
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des exosomes est proche de celle de la cellule d’origine (Johnstone et al., 1987). Les exosomes
sont cependant généralement enrichis en cholestérol, sphingomyélines et céramides, et
présentent des rafts lipidiques (Simons and Raposo, 2009; Wubbolts et al., 2003). Certains
exosomes exposent faiblement la PS (Heijnen et al., 1999), bien que cette propriété soit moins
couramment reportée que dans le cas des MVs. De nombreux marqueurs de surface des
exosomes sont décrits dans la littérature, dont les plus communs sont des protéines de la
famille des tétraspanines (CD9, CD63, CD81) (Kowal et al., 2016; Mathivanan et al., 2010). Les
exosomes contiennent également de trés nombreuses protéines solubles, les plus
couramment décrites étant des protéines impliquées dans la biogénése des CMVs (Alix,
TSG101, clathrines) ou bien des protéines HSP par exemple (Heat Shock Protein) (Mathivanan
et al., 2010). La figure 6 présente les différentes protéines retrouvées dans les exosomes,

d’apres les résultats de plusieurs études protéomiques.
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Figure 6 : Représentation graphique de la composition protéique des exosomes selon
Mathivanan et al. (Mathivanan et al., 2010). Les données proviennent de 19 études protéomiques
différentes ayant identifié chacune au moins 30 protéines. Seules les protéines présentes dans plus de

26 % des études sont représentées.
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3.3. Implications physiopathologiques des VEs

Il est aujourd’hui admis que les MVs et les exosomes sont impliqués dans de nombreuses

fonctions physiologiques mais également dans de multiples pathologies.

Les MVs sont impliquées dans I’hémostase (Leroyer et al., 2008), implication qui est
clairement illustrée par le syndrome de Scott. Cette pathologie se traduit par des troubles de
la coagulation, causés par une réduction de [I'activité des transporteurs lipidiques
membranaires et une diminution de I'exposition de PS et de I'émission de MVs (Morel et al.,
2011). Les MVs sont également impliquées dans la communication intercellulaire (Théry et al.,
2009), I'inflammation (Vajen et al., 2015) ou encore I'angiogénése (Morel et al., 2004). Outre
leurs multiples réles physiologiques, les MVs semblent liées a de nombreuses pathologies. Van
Wijk et al. décrivent par exemple la relation entre maladies cardiovasculaires a risque
thrombotique accru et taux élevés de MVs (VanWijk et al., 2003). D’autres études ont reporté
I'implication de MVs dans l'invasion et la transformation tumorale (Antonyak et al., 2011;
Giusti et al., 2008). La polyarthrite rhumatoide (Boilard et al., 2010) ou le diabéte (Lakhter and
Sims, 2015) sont deux autres exemples de pathologies majeures dans lesquelles les MVs

semblent jouer un réle.

Les exosomes ont été majoritairement caractérisés dans le cas de cellules immunitaires ou
tumorales (Gyorgy et al., 2011b) et semblent grandement liés aux fonctions de I'immunité et
au cancer. De nombreuses études décrivent le role des exosomes dans la communication
intercellulaire, par exemple pour la présentation d’antigenes (Raposo et al., 1996) ou le
transfert de matériel génétique entre cellules sous forme d’ARNm et de microARN (Valadi et
al., 2007). Théry et al. suggerent que des exosomes pourraient apporter de nouvelles
fonctions a une cellule en fusionnant avec la membrane de celle-ci et en y ajoutant leurs
protéines de surface (Théry et al., 2002). Les exosomes semblent également jouer un role
d’élimination de déchets, en évacuant par exemple des molécules de récepteurs de la
transferrine inutiles lors de la différenciation des réticulocytes (Johnstone, 1992). De
nombreuses recherches décrivent la présence d’exosomes exposant des marqueurs tumoraux
dans le cas de cancers (Melo et al., 2015; Skog et al., 2008; Taylor and Gercel-Taylor, 2008).

En transférant des protéines ou du matériel génétique, certains exosomes seraient capables
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de transformer des cellules saines en cellules tumorales (Peinado et al., 2012) ou bien de
stimuler I'angiogénése, qui est un mécanisme important dans le cadre de I'invasion tumorale
(Skog et al., 2008). Les exosomes pourraient également étre impliqués dans le métabolisme
du peptide AB, comme potentiel mécanisme de défense contre les especes amyloides néfastes

(van Niel, 2016).

Les méthodes d’études des VEs

4.1. Les méthodes de purification et d’isolation des VEs

Les VEs sont contenues dans des fluides biologiques ou dans des milieux de culture cellulaire,
qui sont des liquides complexes pouvant contenir des cellules, des débris membranaires, des
protéines et divers autres composants. Il est également courant que la concentration des VEs
dans le fluide étudié soit faible. La caractérisation des VEs nécessite donc I'emploi de
méthodes de purification visant a les isoler et/ou a les concentrer. De trés nombreuses
méthodes de purification et d’isolation existent, aussi me contenterai-je de décrire les plus

fréguemment utilisées.

4.1.1. Le prélevement sanguin et la préparation du plasma

Les conditions pré-analytiques sont capitales lors de I’étude de VEs, particulierement dans le
cas des VEs plasmatiques qui sont au cceur de ce travail de these. Il n’existe a I’heure actuelle
pas de standardisation des méthodes de préléevement et de préparation des échantillons
sanguins toutefois Lacroix et al. ont récemment proposé une série de recommandations
(Lacroix et al., 2012). Le sang doit étre prélevé en utilisant des tubes en plastique contenant
préférentiellement du citrate comme anticoagulant, 'EDTA étant notamment connu pour
induire I'activation plaquettaire (Enjeti et al., 2007) et donc la production de VEs. Le
prélevement sanguin doit étre effectué avec une aiguille d’'un diametre suffisant (21-gauge
par exemple), et les premiers millilitres de sang prélevés doivent étre éliminés. La préparation
du plasma consiste en deux cycles de centrifugation (2500 g, 15 min) visant a éliminer les
cellules sanguines et doit débuter apres un délai maximum de deux heures a compter du

prélevement, afin de limiter I'activation plaquettaire. Notre équipe a récemment étudié
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I'influence de la congélation et de la décongélation du plasma et mis en évidence une
augmentation de 35% du nombre de VEs exposant la PS aprées congélation/décongélation. Une
autre étude reporte que le nombre de VEs exposant la PS est multiplié par 7 aprés un cycle de
congélation/décongélation (Yuana et al., 2015). L'utilisation d’échantillons sanguins frais est

donc préférable.

4.1.2. L'ultracentrifugation

L'ultracentrifugation est la méthode d’isolation de VEs la plus répandue et est utilisée dans un
trés grand nombre d’études (Gyorgy et al., 2011a; Melo et al., 2015; Raposo et al., 1996; Shet
et al., 2003; Théry et al., 2006; Yuana et al., 2013). Cette technique permet de séparer des
particules en suspension selon leur taille et leur densité (Beams et al., 1933). Les protocoles
d’isolation de VEs consistent généralement en plusieurs cycles de centrifugation successifs a
des vitesses différentes, visant a séparer les divers composants de I’échantillon. Les vitesses
de centrifugation employées dépendent du fluide et du type de VEs a isoler mais sont
communément les suivantes: 300 - 2.000 g pour éliminer cellules et grands fragments,
10.000 - 20.000 g pour isoler les MVs et 100.000 - 200.000 g pour isoler les exosomes (Raposo
et al.,, 1996). L'ultracentrifugation différentielle est aisée a mettre en ceuvre et permet
également de concentrer les VEs d’un échantillon si nécessaire. Plusieurs études ont reporté
que l'ultracentrifugation est susceptible de provoquer I'agrégation artefactuelle de VEs
(Erdbriigger et al., 2014; Théry et al., 2006; van der Pol et al., 2012). Ce phénoméne peut
entrainer des interprétations de résultats erronées, comme par exemple la colocalisation
anormale de protéines de surface d’origine cellulaire différente lors d’une analyse par
cytométrie en flux (Diamant et al., 2002). La section 3 du chapitre « Résultats et discussions »
de ce manuscrit traitera de I'étude de I'agrégation de VEs induite par I'ultracentrifugation.
L'ultracentrifugation ne permet pas de séparer les VEs d’autres objets possédant des
caractéristiques physiques similaires, comme certains complexes protéiques ou lipoprotéines
qui peuvent étre co-isolés avec les VEs et sont donc susceptibles de biaiser les résultats
obtenus (Gyorgy et al., 2011a). De plus, il est possible que certaines populations de VEs soient
éliminées spécifiquement par I'une des étapes d’ultracentrifugation, y compris a basse vitesse,

modifiant artificiellement la composition de I’échantillon (Rubin et al., 2010).
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L'ultracentrifugation en gradient de densité est une variante de I'ultracentrifugation dans
laquelle I’échantillon a purifier est déposé dans un tube contenant un gradient de
concentration d’une molécule, comme du sucrose ou de l'iodixanol (OptiPrep®©). L'ensemble
est ensuite centrifugé a haute vitesse (100.000-210.000 g) puis les différentes fractions sont
collectées (Théry et al., 2006). Cette méthode permet de séparer les VEs de particules non
membranaires comme des agrégats protéiques, mais également de séparer différents types
de VEs entre elles si elles possedent des caractéristiques physiques différentes (Raposo and
Stoorvogel, 2013). Les exosomes sont généralement retrouvés dans les fractions dont la
densité est comprise entre 1.13 et 1.19 g/mL. Une étape de centrifugation additionnelle est
souvent réalisée afin d’éliminer la molécule composant le gradient et de concentrer les VEs
(Escola et al., 1998; Théry et al., 2006). La méthode de |'ultracentrifugation en gradient de
densité est principalement utilisée dans les études sur les exosomes (Admyre et al., 2007;

Mathivanan et al., 2010; Van Deun et al., 2014; Wubbolts et al., 2003).

4.1.3. La chromatographie d’exclusion de taille

La chromatographie d’exclusion de taille (CET) est une méthode de chromatographie en phase
liquide qui permet de séparer des objets en fonction de leur diametre hydrodynamique (Lages
et al., 1975). La méthode de CET est simple, peu coliteuse et permet notamment de séparer
vésicules et protéines (Taylor et al., 1983). Il est généralement nécessaire d’effectuer au
préalable une étape de centrifugation a basse vitesse afin d’éliminer les cellules et les grands
fragments susceptibles de boucher la colonne (Muller et al., 2014). La méthode de CET a
notamment été utilisée pour isoler des VEs contenues dans du plasma et dans du concentré
plaguettaire (Boing et al., 2014), de la salive (Ogawa et al., 2008), ou de |'urine (Lozano-Ramos
etal., 2015). Cependant, elle implique souvent une dilution de I'échantillon et ne permet donc

pas de concentrer les VEs.

4.1.4. La filtration et l'ultrafiltration

Les méthodes impliquant la filtration ou I'ultrafiltration permettent de séparer les composants
d’un fluide biologique en fonction de leur taille a I'aide d’'une membrane semi-perméable. La

filtration peut également étre utilisée pour séparer les VEs des protéines et peut
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éventuellement étre suivie par une étape de CET (Lamparski et al., 2002; Lawrie et al., 2009;
Nordin et al., 2015). Elle peut également étre utilisée pour concentrer les VEs, en utilisant des
pores de taille inférieure au diamétre des vésicules étudiées. Cette méthode peut cependant
entrainer une déformation des VEs lors du passage dans le filtre en cas de pression trop
importante. Notre équipe a ainsi constaté que des globules rouges lysés de 7 um de diamétre
pouvaient étre extrudés lors d’un passage par des pores calibrés a 200 et 400 nm (données
non publiées). La filtration par gravité peut permettre de limiter ces éventuels artefacts mais

peut étre chronophage ou ne pas étre applicable (Gyorgy et al., 2011a).

4.1.5. La précipitation induite par des polyméres

Plusieurs types de kits commerciaux de purification des VEs sont aujourd’hui disponibles, dont
les kits Exoquick© ou Total Exosome Isolation© par exemple. Ces kits sont basés sur la
précipitation des VEs en présence de polymeres hydrophiles. En liant les molécules d’eau, les
molécules de polymeére forcent les éléments les moins solubles comme les VEs a précipiter.
Les VEs peuvent ensuite étre récupérées par centrifugation a basse vitesse. Ces kits sont
aujourd’hui utilisés dans de nombreuses études, principalement axées sur les exosomes
(Chugh et al., 2013; Lane et al., 2015; Umezu et al., 2013). IIs ont I'avantage d’étre simples
d’usage et préts a I'’emploi mais ne permettent pas de séparer les exosomes de contaminants
tels que les lipoprotéines. L’échantillon peut étre contaminé par des molécules de polymere,
ce qui peut étre incompatible avec les analyses ultérieures. Bien que ces kits soient vendus
pour la purification d’exosomes, ils sont aspécifiques et normalement utilisables pour tous
types de VEs. Il est intéressant de constater que des solutions de polymére de type
polyéthylene glycol (PEG) sont couramment utilisées depuis plus de 50 ans pour isoler et
concentrer des virus (Albertsson and Frick, 1960; Kangro and Mahy, 1996). Rider et al. décrit
I’emploi d’une méthode similaire moins colteuse car n’employant pas de kit commercial mais
basée sur le méme principe de précipitation induite par des molécules de PEG (Rider et al.,

2016).
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4.1.6. LU'immunoaffinité

Différentes techniques de purification des VEs utilisent I'immunoaffinité. Elles sont basées sur
la capture de VEs a 'aide d’'une molécule spécifique d’un des antigenes de surface des VEs,
comme un anticorps. Les anticorps peuvent étre conjugués a des particules, magnétiques ou
non. Les VEs capturées sont ensuite isolées par extraction magnétique ou sédimentation des
particules (Lasser et al., 2012). De nombreux types d’anticorps (anti-CD326, -CD81, -CD63,
-CD9, -CD31) (Arakelyan et al., 2015; Kowal et al., 2016; Tauro et al., 2012), ou encore de
I’AnxA5 ou de la lactadhérine (Shih et al., 2016) ont été conjugués a des particules et ont été
utilisés avec succes pour isoler des VEs issues de différents milieux. Les molécules de
reconnaissance peuvent également étre immobilisées sur une surface, sur laquelle est déposé
I’échantillon contenant les VEs, potentiellement a I'aide d’un systéme microfluidique. Des
études présentent par exemple la capture de VEs exposant I'antigéne CD63 (C. Chen et al.,
2010) ou CD41 (Ashcroft et al., 2012) dans des échantillons de sérum. L'immunoaffinité
posséde I'avantage d’étre une méthode spécifique, permettant d’isoler des VEs en fonction
d’un antigéne de surface choisi, et non pas en fonction de leurs propriétés physiques. Elle peut
étre difficilement applicable a de grands volumes d’échantillon et reste généralement assez

colteuse.

4.1.7. Autres méthodes de purification et d’isolation

Parmi les méthodes de purification et d’isolation moins fréquemment utilisées, il est possible
de citer la purification acoustique, qui utilise des ondes de type ultrason pour séparer des
particules en fonction de leur taille (Lee et al., 2015), ou la dialyse qui permet de séparer les
VEs de particules plus petites comme des agrégats protéiques par diffusion a travers une

membrane semi-perméable (Musante et al., 2014).
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4.2. Les méthodes d’analyse des VEs

A l'instar des méthodes d’isolation et de purification, les méthodes d’analyse des VEs sont
nombreuses et variées. Cette section décrira brievement les plus utilisées, en mettant I'accent
sur les techniques utilisées au cours de mon travail de these. Il est intéressant de noter que
I'ISEV recommande l'usage d’au moins deux techniques de caractérisation indépendantes
pour toute étude concernant les VEs (Witwer et al., 2013), afin de recouper et d’affiner les

résultats obtenus.

4.2.1. La microscopie électronique a transmission (MET)

Développé par Ernst Ruska en 1933, le microscope électronique a transmission utilise un
faisceau d’électrons pour illuminer un échantillon mince et en donner une image agrandie. La
source d’électrons est généralement une pointe d’hexaborure de lanthane ou un canon a
émission de champ. Les électrons émis sont accélérés sous haute tension dans une colonne
ou régne un vide poussé, et sont focalisés sur I’échantillon a I'aide d’un systéme de lentilles
électromagnétiques. Lors de linteraction entre le faisceau et les atomes composant
I’échantillon, les électrons peuvent notamment étre transmis ou diffusés. Ces électrons sont
collectés sur un écran recouvert d’une couche phosphorescente ou sur un détecteur de type
caméra CCD, ce qui permet de construire une image. Dans le cas d’échantillons biologiques,
la MET permet d’atteindre des résolutions de quelques A lors de I'analyse de molécules, ou
de I'ordre du nanométre dans le cas d’assemblages supramoléculaires comme les VEs (van der
Pol et al., 2010). Grace a cette résolution, la MET permet de déterminer la taille et la
morphologie des VEs. Lorsqu’elle est combinée au marquage par des nanoparticules d’or
conjuguées a des anticorps, la MET permet d’obtenir des informations sur les molécules
exposées par les VEs. Les principales techniques de préparation d’échantillons applicables a

I’étude de VEs par MET sont développées ci-dessous.
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4.2.1.1. La coloration négative

La méthode de préparation d’objets biologiques la plus répandue est la coloration négative,
qui est utilisée dans de nombreuses études concernant les VEs (Boing et al., 2014; Heijnen et
al., 1999; Yuana et al., 2014). L’échantillon est déposé sur une grille de cuivre recouverte d’un
film de carbone continu puis contrasté a I'aide d’'une solution généralement composée de sels
d’atomes lourds comme I'acétate d’uranyle. Les grains de colorant se déposent dans les creux
et autour des objets, générant un contraste du fait de leur fort numéro atomique (Hayat and
Miller, 1990). La coloration négative est une méthode rapide, simple a mettre en ceuvre et
peu colteuse. Les échantillons ne sont néanmoins pas observés dans leur état natif car les
vésicules subissent un phénomene de déshydratation qui peut affecter leur taille et leur
morphologie. La figure 7 présente des images de MET de VEs préparées par coloration

négative.

GPIb>
% cpe3’®

£ .o .

s ). . " . :,’
' o
-~ \:‘ ‘g" .
% LN
‘g / . . |
¥ w3
@ 100 nm  “., @ 100 nm

Figure 7 : Images de MET présentant des échantillons de VEs préparés par la méthode de
coloration négative. Adapté de (Heijnen et al., 1999). La plupart des VEs visibles sur I'image de droite

sont marquées par des nanoparticules d’or couplées a des anticorps. L'immunomarquage en MET sera

abordé ultérieurement.
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4.2.1.2. L’ultramicrotomie, ou méthode des coupes ultra-minces

La méthode d’ultramicrotomie est une technique de préparation permettant I'obtention de
coupes ultra-minces, d’une épaisseur généralement inférieure a 100 nm, a partir d’un
échantillon massif (Hayat, 1970). Pour étudier les VEs avec cette méthode, il est nécessaire de
les centrifuger pour former un culot. Ce culot est ensuite fixé chimiquement, contrasté et
enrobé dans de la résine. Il est ensuite coupé a l'aide d’un ultramicrotome, coloré puis observé
en MET. Cette technique a été notamment utilisée pour imager des VEs issues de liquide
synovial (Gyorgy et al., 2012) ou de surnageant de culture de levures (Rodrigues et al., 2008).
Cette méthode, qui permet d’observer un grand nombre de VEs, peut cependant induire des
artefacts liés aux étapes de fixation, de déshydratation et de coupe. Ces phénoménes peuvent
affecter la taille, la morphologie et I’antigénicité des VEs (Ayache et al., 2010).

La cryo-ultramicrotomie, une variante de |'ultramicrotomie, utilise la congélation ultra-
rapide plutot que I'enrobage en résine pour durcir I’échantillon (Raposo et al., 1996).

Il est également possible d’utiliser ces techniques d’ultramicrotomie pour faire des coupes

de cellules et observer par exemple I’émission de VEs (Heijnen et al., 1999; Pan et al., 1985).

4.2.1.3. La cryo-MET d’échantillons minces

La cryo-MET est une méthode de microscopie électronique a transmission, permettant
d’imager des échantillons biologiques minces dans leur état quasi-natif et hydraté (Dubochet
et al.,, 1988). Cette technique est particulierement adaptée a I'étude de petits objets
membranaires comme les VEs et de nombreux travaux récents reportent l'usage de cette
méthode pour imager les VEs (Arraud et al., 2014a; H66g and Lotvall, 2015; Milasan et al.,
2016; Tatischeff et al., 2012; Yuana et al., 2013). La cryo-MET permet la résolution des deux
feuillets de la bicouche lipidique entourant les VEs, grace aux atomes de phosphore
relativement lourds contenus dans les tétes polaires des phospholipides. Ceci permet de
valider la nature membranaire d’une vésicule de maniére univoque. Le principal avantage de
la cryo-MET est de permettre I'observation des VEs contenues dans un milieu complexe
comme le plasma, sans étapes de séchage, de fixation, de coloration ou de coupe, réduisant

les éventuels artefacts liés a la préparation de I’échantillon.
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4.2.2. La microscopie électronique a balayage

A linstar de la MET, la microscopie électronique a balayage (MEB) utilise un faisceau
d’électrons pour imager un échantillon mais permet I'observation d’échantillons épais et
procure notamment des informations topographiques. La MEB a notamment été utilisée pour
imager des VEs issues de sang (Kralj-Iglic et al., 2011), de milieux de culture cellulaire
(Sokolova et al., 2011) ou de sérum (C. Chen et al., 2010). Cette technique permet de

déterminer la morphologie et la taille des VEs.

4.2.3. Lacytométrie en flux

La cytométrie en flux (CF) est une méthode d’analyse multi-paramétrique initialement utilisée
pour la caractérisation des cellules (Givan, 2001). La CF est aujourd’hui 'une des principales
méthodes d’étude des VEs. Elle permet de déterminer la concentration de VEs dans un
échantillon et peut également détecter I'intensité de fluorescence d’un objet préalablement
marqué par un fluorophore. Cette caractéristique permet d’identifier les VEs a partir de leurs
antigeénes de surface. La CF dite conventionnelle détecte les VEs sur la base de leur intensité
de diffusion de la lumiére. Bien que largement utilisée (Ayers et al., 2011; Chironi et al., 2009;
Horstman et al., 2007), cette méthode est peu sensible et ne permet de détecterque1a2 %
des VEs, a cause de leur taille trop faible (Arraud et al., 2014b; Van der Pol, 2010). Il est possible
de déclencher la détection d’'une VE sur la base de son intensité de fluorescence plutét que
son intensité de diffusion de la lumiére. Initialement développée pour la caractérisation de
particules virales (Brussaard et al., 2000; Marie et al., 1999), cette méthode est de plus en plus
appliquée a I'étude des VEs (Arraud et al., 2016; Hoen et al., 2012; Jimenez et al., 2001; van
der Vlist et al., 2012). L'intensité de fluorescence d’une vésicule submicrométrique étant
supérieure a son intensité de diffusion de la lumiéere (van der Pol et al., 2010), cette méthode
permet d’abaisser le seuil de détection et de détecter une plus grande proportion de VEs. Une
étude menée par notre équipe a estimé que des VEs de 100 a 150 nm marquées par de I’AnxA5
fluorescente pouvaient étre détectées (Arraud et al., 2014b). Cette limite de 100-150 nm est
cependant encore trop haute pour détecter la totalité des VEs, en particulier les exosomes

dont la taille est inférieure a 100 nm.
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Il existe également des cytometres dits « imageurs », qui combinent un cytomeétre en flux et
un microscope optique a fluorescence. Ce type d’appareil permet, en plus de I'analyse
cytométrique classique, d’imager individuellement les VEs et de visualiser un éventuel

marquage fluorescent (Clark, 2015; Erdbriigger et al., 2014).

4.2.4. L’analyse du suivi individuel de nanoparticules (NTA)

L’analyse du suivi individuel de nanoparticules (NTA) est une méthode biophysique basée sur
la diffusion de la lumiere, permettant de déterminer la concentration et la distribution de taille
d’une suspension de particules (Gardiner et al., 2013) de taille comprise entre 50 nm et 1 pm
(van der Pol et al., 2010). Le NTA est rapidement devenu une méthode trés populaire dans le
domaine des VEs grace a sa simplicité d’utilisation (Gercel-Taylor et al., 2012; Maas et al.,
2015; Sokolova et al., 2011). La principale limitation du NTA est I'absence de marquage
spécifique des VEs. Tous les types de particules sont donc détectés et des lipoprotéines ou des
immunocomplexes peuvent fausser la concentration et la distribution de taille de
I’échantillon.

Une technique de NTA couplée a I'utilisation de flurophores a récemment fait son apparition
(F-NTA) (Dragovic et al., 2011). Le principe est similaire a celui du NTA conventionnel mais les
particules sont détectées et suivies grace a leur signal de fluorescence. Comme pour la

cytométrie en flux, il en résulte un gain de sensibilité théorique.

4.2.5. L’analyse moléculaire : western blot et spectrométrie de masse

La techniqgue de Western Blot est une méthode biochimique permettant la détection et
I'identification de protéines contenues dans un échantillon biologique. La premiére étape de
cette technique est une électrophorése sur gel, qui permet de séparer les protéines en
fonction de leur poids moléculaire. Les protéines sont ensuite transférées sur une membrane
de nitrocellulose, puis la présence éventuelle de protéines est révélée par immunomarquage
(Burnette, 1981; Hnasko and Hnasko, 2015). Cette méthode permet I’analyse de la
composition protéique d’un échantillon de VEs. Les marqueurs recherchés sont généralement
des marqueurs des exosomes, comme le CD63, le CD9 ou la protéine Alix (Bobrie et al., 2012).

Raposo et al. ont quant a eux pu mettre en évidence la présence de molécules du complexe
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majeur d’histocompatibilité a la surface d’exosomes grace a cette méthode (Raposo et al.,

1996).

La spectrométrie de masse est une technique physique d’analyse qui permet d’identifier
précisément des molécules contenues dans un échantillon, par rapport a leur masse. Dans le
domaine des VEs, elle permet notamment d’étudier leur composition lipidique et protéique,

ainsi que les métabolites contenus dans les VEs (Kreimer et al., 2015; Pocsfalvi et al., 2016).

4.2.6. Autres méthodes d’étude

Il existe de nombreuses autres méthodes de caractérisation des VEs, moins communément
utilisées.

La méthode de tRPS (tunable Resistive Pulse Sensing), basée sur le principe du compteur
Coulter (Coulter, 1953), permet notamment de déterminer la taille et la concentration d’'une
population de VEs. Le principe physique de cette technique la limite cependant a I'étude
d’échantillons possédant une faible polydispersité (Anderson et al., 2015). Cette technique
s’est popularisée récemment et a été notamment utilisée pour caractériser des VEs issues de
milieu de culture cellulaire (Lane et al., 2015) ou de fluide céphalorachidien (Maas et al., 2014).
La méthode de diffusion dynamique de la lumiére est une méthode biophysique permettant
de mesurer la distribution de taille d’'une suspension de particules dans une large gamme de
tailles (1 nm-6 um). Elle est cependant peu adaptée a I’analyse de solutions polydisperses et
ne permet pas de déterminer la concentration d’un échantillon, ni d’obtenir d’informations
sur les marqueurs de surface des VEs (van der Pol et al., 2010).

La microscopie a force atomique (AFM) est également parfois utilisée pour I'étude des VEs, et
permet de déterminer la taille et la morphologie des VEs avec une résolution nanométrique.
(Siedlecki et al., 1999; Yuana et al., 2010).

Citons également la résonnance plasmonique de surface (SPR) (Rupert et al., 2016), la
spectroscopie Raman (Tatischeff et al.,, 2012), la microbalance a cristal de quartz (QCM)
(Gyorgy, 2012), la microscopie optique (MO) (Choi and Lee, 2016; Lai et al., 2015), ou les tests
de type « ELISA » (Logozzi et al., 2009).

La figure 8 récapitule les caractéristiques principales des méthodes d’étude des VEs les plus

répandues.
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i . Gamme de taille Distribution de ) Détection de
Méthode d'étude i . ] Concentration
détectée taille margueurs
Microscopie elt?dfonlque <1nm Oui Non* Oui
en transmission
Microscopie électronique a <1nm Oui Non Oui
balayage
Cytométrie en flux <300-700 nm Non Oui Oui
conventionnelle
fas +
Cytométrie en flux <100-150 nm Non Oui Oui
fluorescence
Anal ivid
nalyse parstivi @e 50 nm - 1 pm oui Oui Oui**
nanoparticule individuelle
Diffusion d i del .
rusion yn.armlque ela Inm-6um Oui Non Non
lumiere
Tunable RESI.StIVE Pulse 70 nm - 10 um Oui Oui Non
Sensing
Microscopie a force .
. <1lnm Oui Non Non
atomique
Tests fonctionnels "ELISA" - Non Non Qui
Western blot & .
.o - Non Non Oui
Spectrométrie de masse

Figure 8 : Tableau récapitulatif des principales méthodes d’étude applicables aux VEs. * = a

I’exception de la méthode de MET de sédimentation sur grille présentée dans ce manuscrit de these.

** = uniquement dans le cas de I'utilisation d’'un marqueur fluorescent.
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5. Les nanoparticules d’or et 'immunomarquage en microscopie
électronique a transmission

Les nanoparticules d’or (NpAu) sont utilisées de maniere empirique depuis prés de deux
millénaires, notamment pour colorer le verre et la porcelaine. On leur conférait également
toutes sortes de propriétés curatives en cas de syphilis, de dysenterie, d’épilepsie... Ce n’est
qu’a partir du milieu du 19°™¢ siécle que I'or colloidal commenca a étre étudié de maniére
scientifique, avec les travaux de Michael Faraday. Il décrivit la synthése de solutions d’or
colloidal rouge sombre par réduction de chloroaurate par du phosphore (Daniel and Astruc,

2004), fondant ainsi les bases des nanotechnologies modernes.

5.1. Propriétés, synthése et applications des nanoparticules d’or

A I’échelle nanométrique, les propriétés des matériaux changent et peuvent étre différentes
du matériau massif. Elles sont notamment tres dépendantes de la taille de I'objet étudié (Brust
and Kiely, 2002). Ce phénomeéne est en grande partie di au fait que le rapport surface/volume
augmente a mesure que la taille d’une particule diminue et que les atomes de surface ont un
comportement différent des atomes situés dans le volume. Dans le cas des NpAu par exemple,
la proportion d’atomes d’or en surface est plus importante que pour de I'or massif, ce qui
confere de nouvelles propriétés a I'or colloidal. La couleur rouge sombre de certaines
suspensions de NpAu est due a I'une de ces propriétés. Lorsqu’une nanoparticule métallique
est soumise a un champ électromagnétique, certains électrons de la particule peuvent se
mettent a osciller collectivement. Lorsque la fréquence de I'onde incidente correspond a la
fréquence des oscillations, un phénoméne de résonnance, appelé résonnance du plasmon de
surface, apparait (Sonnichsen et al., 2002). Dans le cas de NpAu de 10 nm de diamétre, cette
résonnance a lieu dans le spectre visible, avec une bande d’absorption centrée vers 520 nm,
ce qui donne sa coloration rouge a la suspension de NpAu (Daniel and Astruc, 2004). Cette
propriété sera utilisée pour déterminer la concentration particulaire des suspensions de NpAu
utilisées au cours de cette étude, par mesure de leur densité optique (DO) a 520 nm. Le
coefficient d’extinction molaire vaut €s20nm = 1.804 x 10716 L.p~t.cm™ pour des NpAu de 10 nm

de diamétre (Stéphane Mornet, communication personnelle).
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Les protocoles de synthése de NpAu les plus répandus utilisent la réduction d’un sel d’or par
un agent réducteur. L'ajout de I'agent réducteur permet la nucléation des ions Au en NpAu.
Un agent stabilisant est également requis, qui peut étre adsorbé ou lié chimiquement a la
surface des NpAu. Ce composé est généralement chargé, afin que les particules soient elles
méme chargées et se repoussent les unes les autres permettant a la solution colloidale d’étre
stable (Sperling et al., 2008). La méthode décrite par John Turkevich et al. en 1951 (Turkevich
et al., 1951) est le protocole de synthése de NpAu le plus répandu. Du tétrachloroaurate de
potassium (KAuCls) est réduit par du citrate de sodium, ce qui aboutit a la formation de NpAu
en suspension aqueuse. Dans cette méthode, les ions citrate jouent également le réle d’agent
stabilisateur. Ils sont adsorbés a la surface des NpAu et leur conférent une charge négative,
assurant la répulsion électrostatique des particules entre elles (Sperling et al., 2008). La taille
des NpAu peut étre contrélée en modifiant les quantités relatives de sel d’or et de citrate de
sodium (Frens, 1973). Une autre méthode de synthese populaire est la méthode de
Brust-Schiffrin (Brust et al., 1994). Cette méthode est également basée sur la réduction d’un
sel d’or mais est réalisée dans des solvants organiques. Elle permet d’obtenir des NpAu
mesurant entre 1 et 5 nm et possédant une faible polydispersité. Ces nanoparticules peuvent
ensuite étre fonctionnalisées par des thioalcanes, dont les atomes de soufre se lient avec une
forte affinité aux atomes d’or (Sapsford et al., 2013). Les NpAu synthétisées par cette méthode
ont notamment la particularité de pouvoir étre séchées, stockées puis resuspendues dans un

solvant organique sans que leur nature colloidale ne soit altérée.

Les NpAu peuvent ensuite étre fonctionnalisées par différents ligands, en échangeant I'agent
stabilisateur contre une autre molécule. Les molécules de PEG sont couramment utilisées car
elles conferent une stabilisation stérique aux NpAu et permettent de réduire I'adsorption non
spécifigue de molécules a la surface des particules (Kanaras et al., 2002). Le nouveau ligand
peut également porter une fonction réactive, permettant de coupler une molécule d’intérét a
aux NpAu dans |'optique de leur donner de nouvelles propriétés (Sperling et al., 2008). Le
protocole de couplage le plus commun utilise une réaction d’acylation entre acide
carboxyliqgue et amine pour coupler les molécules d’intérét par le biais d’'une liaison amide.
Une stratégie utilisant des thiols et des maléimides pour créer une liaison thioéther est

également applicable (Hermanson, 2013).
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Les nanoparticules d’or possedent de nombreuses applications, telles que la délivrance
spécifique de drogues (Cai et al.,, 2008) ou la destruction de cellules tumorales par
hyperthermie (Pissuwan et al., 2006). Les NpAu sont également couramment utilisées dans
une technique de spectrométrie Raman particuliére, le SERS (Surface-Enhanced Raman
Scattering), ou elles exaltent le signal Raman et permettent un immense gain de sensibilité de
la technique (Wokaun et al., 1982). Une autre application majeure des NpAu est

I'immunomarquage a I'or pour la MET.

5.2. 'immunomarquage a I’or en microscopie électronique a transmission

Les électrons sont fortement diffusés par les atomes lourds. Avec un numéro atomique de 79,
I'or est tres dense aux électrons et offre un fort contraste en MET (Roth, 1996), les NpAu
apparaissant sous la forme de points noirs sur les images. L'immunomarquage a I'or consiste
a cibler une molécule d’intérét a I'aide d’un anticorps dirigé contre cette molécule, puis a
utiliser des nanoparticules d’or pour révéler cette liaison.

Il existe deux méthodes d’'immunomarquage a l'or. La premiére est un marquage en deux
étapes. Elle consiste dans un premier temps a incuber I’échantillon avec un anticorps dirigé
contre la molécule a marquer. Cet anticorps est appelé anticorps primaire. Aprés des étapes
de lavage visant a éliminer I'anticorps primaire en exces, I'échantillon est incubé avec un
anticorps secondaire couplé a une NpAu. Cet anticorps est choisi pour étre capable de
reconnaitre I'anticorps primaire, permettant ainsi de révéler sa liaison aux molécules d’intérét
grace au contraste apporté par les NpAu (Alberts et al., 2008). Il est possible d’utiliser des
NpAu conjuguées a la protéine A ou a la protéine G a la place des NpAu conjuguées a
I’anticorps secondaire, les protéines A et G étant capables de reconnaitre le fragment Fc des
anticorps de type IgG (Tapia et al., 1983). La seconde méthode est un marquage direct, qui
consiste a utiliser des NpAu directement conjuguées a I'anticorps primaire, ce qui permet de
réaliser un marquage en une seule étape et d’éviter les lavages (Arraud et al., 2014a; Brisson
and Mornet, 2007). Il est également possible de marquer et d’identifier plusieurs antigénes
simultanément. Dans le cas de la méthode directe, chaque anticorps d’intérét est conjugué a
un type de NpAu de taille différente, permettant de différencier les anticorps lors de
I'observation par MET (Arraud et al.,, 2014b). Dans le cas de la méthode indirecte, il est

possible d’utiliser des NpAu conjuguées a la protéine A de tailles différentes pour reconnaitre
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les différents anticorps, en incubant les réactifs dans l'ordre suivant: anticorps 1,
nanoparticule d’or 1, anticorps 2, nanoparticule d’or 2. Des lavages sont effectués entre
chaque étape pour éliminer les anticorps ou les nanoparticules non liés (Geuze et al., 1981). Il
est également possible d’utiliser des anticorps primaires de différentes sortes, par exemple
un anticorps de lapin et un anticorps de cochon d’inde. Le marquage est ensuite révélé en
utilisant un anticorps secondaire dirigé contre I'anticorps de lapin et un autre dirigé contre
I'anticorps de cochon d’inde, ces deux anticorps étant conjugués a des NpAu de tailles
différentes (Tapia et al., 1983). L'immunomarquage a I'or peut étre appliqué a la plupart des
méthodes de MET, dont celles présentées précédemment.

La technigue d'immunomarquage par des NpAu en MET est tres largement utilisée depuis sa
premiére description en 1971 (Faulk and Taylor, 1971). Dans le domaine des VEs,
I'immunomarquage a l'or permet d’identifier des molécules exposées a la surface des
vésicules. Ceci peut par exemple permettre de déterminer leur origine cellulaire ou si elles
exposent la PS. De nombreuses études concernant les VEs utilisent 'immunomarquage a l'or,
gue ce soit avec des méthodes de préparation de type coloration négative (Berckmans et al.,
2011; Melo et al., 2015), ultramicrotomie (Heijnen et al., 1999; Raposo et al., 1996) ou cryo-
MET (Arraud et al.,, 2014b; Linares et al., 2015). Les anticorps couramment utilisés sont
généralement dirigés contre les marqueurs des VEs tels que le CD9, le CD63 ou le CD81. Pour
marquer la PS, I’AnxA5 ou la lactadhérine sont généralement utilisées. Le terme « immuno »
marquage est utilisé dans ce document dans le cas de I’AnxA5 méme si cette protéine n’est

pas un anticorps.
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B — MIATERIELS ET METHODES

1. Liste des produits utilisés

Le cacodylate de sodium provient d’Agar Scientific (Gometz-La-Ville, France). Le réactif de
Traut (2-Iminothiolane) provient de Thermo Fisher Scientific (Villebon sur Yvette, France). Les
phospholipides 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DOPC) et 1,2-dioleoyl-sn-glycero-
3-phospho-L-serine (DOPS) proviennent d’Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA). Le lipide
fluorescent 1,1’-dioctadecyl-3,3,3’,3’-tetramethylindodicarbocyanine perchlorate (DilC18(5)
ou Di) provient d’Invitrogen (Villebon-sur-Yvette, France). L’anticoagulant D-phenylalanyl-
prolyl-arginine chloromethyl ketone (PPACK) provient de Haematologic Technologies
(Cryopep, Montpellier, France). Le contrastant bleu de Coomassie Biosafe et le mélange
acrylamide-bisacylamide proviennent de BioRad (Marnes-la-Coquette, France). Le
fluorophore Cyanine 5-maléimide (Cy5-Mal) provient de GE Healthcare (Vélizy-Villacoublay,
France). Le fluorophore Fluorescéine-5-maléimide (Fluo-Mal) provient de Molecular Probes
(Life Technologies, Saint-Aubin, France). Le polyéthyléne glycol (PEG) maléimide et le PEG
hétérobifonctionnel succinimidyl valérate/maléimide (SVA-PEG-Mal) proviennent de

Laysanbio (Arab, AL, USA).

Les anticorps anti-CD41 proviennent d’Abcam (Cambridge, Angleterre). Les anticorps anti-
CD235a, anti-CD45 et anti-CD9, ainsi que les anticorps anti-CD235a couplés a de la
phycoérythrine, proviennent de Beckman Coulter (Villepinte, France). Les anticorps anti-CD63
proviennent de BD (Becton Dickinson, Le Pont de Claix, France) Les anticorps anti-HER2
Herceptin® nous ont été donnés par le Pr. Jacques Robert (Institut Bergonié, Bordeaux,
France) et les anticorps anti-CD326 (BioLegend, Londres, Angleterre) par le D" Sandrine
Dabernat (INSERM 1035, Bordeaux, France). Les anticorps anti-CD62P proviennent de
Biocytex (Marseille, France). Les anticorps anti-PSA 1A7 et 3E6 proviennent d’Epsilon Biotech

(Zonhoven, Belgique).
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L’annexine-A5 (AnxA5) est produite au laboratoire, selon la méthode décrite par Richter et al.
(Richter et al., 2005). L’AnxA5 mutée exposant un thiol (AnxA5-SH) est également produite au
laboratoire selon la méthode décrite par Bérat et al. (Bérat et al., 2007).

Les particules magnétiques de 1 um exposant des amines (1um-PMag-NH;) proviennent
d’Ocean Nanotech (San Diego, CA, USA). Les microbilles Sphero® 1 um Ultra Rainbow
proviennent de Spherotech (Interchim, Montlugon, France). Les nanoparticules d’or de 4 nm
conjuguées a I’AnxA5 et les 50nm-PMag-AnxA5 nous ont été données par le D" Stéphane

Mornet (ICMCB, Pessac, France).

Les grilles de MET recouvertes d’un film de carbone continu proviennent de LFG Distribution
(Lyon, France). Les grilles de MET recouvertes d’un film de carbone perforé proviennent de

Ted Pella (Redding, CA, USA).

Tous les autres produits sont choisis avec la plus haute pureté disponible et proviennent de

Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-Favallier, France).

Tampons

Tous les tampons utilisés lors de cette étude sont préparés a partir d’eau déionisée (18 MQ)
produite par un systeme RiOs5 de Millipore (Molsheim, France). La liste ci-dessous présente
la composition des tampons, ainsi que leur abréviation qui sera utilisée dans le reste de ce

document.

- Tampon CF: 150 mM NaCl, 10 mM HEPES (acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane
sulfonique), 0.02% NaNs, pH 7.4

Ce tampon peut également contenir de la BSA (albumine de sérum de bovin) a 1 g/L, du CaCl;
a 2 mM et/ou du PPACK a 10 uM lorsque cela est spécifié.

- Tampon Phosphate : 50 mM NaH;POgs, pH 8

- Tampon HEPES : 100 mM HEPES, pH 7.8

- Tampon HEPES-EDTA : 50 mM HEPES, 10 mM EDTA, pH 7

- Tampon Cacodylate : 100 mM C;HesAsNaO3, 0.02% NaNs, pH 7.4

Ce tampon peut également contenir du CaCl,a 2 mM lorsque cela est spécifié.
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- Tampon Borate : 100 mM Na;B407,pH 8

- Tampon de migration SDS-PAGE : 25 mM Tris, 192 mM Glycine, 3.5 mM SDS

Les tampons sont filtrés a 0.22 um apreés préparation.

Tous les tampons utilisés pour la synthese et la fonctionnalisation des nanoparticules d’or
(NpAu) sont préalablement dégazés dans un bain a ultrasons et sous pression réduite, a I'aide
d’une pompe a membrane. De I'argon est ensuite injecté dans le tampon pendant 15 minutes
puis la bouteille est rapidement refermée. Ces étapes visent a réduire au maximum la quantité
d’oxygéne dissous dans le tampon afin d’éviter que I'oxygene puisse interférer avec les étapes

de synthese et de fonctionnalisation.

Préparation des échantillons biologiques

3.1. Prélevement sanguin

Le sang a été collecté aupres de quatre personnes saines (une femme, trois hommes) apres
signature d’un consentement éclairé. Du sang provenant de la veine antécubitale a été prélevé
en utilisant une aiguille de 21-Gauge (diametre externe 0.7239 mm) aprées application d’un
tourniquet légerement serré. Celui-ci a été retiré aprées le remplissage du premier tube, qui
est éliminé. Le sang a été collecté dans des tubes BD Vacutainer® de 4.5 mL contenant 0.1

volume de citrate de sodium a 105 mM (Becton Dickinson).

3.2. Plasma dépourvu de plaquettes (PFP)

La préparation du PFP débute moins d’une heure apres le prélévement sanguin. Les tubes de
sang sont centrifugés une premiéere fois (2500 g, 15 min, 25 °C) en utilisant une centrifugeuse
Eppendorf 5804R (Montesson, France) équipée d’un rotor A-4-44 de type swinging bucket.
1.8 mL de surnageant est collecté pour chaque tube puis transféré dans un tube Eppendorf de
2 mL. Les tubes Eppendorf subissent une seconde centrifugation identique a la premiére, et le
PFP est obtenu en collectant 1.3 mL de surnageant pour chaque tube. Le PFP est utilisé frais

dans la journée ou aliquoté et congelé a -80 °C pour une utilisation ultérieure.
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3.3. Globules rouges lysés (GR-L)

A partir d’un tube de sang centrifugé une premiere fois (2500 g, 15 min, 25 °C) en 3.2, des
globules rouges sont prélevés dans le culot puis dilués 200 fois dans de I'’eau déionisée afin de
les lyser par choc osmotique. Les globules rouges lysés (GR-L) sont utilisés frais dans la journée,

ou aliquotés et congelés a -80 °C pour une utilisation ultérieure.

Préparation de liposomes : MLV, LUV et SUV

Des liposomes sont préparés par réhydratation d’un film lipidique (Garnier et al., 2012). Des
lipides 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DOPC), 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-
L-serine (DOPS) et 1,1’-dioctadecyl-3,3,3’,3’-tetramethylindodicarbocyanine perchlorate (Di)
en poudre sont dissous dans du chloroforme puis mélangés dans un ballon dans des
proportions DOPC/DOPS/DI 79/20/1. Le chloroforme est ensuite évaporé sous pression
réduite a I'aide d’un évaporateur rotatif (Rotavapor Biichi, Flaville, Suisse), entrainant la
formation d’un film lipidique. Celui-ci est ensuite réhydraté avec du tampon CF et vortexé. La
suspension lipidique est ensuite soumise a cing cycles de congélation/décongélation par
trempages successifs du ballon dans de I'azote liquide puis dans de I’eau chaude. Ces étapes
permettent d’obtenir des liposomes multilamellaires (MLV) de taille hétérogéne, qui servent
de matériel de base a la fabrication de liposomes unilamellaires de grande taille (LUV) et de
petite taille (SUV).

Les LUV sont obtenus aprés extrusion de MLV avec un Mini-Extrudeur Avanti. Les MLV passent
au travers de membranes de polycarbonate possédant des pores de diameétre calibré. Les LUV
utilisés lors de cette étude ont subi deux extrusions successives a 800 nm et 400 nm. Dix
passages sont effectués pour chague membrane.

Les SUV sont obtenus aprés sonication de MLV avec un sonicateur a sonde de titane Branson
modeéle 250 (Danbury, CT, USA). Les MLV sont soniqués durant 30 minutes avec un parametre
d’amplitude de 20%. La sonde relargue des particules de titane dans la solution de SUV, qui
sont éliminées par une centrifugation a 16.000 g pendant 10 minutes. Les SUV formés ont un

diametre de 30 a 50 nm.
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5. Thiolation d’anticorps et caractérisation biochimique des anticorps
modifiés

5.1. Thiolation d’anticorps par modification d’amine primaire par du réactif de
Traut

La stratégie de conjugaison de protéines a des NpAu utilisée dans cette étude nécessite des
protéines exposant au moins un thiol accessible, ce qui n’est pas le cas de la plupart des
protéines ou des anticorps. Le réactif de Traut (ou 2-Iminothiolane) est une molécule qui réagit
avec les amines primaires pour former un composé thiolé (Traut et al., 1973). Cette réaction
est présentée dans la figure 9. Les amines naturellement accessibles a la surface des anticorps,
provenant des résidus lysines et arginines ainsi que du N-terminal, seront utilisées pour cette

thiolation.

S & pa= NH;' CI”
NH S
Q/ - 2 NH /U\/\/sH

Molécule exposant Molécule modifiée exposant

Réactif de Traut . L .
une amine primaire un groupement thiol

Figure 9 : Réaction entre le réactif de Traut et une molécule exposant une amine primaire.

Aprés réaction, la molécule est modifiée et expose un thiol (Thermofisher.com).

La réaction entre le réactif de Traut et les amines étant favorisée a pH basique, le tampon des
anticorps est échangé contre un tampon a pH 8 contenant 50 mM de NaH;POs (tampon
Phosphate). Les anticorps sont lavés par ultrafiltration, en utilisant des filtres a centrifuger
Amicon® (Merck Millipore) possédant une membrane poreuse calibrée a 30 kDa et d’un
volume de 500 uL. Cing cycles de centrifugation (14.000 g, 5 min, température ambiante) sont
effectués en utilisant une centrifugeuse Eppendorf 5415D. Les anticorps lavés sont récupérés
en retournant le filtre Microcon® dans un tube neuf et en le centrifugeant a 1000 g pendant
une minute. La concentration des anticorps est déterminée par mesure de la densité optique
a 280 nm en utilisant un spectrophotomeétre UV/visible Nanodrop 2000c (Thermo Fisher
Scientific). Les anticorps sont ensuite incubés avec du réactif de Traut dilué dans de I'eau, en

exces de 100 fois par rapport au nombre d’anticorps. La concentration finale en anticorps est
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ajustée a 1 mg/mL avec le tampon utilisé pour les lavages précédents et le mélange est incubé
pendant 20 minutes. L'exces de réactif de Traut est ensuite éliminé par ultrafiltration en
utilisant le protocole décrit pour le changement de tampon des anticorps, a la différence que
le tampon utilisé pour les lavages est un tampon a pH 7 contenant 50 mM d’HEPES et 10 mM
d’EDTA (tampon HEPES-EDTA). La concentration finale des anticorps thiolés est ensuite
déterminée par spectrophotométrie. Les anticorps thiolés sont appelés Ac-SH dans le reste de
ce document. Les Ac-SH modifiés dans les conditions décrites précédemment présentent en
moyenne un thiol réactif par molécule. Une étude détaillée de cette modification chimique

est présentée dans la section 1 du chapitre « Résultats et discussions ».

5.2. Quantification de la thiolation des anticorps par dosage d’Ellman

Le dosage d’Ellman est une méthode colorimétrique de quantification des thiols (Ellman,
1959). Cette méthode utilise I'acide dinitro-2,2'-dithio-5,5'-benzoique (DTNB), aussi appelé
réactif d’Ellman, qui est ajouté en excés par rapport aux thiols a doser. En présence de thiols,
le DTNB est clivé et libere une molécule d’acide thionitrobenzoique (TNB) selon la réaction
présentée en figure 10. Ce composé absorbe la lumiére 3 412 nm (€412nm = 13600 M™%, données
Interchim) et la concentration en thiols est déterminée par mesure de la densité optique a

412 nm, avec un spectrophotomeétre UV/visible Nanodrop 2000c.

0 0 0
0 0 0 0
0 9 . R R—S, 0 0
0, s N S — S N' o+ HS N’
N S 0 0 0
0

Molécule exposant un
groupement thiol

DTNB TNB

Figure 10: Structure de l'acide dinitro-2,2'-dithio-5,5'-benzoique (DTNB), aussi appelé

réactif d’Ellman et réaction en présence de thiols. Thermofisher.com.
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6. Synthése de nanoparticules d’or et conjugaison de protéines
thiolées

Des nanoparticules d’or (NpAu) de 10 nm de diamétre ont été synthétisées d’apres la méthode
de Turkevich, qui utilise la réduction d’un sel d’or (KAuCls) par des ions citrate (CeHs07%)
(Turkevich et al., 1951). Les NpAu ont été conjuguées a des protéines thiolées selon une
méthode adaptée d’un brevet déposé par A. Brisson et S. Mornet (Brisson and Mornet, 2007).
La concentration particulaire (p/L) des NpAu est déterminée aprés chaque étape de la
synthése, par mesure de la densité optique a 520 nm (€s20nm = 1.804x107® L.plecm™?) en
utilisant un spectrophotometre UV/visible Ultrospec 2100 pro (GE Healthcare). Cette longueur
d’onde correspond a la fréquence de résonnance du plasmon de surface pour des NpAu de

10 nm de diamétre.

6.1. Synthése de nanoparticules d’or par la méthode de Turkevich

La propreté de la verrerie est un point crucial de cette synthése. La verrerie est donc
systématiquement nettoyée avec de l'eau régale, composée d’un volume d’acide nitrique
pour trois volumes d’acide chlorhydrique.

600 mL d'eau sont chauffés a 100 °C dans un ballon bicol sous agitation magnétique et
chauffage a reflux, en utilisant un bain d’huile silicone. 313.4 mg de tétrachloroaurate de
potassium (KAuCls) a 99,995% de pureté sont dissous dans 150 mL d'eau puis ajoutés dans le
ballon. 1.515 g de citrate de sodium dihydrate est dissous dans 75 mL d'eau puis également
ajouté dans le ballon. Aprés un temps de réaction de 20 minutes, la solution initialement jaune
vire au rouge sombre, signe caractéristique de la présence de NpAu. A I'issue de cette étape,
les NpAu sont stabilisées électrostatiquement par les ions citrate présents dans le milieu
(Daniel and Astruc, 2004) et peuvent étre fonctionnalisées par d’autres molécules. La
concentration de la suspension de NpAu est classiquement de I'ordre de 2 x 10%® p/L, pour un
volume final d’environ 825 mL. Les NpAu ont un diamétre moyen d’environ 10 nm, vérifié par
microscopie électronique a transmission. Une image de MET de ces NpAu est présentée en

figure 11.

34



Matériels et méthodes

| % ® ® ‘. : 5 ® '.. .0.'
e o Y0 e
o (] . : o ¢ .l

6 % “ S o0
... L) %O ‘... ® O:..o'
Sl g i R

Figure 11 : Image de MET de NpAu synthétisées par la méthode de Turkevich. Le diamétre
moyen des NpAu de ce lot est de 10.85 + 0.97 nm, mesuré sur 200 particules. Les NpAu sont
majoritairement sphériques, avec une cependant une minorité de NpAu de forme pyramidale ou

ovoide.

6.2. Greffage d’une couronne de molécules de PEG hétérobifonctionnel
thiol/amine a des NpAu

L'objectif de cette étape est de fonctionnaliser les NpAu par des molécules de polyéthyléne
glycol (PEG) présentant une amine. Un PEG possédant une amine a chaque extrémité est
modifié par du réactif de Traut afin qu’il expose un thiol en moyenne. Il est ensuite greffé aux
NpAu produites précédemment par le biais des thiols, une liaison se formant entre les atomes
d’or électrophiles et les atomes de soufre nucléophiles.

4.75 g de PEG bis-aminé (NH2-PEG-NH;) d’un poids moléculaire de 1628 g/mol sont dissous
dans 150 mL d’un tampon a pH 8 et contenant 100 mM de borate de sodium (tampon Borate).
Une mesure du pH est effectuée aprés dissolution compléte et le pH est ramené a 8 avec
guelgues mL d’acide chlorhydrique a 1 M. 395 mg de réactif de Traut sont dissous dans une
guantité d'eau minimale puis ajoutés a la solution de PEG. Le pH est a nouveau réajusté a 8
avec quelques mL de soude 1 M puis le mélange est incubé pendant 16 heures, a I'abri de la
lumiére et sous agitation magnétique. Le réactif de Traut étant ajouté en quantité équimolaire
par rapport aux molécules de PEG, la moitié des fonctions amines sont modifiées.

Statistiguement, chaque molécule de PEG présente donc un thiol et une amine. Ce PEG
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modifié est appelé SH-PEG-NH;. 100 mg de borohydrure de sodium (NaBHa4) en poudre sont
ensuite directement ajoutés a la solution de SH-PEG-NH;. Ce composé réducteur permet de
couper les éventuels ponts disulfures formés entre les molécules de PEG lors de I'étape
précédente. Aprés une incubation de 10 minutes sous hotte aspirante et sous agitation, le pH
est ajusté a 7 avec quelques mL d’acide chlorhydrique a 1 M. Les 825 mL de la suspension de
NpAu synthétisée précédemment sont ensuite ajoutés rapidement a la solution de SH-PEG-
NH2 puis le mélange est agité manuellement et vigoureusement pendant quelques secondes.
L’ensemble est incubé pendant 16 heures a I'abri de la lumiére et sous agitation magnétique.
Il est ensuite évaporé sous pression réduite et a 70 °C a I'aide d’un évaporateur rotatif jusqu’a
réduire le volume a environ 100 mL. Le SH-PEG-NH; est ensuite éliminé par plusieurs
centrifugations successives (25.000 g, 20 min, température ambiante) ou par ultrafiltration en
utilisant une cellule a agitation modéle 8400 (Merck Millipore) équipée d’une membrane
poreuse calibrée a 100 kDa. La concentration finale en SH-PEG-NH; doit étre inférieure a
10”7 M pour ne pas interférer avec le couplage ultérieur du second PEG. Ceci correspond a un
facteur de dilution d’environ 100.000. Cette étape permet également d’augmenter la
concentration de la suspension de NpAu jusqu’a une valeur comprise entre 107 et 10*® p/L.
Une centrifugation finale destinée a éliminer les éventuels agrégats ou particules de mauvaise
qualité est effectuée. Le culot solide est éliminé tandis que le reste de la suspension est
récupéré, aliquoté dans des tubes a faible adhésion de 2 mL et stocké a 4 °C. A l'issue de cette
étape, les NpAu sont stabilisées par une couronne de SH-PEG-NH; et exposent a leur surface
une moyenne de 1042 amines chacune (Brisson and Mornet, 2007). Elles sont appelées NpAu-

NH.. Ces NpAu-NH; sont stables pendant plusieurs années.

6.3. Greffage d’une couronne de molécules de PEG hétérobifonctionnel
succinimidyl valérate/maléimide a des NpAu-NH:

Le but de cette étape est d’obtenir des NpAu exposant des maléimides en surface, qui seront
utilisés ultérieurement pour le couplage de protéines thiolées. On utilise un PEG
hétérobifonctionnel possédant a I'une de ses extrémités un maléimide et a I'autre un ester de
NHS (N-hydroxysuccinimide) sous la forme d’un SVA (succinimidyl valérate). La formule de

cette molécule de SVA-PEG-Mal est présentée en figure 12.
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Figure 12 : Formule semi-développée du SVA-PEG-Mal. Le maléimide est a gauche et le

succinimidyl valérate a droite. Laysanbio.com

L’ester de NHS du SVA peut réagir avec une amine primaire pour former une liaison amide

(Hermanson, 2013), selon la réaction décrite en figure 13.

0 0 0
R 0
0—N + R——NH - )]\ .+ HO—N
‘ g N/R
4

, 0

i Molécule
Ester de NHS présentant Liaison amide NHS partant

une amine

Figure 13 : Réaction entre un ester de NHS et une amine. Cette réaction aboutit a la formation

d’une liaison amide. Adapté d’idtdna.com

Un volume de NpAu-NH; est mélangé a un volume équivalent d’'un tampon a pH 7.8 contenant
100 mM d’HEPES. Du SVA-PEG-Mal d’un poids moléculaire de 3400 g/mol est ajouté
directement a cette solution, en excés de 10.000 fois par rapport au nombre de NpAu-NH,,
puis est incubé pendant 2h a I'abri de la lumiere, sous agitation et dans une atmosphere
majoritairement composée d’argon. L'excédent de SVA-PEG-Mal est ensuite éliminé par
ultrafiltration, avec des filtres a centrifuger Amicon® (Merck Millipore) possédant une
membrane poreuse calibrée a 100 kDa et d’'un volume de 5 mL. Cinq cycles de centrifugation
(4000 g, 4 min, température ambiante) sont effectués en utilisant une centrifugeuse
Eppendorf 5804R équipée d’'un rotor A-4-44 de type swinging bucket. Les lavages sont

effectués avec du tampon HEPES-EDTA. La concentration finale en SVA-PEG-Mal doit étre
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inférieure a 10 M pour ne pas interférer avec le couplage ultérieur des protéines thiolées.
Ceci correspond a un facteur de dilution d’environ 1.000.000.

A l'issue de cette étape, les NpAu sont fonctionnalisées par les molécules de SVA-PEG-Mal et
exposent donc des maléimides a leur surface, utilisés ultérieurement pour greffer des
protéines thiolées. Ces particules sont appelées NpAu-Mal. Les maléimides sont sujets a une
hydrolyse rapide (données non présentées), I'étape de couplage aux protéines thiolées est

donc effectuée dans I’heure qui suit la fin des lavages.

6.4. Conjugaison de protéines thiolées a des NpAu-Mal

Cette étape vise a coupler des protéines thiolées aux maléimides des NpAu-Mal produites
précédemment, selon la réaction présentée en figure 14. Les maléimides réagissent avec les

thiols pour former une liaison thioéther (Nair et al., 2014).

oﬁ O{IS
N SH N @
-/ 0 4 @ — T Ny

NpAu-Mal Protéine-SH NpAu-Protéine

Figure 14 : Réaction entre un maléimide porté par une NpAu-Mal et une protéine exposant

un thiol. Cette réaction aboutit a la formation d’une liaison thioéther. Adapté de Thermofisher.com

Au cours de ce travail de thése, deux types de protéines thiolées ont été couplées aux NpAu-
Mal : des anticorps modifiés chimiquement pour exposer des thiols (Ac-SH) produits par la
méthode présentée précédemment, et de I’Anx-A5 mutée exposant une cystéine et donc un
thiol (AnxA5-SH). L’AnxA5-SH est stockée sous forme de dimere, formé par I'établissement
d’un pont disulfure entre deux AnxA5-SH. L’AnxA5-SH dimére est préalablement incubée avec
du DTT (dithiothréitol) a 10 mM pendant 30 minutes. Le DTT est un agent réducteur qui
permet de couper les ponts disulfures, rendant ainsi accessible le thiol de I’AnxA5-SH. Les
protéines sont ensuite lavées par ultrafiltration, en utilisant des filtres a centrifuger Microcon®

possédant une membrane poreuse calibrée a 10 kDa et d’un volume de 500 pL. Cette étape a
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pour but d’éliminer I'excédent de DTT présent dans la solution. Cing cycles de centrifugation
(14.000 g, 5 min, température ambiante) sont effectués en utilisant une centrifugeuse
Eppendorf 5415D. Les lavages sont effectués avec du tampon HEPES-EDTA.

Les protéines thiolées sont ajoutées en quantité variable aux NpAu-Mal fraichement
préparées. Typiguement, les rapports utilisés sont de 10 AnxA5-SH ou de 5 Ac-SH par NpAu-
Mal. Les concentrations classiquement utilisées sont de I'ordre de 0.1 a 1 mg/mL pour les
protéines et de I'ordre de 2 a 8 x 10% p/L pour les NpAu-Mal. L’ensemble est incubé pendant
16 heures a l'abri de la lumiere, sous agitation et dans une atmosphére composée
majoritairement d’argon. Le mélange est ensuite lavé par afin d’éliminer les éventuelles
protéines non liées. Trois cycles de centrifugation (34.000 g, 30 minutes, température
ambiante) sont effectués, en utilisant une ultracentrifugeuse Optima™ MAX-E équipée d’un
rotor MLS50 de type swinging bucket. Les NpAu conjuguées a des protéines sont récupérées
et stockées a4 °Cdans des tubes a faible adhésion de 2 mL. Ces particules sont appelées NpAu-
Protéine. Les NpAu-Protéine sont stables pendant plusieurs années. La figure 15 récapitule les

différentes étapes de la synthese des NpAu-Protéine.

Synthése de NpAu de 10 nm
1 (Méthode de Turkevich)

/\
} w8
£

Thiolation NH,-PEG-NH, & SH-PEG-NH, AS B N
I NpAu a-s/OFf~ ‘H‘"“‘@@/

Fonctionnalisation NpAu par SH-PEG-NH, Au-s%
JH

} wHeo g
2 NpAu-NH, L\B@N/
\

l Q

Fonctionnalisation Np?u-NHz par SVA-PEG-Mal Thiolation chimique d’un anticorps par du
3 NpAu-Mal réactif de Traut (2-iminothiolane)
Conjugaison Anx5-SH aux NpAu-Mal Conjugaison Anticorps-SH aux NpAu-Mal
‘ '
4 NpAu-Anx5 NpAu-Anticorps

Figure 15 : Résumé des différentes étapes de la synthése et de la fonctionnalisation des

NpAu, suivi de leur conjugaison a des protéines thiolées.
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7. Synthése de nanoparticules magnétiques exposant des amines et
conjugaison a des protéines thiolées

Des nanoparticules de maghémite magnétiques fonctionnalisées par des amines (50nm-
PMag-NH>) ont été produites par les D™ Laurent Adumeau et Stéphane Mornet. La section 7.1
traite de la stratégie de synthése originale utilisée pour produire ces particules (Adumeau,
2015). N’ayant pas été impliqué dans cette étape du projet, je me contenterai de décrire
sommairement le protocole employé. Les 50nm-PMag-NH,, ainsi que des particules
magnétiques commerciales de 1 um exposant des amines (1um-PMag-NH;) ont ensuite été

conjuguées a I’AnxA5 (PMag-AnxA5).

7.1. Synthése de 50nm-PMag et fonctionnalisation par une couronne de molécules
de PEG exposant des amines

Des particules magnétiques d’un diametre moyen de 7.5 £ 2.4 nm ont été synthétisées d’apres
une méthode mise au point par Massart (Massart, 1981). Ces particules sont ensuite
assemblées par une méthode dite « d’assemblage induit par évaporation d’émulsion »,
initialement décrite par Bai et al. (Bai et al., 2007). Cette étape aboutit a la formation de
clusters d’un diametre de 79 £ 34 nm. Ces clusters sont ensuite enrobés dans une matrice de
silice a des fins de stabilisation, puis sont triés par centrifugation différentielle. Cette derniere
étape permet d’obtenir une population de taille plus homogéne, avec un diameétre moyen de
54 +£16 nm.

Ces particules subissent ensuite plusieurs modifications chimiques aboutissant a leur
fonctionnalisation par une couronne dense de molécules de PEG possédant une fonction

amine a leur extrémité (50nm-PMag-NH>), de maniéere similaire aux NpAu-NH,.

7.2. Greffage d’une couronne de molécules de PEG hétérobifonctionnel
succinimidyl valérate/maléimide a des PMag exposant des amines

La fonctionnalisation des PMag-NH; par un SVA-PEG-Mal est réalisée selon un protocole
similaire a celui présenté pour les NpAu-NH,, a la différence que le SVA-PEG-Mal est ici ajouté

en exces de 20.000 par rapport au nombre de particules pour les 50nm-PMag-NH; ou en excés
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de 108 pour les 1pum-PMag-NH,. De plus, la purification des particules n’est pas effectuée par
ultrafiltration mais par magnétophorese. A l'issue de cette étape, les PMag exposent des
maléimides a leur surface, utilisés ultérieurement pour greffer des protéines thiolées. Elles

sont appelées PMag-Mal.

7.3. Conjugaison de protéines thiolées a des PMag-Mal

La conjugaison d’AnxA5-SH aux PMag-Mal est réalisée selon un protocole similaire a celui
utilisé pour les NpAu-Mal, a la différence que la purification des particules n’est pas effectuée
par ultracentrifugation mais par magnétophorése. Les PMag conjuguées a I’AnxA5 sont
appelées PMag-AnxAS.

La figure 16 présente les caractéristiques des 1um-PMag-NH; et récapitule brievement les

étapes de fonctionnalisation et de conjugaison d’AnxA5 a ces PMag.

1pm-PMag-NH, 1pum-PMag-AnxA5
NH, NH2 NH2
NH, NH,
NH
7 Nb; NHEO :
NH, NH, 5
NH, NH, Fonctionnalisation par ;
NH, \ SVA-PEG-Mal mco/@@’ :
B —— H H

NH, \ Conjugaison a
‘ I’AnxA5-SH

X H
\ m«co\,a@ﬂ it
\
\
\ N
\

P Coeur polystyréne
Oxyde de fer

MR Beirement hycrophobe Isolation magnétique de
{07 Revétement biocompatible + amines
membranes exposant la PS

Figure 16 : Caractéristiques des 1um-PMag-NH,, fonctionnalisation par des maléimides et
conjugaison d’AnxA5-SH. Les étapes de fonctionnalisation et de conjugaison sont similaires pour les

50nm-PMag-NH,. Adapté d’oceannanotech.com
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Electrophoreése sur gel de polyacrylamide en présence de SDS

L’électrophorese sur gel de polyacrylamide en présence de SDS (dodécylsufate de sodium),
aussi appelée SDS-PAGE, est une technique biochimique classique permettant de séparer des
protéines en fonction de leur taille (Gallagher, 2008). Un gel de polyacrylamide est fabriqué
par polymérisation d’une solution d’acrylamide/bis-acrylamide (rapport 29/1) en présence de
persulfate d’ammonium (APS) et de N,N,N',N'-tétraméthyléthylenediamine (TEMED). Ce gel
est discontinu et comporte deux parties, qui sont préparées successivement. La premiére
partie, appelée gel de concentration, comporte les puits permettant de déposer les
échantillons sur le gel. Son roéle est de concentrer les échantillons déposés dans ces puits en
une fine bande, afin d’améliorer la résolution finale du gel. La seconde partie, appelée gel de
séparation, permet de séparer les protéines suivant leur taille. Ces deux gels contiennent du
SDS, un détergent anionique qui dénature les protéines et leur confére une charge négative
proportionnelle a leur masse. Les échantillons d’intérét, qui peuvent étre préalablement
chauffés a 95 °C et traités par du béta-mercaptoéthanol (B-ME) afin de réduire les ponts
disulfures ou la liaison or-soufre, sont déposés dans les puits du gel en présence d’'un tampon
de migration a pH 8 contenant du Tris, de la glycine et du SDS. L’ensemble est ensuite soumis
a une différence de potentiel électrique, qui permet la migration des protéines négativement
chargées par le SDS vers la cathode. La révélation du gel est effectuée grace a un bain de bleu
de Coomassie qui colore les protéines en bleu. L'intensité de la coloration est proportionnelle
a la quantité de protéines et il est ainsi possible de quantifier ces protéines a I'aide d’une

gamme de référence.

Extraction magnétique d’échantillons biologiques par des particules
magnétiques conjuguées a I’AnxA5

Un échantillon d’intérét (PFP, GR-L ou liposomes) est déposé dans un tube Eppendorf de 2 mL
puis une quantité variable de PMag-AnxA5 est ajoutée. Du CaCl; est ajouté au mélange a une
concentration finale de 2 a 10 mM. Dans le cas de PFP, du PPACK a 10 uM est également
ajouté. L'ensemble est incubé pendant 2 heures sous agitation puis le tube contenant
I’échantillon est placé au centre d’un systeme composé de 4 aimants néodyme N42 de

dimension 40 x 10 x 10 mm et d’une force d’adhérence individuelle 15 kg. La figure 17
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présente une photographie de ce systeme, qui permet d’extraire les PMag en les concentrant

contre les parois du tube. Le temps d’extraction est de 30 minutes.

Figure 17: Photographie du systeme d’extraction
magnétique fabriqué pour cette étude. Le pole positif des
aimants est coloré en rouge. Le tube contenant I'échantillon et
les PMag-AnxA5 est placé au centre du systéeme, qui permet la
création d’un champ magnétique plus homogéne et une
extraction plus efficace qu’avec un unique aimant placé par

exemple sur le c6té du tube. Photo Flora Bouvet.

Le liquide contenant les objets n’ayant pas été extraits est ensuite retiré délicatement et mis
de cOté pour analyse ultérieure. Les PMag-AnxA5 concentrées sur les parois du tube et les
éventuels objets capturés sont resuspendus en tampon CF supplémenté par 2 mM de CacCl,
et mis de c6té pour analyse ultérieure. La figure 18 récapitule les différentes étapes de la

méthode d’extraction magnétique par des PMag-Protéine.

e ©
°* &
.,

\—_—/ \-’—_:—/
Echantillon Capture
hétérogene spécifique Extraction Surnageant Extrait

Légende: #f = VE présentant le marqueur ciblé /@ = Autre VE / # = NpMag-Protéine

Figure 18: Principe de l'’extraction magnétique de VEs par des PMag-Protéine (A)Un
échantillon biologique hétérogéne contenant plusieurs types de VEs est mélangé a des PMag
fonctionnalisées par une protéine d’intérét. (B) Les PMag-Protéine se fixent spécifiquement sur les VEs
exposant la molécule cible. (C) Un aimant positionné contre la paroi du tube attire les PMag et les VEs
capturées. (D) Le surnageant (ou fraction non extraite) dépourvu de toutes les VEs exposant la
molécule cible est récupéré. (E) La fraction extraite contenant uniquement les VEs d’intérét liées aux

PMag-Protéine est récupérée.
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10. Microscopie électronique a transmission (MET) et cryo-MET

10.1. Méthode de sédimentation de VEs sur grille de MET

100 pL de PFP sont mélangés avec 1 uL de PPACKa 1 mM et 2 L de NpAu-AnxA5 a 2 x 10 p/L,
puis supplémentés par 10 mM de CaCl; et incubés pendant 30 minutes a température
ambiante. Pour le marquage par des NpAu -anti-CD235a ou -anti-CD41, un protocole similaire
est utilisé mais sans PPACK ni CaCly. De plus, le temps d’incubation est porté a 1h. Apres cette
étape de marquage, I'échantillon est dilué 30 fois dans un tampon a pH 7.4 contenant
100 mM de cacodylate de sodium et 0,02% d’azoture de sodium (tampon Cacodylate),
supplémenté par 2 mM de CaCl; dans le cas de NpAu-AnxA5. Ce mélange est ensuite déposé
dans un tube en polyallomére de 4.5 mL contenant une piéce de résine époxy hémisphérique
de 12 mm de diametre, sur laquelle quatre grilles de MET recouvertes d’un film de carbone
continu sont fixées a I'aide d’'un morceau de ruban adhésif double-face. Le tube contenant
I’échantillon est ensuite centrifugé (100.000 g, 1 h, 20 °C) en utilisant une ultracentrifugeuse
Optima™ MAX-E équipée d’un rotor MLS50 de type swinging bucket. Le liquide contenu dans
le tube est ensuite éliminé avec précaution, puis les grilles sont récupérées et séchées a lair
pendant 15 min, avant d’étre stockées dans une boite pour une observation ultérieure.
L'observation au microscope doit préférentiellement avoir lieu dans la semaine qui suit la
préparation des grilles, celles-ci se dégradant au cours du temps. La figure 19 présente le
dispositif utilisé pour la sédimentation de VEs sur grille de MET et résume le principe de cette
méthode.

Les grilles sont ensuite transférées dans un porte-objet et observées a I'aide d’'un microscope
électronique a transmission FEI/Philips CM120 (Eindhoven, Pays-Bas) équipé d’un filament
d’hexaborure de lanthane (LaBe) et utilisé a une tension de 120 kV. Les images sont
enregistrées par une caméra USC1000-SSCCD de marque Gatan (Grandchamp, France) et

analysées avec le logiciel Digital Micrograph (Gatan).
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Figure 19 : Schéma présentant la méthode de sédimentation de VEs sur grille de MET. (A)

Vue de c6té et de dessus d’un support de résine possédant une extrémité arrondie et une extrémité
plate. Un morceau de ruban adhésif double-face est collé sur la partie plate et quatre grilles de MET
en cuivre recouvertes d’un film de carbone continu sont fixées dessus. (B) Le support de résine et les
quatre grilles fixées a sa surface sont insérés dans un tube de centrifugeuse en polyallomeére de 4.5 mL
puis du PFP dilué et préalablement marqué par des NpAu-Protéine est déposé dans le tube. (C-D) Vues
en coupe d’une grille de MET recouverte d’un film de carbone continu et du PFP présent a sa surface
avant (C) et apres (D) un cycle de centrifugation (100.000 g, 1 h). Les VEs initialement en suspension

dans le PFP sont intégralement sédimentées sur la grille.

10.2. Cryo-MET

7 uL d’échantillon d’intérét (PFP ou GR-L) sont mélangés avec 1 uL de PPACK a 100 uM, 1 uL
de CaCla 20-100 mM et 1 pL de NpAu-AnxA5 a 2x10%® p/L puis le mélange est incubé pendant
30 minutes. En cas d’utilisation de NpAu-Ac, la procédure est identique, excepté que le CaCl,
et le PPACK sont remplacés par 2 uL d’échantillon. La durée d’incubation est également portée
a 1h. En cas de double marquage par deux types de NpAu-Protéine, généralement des NpAu-
AnxA5 de 4 nm de diametre et des NpAu-Ac de 10 nm de diamétre, I'échantillon est d’abord
marqué par les NpAu-Ac pendant 30 minutes puis par les NpAu-AnxA5 pendant 30 minutes

supplémentaires. Apres incubation, 4 pL d’échantillon sont déposés sur une grille de MET
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recouverte d’un film de carbone perforé, qui aura préalablement été exposée a un traitement
UV-ozone (BHK, Claremont, CA, USA) afin de rendre sa surface hydrophile. L'excédent de
liguide est ensuite absorbé par capillarité avec un papier filtre et la grille est plongée
rapidement dans un bain d’éthane liquide refroidi par de I'azote liquide, en utilisant une cryo-
chambre EM-CPC (Leica Microsystems SAS, Nanterre, France). La grille est ensuite stockée a
-196 °C dans de I'azote liquide jusqu’a son observation.

Le grille est transférée dans un cryo-porte-objet Gatan 626 refroidi a -170 °C par de 'azote
liquide et observée a I'aide du microscope électronique a transmission CM120 décrit plus haut
ou d’un FEI/Philips Tecnai F20 équipé d’un canon a effet de champ et utilisé a une tension de
200 kV. L'observation est réalisée sous une faible dose d’électrons afin de limiter les
dommages d’irradiation.

Les images sont enregistrées par une caméra Gatan USC1000-SSCCD et analysées avec le

logiciel Digital Micrograph.

Microscopie optique

Du PFP et des GR-L ont été marqués par de I’AnxA5 couplée a de la fluorescéine (AnxA5-Fluo)
et ont été observés a 'aide d’'un microscope Olympus IX81 (Rungis, France) équipé d’un cube
de fluorescence U-MNIBA2. Les images ont été enregistrées avec une caméra Olympus

ColorView 3.

Cytométrie en flux

12.1. Préparation d’AnxA5-Cy5 fluorescente

De I’AnxA5-SH a été conjuguée avec de la Cyanine 5-Maléimide (Cy5-Mal), un fluorophore
réactif des maléimides, par la méthode décrite par Bouter et al (Bouter et al., 2011). Cette

protéine modifiée est appelée AnxA5-Cy5.
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12.2. Préparation des échantillons pour I’analyse par CF

12.2.1.PFP

5 uL de PFP sont dilués dans 495 uL de tampon CF supplémenté par de la BSA et du PPACK,
dans un tube de cytométrie. 1 uL d’AnxA5-Cy5 a 10 ug/mL et 2.5 pL de CaCla 2 M sont ajoutés
au tube, et le mélange est incubé durant 45 minutes a I'abri de la lumiére. 2.5 pL de microbilles
Sphero® 1 um Ultra Rainbow a 10%° p/L sont ajoutés au tube aprés incubation et sont utilisées
a titre de référence interne lors de I'acquisition et de I'analyse, afin de déterminer le volume

d’échantillon acquis.

12.2.2.GR-L

10 pL de GR-L sont dilués dans 490 uL de tampon CF supplémenté par de la BSA et du PPACK,
dans un tube de cytométrie. 1 uL d’AnxA5-Cy5 a 10 pg/mL et 2.5 uL de CaCl,a 2 M sont ajoutés
au tube, et le mélange est incubé durant 45 minutes a I'abri de la lumiére. 2.5 pL de microbilles

Sphero® 1 um Ultra Rainbow a 10%° p/L sont ajoutés au tube aprés incubation.

12.2.3. Echantillons préparés par extraction magnétique

Les échantillons préparés par extraction magnétique sont déja dilués a la bonne concentration
lors des étapes de séparation et ne nécessitent donc pas de dilution supplémentaire.

Dans le cas d’un marquage par I’AnxA5-Cy5, 500 puL d’échantillon sont déposés dans un tube
de cytométrie. 1 puL d’AnxA5-Cy5 a 10 pg/mL et 2.5 puL de CaClza 2 M sont ajoutés au tube, et
le mélange est incubé durant 45 minutes a I'abri de la lumiére. 2.5 pL de microbilles Sphero®

1 um Ultra Rainbow a 10'° p/L sont ajoutés au tube aprés incubation.

12.2.4. Controles négatifs

Pour des échantillons marqués par de I’AnxA5-Cy5, le contrble négatif est un tube préparé et

analysé de fagon identique, mais dans lequel le CaClo n’a pas été ajouté.
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12.3. Acquisition des données et analyse des résultats de CF

Les échantillons ont été analysés par un cytomeétre en flux Beckman Coulter Gallios 3 lasers/10
couleurs, fonctionnant avec le logiciel Gallios Cytometer 1.2. Les parametres utilisés sont FS,
SS, et FL6 pour I'’AnxA5-Cy5. Ils sont mesurés en « Area Mode » et réglés sur une échelle
logarithmique. Le détecteur FS a été réglé en mode W? (Robert et al., 2012). Le flux est réglé
a environ 10 pL/min. Chaque échantillon est acquis en duplicat. La durée d’acquisition est
d’une minute.

Pour la détection des VEs avec un discriminant sur le FS, la valeur de seuil du détecteur FS a
été réglée a 1. Le voltage du détecteur FS est réglé sur 237 V et le gain sur 2. Le voltage du
détecteur SS est réglé sur 935 V et le gain sur 7.5. Dans ces conditions, le bruit de fond détecté
est en moyenne de 100 + 50 événements par seconde (ev/s).

Pour la détection des VEs avec un discriminant sur le FL, la valeur de seuil pour le détecteur
de fluorescence FL6 a été réglée a 1. Le voltage du détecteur FL 6 est réglé sur 530 V. Dans ces
conditions, le bruit de fond est en moyenne de 10 * 5 ev/s pour des échantillons contenant
2.8 nM d’AnxA5-Cy5 ou de I'anticorps-anti-CD235-PE dilués 250 fois (concentration initiale
inconnue).

Les résultats ont été analysés avec le logiciel Kaluza 1.2 (Beckman Coulter).

12.4. Chromatographie d’exclusion de taille (CET)

Les expériences de chromatographie d’exclusion de taille ont été réalisées sur un appareil
FPLC micro Akta (GE Healthcare) équipé d’une colonne Superdex 200 PC 3.2/30

(GE Healthcare), utilisant du tampon Phosphate.
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C - RESULTATS ET DISCUSSIONS

1. Thiolation d’anticorps et conjugaison d’anticorps thiolés a des
nanoparticules d’or

Le brevet intitulé « Functionalization of gold nanoparticles with oriented proteins. Application
to the high-density labelling of cell membranes » décrit la synthése de nanoparticules d’or
exposant des maléimides (NpAu-Mal) et la conjugaison d’annexine-A5 thiolée produite par
mutagénese dirigée (AnxA5-SH) a ces nanoparticules d’or (Brisson and Mornet, 2007). Ces
NpAu conjuguées a I’AnxA5 (NpAu-AnxA5) permettent le marquage de membranes exposant
la phosphatidylsérine (PS) contenues dans des échantillons destinés a une observation par
MET. Un des objectifs majeurs de ce travail de thése a été la mise au point et I'optimisation
d’'une méthode de conjugaison d’anticorps a des NpAu-Mal, afin de pouvoir cibler d’autres

molécules que la PS et ainsi marquer et phénotyper des vésicules extracellulaires (VEs).

Le protocole de synthese et de fonctionnalisation permettant de produire les NpAu-Mal étant
bien maitrisé au laboratoire, nous I'avons réutilisé pour ce projet. Cependant, les anticorps
n’exposent pas naturellement de thiols, qui sont indispensables pour le couplage de protéines
aux NpAu-Mal. Il est par conséquent nécessaire d’en ajouter artificiellement. Nous avons donc
mis au point une méthode de thiolation d’anticorps utilisant le réactif de Traut (ou
2-iminothiolane), une petite molécule qui réagit avec les amines pour former un composé
thiolé. Les anticorps thiolés (Ac-SH) ainsi produits ont été caractérisés biochimiquement et
leur thiolation a été évaluée par SDS-PAGE et dosage d’Ellman. Les Ac-SH ont ensuite été

conjugués a des NpAu-Mal et leur liaison aux nanoparticules a été caractérisée et quantifiée.

Ces expériences ont été réalisées conjointement par Céline Gounou et moi-méme, ainsi que

par une étudiante en Master 1 que nous avons encadrée, Karine Da Silva Lages.
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1.1. Etude de la thiolation de protéines par le réactif de Traut

1.1.1. Description des méthodes d’étude

1.1.1.1. Le dosage d’Ellman

Le réactif de Traut a déja été utilisé dans différentes études pour ajouter des thiols a des
protéines en modifiant leurs amines (Jue et al., 1978; Stanisic et al., 2003; Traut et al., 1973).
Les amines présentes dans les protéines sont portées par les résidus lysines et arginines, ainsi
gue par le NH; terminal. Cette réaction de thiolation des protéines a été étudiée de maniére
guantitative afin de déterminer des conditions de réaction adaptées a la conjugaison

d’anticorps aux nanoparticules d’or.

Nous avons utilisé une méthode biochimique de dosage des thiols appelée dosage d’Ellman,
qui utilise I'acide dinitro-2,2'-dithio-5,5'-benzoique, aussi appelé réactif d’Ellman ou DTNB. Le
DTNB est une molécule possédant un pont disulfure interne. Ce pont disulfure est clivé en
présence de molécules thiolées, libérant deux molécules de TNB, un composé chromogénique
absorbant la lumiére a 412 nm. La concentration en thiols est ensuite déterminée par
spectrophotométrie. D’apres le volume d’échantillon analysé et sa concentration en protéine,

il est possible de calculer un nombre de thiols moyen par protéine.

1.1.1.2. La méthode de SDS-PAGE + PEG

Le dosage d’Ellman a été combiné a une technique de SDS-PAGE particuliere permettant
d’obtenir des informations supplémentaires sur la thiolation des protéines. La technique de
SDS-PAGE classique permet de séparer des protéines en fonction de leur taille puis de les
guantifier aprés coloration. L'ajout d’un ou plusieurs thiols a une protéine n’étant pas
directement observable par SDS-PAGE, nous avons utilisé une méthode de détection
indirecte. Apres leur thiolation mais avant leur dépd6t sur le gel de polyacrylamide, les
protéines sont mises en présence d’un excés de molécules de PEG possédant une fonction
maléimide a I'une de leurs extrémités (PEG-Mal). Une ou plusieurs molécules de PEG-Mal

peuvent ainsi se greffer a une protéine thiolée, apres réaction entre un maléimide et un thiol.

50



Résultats et discussions
Thiolation d’anticorps et conjugaison d’anticorps thiolés a des nanoparticules d’or

Cette réaction est appelée pégylation. Une protéine non thiolée a laquelle aucun PEG-Mal
n’est couplé migre dans le gel en fonction de sa masse moléculaire propre. A l'inverse, une
protéine thiolée couplée a une ou plusieurs molécules de PEG-Mal migrera plus lentement a
cause de I'encombrement stérique supplémentaire. Ceci se traduit par I'apparition de bandes
protéiques distinctes de la bande protéique correspondant a la protéine non pégylée. Il est de
plus possible de distinguer le nombre de PEGs couplés a une protéine, chaque espece
possédant une masse moléculaire apparente différente et apparaissant donc sous la forme
d’une bande protéique distincte sur le gel. Cette méthode permet de déterminer le nombre
de thiols d’une protéine modifiée capables de réagir avec les molécules de PEG-Mal et
d’estimer les proportions des différentes espéces pégylées présentes dans I’échantillon. Cette
réaction de pégylation mime sommairement la réaction de conjugaison des protéines thiolées
aux NpAu-Mal, dans laquelle des PEG-Mal sont également impliqués bien qu’ils soient dans ce
cas greffés a des nanoparticules d’or. Cette méthode, appelée « SDS-PAGE + PEG », permet
ainsi d’obtenir des informations sur la réactivité des thiols ajoutés aux protéines. Le principe

de la méthode SDS-PAGE + PEG est schématisé en figure 20.
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Figure 20 : Analyse de la thiolation de protéines par SDS-PAGE, apreés couplage de PEG-Mal
aux protéines thiolées (SDS-PAGE + PEG). (A) Thiolation de protéines par du réactif de Traut. (B)

Couplage de molécules de PEG-Mal aux thiols réactifs des protéines modifiées. (C) Analyse par SDS-

PAGE des protéines thiolées aprés réaction avec le PEG-Mal.

51



Résultats et discussions
Thiolation d’anticorps et conjugaison d’anticorps thiolés a des nanoparticules d’or

1.1.2. Précision et reproductibilité du dosage d’Ellman

Nous avons dans un premier temps testé la précision et la reproductibilité du dosage d’Ellman.
Différentes solutions de molécules thiolées de concentration connue ont été quantifiées par
dosage d’Ellman et la concentration en thiols obtenue a été comparée a la concentration
théorique en molécules thiolées. Un premier test a été effectué avec une solution de

B-mercaptoéthanol (B-ME). Les résultats sont présentés en figure 21.

[B'ME]théorique 0 10 20 30
[SH] mesure 0 11,35 20,91 29,07
Ecart-type 0 1,05 0,79 2,77

Figure 21: Comparaison entre la concentration en B-ME et la concentration en thiols
déterminée par dosage d’Ellman. Les concentrations sont données en uM. Un échantillon ne
contenant pas de B-ME est utilisé comme blanc et sa DO est soustraite de la DO mesurée pour les
autres échantillons. Chaque échantillon est mesuré trois fois et un écart-type est calculé a partir des

valeurs de ces trois mesures.

La molécule de B-ME posséde un unique thiol, les concentrations en B-ME et en thiols sont
donc théoriquement identiques. Expérimentalement, la concentration en thiols mesurée par
dosage d’Ellman correspond a 102.2 + 8.3 % de la concentration en B-ME, calculée a partir des
trois concentrations théoriques testées. Les concentrations en B-ME et en thiols sont donc
tres proches. Une expérience similaire a ensuite été réalisée avec du dithiothréitol (DTT), dont

les résultats sont présentés en figure 22.

[DTT]inéorique 0 10 20 30
[SH] mesurée 0 23,86 41,58 62,80
Ecart-type 0 2,70 1,11 1,20

Figure 22 : Comparaison entre la concentration en DTT et la concentration en thiols
déterminée par dosage d’Ellman. Les concentrations sont données en uM. Un échantillon ne
contenant pas de DTT est utilisé comme blanc et sa DO est soustraite de la DO mesurée pour les autres
échantillons. Chaque échantillon est mesuré trois fois et un écart-type est calculé a partir des valeurs

de ces trois mesures.
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Chaque molécule de DTT possede deux thiols, la concentration en thiols est donc
théoriquement égale au double de la concentration en DTT. La concentration en thiols
mesurée par dosage d’Ellman correspond a 213.7 + 17.4 % de la concentration en DTT,
calculée a partir des trois concentrations théoriques testées. Le résultat est proche des 200 %
attendus. Une derniere expérience visant a quantifier les thiols de ’AnxA5-SH a été réalisée.
La protéine est quantifiée par mesure de la DO a 280 nm et la concentration en thiols de la

solution d’AnxA5-SH est déterminée par dosage d’Ellman. Les résultats sont présentés en

figure 23.
[AnXAS'SH]théorique 0 10 20 30
[SH] mesurée 0 8,33 17,40 25,25
Ecart-type 0 1,85 1,53 2,25

Figure 23 : Comparaison entre la concentration en AnxA5-SH déterminée par mesure de la
DO a 280 nm et la concentration en thiols déterminée par dosage d’Ellman. Les concentrations
sont données en uM. Un échantillon ne contenant pas d’AnxA5-SH est utilisé comme blanc et sa DO
est soustraite de la DO mesurée pour les autres échantillons. Chaque échantillon est mesuré trois fois

et un écart-type est calculé a partir des valeurs de ces trois mesures.

L’AnxA5-SH posséde un unique thiol, les concentrations en AnxA5-SH et en thiols sont donc
théoriquement identiques. Expérimentalement, la concentration en thiols mesurée par
dosage d’Ellman correspond a 84.9 £ 1.9 % de la concentration en AnxA5-SH, calculée a partir
des trois concentrations théoriques testées. Le résultat est a nouveau conforme a la valeur
attendue, bien que la concentration en thiols soit inférieure d’environ 15 % a la concentration
en AnxA5-SH. Nous avons mené des expériences complémentaires (données présentées
ultérieurement) montrant qu’environ 10 % des thiols de molécules d’AnxA5-SH de la solution
utilisée ne sont pas réactifs, ce qui est cohérent avec une concentration en thiols par dosage

d’Ellman légerement inférieure a celle attendue.
Les résultats de dosage d’Ellman obtenus pour le B-ME, le DTT et I’AnxA5-SH confirment la

précision et la reproductibilité de cette méthode et valident son utilisation ultérieure pour la

guantification de la thiolation des protéines.
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1.1.3. Notes relatives a I’analyse des expériences de SDS-PAGE + PEG

Afin de faciliter I'analyse et la compréhension des expériences de quantification de thiolation
de protéines par SDS-PAGE + PEG, les images de gels d’électrophorése seront annotées de la
facon suivante, résumée en figure 24. Des fleches noires numérotées identifieront les bandes
protéiques correspondant aux différents nombres de PEGs liés par protéine (1 = un PEG-Mal
lié par protéine et donc un thiol réactif, 2 = deux thiols réactifs par protéine, etc...). Chaque
bande protéique d’intérét sera accompagnée d’un chiffre rouge, qui indique la proportion de
protéines contenue dans cette bande, en pourcentage de la quantité totale de protéines
déposée dans le puits du gel. Ces proportions sont obtenues par estimation visuelle des
intensités relatives des bandes protéiques. Dans le cas des expériences de SDS-PAGE + PEG
présentées, cette méthode est plus adaptée que la détermination informatique par un logiciel
de type « Imagel ». Une annotation « < 1 » indique qu’une bande protéique est visible mais
gu’elle est trop peu intense pour étre quantifiée précisément. Prenons I'exemple d’un puits
dans lequel trois bandes protéiques sont visibles (figure 24-A), correspondant respectivement
a la protéine non pégylée, a la protéine pégylée une fois et a la protéine pégylée deux fois.
70 % de la protéine est sous forme non pegylée, 20 % sous une forme pégylée une fois et 10
% sous une forme pégylée deux fois, pour un total de 100 %. Pour de hautes valeurs de
pégylation, généralement a partir de trois molécules de PEG par protéine, les bandes
protéiques correspondantes deviennent diffuses et forment ce que I'on appelle un « smear »,
plusieurs bandes protéiques différentes se confondant en une seule (figure 24-B). Ce
phénoméne est di au fait que la masse moléculaire de chaque PEG-Mal est légerement
différente d’'une molécule a une autre. Les protéines couplées a un ou plusieurs PEG-Mal
migrent ainsi chacune dans le gel a une vitesse légerement différente, malgré des valeurs de
thiolation identiques, ce qui donne un aspect diffus aux bandes. Le phénomeéne est d’autant
plus marqué que le nombre de molécules de PEG-Mal liées par protéine est grand. Les bandes
de type « smear » sont encadrées par une ligne pointillée rouge. La proportion de protéines
présente dans ces bandes diffuses ne peut étre quantifiée précisément. Aucune valeur n’est
donc indiquée et le chiffre rouge est remplacé par « non déterminé » (ND). Il est cependant
possible d’estimer la quantité de protéines présente dans un « smear » en soustrayant la
guantité de protéines présentes dans les bandes quantifiables de la quantité totale de

protéines. A partir des bandes quantifiées de chaque puits, une valeur de pégylation moyenne
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est indiquée sous le gel. Elle est calculée de la fagon suivante : si trois bandes protéiques sont
présentes sur le gel, correspondant respectivement a la protéine non pégylée, a la protéine
pégylée une fois et a la protéine pégylée deux fois et contenant respectivement 70 %, 20 % et

10 % de la quantité totale de protéine, la valeur moyenne de pégylation sera de 0.4 PEG par

70X0+20X1+10X2
100

protéine ( = 0.4), soit 0.4 thiol réactif par protéine. Si une bande de type

« smear » est présente, cette valeur de pégylation moyenne ne peut étre calculée de maniére
absolue. Le chiffre indiquant la valeur de pégylation de I’échantillon est dans ce cas écrit en
bleu et signale que la valeur déterminée est une valeur minimum, calculée a partir des bandes
guantifiables et ne tenant pas compte des protéines pégylées présentes dans le « smear ». La

valeur de thiolation obtenue par dosage d’Ellman est indiquée sous chaque puits.

A B

Nombre de PEG

par protéine fihdﬂ:\ sz:;cheantzie
§\\—1r 7 « espéfe »
S 70
SH réactifs/protéine 0.4 SH réactifs/protéine 0.4
SH/protéine (Ellman)| 1.1 SH/protéine (Ellman) 0.4

Figure 24 : Schéma décrivant les annotations utilisées pour I'analyse des expériences
d’analyse de la thiolation de protéines par SDS-PAGE + PEG. (A) Puits contenant trois bandes
protéiques définies, correspondant respectivement a 0, 1 et 2 molécules de PEG par protéine. (B) Puits
contenant trois bandes protéiques définies, correspondant respectivement a 0, 1 et 2 molécules de
PEG par protéine, ainsi qu’une bande de type « smear », correspondant a 3 PEGs ou plus par protéine.
L’encadré en pointillés rouges et la mention « ND » indiquent une bande non quantifiable de type
« smear ». (A-B) Les fleches noires indiquent la valeur de pégylation correspondant a la bande. Les
chiffres rouges indiquent la proportion de protéines contenue dans cette bande, en pourcentage de la
guantité totale de protéines déposée dans le puits. La premiere ligne de valeurs sous I'image du gel
indique la valeur de pégylation moyenne déterminée par lecture de l'intensité des bandes du gel et
donc le nombre moyen de thiols réactifs par protéine. La deuxieme ligne de valeurs indique la

thiolation moyenne de I'échantillon correspondant déterminée par dosage d’Ellman.
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1.1.4. Mise au point de la méthode SDS-PAGE + PEG

Des expériences préliminaires visant a valider |'utilisation de la méthode SDS-PAGE + PEG pour
I’'analyse de la thiolation de protéines ont été réalisées. Nous avons déterminé la quantité de
PEG-Mal nécessaire pour coupler I'intégralité des éventuels thiols réactifs présents a la surface
des protéines. De I'’AnxA5-SH a 1 mg/mL a été incubée pendant 30 minutes avec des quantités
variables de PEG-Mal, de 0 a 100 molécules de PEG-Mal par AnxA5-SH, puis la réaction a été
stoppée par ajout d’'un excés de DTT. Les échantillons ont ensuite été analysés par SDS-PAGE.

Les résultats de cette expérience sont présentés en figure 25.

PEG-Mal/AnxA5
D 0 01 03 1|3 (10 30 100

AnxAS5 dimeére 4+ w

AnxA5-PEG —

AnxA5 - o>

Figure 25 : Influence du rapport entre le nombre de molécules de PEG-Mal et d’AnxA5-SH

sur I'efficacité de couplage. Le puits « D » contient de I’AnxA5-SH sous forme de dimére.

Des molécules d’AnxA5-SH greffées a un PEG-Mal (AnxA5-PEG) sont présentes dés un rapport
PEG-Mal/AnxA5-SH égal a 0.1, a hauteur d’environ 10 % de la quantité totale de protéines
déposée dans le puits. La quantité d’AnxA5-PEG augmente progressivement jusqu’a un
rapport PEG-Mal/AnxA5-SH égal a 3 pour atteindre environ 90 % de la quantité totale de
protéines, puis n’évolue plus. Cela signifie que toutes les protéines réactives sont couplées a
une molécule de PEG-Mal. Il reste cependant environ 10 % d’AnxA5-SH non couplée, quelle
que soit le rapport PEG-Mal/AnxA5-SH utilisé, ce qui indique que ces 10 % d’AnxA5-SH ne sont
pas réactifs. Le puits « D » contenant le dimere d’AnxA5-SH utilisé pour produire I’AnxA5-SH

monomere utilisée dans cette expérience présente une petite quantité d’AnxA5-SH
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monomere, équivalente a la quantité d’AnxA5-SH non couplée en présence de PEG-Mal. Il est
donc probable que le stock d’AnxA5-SH dimére ne soit pas totalement pur et contienne une
petite quantité d’AnxA5 non réactive ou ne possédant pas de thiol. Ceci est cohérent avec les
résultats du dosage d’Ellman réalisé précédemment sur I’AnxA5-SH, qui indiquait qu’environ
15 % de I’AnxA5-SH n’était pas réactive. Ce phénomene est probablement d au vieillissement
de la protéine.

Afin de s’assurer que les molécules de PEG-Mal soient en exces suffisant par rapport aux thiols
a coupler, un rapport PEG-Mal/Protéine égal a 20 sera utilisé pour I'ensemble des expériences

de SDS-PAGE + PEG ultérieures.

Nous avons ensuite étudié le temps de réaction entre PEG-Mal et protéine thiolée afin de
déterminer le temps d’incubation nécessaire pour que tous les thiols réactifs se couplent aux
molécules de PEG-Mal. De ’AnxA5 a 1 mg/mL est thiolée par du réactif de Traut puis incubée
avec un exces de PEG-Mal/AnxA5 égal a 20, avec un temps de réaction de 5 a 60 minutes. La
réaction est stoppée par ajout d’'un exces de DTT et les échantillons sont analysés par

SDS-PAGE. Les résultats de cette expérience sont présentés en figure 26.

Temps de réaction (min)
0 5 10 30 45 60

2
—
1
—

AnxA5 non _
thiolée

Figure 26 : Influence du temps de réaction entre PEG-Mal et protéine thiolée sur I’efficacité
de couplage. Le temps de réaction « 0 » est réalisé en I"absence de PEG-Mal. Les conditions de

thiolation utilisées sont les suivantes : concentration en AnxA5 = 3 mg/mL, rapport entre molécules de

réactif de Traut et d’AnxA5 = 100 et temps de réaction = 30 minutes.

57



Résultats et discussions
Thiolation d’anticorps et conjugaison d’anticorps thiolés a des nanoparticules d’or

La réaction de couplage entre PEG-Mal et AnxAS5 thiolée est rapide et totale apres 5 minutes
de réaction. Afin de s’assurer que cette réaction soit complete, toutes les expériences de SDS-
PAGE + PEG-Mal suivantes seront réalisées en incubant les échantillons de protéines thiolées

avec le PEG-Mal pendant 15 minutes.

1.1.5. Etude de la thiolation de I’AnxA5

Bien que l'objectif final de cette étude de la thiolation des protéines soit la production
d’anticorps thiolés, nous avons choisi de mener des expériences préliminaires avec I’AnxA5.
Nous disposons d’AnxA5 au laboratoire et nous connaissons bien cette protéine, en faisant un
bon modele protéique alternatif pour I'étude. L’AnxA5 possede également I'avantage d’étre
une protéine monomérique et donc de posséder une structure plus simple que les anticorps,

ce qui rend son analyse par SDS-PAGE + PEG moins complexe.

Différents parameétres susceptibles d’influer sur la thiolation des protéines ont été étudiés par
SDS-PAGE + PEG et dosage d’Ellman : le rapport entre le nombre de molécules de réactif de
Traut et de protéines (rapport Traut/Protéine), la concentration en protéines, et le temps de

réaction entre réactif de Traut et protéines.

1.1.5.1. Influence du rapport entre le nombre de molécules de réactif de Traut et d’AnxA5

L'influence du rapport entre le nombre de molécules de réactif de Traut et d’AnxA5 a été
étudiée en incubant I’AnxA5 avec du réactif de Traut en excés de 10 a 300 fois par rapport au
nombre de protéines. La concentration en AnxA5 est fixée a 3 mg/mL et le temps de réaction

a 30 minutes. Les résultats de cette expérience sont présentés en figure 27.
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Réactif de Traut/AnxA5
x10 x30 x100 x300
¥ - ¥ - ¥ - F -
kDa MW 1 2 3 4 5 6 7 8 9
I____l'
AE: | ND 34
| ND 1 e
66+ L .
2 i L |
—> 8 15 20
454+ :
—» 10 25 25 10 AnxA5 non
361 thlollee
GNP 2w °C - —-—
29 4
SH réactifs/AnxA5 0.1 0.35 0.55 0.5
SH/AnxAS5 (Ellman) 0.6 1.1 2.6 4.2

Figure 27 : Influence du rapport entre le nombre de molécules de réactif de Traut et d’AnxA5
sur la thiolation de ’AnxA5, par dosage d’Ellman et SDS-PAGE + PEG. Les signes « + » et « - »
indiquent la présence ou non de PEG-Mal dans I’échantillon. Le puits annoté « MW » a gauche du gel
contient un marqueur de taille dont les masses moléculaires sont données en kDa. Le puits 9 contient

de I’AnxA5 non thiolée.

L’analyse par SDS-PAGE + PEG indique une augmentation attendue de la thiolation de I’AnxA5
en fonction du rapport Traut/AnxA5. Cette augmentation de la thiolation se traduit par
I'apparition de nouvelles bandes protéiques de masse moléculaire apparente supérieure a
celle de ’AnxA5. Pour un rapport Traut/AnxA5 de 10 (puits 1), deux bandes sont visibles. La
bande inférieure, située entre 29 kDa et 36 kDa, correspond a I’AnxA5 n’ayant pas liée de
molécule de PEG-Mal et ne présentant donc pas de thiol réactif. Cette bande contient 90 % de
la quantité totale de protéines déposée sur le gel. Une seconde bande est visible entre 35 kDa
et 45 kDa, correspondant a de I’AnxA5 ayant lié une molécule PEG-Mal et possédant donc un
thiol réactif. Cette bande représente environ 10 % de la quantité totale de protéines. La valeur
de pégylation moyenne déterminée par SDS-PAGE est par conséquent de 0.1 PEG par AnxAb5,
soit 0.1 thiol réactif par protéine. Cette condition (10 Traut/AnxA5, concentration en

AnxA5 = 3 mg/mL et temps de réaction = 30 minutes) permet d’obtenir uniquement des
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molécules d’AnxA5 qui ne possedent pas de thiol réactif ou qui en possedent un seul. Ces
conditions de thiolation peuvent étre intéressantes dans l'optique de fixer le nombre
maximum de thiols réactifs par AnxA5 a 1, afin de limiter d’éventuels phénomeénes
d’agrégation de protéines par formation de ponts disulfures. Cette problématique sera
abordée plus en détail ultérieurement dans le cas des anticorps. Les puits 3, 5 et 7
correspondant respectivement a des rapports Traut/AnxA5 de 30, 100 et 300 montrent une
diminution progressive de la quantité d’AnxA5 non pégylée conjointement a I'apparition de
molécules d’AnxA5 couplées a un nombre croissant de molécules de PEG-Mal. De I’AnxA5
pégylée deux fois et présentant donc deux thiols réactifs est observée pour un rapport
Traut/AnxA5 égal a 30, puis de I'AnxA5 pégylée trois fois et plus pour des rapports
Traut/AnxA5 égaux a 100 ou 300. Ces deux derniéres conditions montrent également
I'apparition d’'une bande de type « smear ». Ces bandes ne sont pas précisément quantifiables
mais elles indiquent une importante thiolation des protéines. Pour le rapport Traut/AnxA5 de
300, 95 % des molécules d’AnxA5 sont pégylées au moins une fois, la bande correspondant a
I’AnxA5 non pégylée ne représentant plus que 5% de la quantité totale de protéines. Cette
condition de thiolation permet de modifier la quasi-totalité des molécules d’AnxA5. Le nombre
de thiols réactifs par AnxA5 est cependant trés variable, et la présence de nombreux thiols
réactifs par protéine pourrait entrainer un phénomeéne d’agrégation comme évoqué

précédemment.

Les valeurs de thiolation obtenues par dosage d’Ellman sont respectivement de 0.6, 1.1, 2.6
et 4.2 pour les rapports Traut/AnxA5 de 10, 30, 100 et 300. Ces valeurs sont supérieures au
nombre de thiols réactifs estimé par I'analyse SDS-PAGE + PEG mais sont cohérentes avec ces
derniéres. Dans le cas du rapport Traut/AnxA5 de 10, la valeur de 0.6 thiol par protéine
obtenue par dosage d’Ellman correspond bien au fait que les molécules d’AnxA5 de cet
échantillon sont non pégylées ou pégylées une fois. Pour le rapport Traut/AnxA5 de 30, le
puits contient des molécules d’AnxA5 non pégylées, pégylées une fois et pégylées deux fois,
dans des proportions respectives de 70 %, 25 % et 5 %. La valeur de thiolation moyenne
déterminée par dosage d’Ellman est d’environ un thiol par AnxA5. La proportion d’AnxA5
pégylée une fois n’est cependant pas majoritaire. Cet exemple illustre la différence entre le
nombre moyen de thiols par protéine obtenu par dosage d’Ellman et la distribution statistique

réelle des thiols réactifs a la surface des protéines modifiées. Cette différence est également
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visible pour le rapport Traut/AnxA5 de 300, pour lequel une valeur de 4.2 thiols par AnxA5 est
obtenue par dosage d’Ellman. Parallelement, I'expérience de SDS-PAGE + PEG indique que
I’AnxA5 non pégylée a presque totalement disparu et que I’échantillon est composé d’un
mélange hétérogene d’AnxA5 exposant un nombre de thiols réactifs variable, de zéro a plus
de trois par protéine. De maniere générale, le nombre de thiols réactifs estimé par SDS-PAGE
est plus faible que le nombre de thiols déterminé par dosage d’Ellman. Cette tendance a été
confirmée par I'intégralité des expériences de SDS-PAGE + PEG présentées ultérieurement. La
précision du dosage d’Ellman a été précédemment validée avec différentes molécules
thiolées, dont I’AnxA5-SH, nous estimons donc que les valeurs de thiolation obtenues par
cette méthode sont exactes. Comment expliquer la différence de résultats entre
SDS-PAGE + PEG et dosage d’Ellman ? Notre hypothése est qu’une partie des thiols ajoutés
apres incubation avec le réactif de Traut sont capables de réagir avec une petite molécule
comme le DTNB utilisé dans le dosage d’Ellman mais sont incapables de réagir avec les
molécules de PEG-Mal, plus encombrantes. Il est possible que des phénoménes de géne
stérique limitent la réaction entre thiols et maléimides, ce qui réduit le nombre de PEG-Mal
liés. Les informations obtenues par dosage d’Ellman et SDS-PAGE + PEG sont donc différentes
et complémentaires. Le dosage d’Ellman détermine le nombre moyen de thiols par protéine
de maniére absolue, tandis que la méthode SDS-PAGE + PEG estime plutot le nombre de thiols
réactifs par protéine.

Les échantillons déposés dans les puits surmontés d’un signe « - » n’ont pas été incubés avec
du PEG-Mal et servent de contréle négatif. Seule la bande protéique correspondante a I’AnxA5
non pégylée est observée, quelle que soit la valeur de thiolation de I’échantillon. L'apparition
de bandes de masse moléculaire apparente supérieure est donc due a la liaison des molécules

de PEG-Mal aux molécules d’AnxA5 thiolées par le réactif de Traut.

1.1.5.2. Influence de la concentration en AnxA5

L'influence de la concentration en protéine sur la thiolation de I’AnxA5 a ensuite été étudiée.
Des expériences similaires a celles présentées pour I'influence du rapport Traut/AnxA5 ont
été réalisées, avec des concentrations en AnxA5 comprises entre 0.3 et 3 mg/mL, un temps de
réaction de 30 minutes et des rapports Traut/AnxA5 de 30, 100 et 300. La figure 28 présente

les résultats de cette expérience.
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Concentration en AnxA5
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Figure 28 : Influence de la concentration en protéine sur la thiolation de I’AnxA5, par dosage
d’Ellman et SDS-PAGE + PEG. Le puits noté « MW » 3 gauche du gel contient un marqueur de taille,

dont les masses moléculaires sont données en kDa. Le puits 10 contient de I’AnxA5 non thiolée.

L’expérience de SDS-PAGE + PEG montre que pour un rapport Traut/AnxAS5 fixe, la thiolation
augmente avec la concentration en AnxA5. Il est donc possible de faire varier la concentration
en protéines pour obtenir les valeurs de thiolation désirées. Dans I'optique de produire des
molécules d’AnxA5 possédant au maximum un thiol réactif, il est par exemple possible
d’utiliser une concentration en AnxA5 de 0.3 mg/mL avec un rapport Traut/AnxA5 de 100, ou

une concentration en AnxA5 de 3 mg/mL avec un rapport Traut/AnxA5 inférieur a 30.

1.1.5.3. Influence du temps de réaction entre le réactif de Traut et 'AnxA5

Le dernier parameétre étudié est I'influence du temps de réaction entre le réactif de Traut et
I’AnxA5. Le rapport Traut/AnxA5 est fixé a 100 et la concentration en AnxA5 a 1 mg/mL. La
réaction est stoppée apres un temps d’incubation variable de 15 a 240 minutes par dilution
de I’échantillon et élimination du réactif de Traut par lavage. Les échantillons sont ensuite
analysés par SDS-PAGE + PEG et dosage d’Ellman. Les résultats de cette expérience sont

présentés en figure 29.
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Figure 29: Influence du temps de réaction entre le réactif de Traut et ’AnxA5 sur la
thiolation de I’AnxAb5, par dosage d’Ellman et SDS-PAGE + PEG. Le puits noté « MW » a gauche
du gel contient un marqueur de taille, dont les masses moléculaires sont données en kDa. Le puits 6
contient de I’AnxA5 non thiolée. Les bandes de cette expérience de SDS-PAGE ont été un peu moins
colorées que les autres expériences présentées dans ce travail et sont donc légérement moins

intenses.

De maniére attendue, la thiolation de I’AnxA5 augmente avec le temps, sans atteindre un
plateau apres 240 minutes de réaction. Au bout de 15 minutes de réaction, de I’AnxA5 pégylée
une fois est présente a hauteur de 10 % de la quantité totale de protéines. La proportion
d’AnxA5 pégylée une seule fois augmente a 15 % apres 30 minutes de réaction. De I’AnxA5
pégylée deux fois apparait a partir d’une heure de réaction, puis de I’AnxA5 pégylée trois fois
ou plus apres quatre heures de réaction. Bien qu’il soit possible de faire varier le temps de
réaction entre réactif de Traut et AnxA5 pour ajuster la thiolation des protéines, il est
recommandé d’utiliser un temps de réaction inférieur ou égal a 30 minutes. En effet, le réactif
de Traut s’hydrolyse rapidement a pH 8, qui est le pH du tampon phosphate utilisé lors de la
réaction de thiolation. Il est donc préférable d’augmenter les concentrations en réactif de

Traut et/ou en AnxAb5 si des taux de thiolation élevés sont souhaités.
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1.1.5.4. Conditions de thiolation recommandées pour I’AnxA5

L'influence des différents parametres de thiolation de I’AnxA5 a permis de déterminer la
valeur de thiolation moyenne de la protéine ainsi que la répartition statistique des thiols
réactifs a la surface de cette protéine en fonction de ces parametres. Afin de produire des
molécules d’AnxA5 avec au maximum un thiol réactif par protéine, il est recommandé
d’utiliser les conditions suivantes : rapport Traut/AnxA5 = 100, concentration en
AnxA5 =1 mg/mL et temps de réaction = 15-30 minutes. Ces conditions permettent de limiter
une éventuelle agrégation de protéines par le biais de la formation de ponts disulfures, au
détriment de la proportion d’AnxA5 thiolée. Pour obtenir des molécules d’AnxA5 possédant
un nombre important de thiols réactifs, il est recommandé de travailler avec des rapports
Traut/AnxA5 de 300 ou plus, des concentrations en AnxA5 comprises entre 1 et 3 mg/mL par

exemple et un temps de réaction de 30 minutes.

1.1.6. Etude de la thiolation des anticorps

L'étude de la thiolation de I'AnxA5 a permis d’obtenir des informations qualitatives et
guantitatives sur l'influence de trois parameétres de thiolation, qui sont le rapport
Traut/protéine, la concentration en protéines et le temps de réaction entre le réactif de Traut
et les protéines. L'influence de ces trois parametres et I'influence du type d’anticorps utilisé
ont été étudiées sur des anticorps, par SDS-PAGE + PEG et dosage d’Ellman. Le phénomene
d’oligomérisation des Ac-SH par formation de ponts disulfures a ensuite été étudié par
chromatographie d’exclusion de taille (CET). Pour cette étude de la thiolation des anticorps,
nous avons utilisé un anticorps anti-CD235a dirigé contre la glycophorine A, un anticorps
Herceptin® dirigé contre le récepteur HER2, surexprimé dans certains types de cancer du sein
(Slamon et al., 1989), et deux anticorps anti-PSA différents, appelés ci-aprés 1A7 et 3E6. Les
trois derniers anticorps n’ont pas d’intérét direct dans le cadre de mon travail de thése sur les
VEs et sont utilisés comme modele d’anticorps.

Les anticorps sont des protéines de 150 kDa qui migrent lentement sur gel SDS-PAGE, ce qui
les rend difficiles a analyser. Contrairement a I’AnxA5 qui est une protéine monomeérique, les
anticorps sont composés de quatre sous-unités, deux chaines lourdes (HC) et deux chaines

légéres (LC). Avant d’étre analysés par SDS-PAGE, les anticorps ont été incubés avec du B-ME
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et chauffés a 95 °C pendant 10 minutes afin de réduire leurs ponts disulfures internes et de
dissocier leurs quatre chaines. Les chaines lourdes et |égeres des anticorps ainsi traités sont
d’une taille plus adaptée a I'analyse par SDS-PAGE et migrent sous la forme de deux bandes,
respectivement a 50 kDa et 25 kDa. Lors de I'analyse des expériences de SDS-PAGE + PEG
d’anticorps thiolés, il est nécessaire de raisonner en termes de chaines lourdes et de chaines
légeres, et non plus de protéine entiere comme pour I’AnxA5. |l suffit en effet qu’une seule
des quatre chaines d’un anticorps soit thiolée pour que celui-ci puisse se conjuguer aux NpAu-
Mal. Les quatre chaines sont indépendamment susceptibles d’étre modifiées par le réactif de
Traut, et donc de réagir avec une ou plusieurs molécules de PEG-Mal. Ainsi, en plus des deux
bandes correspondant aux chaines lourdes et légeres non pégylées, des bandes
supplémentaires seront observées en cas de pégylation de I'une ou I'autre de ces chaines. Le
calcul de la valeur de pégylation moyenne déterminée par SDS-PAGE + PEG est également plus
complexe. Il est en effet nécessaire de tenir compte du fait qu’un anticorps possede une paire
de chaque type de chaine. Un exemple illustrant le raisonnement appliqué pour déterminer
la valeur de pégylation moyenne d’un échantillon est présenté en figure 30, dans laquelle
seule la thiolation des chaines légeres est considérée afin de simplifier I’explication. Dans cet
exemple, le puits présente deux bandes correspondant a la chaine légére et a la chaine légere
pégylée une fois. Chacune de ces bandes contient 50% de la quantité totale de chaine légére.
Cela signifie que 50% des chaines légeres de |’échantillon possedent un thiol réactif.
L’échantillon est donc composé d’'un mélange d’anticorps possédant 0, 1 ou 2 chaine(s)

légére(s) pégylée(s) et la valeur de moyenne de pégylation de I’échantillon sera de 1 PEG par

50x0+50x2

anticorps ( 00 = 1), soit un thiol réactif. Prenons maintenant un exemple un peu plus

complexe et tenant compte des chaines lourdes et légeres. Si un puits présente
respectivement 40 % et 20 % de chaines lourdes respectivement pégylées une et deux fois et

30 % de chaines légeres pégylées une fois, la valeur de pégylation moyenne de I’échantillon

40X2+20%X4+30X2
100

sera de 2.2 PEGs par anticorps ( = 2.2), soit 2.2 thiols réactifs. Les valeurs

moyennes calculées de cette maniére n’ont qu’un but comparatif avec les valeurs obtenues
par dosage d’Ellman et ne refletent pas la distribution statistique réelle des thiols a la surface

des anticorps.
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Résultats et discussions
Thiolation d’anticorps et conjugaison d’anticorps thiolés a des nanoparticules d’or
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Figure 30 : Exemple d’analyse de la thiolation d’un anticorps par SDS-PAGE + PEG.

1.1.6.1. Influence du rapport entre le nombre de molécules de réactif de Traut et d’anticorps

L'influence du rapport entre le nombre de molécules de réactif de Traut et d’anticorps
(Traut/Ac) a été étudiée en incubant un anticorps avec du réactif de Traut en exces de 10 a
1000 fois par rapport au nombre de molécules d’anticorps. La concentration en anticorps est
fixée a 1 mg/mL et le temps de réaction a 20 minutes. Les résultats de cette expérience sont
présentés en figure 31. C