N

N

Etude de la biodistribution de nanoparticules de
poly(acide lactique) chez le poisson-zebre apres
administration muqueuse et intraveineuse

Julien Rességuier

» To cite this version:

Julien Rességuier. Etude de la biodistribution de nanoparticules de poly(acide lactique) chez le
poisson-zebre apres administration muqueuse et intraveineuse. Biotechnologie. Université de Lyon,
2017. Francais. NNT': 2017LYSE1023 . tel-01587788

HAL Id: tel-01587788
https://theses.hal.science/tel-01587788

Submitted on 14 Sep 2017

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-01587788
https://hal.archives-ouvertes.fr

UNIVERSITE
DE LYON

€l

N°d’ordre NNT : xxx

THESE de DOCTORAT DE L'UNIVERSITE DE LYON

opérée au sein de
I’'Université Claude Bernard Lyon 1

Ecole Doctorale N° 205
(Ecole Doctorale Interdisciplinaire Sciences Santé)

Spécialité de doctorat : Biologie, médecine et santé
Discipline : ingénierie biologique et médicale, Biotechnologie

Soutenue publiguement le 31/01/2017, par :
Mr. RESSEGUIER Julien

Etude de la biodistribution de nanoparticules de
poly(acide lactique) chez le poisson-zebre apres
administration muqueuse et intraveineuse

Devant le jury composé de :

Pr.VINCIGUERRA, Christine PU-PH Université de lyon 1 Présidente
Dr.GREF, Ruxandra DR Université de Paris-Sud Rapporteure
Dr.LUTFALLA, Georges DR Université de Montpellier 2 Rapporteur
Dr.BOUDINOQOT, Pierre DR INRA Rapporteur
Dr.LEVRAUD, Jean-Pierre DR Institut Pasteur Examinateur

Pr.LE GUELLEC, Dominique PU Université de lyon 1 Directeur de these

Dr.DELAUNE, Emilie MCU  Université de lyon 1 Co-encadrante



« C'est avec la logique que nous prouvons et avec l'intuition que nous
frouvons »

Henri Poincaré (1854-1912)

« La genéetique dessine I'échelle des possibles, I'environnement en imprime la
realité et le contexte permet d’'en saisir I'essence »



UNIVERSITE CLAUDE BERNARD - LYON 1

Président de I'Université
Président du Conseil Académique

Vice-président du Conseil d’ Administration

Vice-président du Conseil Formation et Vie
Universitaire

Vice-président de la Commission Recherche

Directrice Générale des Services

M. le Professeur Frédéric FLEURY
M. le Professeur Homda BEN HADID

M. le Professeur Didier REVEL
M. le Professeur Philippe CHEVALIER
M. Fabrice VALLEE

Mme Dominique MARCHAND

COMPOSANTES SANTE

Faculté de Médecine Lyon Est — Claude Bernard

Faculté de Médecine et de Maieutique Lyon Sud —
Charles Mérieux

Faculté d’Odontologie
Institut des Sciences Pharmaceutiques et Biologiques

Institut des Sciences et Techniques de la
Réadaptation

Département de formation et Centre de Recherche
en Biologie Humaine

Directeur : M. le Professeur G.RODE

Directeur : Mme la Professeure C. BURILLON

Directeur : M. le Professeur D. BOURGEQOIS

Directeur : Mme la Professeure C.
VINCIGUERRA

Directeur : M. X. PERROT

Directeur : Mme la Professeure A-M. SCHOTT

COMPOSANTES ET DEPARTEMENTS DE SCIENCES ET TECHNOLOGIE

Faculté des Sciences et Technologies
Département Biologie

Département Chimie Biochimie
Département GEP

Département Informatique

Directeur : M. F. DE MARCHI

Directeur : M. le Professeur F. THEVENARD
Directeur : Mme C. FELIX

Directeur : M. Hassan HAMMOURI

Directeur : M. le Professeur S. AKKOUCHE



Département Mathématiques
Département Mécanique
Département Physique

UFR Sciences et Techniques des Activités Physiques et
Sportives

Observatoire des Sciences de I'Univers de Lyon
Polytech Lyon

Ecole Supérieure de Chimie Physique Electronique
Institut Universitaire de Technologie de Lyon 1
Ecole Supérieure du Professorat et de I'Education

Institut de Science Financiére et d'Assurances

Directeur :
Directeur :
Directeur :
Directeur :
Directeur :
Directeur :
Directeur :
Directeur :
Directeur :

Directeur :

I £ £ £ £ £ £ L L £

. le Professeur G. TOMANOV

. le Professeur H. BEN HADID

. le Professeur J-C PLENET

. Y.VANPOULLE

. B. GUIDERDONI

. le Professeur E.PERRIN

. G. PIGNAULT

. le Professeur C. VITON

. le Professeur A. MOUGNIOTTE

. N. LEBOISNE



REMERCIEMENTS

Je tiens tout d’abords a remercier Mme. Ruxandra GREF, Mr. Pierre BOUDINOT, Mr.
Georges LUTFALLA d’avoir accepté de rapporté mon travail de these, Mme. Christine
VINCIGUERRA d’avoir accepté de présider mon jury de these et Mr. Jean-Pierre LEVRAUD
d’avoir accepté de participer a la soutenance de these en tant qu’examinateur et pour m’avoir

guidé durant les comités de suivi de these. Je tiens aussi a remercier Mme. Dominique
SIGAUDO-ROUSSEL de m’avoir également guidé durant les comités de suivi de these.

Je souhaite aussi remercier mon directeur de these, Mr. Dominique LE GUELLEC, de m’avoir
encadré depuis ma deuxieme année de Master, pour ses conseils pour que j'apprenne a me
canaliser et son soutien lors de ma maladie. Merci également de m’avoir permis de m’épanouir
dans mon sujet de these, d’avoir toujours défendu mon indépendance et de toujours avoir été
joignable lorsque je rencontrais des difficultés. J’espére un jour étre capable de m’exprimer
par écrit et par oral aussi majestueusement que toi !

Je tiens également a remercier Mme. Emilie DELAUNE pour m’avoir encadré, pour tous ses
conseils durant ces 3 années de these et nos discussions dans le bureau.

Enfin, je tiens a remercier mon directeur de laboratoire, Mr. Bernard VERRIER, pour
tellement de choses que j’ai peur d’en oublier. Merci d’avoir cru en moi et mes idées toutes ces
années, d’avoir financé mon projet de these, d’avoir toujours trouvé du temps pour m’écouter
malgré un emploi du temps trés chargé, pour m’avoir soutenu durant mes problémes de santé
et d’avoir facilité mon retour au sein du laboratoire. J’espere plus tard étre capable moi aussi
de fournir du travail et d’aider autant de personnes d’une maniere aussi efficace et humaine
que toi.

Je tiens a remercier encore une fois Mr. Pierre BOUDINOT et Mr. Jean-Pierre LEVRAUD
et leurs équipes de m’avoir aiguillé et appris tant de chose sur le poisson-zebre et le systeme
immunitaire. Vous m’avez tant appris et permis de me former sur des techniques clés. Vous
avez pris beaucoup de temps pour répondre a mes questions méme lorsque j étais seulement de
passage a Paris et méme accueilli au sein de vos laboratoires pour me former. Merci également
a Mme. Elina ALEKSEJEVA d’avoir pris du temps pour m’apprendre a réaliser des
dissections et de la cytométrie en flux et pour nos discussions.

Je tiens aussi a remercier Mme. Bérangére FROMY pour ses conseils sur les analyses
statistiques, Mr. Thibault ANDRIEU et Mr. Sébastien DUSSURGEY pour leur
accompagnement au sein de la plateforme ANIRA de cytométrie en flux, aux différents membres
de la plateforme d’imagerie PLATIM et de la plateforme d’histologie PRIMATISS. Je remercie
également Mme. Laure BERNARD et Mr. Robert RENARD responsables du PRECI et Mme.
Marielle PASDELOUP pour ses conseils sur les analyses de gPCR.

Je remercie aussi toutes les stagiaires que j’'ai pu, au moins en partie, encadrer :  Claire,
Amandine, Anne-Sophie, Sofia et Anne-Line. Mme. Anne-Sophie REGENT m’a beaucoup
apporté avec son expertise sur la gPCR et Mme. Anne-Line COOLEN sur ['imagerie du



poisson-zebre. Je ne me fais aucun doute sur les nombreux succes qui vous attendent durant de
vos carrieres respectives. Anne-Line, je suis convaincu que tu réaliseras une theése magnifique.

Je tiens également a remercier [’ensemble de [’équipe. Mme. Céline TERRAT et Mme. Céline
LACROIX-GIMON, expertes dans la formulation des nanoparticules, qui ont vaillamment
supporté mon rire, ma musique et mes blagues enfantines :) Je remercie également Mme.
Perrine MERCIER pour sa patience et son calme malgré le rangement « trés ordonné » de ma
paillasse et de mon bureau. Je remercie aussi Mme. Charlotte PRIMARD, pour m’avoir
encadré durant mon master et pour ses conseils. Merci aussi a tous mes collegues et ex-
collegues dont certains sont maintenant des amis : Alice, Morgane, Capucine, Agathe, Simon,
Damien, Yves, Jean-Yves, Claire, Loris, Naima, Evelyne, Corinne, Gina, Gloria, loana,
Maxime, Bastien, Séverine, Myriam, Christelle et tous les autres.

Je remercie spécialement Soso la girafe, pour tous les moments passés ensemble, les vincents
pour leur solidarité masculine au sein du laboratoire, m’avoir enseigné les joies de la
carboglace, les parties de péche et la randonnée magique ! Un grand merci aussi a
Annefaufisse, voisine de bureau qui a eu une mauvaise influence sur moi malgré mon
innocence et bienveillance naturelle, et qui n’eut absolument pas a me supporter toutes ces
années. Merci pour tous ces moments de détente et soirées jeux.

Un grand merci également a tous les autres collegues de ['IBCP pour la bonne ambiance, les
compétitions de G-Switch et les Happy Hours. Merci également a Alexis pour son soutien
informatique et pour m’avoir aidé a donner des coups de pelle dans une riviere.

Je souhaite remercier Mr. Jean-Francois DORE pour m’avoir aiguillé vers la recherche
scientifique, Mr. Jonathan POL qui m’a encadré durant mon séjour au Canada et transmis
une partie de sa passion pour la recherche. Je tiens a chaleureusement remercier le professeur
Gilles SALLES, le docteur Emmanuel BACHY et [’ensemble du service d’hématologie et de
[’équipe soignante des Hopitaux Lyon-Sud pour m’avoir accompagné et soigné.

Un grand merci a tous mes amis proches pour m’avoir soutenu et plus particulierement
Bertrand, Soleilmane et Lucas que je considere comme mes freres.

Je remercie également toute ma famille pour son soutien et pour veiller sur moi et plus
particulierement mes parents, Lucette et Didier, mes freres, Florent et Valentin et ainsi que
mon filleul, Justin.

Et enfin, un grand merci a toi Aurélie dont [’amour m’accompagne depuis maintenant plus de
6 ans, pour m’avoir soutenu et pour t’étre occuper de moi, avec Gargamel ton chat infirmier,
et ce méme dans les moments les plus difficiles alors que tu réalisais ta propre these.



Etude de la biodistribution de nanoparticules de poly(acide lactique) chez le

poisson-zebre aprés administration muqueuse et intraveineuse.

RESUME

L’utilisation des nanobiotechnologies dans le domaine de la santé est en plein essor. Les
nanoparticules de poly(acide lactique) (PLA) constituent des nanovecteurs biocompatibles et
biodégradables capables d’accroitre la spécificité et I’efficacité de traitements thérapeutiques
et vaccinaux administrables par voie muqueuse et intraveineuse. Toutefois, 1’optimisation de
ces nanosystémes se heurte a une caractérisation incompléte de leur biodistribution in vivo, en

particulier a I’échelle cellulaire.

L’objectif de ce travail de theése a été d’enrichir les connaissances sur la biodistribution des
nanoparticules de PLA in vivo aprés administration muqueuse ou intraveineuse, dans le but
d’¢élargir les perspectives d’optimisation et d’utilisation de ces nanoparticules. Ce travail a été
réalisé sur le modele du poisson-zébre (Danio rerio), un vertébré trés adapté pour des études

sur organisme entier.

Par une méthodologie d’analyse de la biodistribution des nanoparticules de PLA, j’ai montré
que les nanoparticules de PLA administrées par balnéation franchissent efficacement les
muqueuses et ont un fort tropisme naturel vers les cellules dendritiques muqueuses. Ces
données ont servi a ¢laborer des stratégies de ciblage, utilisant diverses lectines afin
d’augmenter la prise en charge des nanoparticules de PLA par diverses muqueuses. Enfin,
I’étude du devenir de ces nanoparticules apres injection intraveineuse a révélé de nombreuses

interactions avec le systéme circulatoire.

Ce travail a permis d’approfondir la connaissance des interactions des nanoparticules de PLA
avec le vivant, soulignant le potentiel prometteur de ces nanoparticules pour la vaccination

muqueuse

MOTS-CLES

Nanoparticule de PLA — Poisson-zeébre — Vectorisation de vaccins — Administration muqueuse
— Injection intraveineuse — Biodistribution — Cellules présentatrices d’antigéne — Ciblage —

Lectine agglutinine de cacahucte

Vecteurs colloidaux et transport tissulaire — LBTI (UMR5305)
Institut de Biologie et Chimie des Protéines — 7 passage du Vercors — 69367 Lyon Cedex 07




Poly(lactic acid) nanoparticles biodistribution study in the zebrafish after

mucous and intravenous administration.

ABSTRACT

Nanobiotechnologies raise a growing interest in the medical field. Poly(lactic acid) (PLA)
nanoparticles, constitute biocompatible and biodegradable nanovectors able to increase the
specificity and efficacy of diverse therapeutic and vaccine treatments, following mucosal and
intravenous administration. However, further optimization of these nanosystems has been
limited by the lack of information regarding their in vivo biodistribution, especially at the

cellular level.

The main objective of this PhD work was to better document the in vivo biodistribution of PLA
nanoparticles, after mucous and intravenous administration, to help optimizing these
nanovectors and further expand their field of potential applications. This work was performed

using zebrafish, a Vertebrate model particularly well suited for whole-body approaches.

Using a methodology to analyze the PLA nanoparticles biodistribution, I showed that PLA
nanoparticles efficiently crossed mucosae following bath administriation, and display a strong
natural tropism toward mucous dendritic cells. These data led to examining targeting strategies
based on various lectins, to enhance the uptake of nanoparticles by specific mucosae. Finally,
the study of PLA nanoparticles biodistribution following intravenous injection, revealed

numerous interactions with the circulatory system.

Overall, this work has been able to strengthen our understandings of PLA nanoparticles among
living organisms, furthermore highlighting their promizing potential as nanovehicles for

mucosal vaccines.

KEY-WORDS

PLA nanoparticle — Zebrafish — Vaccines Carrier — Mucosal delivery — Intravenous injection —

Biodistribution — Antigen-presenting cells — Targeting — Peanut agglutinin

Colloidal vectors and tissue transport — LBTI (UMR5305)
Institut de Biologie et Chimie des Protéines — 7 passage du Vercors — 69367 Lyon Cedex 07
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ABREVIATION

3D : 3 dimensions
ADN : Acide désoxyribonucléique

ADNCc : Acide désoxyribonucléique

complémentaire

APC : Cellules présentatrice d’antigéne
ARN : Acide ribonucléique

ARN:Isi : Petit acide ribonucléique interférant
BM : Lame basale

BSA : Albumine de sérum bovin

CLR : récepteur aux lectine de type C

CS : Chitosane

DAPI : 4',6-diamidino-2-phénylindole

DPH : 1,6-diphenyl-1,3,5hexatriene

DTPA : Acide diethylenetriamine pentaacetique
EC : Cellule endothéliale vasculaire

EPR : Effet de perméabilité et de rétention

tissulaire

FDMYV : Virus de la maladie des pieds et de la

bouche

FGF : Facteur de croissance des fibroblastes
FITC : Isothiocyanate de fluorescéine

GA : Acide gambigique

GALT : Tissu lymphoide associ¢ aux intestins

GIALT : Tissu lymphoide associé¢ aux branchies

HBsAg : Antigeéne de I’hépatite B

HGF : Facteur de croissance des hépatocytes
IgA : Immunoglobuline A

IgD : Immunoglobuline D

IgM : Immunoglobuline M

IgT : Immunoglobuline T

IgZ : Immunoglobuline Z

IHNYV : Virus infectieux a nécroses

hématopoiétiques
Ip : Indice de polydispersité
IRM : Imagerie a Résonnance Magnétique

ISO/TC : Comité technique de 1’organisation

internationale de normalisation

ISO/TS : Spécification technique provenant de

I’organisation internationale de normalisation

KAg : Antigeéne du virus du syndrome respiratoire

et reproducteur porcin.

kDA : kilo Dalton

KPYV : tripeptide lysine-Proline-Valine
LDH : Lactate déshydrogénase

LP : Lamina Propria

LPS : Lipopolysaccharide

LTA : Lectine agglutinine de pois carré
M (cellule) : Cellule microfold

MG : Intestin intermédiaire antérieur



MPX : My¢élopéroxydase

mPEG : méthoxy-polyéthyléne glycol
NALT : Tissu lymphoide associé aux narines
NK (cellule) : Tueuse naturelle

NP : Nanoparticules

OCDE : Organisation de Coopération et de

Développement Economiques
ODN : oligodeoxynucleotides
OMC : Canal marginal extérieur
PBS : Tampon phosphate salin
PC : Cellule pilier

PEG : polyéthylene glycol
PF68 : Agent pluronique F-68
PFA : Paraformaldéhyde

pH : potentiel Hydrogene

PHEA : o,B-poly(N-2-hydroxyethyl)-DL-

aspartamide

PLA: Acide poly(lactique)

PLGA : Acide poly(lactique-co-glycolique)
PLL : Poly(L-lysine)

PMG : Intestin intermédiaire postérieur

PNA : Lectine agglutinin de cacahuéte

PRRS : virus du syndrome respiratoire et

reproducteur porcin
PVA : Alcool polyvinyle
PVC : Cellules pavimenteuses

qPCR : Réaction en chaine de la polymérase

quantitative
RBC : érythrocyte

RGD : Séquence peptidique d’arginine-Glycine-
Acide aspartique

ROS : Spécimen réactif a I’oxygéne
SALT : Tissu lymphoide associé a la peau
SVF : Sérum de veau feetal

TA : Température ambiante

TLR : toll-like-recepteur

TPGS : a-tocophéryl-polyéthylene glycole-1000

succinate

TRITC : Tetramethylrhodamine isothiocyanate
UV-A : Rayonnement ultraviolet de type A
UV-B : Rayonnement ultraviolet de type B
VIH : Virus de I'immunodéficience humaine

VSVC : Virus de la virémie printaniére de la carpe
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1. ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

NANOPARTICULES

1.Généralités

Les nanoparticules, dans le sens commun sont des objets a 1’échelle nanométrique, une
dimension de I’ordre de un milliardiéme de métre. Afin de se donner une idée, un agave mesure
de 1 2 2 m, Ia ou un flocon de neige va mesurer environ 4 mm, un cheveu 0,1 mm, une cellule
0,02 mm, 0,001 mm pour les bactéries et enfin 200 nm pour une nanoparticule représente
0,0002 mm. D’une autre maniére pour imaginer la différence de grandeur, la comparaison entre
une orange de 10 cm et notre planéte a un ordre de grandeur identique a celle entre cette méme

orange et une particule de 1 nm.

POLLEN NANOSTRUCTURE

1 METER = 1 MILLIMETER = 1 MICROMETER = 1 NANOMETER =
1,000,000,000 NANOMETERS 1,000,000 NANOMETERS 1,000 NANOMETERS 10~ METERS

i1m  imm pm

Figure I : Echelle de grandeur (352)



Une définition plus stricte a ét¢ formulée par I’Organisation Internationale de Normalisation
par le biais de son comité ISO/TC 229 Nanotechnologies sous la norme ISO/TS27687 :2008.
Récemment, en 2015 cette norme fut annulée et remplacée par ’ISO/TS 80004-2. 11 est signifi¢
qu’une nanoparticule est un objet dont les 3 dimensions externes sont comprises entre 1 et 100
nm, et dont les longueurs du plus grand et du plus petit axe ne sont pas significativement

différentes (ratio inférieur ou égale a 3) (Figure 2).

Cependant, d’une manicere plus générale, est considérée comme nanoparticule toute particule
sub-micronique dont le diametre est suffisamment petit pour voir apparaitre 1’émergence de
nouvelles propriétés physico-chimiques par rapport aux matériaux dit « conventionnels », 100
nm représentant la limite critique ou s’observe fréquemment 1’acquisition de ces nouvelles
propriétés. Néanmoins, certaines propriétés comme le changement de turbidité ou encore
I’acquisition d’un état colloidal apparaissent a de plus grandes tailles, c’est ainsi que 1’Union
International de Chimie Pure et Appliquée préconise 1’extension de cette limite jusqu’a 500 nm
(1). Ainsi en biologie le préfixe « nano » est toléré pour des particules de plusieurs centaines

de nanometres, de méme 1’appellation de particules semi-fine peut aussi étre employée.

\/

a) nanoparticule (3 dimensions externes  b) nanofibre (2 dimensions externes a c) nanoplaque (1 dimension externe a
a I'échelle nanométrique) I'échelle nanométrique) I'échelle nanométrique)

Figure 2 : Définition des nano-objets (353)



Les nanoparticules se déclinent sous une immense variété de familles en fonction de leurs
caractéristiques. Brievement, les principales familles de nanoparticules vont tout d’abord se
distinguer en fonction de leur composition et structure. Une premicre dichotomie va faire
apparaitre deux grandes superfamilles : les nanovecteurs inorganiques et leurs équivalents

organiques.

. Les nanovecteurs inorganiques font montre, d’une maniere générale, d’une
meilleure stabilit¢é que leurs équivalents organiques (2), tandis que leurs
applications sont fortement liées a des phénoménes physiques comme ’optique
et les transferts d’énergie. Dans cette famille se retrouvent les nanoparticules
métalliques comme celles a base d’oxyde de fer, d’or ou encore d’argent. La
famille des nanoparticules nano-coquille (nanoshells) est caractérisée par une
structure avec un ceeur diélectrique recouvert par une couche métallique. Celle
des boites quantiques, plus connues sous leur nom anglais « Quantum dots »,
englobe des cristaux semi-conducteurs de quelques nanométres qui font montre
d’une stabilité et intensité de fluorescence remarquable une fois excités par une
longueur d’onde proche de I'ultraviolet. Les nanoparticules dites céramiques
sont quant a elles composées de carbures, phosphates, carbonates ou encore

oxydes de métaux et métalloides comme le titane et la silice.

". Les nanovecteurs organiques ont des applications beaucoup plus orientées vers
le domaine du vivant de par leur tendance a faire montre d’une meilleure
« dégradabilité » que les nanoparticules inorganiques, ainsi que par un potentiel
d’interaction facilité avec les différentes molécules, protéines et autres
composantes de I’organisme. Cette famille regroupe entre autres les systémes
nanométriques a base de micelles et de liposomes. Ces nanoparticules, formées
d’une monocouche de molécules amphiphiles recouvrant un noyau liquide pour
les premicres (3) et d’une vésicule sphérique composée d’un noyau hydrophile,
d’un compartiment hydrophobe et d’une ou plusieurs bicouches lipidiques (4)
pour la deuxieme, sont principalement utilisées dans la délivrance contrdlée de

médicaments. Ces derni¢res années a vu apparaitre le développement des



archéosomes, liposomes composés de lipides provenant de membranes
d’archées et analogues synthétiques (5). Ces dernieres bénéficient d’une grande
résistance aux agressions environnementales extérieures. Dans les
nanoparticules organiques se trouvent ¢galement les virosomes et Virus-Like-
Particles, respectivement composés d’enveloppes virales vides et d’auto-
assemblage de protéines capsidiques (6). Toujours dans cette famille, les
dendrimeres sont composés d’une arborescence de monomeres, ces
nanoparticules sont associées a un nombre de générations auquel correspond la
quantit¢ de ramifications. Ainsi des dendriméres de lysines de type Gl
possederont 8 groupes tandis que des G5 en posséderont 963. De par leur petite
taille compatible avec le passage des pores nucléaires et leur charge de surface
positive permettant de véhiculer des acides nucléiques, ces dendriméres
possédent un potentiel certain concernant la thérapie génique (7). Viennent enfin
les nanoparticules polymériques, composées d’un ou plusieurs polymeres
organisés autour d’une chambre liquide, voire semi-liquide ou bien en tant que
nanosphéres matricielles (8). En fonction du ou des polymeéres utilisés, ces
nanoparticules qui sont trés modulables, peuvent associer les bénéfices d’une
forte biodégradabilité avec ceux d’un contrdle avancé de relargage de principes

actifs (9,10)

Au sein de ces deux grandes familles, de nombreuses dénominations peuvent ainsi étre
appliquées non seulement en fonction de leur composition et structure, mais aussi en fonction
de leurs propriétés physiques comme la forme et I’¢lasticité, ainsi que leurs modifications post-
¢laboration comme 1’adsorption d’agents de ciblage ou encore le couplage de fonctions
chimiques (Figure 3). Développées plus récemment, des nanoparticules hybrides métalliques-
organiques éco-compatibles pour véhiculer des principes actifs (11), illustrent parfaitement une
volonté nouvelle dans les laboratoires d’utiliser des nanoparticules les plus biocompatibles et
éco-compatibles possibles afin de réduire une certaine image de « nocivité » encore trop

souvent associée au domaine des nanobiotechnologies.
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Figure 3 : Les nanoparticules se déclinent en une trés grande variété de familles
en fonction de leurs compositions, propriétés physiques et modifications post-
¢laborations (354)

Les nanoparticules disposent, par rapport a un matériau dit « conventionnel », d’une surface
d’interaction beaucoup plus élevée avec les éléments extérieurs. L’illustration la plus usuelle
est la comparaison de la surface d’échange a volume égal de 1 um?>. Ainsi des nanoparticules
de 1 nm possédent une surface spécifique mille fois supérieures a celle du matériau
« conventionnel ». Cette particularit¢é permet aux nanoparticules d’acquérir de nouvelles
propriétés optiques, physiques, chimiques ou bien encore biologiques. L’identification de ces
particularités a permis de faciliter la découverte de nanoparticules dans la nature et par

mimétisme de nourrir le développement industriel des nanotechnologies.



Bien qu’étant tres difficilement observables et détectables, les nanoparticules n’en sont pas
moins fréquentes dans notre environnement. Leurs ¢laborations peuvent étre la conséquence de
processus naturels comme c’est le cas au sein de certaines obsidiennes, roches volcaniques
vitrifiées riches en silice et d’un noir translucide, ou s’alternent de multiples couches
d’inclusion de nanoparticules de magnétite de 80-110nm. La présence de ces couches de
nanoparticules permet une complexe réfraction de la lumicre attribuant une chatoyance de
mille-feux a ces obsidiennes (12) (Figure 4). Une autre illustration est 1’aspect soyeux a la

surface de certains saphirs, notamment ceux en provenance du Cachemire, causé par ’inclusion

de multiples nanobatonnets d’oxyde de titane (rutile).

Figure 4 : Obsidienne de feu. La présence alternée de multiple couche de nanoparticules
de magnétites permet une chatoyance de la pierre en de multiples couleurs. Gauche :
Obsidienne de feu. Droite : Inclusions de nanoparticules de magnétites observées en
microscopie électronique a balayage. Barre d’échelle en haut a droite (2um) et en bas a
droite (200nm).

Figure modifiée a partir de (12)



L’homme quant a lui utilise les nanoparticules, tout d’abord sans en avoir connaissance,
durant I’ Antiquité, le Moyen-Age et ce jusqu’au XIX°® siécle. A I’Age du Bronze (1100 ans av-
JC) au sein du territoire correspondant a I’Italie actuelle, la fabrication de verres rouges utilisait
la présence de nanoparticules de cuivres (13). De méme de 400 a 100 ans av-JC, les celtes
mirent au point I’irisation de 1’émail, phénomeéne aussi expliqué par la présence de
nanoparticules de cuivre, particularité qui se retrouvera également au sein de mosaiques
romaines (14). Il en sera de méme avec des nanoparticules d’argent et d’or dans I’irisation de
vitraux et poteries du Moyen-Age et de 1a Renaissance. Au IX° siécle, un pigment bleu résistant
a la corrosion appelé « Bleu Maya » a été créé grace a des nanoparticules poreuses d’argile ou

se fixe le pigment indigo (15).

Il faudra attendre 1857 pour voir la premiére description des propriétés optiques de
nanoparticules métalliques (16) par Michael Faraday. L’essor des nanotechnologies prend place
un peu plus tard, du milieu du XX° siecle jusqu’a aujourd’hui. Le domaine d’application des
nanoparticules est maintenant trés vaste (Figure 5). De nombreuses nanoparticules, comme les
boites quantiques, sont employées dans la conception de laser, écrans et autres technologies
optiques avancées. Les nanoparticules d’or de quelques nanométres servent de catalyseur
chimique extrémement efficace, supérieures au platine en « vrac », alors que dans son état
normal, I’or reste neutre. Un autre exemple est la présence de nanoparticules d’oxyde de titane
dans les crémes solaires, le blocage des UV-A et UV-B étant dépendant de leurs tailles. Au
niveau biologique, des nanoparticules d’argent sont utilisées comme bactéricide dans le textile
et les pansements, alors que de nombreuses nanoparticules organiques sont utilisées afin de
vectoriser des principes actifs comme les antigeénes dans les vaccins, des drogues antirejet pour
les greffes ou encore des produits anti-cancéreux afin de réduire les effets secondaires et

favoriser le tropisme vers les tumeurs.
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Figure 5 : L’utilisation des nanoparticules dans I’industrie est trés vaste, des nouvelles
technologies quantiques, traitements des eaux usées a leurs utilisations en nanobiomédecine
comme plateformes de vectorisation de principes actifs. (355)

1.4. Les nanoparticules pour la vectorisation

La maitrise de la délivrance de principes actifs est essentielle pour obtenir 1’effet
thérapeutique désiré tout en amoindrissant les inconvénients. Cette maitrise est assurée par
’utilisation de systémes de délivrance (17). Ceux-ci peuvent procurer plusieurs avantages
comme le ciblage spécifique des structures biologiques d’intérét, une meilleure rétention dans
I’organisme, une plus grande versatilité sur le transport de matériaux hydrophobes, un relargage
dans la durée et ainsi qu’une protection du principe actif véhiculé contre les agressions externes

(18,19).
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C’est a la fin des années 60 que le professeur Peter Paul Speiser et son équipe développent les
premiéres nanoparticules, a base de polyacrylamides, pour la vectorisation de médicaments et
de vaccins (20). Ces nanosystemes ont 1’avantage de posséder une taille adéquate pour
d’éventuelles interactions avec différentes molécules biologiques comme les récepteurs et
autres protéines. Bien qu’ayant fourni de prometteuses réponses immunitaires (21), le
développement de ces nanoparticules a ét¢ abandonné. En effet, leur élaboration nécessitait une
grande quantité de tensio-actif et les monomeéres d’acrylamide résiduels entrainérent une grande
toxicité des formulations (20). Il faut attendre les années 80 pour voir apparaitre les premicres
nanoparticules de poly(acide lactique) (PLA) pour la vectorisation de principes actifs (22).
Enfin, en 1990 est obtenue la premiere autorisation de mise sur le marché pour les nanosystemes

polymériques.

Au fur et a mesure de leurs développements, la grande diversité des nanosystémes permet
de véhiculer aussi bien I’ADN que I’ARN pour la thérapie génique (23) ou encore la vaccination
(24), et d’étre une des alternatives aux traitements anti-cancer (25). Cette diversité de
nanosystémes est trés bien décrite dans le cadre de la vectorisation d’actifs antimicrobiens
normalement insolubles et difficilement administrables sous forme libres (26). Pour finir, la co-
administration d’antigenes et d’immunostimulants avec des nanoparticules peux posséder un
pouvoir adjuvant supérieur a celui que procure I’utilisation de sels d’aluminium, qui est

I’adjuvant usuel pour la vaccination humaine (27,28).

L’¢étude de la biodistribution correspond a analyser la distribution biologique d’un élément
d’intérét dans un organisme. De telles é¢tudes permettent de comprendre comment interagit cet
¢lément avec les différentes composantes biologiques, aussi bien au niveau des organes que des
tissus et des cellules. C’est une étape primordiale pour mieux comprendre les effets
thérapeutiques obtenus, dans le but d’¢élaborer des stratégies adéquates et permettre de pousser
I’amélioration des formulations a leur paroxysme. Sans recours aux études de la biodistribution,

il manque un élément important le développement des nanovecteurs.



Néanmoins, en partie a cause de la détection difficile des nanoparticules, la place accordée
a la biodistribution au sein des études actuelles est fréquemment sommaire par rapport a
I’évaluation des effets thérapeutiques. Les technologies les plus courantes, et aussi les moins
complexes a mettre en ceuvre, pour évaluer la biodistribution des nanoparticules sont la
microscopie confocale et la cytométrie en flux. Toutefois, I’emploi conjoint de ces deux
techniques au sein d’une méme étude n’est malheureusement pas commune. Encore moins
fréquemment sont employées les techniques capables d’analyser I’aspect cellulaire de la
biodistribution comme la microscopie ¢électronique et I’imagerie en flux (29). L’¢étude de la
biodistribution a tout de méme évolué au fil du temps, remplagant par exemple 1’usage de la
radioactivité pour détecter les nanoparticules ou la drogue encapsulée par des études utilisant
la détection de fluorescence, notamment dans I’infrarouge par tomographie. Néanmoins cette
technique présente quelques inconvénients comme son utilisation complexe ou encore sa faible
résolution (Figure 6) in vivo. Ces derni¢res années ont toutefois vu I’émergence de grandes
avancées concernant la tomographie, en particulier avec le développement de la tomographie
multiphotonique couplée a la génération de seconde harmonique, qui offre une excellente
résolution en plus d’obtenir des acquisitions « live ». Pour finir, il est important de rappeler
que la détection d’une nanoparticule isolée nécessite une résolution a 1’échelle du nanometre
comme le permet la microscopie ¢lectronique. Une telle résolution est rarement obtenue avec
I’utilisation de la fluorescence, a I’exception d’une intensité de fluorescence hors du commun
qui dans ce cas pourrait éventuellement étre détectée par microscopie confocale, un peu comme

un phare a I’horizon illuminant le crépuscule.
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Figure 6 : Illustration de différentes techniques d’imagerie des nanoparticules. 1 :
Microscopie confocale (356). 2 : Microscopie ¢électronique a transmission (357). 3 :
Tomographie (282).



La biodistribution des nanoparticules a visées « délivrance de principes actifs »
bénéficie toutefois de nombreuses études effectuées ces cinquante dernieres années, notamment
in vitro. 1l en ressort que de nombreux parametres vont influer sur la biodistribution des
nanoparticules comme la composition, la forme, la taille, la rigidité et les modifications post-
¢laboration. Chaque type de nanoparticule aura une biodistribution qui lui sera spécifique.

Neéanmoins il est possible de faire émerger de ces études quelques tendances généralisables.

La forme des nanoparticules par exemple, aura pour effet d’influer sur la prise en charge par
les cellules. En effet celles qui auront une forme ovoide ou elliptique seront plus facilement
internalisables que leurs équivalentes sphériques (30,31) . De méme que la phagocytose par les

macrophages semble étre favorisée par la rigidité des nanoparticules (32).

Au regard de la charge électrostatique de surface des nanoparticules, celle-ci va grandement
impacter les différentes interactions entre les nanoparticules et leur environnement, notamment
leur capacité a pénétrer différents compartiments biologiques, ou des interactions non-
spécifiques peuvent avoir lieu. Par exemple la liaison d’opsonines va favoriser 1’¢limination
des nanoparticules par le systéme immunitaire tandis que 1’adsorption de protéines d’adressage
peut détourner les nanoparticules des organes ou leur présence peut se révéler délétere, au
niveau du cerveau par exemple (33). D’une maniere générale, une charge de surface tres
positive va rendre les nanoparticules plus sensibles au phénoméne d’opsonisation (34), de
méme qu’au niveau cellulaire, les nanoparticules neutres ou négatives seront moins
internalisées que leurs équivalentes chargées positivement. Une des explications proposées
serait une meilleure interaction avec les protéoglycanes qui sont chargés négativement a la
surface de nombreuses cellules (35,36). Toutefois, ce sont les nanoparticules neutres qui
semblent le moins facilement internalisables et non les nanoparticules chargées négativement.
La prise en charge de ces derniéres impliquant la participation de voies d’internalisation ne
nécessitant pas de liaisons spécifiques (37,38). Il est néanmoins important de souligner que les
nanoparticules chargées positivement, de par leur forte capacité a interagir avec les différents
acteurs biologiques, vont faire montre d’une plus grande cytotoxicité, réduisant ainsi leur
biocompatibilité et donc de leur emploi in vivo (35,39,40). De plus il a été montré in vitro (39),
qu’a taille égale (100nm), des nanoparticules polymériques positives et négatives empruntent
toutes deux la voie d’internalisation par endocytose, avec une préférence pour les voies
dépendantes des clathrines pour les nanoparticules positives tandis que celles qui sont négatives
favoriseront les voies dépendantes de la cavéoline. Bien que leur internalisation par les cellules

soit plus faible, les nanoparticules négatives semblent en contrepartie plus aptes a traverser les



barrieres épithéliales (Figure 7). Pour finir, comme vu précédemment, la voie d’internalisation

via la clathrine va concerner une majorité des nanoparticules, quelle que soit leur taille.

Cell M Transport efficiency
uptake

B Toxicity

Figure 7 : Influence de la charge de surface des nanoparticules sur la prise
en charge par des cellules épithéliales. Modifiée a partir de (39)

Concernant la taille, celle-ci représente un autre parameétre exercant une forte influence sur la
biodistribution des nanoparticules. Nous aborderons tout d’abord cette influence sur les
différentes voies d’internalisation cellulaires chez les mammiféres, en gardant en mémoire qu’il
existe une certaine flexibilité sur les intervalles de taille. Les nanoparticules les plus larges
(>500 nm) vont ainsi préférentiellement impliquer la phagocytose. A noter que les
nanoparticules polymériques de plus petite taille vont aussi entrer dans les cellules par
phagocytose (35). Les nanoparticules de plus petites tailles (<500 nm) vont également favoriser
I’implication des différentes voies d’internalisation liées a la pinocytose (41,42) et a
I’endocytose (Figure 8). Les nanoparticules les plus petites (<10nm) vont pouvoir aisément
traverser les différentes barriéres biologiques, passant entre les jonctions cellulaires. Au niveau
de leur pénétration au sein des cellules, celle-ci s’effectuera de maniere non spécifique comme
par le passage a travers les canaux membranaires, aussi bien plasmique que nucléaire. Enfin,
au niveau de la reconnaissance par le systéme immunitaire, il a également été montré que les
nanoparticules de 20-200 nm vont préférentiellement étre prises en charge par les cellules
dendritiques, tandis que les nanoparticules de 500-5000 nm sont préférentiellement prises en

charge par les macrophages (43).
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Figure 8 : Les cellules internalisent les nanoparticules via différents mécanismes cellulaires
en fonction de la taille de celles-ci. (358)

Une fois dans I’appareil circulatoire, I’élimination des nanoparticules est également influencée
par la taille. Les nanoparticules de quelques nanomeétres sont rapidement éliminées par la
clairance rénale (44,45), tandis que les nanoparticules au-dela de 200nm s’accumulent
principalement dans la rate et le foie (Figure 9). La biodistribution des nanoparticules dans le
flux sanguin peut également étre affectée par ce qui s’appelle I’effet EPR (Enhancement
Permeation Retention). Au niveau de certaines tumeurs ainsi que dans des régions en état
d’inflammation, 1’endothélium vasculaire qui est normalement jointif va devenir fenestré et
donc plus perméable vis-a-vis du passage de nanoparticules. Cela a pour conséquence de réduire
la capture des nanoparticules par les différentes cellules réticulaires, macrophages, cellules

endothéliales et autres composantes du systeme réticulo-endothélial (46).
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Figure 9 : Clairance des nanoparticules selon leur taille, forme et charge. (359)

Un autre point qu’il est important d’aborder est celui concernant la biodistribution des
nanoparticules au sein des organes muqueux, qui est fortement dépendante du comportement
des nanoparticules envers le mucus. En effet, les muqueuses représentent la voie privilégiée
d’administration de principes actifs, comme par exemple la prise de gélules ou de vaccins par
voie orale (anti-polio). Les muqueuses, représentant également les sites d’infections privilégiés
par les pathogénes, représentent ainsi une cible de choix pour les traitements a base de
nanoparticules (47—49). Le mucus est un hydrogel viscoélastique et adhésif qui assure un role
de protection des ¢épithéliums muqueux dont il recouvre la surface (50). Constitué
principalement d’un maillage de mucines, protéines fortement glycosylées chargées
négativement et comportant de nombreux domaines hydrophobes (51), le mucus est
constamment renouvelé ce qui permet d’éliminer tout ce qu’il a piégé. Trois parametres vont
principalement jouer sur la capacité des nanoparticules a atteindre 1’épithélium : la charge
¢lectrostatique de surface, 1’hydrophobicité et la taille. Les nanoparticules positives sont
fortement pié¢gées par les mucines a cause d’interactions €lectrostatiques freinant grandement
leur progression dans le mucus. Les nanoparticules négatives sont capables de rester mobiles
au sein du mucus qu’elles vont plus aisément pénétrer pour ensuite atteindre 1’épithélium, a

condition que leur taille soit suffisamment petite pour permettre le déplacement a travers les



mailles du mucus. Pour exemple, la taille des pores dans le mucus cervicovaginal humain est
de 340 nm (52). Les nanoparticules négatives et hydrophobes, comme celles a base de
poly(acide lactique) (PLA) disposeront d’une adhérence relative au mucus par les liaisons
hydrophobes, améliorant la rétention au niveau de la muqueuse, et cela sans restreindre pour
autant toute mobilit¢ dans le mucus grace aux répulsions fortes entre les charges
¢lectrostatiques. Cela confere a ces nanoparticules rétention et capacité de traverser le mucus
(53). L’adhésivité (54) ou la muco-pénétration (55) peuvent étre recherchées en fonction de

I’effet thérapeutique désiré (Figure 10).

Figure 10 : Différents comportements des nanoparticules au sein d’un mucus. 1 :
Pénétration du mucus. 2 : Adhésion au mucus. 3 : Répulsion et blocage stérique.
Modifié a partir (360)
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2.Les nanoparticules de PLA

Le laboratoire d’accueil posséde un savoir-faire historique concernant 1’élaboration et
I’utilisation, chez les mammifgres, de nanoparticules éco-compatibles et biorésorbables a base
de poly(acide lactique) (PLA), principalement a visée vaccinale (anti-VIH) et plus récemment
pour la délivrance d’agents thérapeutiques. Mon travail de theése se focalise sur la
biodistribution de ces nanoparticules dont les caractéristiques, multiples avantages et limites,

seront abordées dans les paragraphes suivants.

Comme son nom I’indique, ce polymeére (polyester) est constitué d’un assemblage d’unité
d’acide lactique. L’acide lactique est principalement obtenu a partir de ressources renouvelables
comme I’amidon et le sucre de canne pour ensuite étre dimérisé en lactide. L’étape de
polymérisation est effectuée par ouverture du cycle des lactides sous 1’effet de catalyseurs
métalliques, les chaines de polymere ainsi créées sont hydrophobes de par la longueur de la
chaine apolaire et ce malgré des fonctions terminales carboxyliques (-COOH) et hydroxyles (-
OH). Cette méthode permet d’obtenir un polymeére racémique (dextrogyre et 1évogyre) (56)
stable pour une période de 12 a 16 mois (57). En effet le PLA est un polymeére biodégradable
(hydrolyse en lactate) mais pas seulement, celui-ci est également biorésorbable. Le lactate qui
résulte de la dégradation est ensuite métabolisé dans le cycle de Cori (58), dont le role est la
formation au sein du foie de glucose en convertissant le lactate en pyruvate (Figure 11).
Physiologiquement, le lactate provient entre autres de 1’acide lactique produit par les muscles.
Depuis les années 70, I'utilisation de ce polymére biocompatible chez I’Humain est approuvée
par la Food and Drug Administration (USA) (59) pour la fabrication de fils de suture et de
protheses pour la chirurgie. Les différentes application du PLA dans I’industrie ont été discutées

par Jamshidian et a/ (2010) (60).

28



Lactic Acid

S B6ATP
gluconeogenesis

Lactide

(2) Pyruvate

' Ring Opening Polyme'rization'

| koﬁjﬁ? |

Polylactide (PLA) Hepatocyte ‘Mu;éle‘cell

NAD* ~

 LDH

"\ NADH +H*

(2) Lactate

Figure 11 : Gauche - Polymérisation de 1’acide lactique par « ring-opening » (361)

Droite — Métabolisation des résidus lactates par le cycle de Cori (362)

2.2. Propriétés des nanoparticules de PLA

Les nanoparticules a base de poly(acide lactique) ont été développées pour la délivrance de
médicaments dans les années 80. Ce sont des nanoparticules polymériques matricielles
hydrophobes ou les chaines de PLA sont enchevétrées les unes avec les autres, a la maniére
d’une pelote. A I’extrémité de ces chaines se trouvent des fonctions carboxyles et hydroxyles
qui fournissent a la nanoparticule sa charge anionique. La matrice de PLA est dynamique sous
I’influence de 1’environnement auquel sont exposées les nanoparticules. Une grande énergie
thermique agitera les chaines de polymeéres ce qui peut augmenter la taille des nanoparticules
et ce jusqu’a une température limite ou la cohérence de la matrice sera perdue. C’est la
température de transition vitreuse qui pour les nanoparticules de PLA racémique est d’environ

55°C (61).
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Figure 12 : Vue d’artiste d’une nanoparticule de PLA encapsulant un
fluorophore. Réalisée par Bastien Dalzon.

L’¢élaboration de ces nanoparticules peut nécessiter la présence de tensioactifs afin d’éviter
I’agrégation des nanoparticules. En effet il est nécessaire de réduire ou contrebalancer leur
tension de surface ¢levée dont dépend le risque de fusion des matrices hydrophobes des
nanoparticules en cas de contact. Néanmoins [’utilisation de tensioactifs diminue la
biocompatibilité¢ des nanoparticules a cause de la toxicité liée aux tensioactifs, et peut altérer
certaines interactions entre les nanoparticules et leur environnement (62,63). Cela représente
un inconvénient car la principale qualité de ces nanoparticules concerne leur innocuité de par
I’utilisation d’un polymeére biocompatible, biorésorbable et biodégradable ayant déja obtenu

une autorisation de mise sur le marché.

L’¢laboration des nanoparticules de PLA peut étre réalisée selon différentes méthodes en
fonction du solvant utilis¢ pour dissoudre le polymére. Brievement, 1’¢laboration peut se
réaliser par : émulsion-évaporation, double émulsion eau/huile/eau dans le cas ou le solvant
n’est pas miscible dans 1’eau ; émulsion-diffusion pour les solvants semi-miscibles dans 1’eau,
la diafiltration, I’émulsion-changement de solubilité et la nanoprécipitation pour les solvants

miscibles dans ’eau.



L’équipe du Dr.Verrier utilise le procédé de nanoprécipitation pour 1’élaboration des
nanoparticules de PLA, procédé qui est le plus couramment utilisé (64). Celui-ci consiste a
dissoudre le polymere dans un solvant organique miscible dans 1’eau, le plus souvent de
I’acétone, puis a l'introduire avec un débit controlé dans une phase aqueuse (mélange
eau/éthanol) ou le solvant organique est miscible et cela sous agitation mécanique. Lors de ce
processus, les chaines de polymeéres hydrophobes se retrouvent en milieux aqueux et vont se
rassembler afin de former des sanctuaires hydrophobes formant ainsi les nanoparticules
matricielles. Il ne reste plus qu’a évaporer les solvants résiduels (acétone/éthanol) pour obtenir

la solution de nanoparticules (53,65).

PLA polymer (+ Fluorophore/drugs)

Acetone

Precipitated nanoparticles.

Water + Ethanol

Figure 13 : Illustration du procédé de nanoprécipitation.

Ce procédé possede de nombreux avantages, outre le fait qu’il soit simple, rapide, peu couteux
et surtout facilement reproductible. Il permet de controler la taille des nanoparticules en

influencant divers parametres :

e Latempérature : plus I’énergie thermique est forte, plus rapide sera la dispersion
du solvant organique obligeant les chaines du polymeére a se rassembler plus

rapidement, créant ainsi des nanoparticules plus petites.
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e Le débit de coulé de la phase organique dans la phase aqueuse. En augmentant
I’apport en solvant organique dans la phase aqueuse, cela augmente ¢galement
le temps nécessaire a la dispersion de suffisamment de solvant pour forcer
I’assemblage des nanoparticules, accroissant ainsi le nombre de chaines par

particules et donc leur taille.

e La méme chose se produit en diminuant le ratio éthanol/eau. Cela réduit la
miscibilité de 1’acétone dans la phase aqueuse et donc augmente la taille des

nanoparticules.

e De méme pour I’agitation mécanique, un meilleur brassage de la phase aqueuse

permet au solvant organique de diffuser plus rapidement.

Néanmoins les avantages les plus précieux concernent 1’innocuité des nanoparticules. En effet,
I’¢tape d’évaporation permet de se débarrasser des solvants résiduels, qui dans le cas du
laboratoire d’accueil sont inférieurs aux normes fixées par la pharmacopée européenne (<5000
ppm pour les solvants de classe 3 « faible potentiel toxique » comme 1’acétone et 1’éthanol)
(66). De plus, en utilisant une certaine taille de chaine de polymeére (50 000 g.mol ™), la quantité
de chaines par particule permet d’avoir une quantité d’extrémités polaires chargées
négativement assez importante pour conférer une charge de surface d’environ -60mV. Une telle
négativité va entrainer une forte répulsion des nanoparticules entre-elles et ce avec une force
suffisamment puissante pour annihiler les risques de fusion. Ce mécanisme est abordé par
Treuel et al (67). Ainsi, en plus d’un tres faible taux de solvant résiduel, les nanoparticules
produites par le laboratoire ne requierent pas 1’usage de tensioactif pour maintenir la stabilité
colloidale. Un atout considérable au regard de leur innocuité et pour réduire les interférences
non-désirées avec les environnements biologiques (68). Le laboratoire d’accueil favorise

I’utilisation de nanoparticules de 200nm.

Plusieurs modifications sont réalisables sur les nanoparticules dans le but de transporter des
principes actifs. Ces modifications peuvent intervenir lors de la synthése du polymeére afin de
coupler les principes actifs comme des cristaux métalliques afin de rendre le polymeére dense
aux ¢lectrons pour la microscopie €lectronique (69). Il est également possible d’encapsuler des
substances hydrophobes au sein méme de la matrice de PLA tout simplement en ajoutant les
principes actifs hydrophobes a encapsuler dans la phase organique. Lors de la diffusion du

solvant dans la phase aqueuse, les principes actifs hydrophobes se retrouvent piégés dans la



matrice des nanoparticules de PLA. C’est ainsi que sont encapsulés les différents fluorophores
utilisés par le laboratoire d’accueil afin de pouvoir détecter les nanoparticules par fluorescence
(70). En ce qui concerne la vectorisation de substances hydrophiles, il est possible de les
adsorber a la surface des nanoparticules en s’appuyant principalement sur d’éventuelles
interactions électrostatiques et hydrophobes entre certains domaines du principe actif et la
nanoparticule. C’est ainsi que le laboratoire d’accueil vectorise des antigénes hydrophiles (71).
I1 est aussi possible d’utiliser des plateformes d’interface a la surface des nanoparticules afin de

coupler certaines substances également anioniques comme les acides nucléiques ou le

chitosan(72).

Les nanoparticules de PLA sont ainsi des nanovecteurs versatiles, peu onéreux et surtout offrant
une grande innocuité, surtout en absence d’utilisation de tensioactifs, garantissant ainsi une

délivrance de principes actifs particulierement adaptée au vivant.

Grace a tous les avantages vus précédemment, 1’administration de nanoparticules de
poly(acide lactique), et de leurs proches cousines a base de poly(acide lactique-co-glycolique)
(PLGA) dont I’hydrolyse et le relargage de principe actif sont plus prompts (73), a fait ’objet
de vastes recherches a visées thérapeutiques. L’emploi de ces nanoparticules est principalement
axé sur I’amélioration de la biodisponibilité des principes actifs hydrophobes, le ciblage
spécifique pour notamment le traitement de nombreux cancers et enfin la possibilité de moduler
les interactions avec les acteurs du systéme immunitaire. De plus, ces nanoparticules sont

adaptées a de nombreuses voies d’administration selon 1’application thérapeutique désirée.

Les muqueuses représentent la voie privilégiée d’administration de principes actifs, non
seulement parce que la méthode est aisée mais surtout parce que les muqueuses sont les

principales entrées des pathogeénes et des drogues dans I’organisme.

e Parmi elles, une des voies d’administration la mieux acceptée par les patients est
I’administration par voie orale (comprimés / gélules / poudres ...). Des solutions,
gélules, enrobages véhiculant des nanoparticules peuvent aisément €tre bus et ainsi
directement interagir avec le systéme digestif. Par voie orale, ces nanoparticules sont

¢tudiées aussi bien pour véhiculer antigénes et immuno-modulateurs pour la vaccination



(74,75), que pour des traitements localisés comme contre H.pylori (76) et les
inflammations intestinales chroniques (77,78) , ou encore I’obtention d’une meilleure

biodisponibilité comme pour le traitement de certaines tumeurs (79) et du diabéte (80)

Tableau I : Administrations orales de nanoparticules de PLA et PLGA

Administration Nanoparticules Application Investigation =~ Référence
Orale
PLA-p24 (NODs
Inj.sous cutanée ] Vaccin anti-VIH R (2016) (74)
agonists)
Nasale
Orale PEG-PLA-PEG (HBsAg)  Vaccin anti-hépatite B R (2010) (81)
PLA (Clindamycin) ‘ .
Orale ‘ ‘ Antibactérien R (2016) (82)
PLGA (Clindamycin)
Orale PLA (insulin) Diabéte R (2015) (80)
Orale PLA (B-galactosidase) Intolérance lactose R (2014) (83)
. Inflammation chronique
Orale PLA-siRNA _ _ R (2012) (77)
intestinale
Inflammation chronique
Orale PLA-KPV . . R (2010) (78)
intestinale
Orale PLGA-mPEG-HA Traitement et prévention
‘ R (2016) (84)
Inj. intraveineuse (risedronate) Ostéoporose
PLGA (curcumin) Réduction de la tolérance
Orale R (2013) (85)
PLA-b-PEG (curcumin) Morphine
Orale PLA-PCL (TPGS) Anti-cancer (poumon) R (2013) (79)
_ Maladie
Orale PLGA (acétyl-puerarin) . R (2016) (86)
cérébro-vasculaire
‘ ‘ Antibactérien
Orale PLGA (clarithromycin) R (2015) (76)

H.pylori




e Pour les pathologies touchant I’ceil, I’administration oculaire est une alternative
prometteuse aux traitements administrés par voie orale, ces derniers nécessitant de
fortes doses administrées sur une longue période pour obtenir une action efficace au
niveau des yeux. Néanmoins, I’administration de drogues non-vectorisées au niveau
topique souffre d’une clairance rapide due au drainage par le conduit nasolacrymal et la
surproduction de larmes. L’emploi de nanovecteurs mucoadhésifs permet de prolonger
le temps de rétention au contact de la barriere cornéenne dans le cas d’une
administration topique, tandis que I’administration par injection oculaire augmente la
dose de principes actifs atteignant la partie postérieure de I’ceil. L’administration
oculaire de nanoparticules de PLA et PLGA se focalise principalement sur la délivrance
d’anti-inflammatoires, le plus souvent encapsulés dans des nanoparticules elles-mémes

incorporées au sein de gouttes pour les yeux ainsi que diverses solutions gélifiantes (87).

Tableau 2 : Administrations oculaires de nanoparticules de PLA et PLGA

Administration Nanoparticules Application Investigation =~ Référence
Oculaire PLA (celecoxib) Anti-inflammatoire R (2013) (87)
Oculaire PLA (budesonide) Anti-inflammatoire R (2003) (88)
Oculaire PLGA (flurbiprofen) Anti-inflammatoire R (2009) (89)

e [’administration de principes actifs au niveau de la muqueuse vaginale permet d’obtenir
un effet thérapeutique local hautement recherché dans le cas de la prévention et
traitement des maladies sexuellement transmissibles. Néanmoins, bien que de plus en
plus acceptées par les patientes, les administrations actuelles souffrent de problémes de
temps de rétention couplés a une tendance a ressortir de la cavité vaginale (90).
L’incorporation des nanoparticules de PLA et PLGA, facilitant la pénétration des
principes actifs dans la muqueuse vaginale, au sein d’hydrogels thermo-sensibles ou
bien de films biodégradables, a permis leur utilisation sur la muqueuse vaginale sans
I’inconvénient des phénoménes de « pertes ». L application principale qui en découle

est ’administration locale d’antirétroviraux afin de prévenir la transmission du VIH

1)



Tableau 3: Administrations vaginales de nanoparticules de PLA et PLGA

Administration Nanoparticules Application Investigation =~ Référence
Vaginale PLGA (IQP-0528) Prévention VIH R (2016) (92)
Vaginale PLGA (tenofovir) Prévention VIH R (2016) (91)

PLGA (maraviroc)
Vaginale PLGA (etravirine) Traitement VIH R (2015) (93)
PLGA (raltegravir)
Vaginale PLGA (rilpivirine) Prévention VIH R (2015) (94)
Vaginale PLGA-PEG-siRNA Prévention VIH R (2015) (90)

e [a muqueuse pulmonaire expose une surface d’interaction avec I’environnement
extrémement grande et dont la fonction principale est vitale a 1’organisme. Cette
mugqueuse est plus connue concernant I’absorption de particules fines polluantes dans
I’atmosphére, néanmoins la nébulisation de nanoparticules de PLA et PLGA par aérosol
dans un but thérapeutique n’a rien de polluant et permet une grande variété
d’applications. Les laboratoires pratiquant cette administration se focalisent
principalement sur la vaccination (95), le traitement d’inflammations chroniques

(96,97), de cancer (98) ou bien encore la prévention de 1ésions hyperoxiques (99).



Tableau 4: Administrations pulmonaires de nanoparticules de PLA et PLGA

Administration Nanoparticules Application Investigation ~ Référence
PLA-PHEA
Asthme
Pulmonaire (beclomethasone ] ‘ R (2016) (96)
‘ ' Inflammation chronique
dipropionate)
PLA-HBsAg ) ) )
Pulmonaire Vaccin anti-hépatite B R (2011) (95)
PLGA-HBsAg
PLGA (naringin) )
Pulmonaire ) Anti-cancer (poumon) R (2016) (98)
PLGA (celecoxib)
Prévention hyperoxie
Pulmonaire PLGA-cDNA R (2016) (99)
(poumon)
PLGA-Chitosan Traitement fibrose
Pulmonaire ) ) R (2016) (100)
(tacrolimus) pulmonaire
Pulmonaire PLA (budesonide) Anti-inflammatoire R (2014) (97)

e La nébulisation de nanoparticules de PLA et PLGA pour I’administration de principes
actifs par voie nasale présente de nombreux intéréts. Au regard des applications
vaccinales, en plus d’étre trés performant, le systéme immunitaire associ¢ a la muqueuse
nasale peux avoir une influence sur les systéme immunitaires associés aux muqueuses
pulmonaire et vaginale (101). Néanmoins, la principale particularit¢ de ce mode
d’administration est de posséder un acceés direct au cerveau, s’affranchissant de la
barriére hémato-encéphalique (102). Cet acces particulier, inconvénient certain en ce
qui concerne la délivrance de vaccins, ouvre toutefois de grandes et prometteuses
perspectives pour le traitement de diverses pathologies cérébrales. De plus, cette
méthode d’administration a le bénéfice d’étre peu invasive. L’application de
nanoparticules de PLA et PLGA par voie nasale se focalise ainsi principalement sur
I’administration de drogue a destination du cerveau afin d’obtenir des effets
analgésiques (103,104) ou le traitement des maladies neurodégénératives comme
Parkinson (105) et Alzheimer (106), et sur la vaccination aussi bien humaine que

vétérinaire (107,108).



Tableau 5: Administrations intra-nasales de nanoparticules de PLA et PLGA

Administration Nanoparticules Application Investigation =~ Référence
Intra-nasale PLA-aniracetam Alzheimer R (2016) (106)
Intra-nasale PLGA-PEG-STL (bFGF) Alzheimer R (2014) (109)

PLA-Chitosan .
Intra-nasale ) Analgésique R (2013) (104)
(neurotoxin)
PLA-PEG-malemide-
Intra-nasale 0X26 Analgésique R (2013) (103)

(a-cobrotoxine)

PLGA-PEG-lectin _
Intra-nasale ) Parkinson R (2011) (105)
(urocortine)

PLA (zidovudine)
Intra-nasale Traitement VIH R (2010) (110)
PLA-PEG (zidovudine)

Vaccin anti-PRRS

Intra-nasale PLGA (KAg) R (2014) (108)
(Cochon)
PLGA-Chitosan
Intra-nasale Vaccin anti-hépatite B R (2013) (107)
(HBsAg)
PLGA-Chitosan )
Intra-nasale Vaccin R (2013) (111)

(imiquimod-BSA)

Vaccin anti-FMDV
Intra-nasale PLGA-DNA ) R (2011) (112)
(Bovins)

e [’administration par voie rectale fait partie des administrations muqueuses marginales,
utilisée principalement pour les afflictions topiques comme pour la voie oculaire. Les
nanoparticules y sont principalement utilisées afin de réduire les inflammations
intestinales (113) ou bien dans le traitement d’infections bactériennes comme par la

salmonelle entérique (25193467)



Tableau 6: Administrations rectales de nanoparticules de PLA et PLGA

Administration Nanoparticules Application Investigation =~ Référence
Rectale _ Inflammation chronique
PLGA (Meselamine) R (2011) (113)
Orale intestinale
PLGA Anti-bactérien
Rectale ) ) ) R (2014) 25193467
(Venin d'abeille) (salmonelle entérique)

Une autre maniere de faire va concerner I’injection de nanoparticules de PLA et PLGA
directement dans la circulation sanguine. L’administration par intraveineuse de ces
nanoparticules va surtout concerner les pathologies systémiques, ¢’est-a-dire ou il est nécessaire
que les principes actifs atteignent des cibles diffuses ou bien dispersées dans différentes
localisations de 1’organisme. Cette voie d’administration est aussi fréquemment utilisée pour le
traitement des organes qui sont en contact étroit avec le sang comme le foie et le ceeur. De
méme bien que plus délicate, I’administration intraveineuse de nanoparticules peut aussi cibler
le cerveau grace a I’utilisation de stratégie de ciblage permettant de traverser la barriere hémato-
encéphalique. Enfin, bénéficiant de 1’effet EPR, I'utilisation des nanoparticules de PLA et
PLGA est tres développée pour le traitement contre les cancers vascularisés. De plus, les
autorités sanitaires accordent une mise en place de tests cliniques moins contraignante pour les
traitements contre le cancer, c’est en partie pour cette raison que les tests cliniques les plus

récents avec ces nanoparticules impliquent la voie intraveineuse.

Tableau 7: Administrations intraveineuses de nanoparticules de PLA et PLGA

Administration Nanoparticules Application Investigation =~ Référence

PLA-PEG-Ag.ciblage '
Anti-cancer

(docetaxel)
Inj. intraveineuse ) (prostate/métastase C2 (114)
PLGA-PEG-Ag.ciblage ) )
pulmonaire/cervix)
(docetaxel)
PLA-b-mPEG o
Inj. intraveineuse ) Psoriasis C2 (Paxceed) (115)
(paclitaxel)
PLA-b-PEG ‘ C3 (Genexol-
Inj. intraveineuse Anti-cancer (poumon) (116)

(paclitaxel) PM)




Inj. intraveineuse = PLGA-PEG (paclitaxel) Anti-cancer R (2009) (117)
Autoimmunité
Inj. intraveineuse PLA (betamethasone) o R (2006) (118)
Uveoretinite
PLA-PEG-iRGD _
Inj. intraveineuse ) Anti-cancer R (2016) (119)
(vandetanib)
PLA-PEG Théranostique
Inj. intraveineuse ) ) R (2016) (120)
(cy-S-camptothecin) Anti-cancer
PLA-b-mPEG ‘ ‘
Inj. intraveineuse ) Anti-fongique R (2016) (121)
(itraconazole)
PLA-mPEG
. Imagerie oxydation
Inj. intraveineuse (difluorobon beta- R (2015) (122)
tumeurs
diketonate)
PLA-PEG Anti-parasitaire
Inj. intraveineuse ) ) R (2014) (123)
(Lychnopholide) Maladie de Chagas
Inj. intraveineuse =~ PLA-Chitosan (HGF) Régénération hépatique R (2013) (124)
Inj. intraveineuse PLGA (B-carotene) Anti-oxydant R (2015) (125)
Traitement des Iésions
Inj. intraveineuse PLGA (irbesartan) reperfusion-ischemiques R (2016) (126)
du myocarde
Inj. intraveineuse = PLGA-PEG (héparine) Anti-thrombose R (2016) (127)
Inj. intraveineuse PLGA-PEG-siRNA Anti-inflammatoire R (2016) (128)
Inj. Intraveineuse ) )
PLGA (midazolam) Hypnotique R (2016) (129)

Intra-nasale

L’administration de nanoparticules par voie cutanée peut se réaliser de différentes manicres. La

réalisation d’une application topique permet d’obtenir un effet localis¢ capable de soulager

différentes pathologies cutanées, de faire parvenir des médicaments sur la durée comme des

hormones ou bien de favoriser 1’apparition d’effets cosmétiques. Néanmoins, le passage du

stratum corneum n’est pas aisé pour les nanoparticules. De nombreuses études vont donc se

focaliser sur la délivrance sous-cutanée et transcutanée de nanoparticules de PLA et PLGA,

notamment pour la vaccination en jouant sur le réseau de cellules sentinelles de Langherans et

sur I’effet dépot de nanoparticules qui permet une interaction avec les cellules immunitaires sur

la durée. Les nanoparticules sont ici injectées avec des seringues classiques, des microseringues

ou bien par iontophorése.




Tableau 8: Administrations cutanée de nanoparticules de PLA et PLGA

Administration

Nanoparticules Application

Investigation

Référence

Traitement symptomes

(Sclérose en plaque)

Topique (peau) PLGA (oestradiol) périménopausals R (2012) (130)
Ostéoporose
PLGA .
Topique (peau) ) Traitement de la goutte R (2015) (131)
(uricase/acéclofenac)
PLGA (acide 5- )
Topique (peau) ) o Anti-cancer (peau) R (2015) (132)
aminolevulinique)
PLGA _
Topique (peau) _ Anti-vieillissement R (2014) (133)
(dehydroepiandrosteron)
Topique (peau) PLGA (protoporphyrin) Anti-cancer (peau) R (2013) (134)
Anti-inflammatoire /
Topique (peau) PLGA (betamethasone) ) R (2013) (135)
Blanchiment
Topique (peau) PLGA (ubiquinone) Cosmétique R (2013) (136)
PLGA-acide oléique o ‘
Topique (peau) ] Anti-inflammatoire R (2012) (137)
(spantide II / ketoprofen)
Théranostique
Sous-cutanée PLA-PEG-PLL-DTPA _ R (2014) (138)
anti-cancer
Anti-cancer
PLA-Ag.ciblage
Sous-cutanée (poumon - métastase R (2015) (139)
(docetaxel) .
hépatique)
Sous-cutanée
Intra-dermale PLA-p24 Vaccin anti-VIH R (2011) (140)
Transcutanée
PLA-aahG50 Vaccins anti-venins
Sous-cutanée ) R (2016) (141)
PLA-botG50 de scorpions
PLGA-
Sous-cutanée agonisteCD40amAb Vaccin anti-cancer R (2015) (142)
(antigen/polylIC)
Induction tolérance
Sous-cutanée PLGA (MOG/IL-10) R (2014) (143)




Sous-cutanée PLGA-mimétismeTNFa

] Vaccin anti-leishmania R (2016) (144)
Intraveineuse (sLiAg/MPLA)
Transcutanée PLA-p24 Vaccin anti-VIH R (2014) (145)
Transcutanée PLGA (tranilast) Arthrite R (2014) (146)
Transcutanée PLA (ketoprofen) Anti-inflammatoire R (2013) (147)
' Vaccins /
Transcutanée PLGA (antigenes) ) R (2013) (148)
Immunothérapie
Transcutanée PLGA-ADN Vaccins R (2012) (149)
Transcutanée PLGA (indométacine) Anti-inflammatoire R (2012) (150)
PLGA-membrane )
Immunothérapie
Intra-dermale erythrocyte R (2015) (151)
(mélanome)

(antigen/MPLA)

D’autres méthodes d’administration existent, bien que marginales par rapport aux voies
d’administration décrites ci-dessus. Ainsi les nanoparticules de PLA et PLGA peuvent étre
injectées directement a proximité des os pour le traitement des infections osseuses (152) ou par
administration intramusculaire pour les vaccins dont 1’antigéne est sous forme ADN (153). Un
peu plus courantes en applications vétérinaire sont les injections intra-péritonéales (154,155),
tandis que les injections intra-tumorales restent peu fréquentes a cause du délicat probléme de

dissémination de cellules cancéreuses (156).




Tableau 9: Administrations non-fréquentes de nanoparticules de PLA et PLGA

Administration Nanoparticules Application Investigation =~ Référence

Topique (Os) PLGA (gentamycin) Infection osseuse R (2016) (152)

Vaccin anti-grippe

Intramusculaire = PLGA (Antigen/ODNs) aviaire R (2016) (153)
(Volaille)
PLA-b-mPEG
Intra-péritonéale ) Anti-cancer pulmonaire R (1996) (154)
(paclitaxel)
o Traitement
Intra-péritonéale = PLGA (oxyde nitrique) R (2016) (155)

anti-leishmania

PLGA-transferrine
Intra-tumorale ) Anti-cancer (prostate) R (2004) (156)
(paclitaxel)

Malgré les nombreuses études concernant I’application des nanoparticules de PLA et
PLGA, la partie biodistribution reste dans la plupart des cas sous-développée ou bien
inexistante. De méme les articles scientifiques se focalisant sur la biodistribution sont peu
nombreux, les informations disponibles sont pour la plupart fournies par les différentes études
in vivo. Néanmoins, il convient également de garder a I’esprit que pour des nanoparticules

composées du méme polymere, la biodistribution n’est pas nécessairement identique.
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nanoparticules de PLA en 2015, seulement 80 sont appliquées a I’in vivo pour seulement entre
6 et 18 pour leur biodistribution (Figure 14). Néanmoins, les publications étudiant la
biodistribution possedent presque 40% de citations en plus en moyenne par rapport a I’ensemble

des publications concernant les nanoparticules de PLA, soulignant ainsi le cruel besoin

PLA nanopartic*
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Ainsi, selon les sources de « Web of Science », sur les 350 publications concernant les

PLA nanopartic* in vivo

Published Items in Each Year

PLA nanopartic* biodistribution

Published Items in Each Year

Figure 14 : Analyse du nombre de publications en
fonction du theme et de I’année de publication.

Gauche : theme « PLA nanopartic* »
Milieu : théme « PLA nanopartic* in vivo »
Droite : theme « PLA nanopartic* biodistribution »

Bas : Nombre moyen de citation par publication
entre les théemes « PLA nanopartic* » et « PLA

nanopartic* biodistribution »

(Web of Science)

d’approfondir les études se focalisant sur la biodistribution des nanoparticules.

nanoparticules, en théorie, les nanoparticules utilisées par le laboratoire en PLA, anioniques,

200 nm, sans tensioactifs, hydrophobes et sphéroides sont susceptibles de présenter la

Selon les informations décrites dans le paragraphe biodistribution générale des

biodistribution suivante :

L’absence de tensioactifs en surface va favoriser la formation d’une couronne de
protéines en surface des nanoparticules une fois en milieu biologique. Il sera donc
nécessaire de faire attention qu’il n’y ait pas de mauvais adressage des nanoparticules
si elles atteignent le flux sanguin, vers le cerveau par exemple (33), de méme il est

possible que cela favorise leur prise en charge par des cellules du systéme immunitaire.
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e Leurs charges de surface négatives devraient quant a elles non pas favoriser leur
internalisation et accumulation par les cellules épithéliales mais plutot leur prise en

charge et transport a travers ces mémes cellules (39).

e Le caractere anionique de ces nanoparticules et leur taille d’environ 200 nm, devraient
favoriser leur internalisation par les cellules via des processus impliquant les radeaux
lipidiques et la macropinocytose. De méme qu’au niveau de la clairance, ces
nanoparticules possédent un diametre hydrodynamique trop important pour E&tre
exfiltrées par les reins, mais sont susceptibles de particulierement s’accumuler dans le

foie et la rate

e Concernant leurs interactions avec le mucus, leur taille et charge devraient conférer un
caractere muco-pénétrant modéré par de potentielles adhésions au mucus par des

interaction hydrophobes.(39)(39)

Les articles sur la biodistribution des nanoparticules étant rares, la biodistribution des
nanoparticules de PLGA, qui sont proches des nanoparticules de PLA, est également décrite
dans ce manuscrit. De méme 1’objectif du travail de these étant focalisé principalement sur les
muqueuses et le systeme circulatoire, nous allons particuliérement nous intéresser a la
biodistribution des nanoparticules de PLA et PLGA aprés administrations muqueuses et

intraveineuses.

Au regard de la biodistribution aprés administrations muqueuses, deux grands types de
mugqueuses sont particulierement étudiés. Les muqueuses a épithélium prismatique (cellules en
forme de colonne) qui composent le tube digestif, la cavité nasale et les parties hautes du
poumon, et les muqueuses squameuses comme la cornée, la muqueuse buccale, la muqueuse
alvéolaire, ainsi que la muqueuse vaginale et du cervix. Nous aborderons premiérement la

biodistribution des nanoparticules de PLA et PLGA au sein des muqueuses prismatiques.

L’administration de nanoparticules de PLA et PLGA par voie orale permet d’atteindre
les muqueuses stomacale et intestinale. Les principaux animaux modeles sont la souris et le rat.
La principale difficulté¢ de cette voie d’administration est le passage de I’estomac. Le fluide

stomacal est tres agressif pour les polymeres de PLA et PLGA a cause d’un pH trés bas (1,5 a



5 selon ’activité), menagant aussi I’ intégrité particulaire des formulations et des principes actifs
véhiculés. Cet obstacle peut étre évité grace a I’enrobage des nanoparticules par des substances
résistantes aux pH acide de ’estomac pour ensuite se désagréger aux pH neutre et basique
comme ceux de I’environnement intestinal, libérant ainsi les nanoparticules de PLA et PLGA
dans un milieu biologique plus hospitalier. Les microcapsules d’eudragit encapsulant des
nanoparticules de PLGA (420nm) ont ainsi permis a une équipe de cibler particulierement le
gros intestin ou les nanoparticules ont d’ailleurs été prise en charge par des macrophages et des
cellules dendritiques. En absence de 1’enrobage, les nanoparticules ont été principalement
détectées dans I’intestin gréle dans une moindre mesure (157). Une autre étude a pu in vivo
décrire la dynamique de cet assemblage d’eudragit/PLGA. Deux heures apres I’administration
les assemblages sont visibles dans la lumiére de 1’estomac, tandis qu’entre 2h et 6h ceux-ci
passent dans I’intestin gréle pour enfin atteindre le gros intestin et le colon entre 6h et 24h ou
un relargage massif des nanoparticules de PLGA a lieu. La pénétration des nanoparticules dans
la muqueuse a été observée au niveau de I’iléum (fin de I’intestin gréle) avec un passage dans
les plaques de Peyer (annexes lymphoides de la muqueuse intestinale spécialisées dans la
détection des pathogeénes intestinaux et principalement localisées dans 1’iléum) 4h apres
I’administration. Pour finir, il est possible de modifier légérement 1’¢laboration des
microcapsules d’eudragit afin de favoriser la libération de nanoparticules de I’intestin gréle au

colon.

Malgré I’obstacle que représente 1’estomac, de nombreuses études ont été réalisées ex vivo et
in vivo sur I’administration orale de nanoparticules de PLA et PLGA sans stratégie particuliere
pour ¢éviter 1’acidité de I’estomac. Ainsi la vectorisation de principes actifs par ces
nanoparticules reste toujours bénéfique comme décrit par une étude sur des nanoparticules de
PLGA de 260 nm ayant encapsulé de la cromolyne (158). Pour 1’étude de la biodistribution,
soit la drogue encapsulée est rendu radioactive, soit elle est remplacée par des fluorophores
permettant la localisation des nanoparticules. Une étude s’est d’ailleurs intéressée a I’influence
du fluorophore sur la biodistribution des nanoparticules par voie orale. Ainsi, selon les auteurs,
le choix du fluorophore n’a pas d’impact sur la biodistribution. Il est toutefois nécessaire de
faire attention aux fluorophores qui peuvent étre libérés et qui, selon la molécule, peuvent

s’accumuler dans les reins (rhodamine), le foie et les poumons (coumarin-6) (159).

La plupart des études vont préférentiellement étudier la biodistribution au niveau des organes.
Dans les premicres 24h aprés administration orale (Figure 15) (160), une majorit¢ de
nanoparticules de PLGA (250 nm) est retenue dans I’intestin gréle tandis qu’une quantité
croissante pénétre dans la circulation sanguine. Les nanoparticules sont libres dans le plasma et

accrochées aux érythrocytes. Une faible proportion atteint d’ailleurs le cerveau. Les



nanoparticules vont ensuite s’accumuler dans les organes de « nettoyage », d’une maniére
progressive dans le foie tandis que la rate fait montre d’une concentration de nanoparticules
plus élevée mais constante. Une bréve accumulation de nanoparticules a été observée dans les
reins, celle-ci n’est visible qu’a 12h et laisse penser a un relargage soudain de fluorophore (le

diametre hydrodynamique maximum pour une filtration par les reins étant d’une dizaine de

nanometre).
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Modifié a partir de (160)

Ces observations sont en accord avec 1’étude portant sur I’influence des fluorophores dans la
biodistribution (159), aux exceptions prés que 24h aprés administration, les auteurs observent
une proportion plus élevée de nanoparticules de PLGA (200-350 nm) dans le cerveau et
beaucoup plus faible dans la rate. La quantité de nanoparticules par organe ne varie pas de

manicre significative méme 1 semaine apres 1’administration.

Les effets d’une administration quotidienne ont été étudiés par une équipe (161) ayant
administré des nanoparticules de PLGA neutre isoélectriquement (110nm — tensioactif PVA)

d’une maniére journaliére pendant 7 jours, 14 jours et 21 jours (Figure 16). Durant la premicre
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% dally dose

% daily dose

semaine, les nanoparticules vont principalement se localiser dans les intestins puis le foie, ainsi

que tres faiblement dans la rate, les poumons, le cerveau et le cceur. Durant la deuxiéme et

troisieme semaine, la différence viendra d’une plus grande quantité de nanoparticules

retrouvées dans le foie. Les auteurs ont pu observer une infiltration de cellules immunitaires

dans les intestins apres 7 jours, qui selon eux augmente la dégradation des nanoparticules. Une

inflammation y apparait d’ailleurs a J14 et J21 tandis que le foie n’est inflammé qu’au

quatorziéme jour. L’administration journaliére de nanoparticules augmente également le poids

du foie et des intestins tout en diminuant transitoirement le poids des poumons.
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Figure 16 : Quantité de nanoparticules de PLGA
récupérées apres administration orale journaliere
apres 7 jours (A), 14 jours (B) et 21 jours (C). La
concentration en nanoparticules dans les différents
organes est exprimée dans (D)

Modifié a partir de (161)

Dans la muqueuse intestinale, les nanoparticules de PLGA vont principalement pénétrer la

muqueuse au niveau de I’intestin gréle et plus particulierement dans 1’iléum ou elles sont prises

en charge par les cellules M dans les régions riches en plaque de Peyer (158,162,163).

48



Une étude publiée par le laboratoire d’accueil (53) sur des nanoparticules de PLA anionique et
sans tensioactifs (200-250 nm) administrées au sein d’anses iléales ex vivo et in vivo, a montré
une rapide (15 mn) et forte pénétration de la muqueuse intestinale iléale via les cellules M sans
que les entérocytes soient impliqués (Figure 17). Les nanoparticules interagissent ¢galement
avec des cellules dendritiques et des lymphocytes B. Une administration par gavage a ensuite
démontré le caractére muco-pénétrant de ces nanoparticules, bien qu’une partie des

nanoparticules reste piégée dans du mucus. Les nanoparticules pénetrent le tissu folliculaire du

duodénum et jéjunum, ainsi que les tissus lymphatiques de I’iléum.

Figure 17: Prise en charge de nanoparticules de PLA par I’épithélium intestinal aprés
administration dans une anse iléale. Internalisation des nanoparticules par les cellules M
(bleu). Absence de prise en charge par les entérocytes (rouge) et cellules caliciformes (rose)

Modifié a partir de (53)

Pour finir, une étude (164) a démontré le tropisme inné de nanoparticules de PLGA (200 nm)
envers des épithéliums intestinaux en état d’inflammation. Les auteurs ont remarqué que ces
nanoparticules vont plus fortement interagir avec les épithéliums muqueux provenant de souris
atteintes d’inflammations chroniques des intestins qu’avec 1’équivalent dans un tissu sain

(Figure 18).
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Figure 18 : Tropisme innée de nanoparticule de PLGA vers les épithéliums intestinaux en état
d’inflammation.

Modifié a partir de (164)

Concernant la biodistribution de nanoparticules de PLA et PLGA dans la muqueuse nasale,
beaucoup moins d’informations sont disponibles, cela pourrait s’expliquer par la délicatesse de
prélever la cavité nasale sans I’endommager. Ces nanoparticules sont rapidement prises en
charge par la muqueuse nasale 30 mn aprés administration, comme démontré par une étude
(165) utilisant des nanoparticules de PLGA (400-500 nm) neutres. Cette méme étude impute

cette prise en charge aux diverses cellules épithéliales et cellules M de la cavité nasale (Figure
19).



Figure 19 : Prise en charge de nanoparticules de PLGA par la
muqueuse nasale. A : Autofluorescence de la cavité nasale. B:
Nanoparticule de PLGA.

Modifié a partir de (165)

Un des plus grands intéréts de ce mode d’administration est qu’il représente une voie d’acces
rapide pour le cerveau qui n’est pas soumise au passage de la barriere hémato-encéphalique.
Les nanoparticules pénétrent 1’épithélium olfactive présent dans la cavité nasale et remontent
le nerf trijumeau pour accéder au cerveau. Parmi les études ciblant le cerveau par cette méthode,
I’une utilise des nanovéhicules de PLGA (150-340 nm) anioniques et mesure une plus grande
concentration du diazépam dans le cerveau par la voie nasale que par injection intraveineuse
(166). Une autre ¢étude (167) a, quant-a-elle, également montré un meilleur ciblage du cerveau
par la voie nasale que par I’injection intraveineuse en utilisant du lorazépam encapsulé dans des
nanoparticules de PLGA-poloxamer (160-320 nm) anioniques. Ce nanosystéme est d’ailleurs
plus performant que I’administration nasale de la drogue libre. A noter la présence d’un passage

dans la circulation sanguine.

Revenons a la prise en charge de ces nanoparticules par la muqueuse nasale dont la pénétration
est trés rapide. Une étude (168) sur des nanoparticules de PLGA-poloxamer (160-180 nm) a
montré que les nanoparticules traversent 1’épithélium et pénétrent les couches sous-jacentes
jusqu’a 25-30um de profondeur en I’espace de 15mn (Figure 20). La ou des nanoparticules de
PLA-PEG (150-300nm) anioniques atteignent des profondeurs de 40-50 um en a peine 4
minutes aprés administration (169). Une derniére étude (170) s’intéresse au devenir de ces
nanoparticules. Elle pointe le fait qu’il n’y a pas que la pénétration de la muqueuse qui est

rapide, 1l y a aussi la clairance. En 90 minutes, les auteurs ne détectent plus de nanoparticules



de PLGA. Enfin, ils montrent que 24h apreés administration, les nanoparticules vont
principalement étre dans des ganglions lymphatiques, puis dans la circulation sanguine et enfin
dans les poumons, rate, foie et intestins. Ils attribuent cette grande capacité a quitter la cavité
nasale par I’important drainage des couches profondes de cette muqueuse par des capillaires

sanguins et vaisseaux lymphatiques.

5 b

Figure 20 : Pénétration de la muqueuse nasale par des nanoparticules de PLGA. 1 : tissus
non-traités. 2 : tissus traités avec des nanoparticules. A : Surface de la muqueuse. B :
Acquisition a Sum de profondeur. C : Acquisition a 10pm de profondeur. Barre d’échelle :
25pum.

(v o)

Modifié a partir de (168)



L’administration de nanoparticules de PLA et PLGA est plus couramment réalisée par
nébulisation intratrachéale, cela afin d’éviter toute interférence par la muqueuse nasale.
L’¢épithélium prismatique pulmonaire est fin, trés vascularisé et présente également des cellules
M, comme les intestins et la cavité nasale. La prise en charge des nanoparticules est efficace,
comme montré par une étude (99) sur des nanoparticules de PLGA (180-250 nm) vectorisant
des plasmides adsorbées et ayant encapsulé des particules magnétiques (pour la visualisation
par Imagerie a Résonnance Magnétique (IRM) ou bien des fluorophores (Microscopie
confocale). Aprés 2h suivant 1’administration, les nanoparticules sont disséminées dans
I’ensemble des poumons ou elles sont prises en charge par les cellules septales (aussi appelées
alvéolaires de type 2 ; ces cellules représentent 60% des cellules alvéolaires pour 5% de la
surface), et des macrophages. Cette vectorisation s’est révélée tres efficace car I’expression du
plasmide est toujours détectée 21 jours apres I’administration. La prise en charge de
nanoparticules de PLGA par les macrophages alvéolaires est corroborée par une autre étude ou

cette fois-ci la taille est de 700 nm (95).

Concernant la répartition des nanoparticules sur I’ensemble des poumons, une étude (171)
pointe I’influence de la charge des nanoparticules. Les auteurs utilisent des microcapsules de
lactose (10-12 um) encapsulant des nanoparticules de PLGA-chitosan/alginate (positives) ou
des nanoparticules de PLGA-PVA/alginate (négatives) de 250-350 nm. Les complexes
nanoparticulaires de PLGA positives sont confinés dans les parties hautes des voies
respiratoires (trachée, bronches, bronchioles) mais absente de la surface alvéolaire. Tandis que
les complexes nanoparticulaires de PLGA négatives sont peu présentes dans les voies
respiratoires supérieures mais atteignent principalement les canaux alvéolaires (Figure 21). 11
est envisageable que ces différences soient la conséquence des différentes interactions avec le
mucus et surtout avec le tensioactif pulmonaire (mélange de lipides et protéines permettant de
réduire les tensions de surfaces lorsque les poumons sont vides, évitant ainsi que les parois
alvéolaires collapsent. Les interactions entre ce tensioactif biologique et les nanoparticules sont

trés bien décrites dans cette revue (172).
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Figure 21 : Prise en charge par les
différents compartiments pulmonaires
de complexe nanoparticulaire
anioniques de PLGA-PVA/alginate
administrées dans des microcapsules de
lactose.

A : Trachée
B : Bronches
C : Bronchioles

D-E : Canaux alvéolaires

Modifié a partir de (171)

La diffusion des nanoparticules en dehors de la muqueuse pulmonaire est rapide, possiblement
favorisé par la trés riche vascularisation. En effet une étude sur des nanoparticules de PLGA-
poloxamer (200-260 nm) montre que 30 minutes aprés nébulisation intratrachéale, les
nanoparticules, en plus des poumons, atteignent aussi la circulation sanguine ainsi que le
cerveau, le foie, la rate et le coceur. Ce passage dans la circulation sanguine, couplé a un
renouvellement rapide du mucus pulmonaire, implique une clairance des nanoparticules. De
cette maniére des nanoparticules de PLGA-chitosan cationiques (440 nm) ne sont plus
détectables 96h apres administration (173). Cette clairance a également été observée dans une
autre étude consacrée a I’influence des charges électrostatiques des nanoparticules de PLGA
sur la biodistribution, mais cette fois-ci sur la diffusion en dehors des poumons (174). Ils
comparent ainsi la biodistribution de nanoparticules (200 nm) de PLGA-PVA (neutre), PLGA-
chitosan (positive) et PLGA-PF68 (négative) aprés nébulisation intratrachéale. Ils notent une
diminution de la quantit¢ de nanoparticules dans les 48h pour les trois formulations mais
seulement une diffusion faible en dehors des poumons de 2 a 48h avec un pic de fluorescence
dans le sang a 8h pour les nanoparticules positives et 2h pour les négatives (Figure 22). 1l est

donc possible que la pénétration de la muqueuse soit favorisée par I’énergie fournie par le spray.



Enfin les auteurs montrent que 1’administration de ces nanoparticules tend a induire

recrutement de cellules immunitaires dans la muqueuse pulmonaire.
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Figure 22 : Biodistribution de nanoparticules de PLGA positives (CS - rouge),
neutres (PVA - vert) ou négatives (PF68 — bleu) de 2 a 48h apres administration
pulmonaire. La ligne en pointillée représente le niveau d’autofluorescence des tissus
et les étoiles le niveau de significativité de la différence entre le signal de fluorescence
associ¢ aux nanoparticules et I’autofluorescence.

Modifié a partir de (174)
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A T’instar de la peau qui est recouverte d’un épithélium pavimenteux kératinisé, les muqueuses
de la bouche, de la cornée et du vagin sont, elles aussi, recouvertes par des épithéliums
pavimenteux mais non-kératinisés. Contrairement aux épithéliums prismatiques, la couche
superficielle est composée de cellules beaucoup plus larges que longues, disposant ainsi d’une

grande interface d’échange avec I’environnement extérieur.

Les données de biodistribution sur I’administration de nanoparticules de PLA et de PLGA au
niveau de la muqueuse buccale sont trés rares. Pour ce mode d’administration, il est préférable
d’inclure les nanoparticules au sein de films bioadhésifs. Une étude sur des nanoparticules de
PEG-b-PLA a ainsi pu montrer ex vivo une plus grande perméation d’insuline encapsulée a

travers les tissus buccaux (175).

L’administration topique de nanoparticules de PLA et de PLGA a été testée sur la cornée, tissu
muqueux composé d’un épithélium, d’une couche stromale et enfin d’un endothélium.
L’organisme modéle pour cette voie est le lapin. La principale difficulté d’administrer un
produit non-vectorisé réside dans 1’efficace clairance lacrymale (176). Une étude (177) a pu
ainsi montrer que le dépot d’une solution commerciale sur un ceil mene a une élimination rapide
du produit par les larmes et un passage dans la circulation systémique. Apres 6 heures, le produit
va se retrouver dans les reins et la vessie (produit marqué par radioactivité). Tandis que
I’incorporation de ce principe actif au sein de nanoparticules de PLGA (180-190 nm)
anioniques diminue la clairance, le produit radioactif fait ainsi montre d’une rétention

spécifique au niveau des yeux 6 heures apres I’administration (Figure 23).

Figure 23 : Biodistribution d’un produit radioactif 6h aprés administration topique sur les yeux.
Libre (A) ou bien vectorisé par des nanoparticules de PLGA (B).

Modifié a partir de (177)



En plus de la rétention spécifique sur le lieu de 1’administration, les nanoparticules pénétrent
¢galement la couche de cellules pavimenteuses de la cornée. Cela a ét¢ montré avec des
nanoparticules de PLGA-PEG (100 nm) (178) avec peptides de pénétration administrées dans
le sac sous-conjonctif (entre la paupiere inférieur et le globe oculaire) (Figure 24). Les auteurs
notent par ailleurs I’absence d’irritation. De méme une autre étude (179) indique que la prise
en charge de nanoparticules de PLGA-PEG (120-200 nm) par ces cellules pavimenteuses, dans
les deux heures suivant I’administration, puisse impliquer un processus transcellulaire. Cette
¢tude souligne d’ailleurs le risque de fuite de fluorophore du cceur des nanoparticules, 10% de
la rhodamine ayant fui dans les deux heures. De méme les auteurs ont pu remarquer que
I’encapsulation de flurbiprofen dans les nanoparticules a eu un impact négatif sur la pénétration

des nanoparticules de PLGA-PEG dans la cornée.

Figure 24 : Prise en charge de nanoparticules de PLGA-PEG avec des peptides de
pénétration adsorbés (rouge) par une cellule pavimenteuse de cornée.

Modifié a partir de (178)

Le temps de rétention a été évalué par une équipe (180) travaillant sur des nanoparticules de
PLGA (220-270 nm) avec des peptides RGD adsorbés (séquence protéique servant a cibler les
interactions avec différentes intégrines présentes en surface de certaines cellules spécifiques) et
véhiculant un plasmide afin de réduire la vascularisation inhérente a la greffe de cornée (ce qui
augmenterait le risque de rejet). Ces nanoparticules, apres injection sous-conjonctive, pénetrent

la cornée ou elles restent détectables pendant au moins deux mois (Figure 25). La protection



du plasmide n’atteint pas ce temps, néanmoins son expression est détectable pendant 4

semaines.

Normal Cornea Day 1 Day 3 Day 7 Day 14 Day 28

Figure 25 : Rétention de nanoparticules de PLGA (rouge) dans les cellules pavimenteuses de la
cornée durant 4 semaines. (10pm de profondeur). En haut, acquisitions a faible grossissement (obj.
X2.5). En bas, acquisitions a fort grossissement (obj. X100)

Modifié a partir de (180)

La cornée n’est pas vascularisée, ses cellules utilisent I’oxygene présent dans I’atmosphere et
I’humeur vitreuse. Cette derniére est positionnée directement derriére la cornée, il est donc
possible que des nanoparticules atteignent ce compartiment apres administration topique sur la
cornée. Des nanoparticules de PLA (310 nm) (181) injectées dans I’humeur vitreuse diffusent
lentement vers la rétine grace aux courants générés par les corps ciliaires (2 proximité de
I’arriere de I’iris). Au bout de 6h, les nanoparticules ont majoritairement quitté 1’humeur
vitreuse pour étre prises en charge par I’épithélium pigmentaire de la rétine. Apres 1 mois, les
nanoparticules sont encore détectables au niveau de I’iris, du cristallin et de la rétine. Au stade
de 4 mois apres I’administration, les nanoparticules sont toujours présentent dans la rétine,
certaines ¢tant intactes dans le cytoplasme des cellules et d’autres étant partiellement

hydrolysées.

La muqueuse vaginale est une cible de choix pour le traitement préventif et thérapeutique des
maladies sexuellement transmissibles. Lors d’administrations de principes actifs, il faut
particulicrement faire attention au reflux (par gravit¢ ou expulsion). L’utilisation de
nanoparticules au moins partiellement muco-adhérentes ou bien leur inclusion dans des
hydrogels permet d’amoindrir cette difficulté. L’épithélium vaginal, qui est plus ou moins épais
au gré des cycles menstruels (treés fluctuant chez la souris), possede un réseau de cellules de

Langerhans (sous-type de cellules dendritiques plus connu pour résider dans la peau). Les



relations entre les nanoparticules « en général » et la muqueuse vaginale, ont été analysées dans
une revue écrite par Ensign et a/ (182). Concernant les nanoparticules de PLA et PLGA, une
¢tude (183) montre que la pénétration de nanoparticules de PLGA-PEG (100 nm) neutres
administrées dans une solution hypotonique n’est pas effective dans au moins les 10 premieres
minutes, les nanoparticules restant agrégées en surface de 1’épithélium. Néanmoins, dans les 6h
apreés administration par spray vaginal de nanoparticules de PLGA (150-170 nm)(184), les
nanoparticules se localisent dans les parties basses du vagin, ne pénétrant pas le cervix et les
cornes utérines. Au niveau de la muqueuse, une partie des nanoparticules reste piégée dans le
mucus tandis que I’autre a été internalisée par des cellules épithéliales. Les nanoparticules sont
ensuite retrouvées dans le stroma de la muqueuse et de la sous-muqueuse vaginale. Une autre
¢tude (94) s’est penchée sur I'utilisation de nanoparticules de PLGA (60 nm) anioniques
incorporées dans un hydrogel. Au bout d’1h30, les nanoparticules se trouvent a la fois en
surface et dans la muqueuse vaginale, tandis qu’apres 24h, les nanoparticules atteignent les
couches profondes de I’épithélium jusqu’a atteindre la proximité de cellules qui sont

naturellement ciblées par le VIH en cas d’infection (souris humanisées) (Figure 26).
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Figure 26 : Pénétration de la muqueuse vaginale de souris humanisées par des
nanoparticules de PLGA administrées incorporées dans un hydrogel. Les
nanoparticules atteignent les couches profondes de 1’épithélium ou réside de
nombreuses cellules ciblées par le VIH lors d’infection. B : 24h aprés administration.

Modifié a partir de (94)



Sur les temps un peu plus longs, des nanoparticules anioniques de PLGA véhiculant des siRNA
en surface et de la coumarin-6 encapsulée (170-200 nm) ont été appliquées localement et leur
biodistribution a été suivie sur une durée d’une semaine (185). Apres les premicres 24h, les
nanoparticules atteignent les parties distales des cornes utérines en plus du tractus vaginal. Dans
ces régions, les nanoparticules pénétrent les couches profondes de I’épithélium, jusqu’a 75 um
de profondeur. A noter que 1’épithélium utérin diverge de celui du vagin et du cervix car il n’est
pas pavimenteux mais prismatique. De J3 a J7, les nanoparticules pénétrent encore plus
profondément les tissus pour atteindre 120 pm de profondeur. Au sein des cellules, tandis que
des nanoparticules ont été localisées dans le cytoplasme (Figure 27), ’effet de « knockdown »
des siRNA est toujours effectif. Dans 1’ensemble, une pénétration relativement lente de cette
mugqueuse épaisse ne laisse pas envisager de grande diffusion en dehors du vagin. Les auteurs
des études précédemment décrites hypothétisent une possible diffusion des nanoparticules par

des capillaires, des vaisseaux lymphatiques ou bien par migration de phagocytes.



Figure 27: Biodistribution de nanoparticules de PLGA anioniques dans D’appareil
reproducteur féminin de souris 24h (A, B et C) aprés administration topique jusqu’a 7 jours
aprés administration. (D)

Modifié a partir de (185)



L’injection intraveineuse de nanoparticules est d’une maniére générale le mode
d’administration le plus étudié. Le principal obstacle physique rencontré lors de cette méthode
est la barriere endothéliale. Le transport d’¢léments a travers 1’endothélium vasculaire est tres
bien décrit par Radu V Stan (186). Il y est expliqué que cet endothélium posséde une
organisation similaire a un épithélium pavimenteux qu’il est nécessaire de traverser afin de
délivrer les principes actifs aux cibles choisies, que ce soit par passage entre les jonctions
intercellulaires (<70 nm) ou par les canaux transendothéliaux, ou par le passage par transcytose
ou encore par les organelles vacuolo-vésiculaires. Bien que les cellules endothéliales
vasculaires soient le plus souvent victimes d’un ciblage non-désiré, certains laboratoires ont
développé des stratégies afin de les cibler spécifiquement pour des applications comme le
traitement des thromboses, cancers et autres pathologies. Ces stratégies appliquées aux

nanoparticules en général, ont été résumées de maniére détaillée par Howard et al (187).

En ce qui concerne les nanoparticules de PLA et PLGA, il n’y a que peu d’information par
rapport a d’éventuelles interactions avec les cellules endothéliales dont une étude réalisée in
vitro sur des cultures de cellules endothéliales (188) ou une autre sur le ciblage de cellules

endothéliales liées aux tumeurs (189).

Les protéines du plasma sanguin peuvent interférer avec 1’adressage des nanoparticules comme
abordé dans un paragraphe précédent, mais elles peuvent en plus modifier la dynamique des
nanoparticules de PLA et PLGA dans le flux sanguin. Une étude (190) va particuliérement
souligner la grande influence de ces protéines sur 1’adhérence de nanoparticules de PLGA (330
nm) a la surface de cellules endothéliales. Les auteurs ont montré in vitro une baisse de 90% de
I’adhésion des nanoparticules a la paroi de cellules endothéliales dans un flux de sang humain
complet, par rapport a un flux de tampon « simple ». Grace a des expériences de déplétion de
protéines du plasma, cette étude a pu démontrer que cette interférence incombait aux grosses
protéines du plasma. L’absence de ces protéines a pour effet de restaurer (toujours in vitro)

I’adhésion des nanoparticules aux parois des cellules endothéliales.

Afin de réduire les interactions aspécifiques avec les protéines du plasma (opsonines etc), une
stratégie globalement acceptée est de recouvrir les nanoparticules de polyéthyléne glycol
(PEG). 1l est admis qu’une couronne de PEG permet d’éviter 1’adsorption d’opsonine a la
surface des particules et donc de procurer une relative furtivité vis-a-vis du systéme réticulo-
endothélial. Une étude (191) s’est d’ailleurs focalisée sur I’effet de différents recouvrements de
PEG (5%, 10% et 20%) en surface de nanoparticules de PLA (180 nm) sur la clairance sanguine.
En premier lieu, I’étude montre qu’avec ou sans PEG se déroule une clairance en deux phases.

La premiére est trés rapide mais relativement bréve (6h) et est ensuite suivie par une clairance



Residence In blood (%)

lente mais constante dans le temps. En absence de PEG, il ne reste plus que 9% de
nanoparticules de PLA circulante 2h aprés administration, contre plus de 60% en présence d’un
manteau de PEG 10%. L’effet est toutefois moindre pour un manteau de PEG 20% (40-50%).
La quantité de PLA-PEG (10%) libre est d’ailleurs de 50% méme 48h apres 1’administration.
Concernant ’adressage des différentes formulations, celles-ci vont préférentiellement étre
prises en charge par le tissu hépatique (pic 15 minutes aprés I’administration) puis dans une trés
faible mesure par la rate, poumon, reins et cerveau. A noter que la présence de PEG 10%
multiplie tout de méme par 5 la quantité de nanoparticules atteignant le cerveau par rapport aux
nanoparticules de PLA sans PEG et cela pour une quantité de nanoparticules encore circulantes
au moins 5 fois supérieure. En contraste, la quantité nanoparticules dans le foie est divisée par

deux (Figure 28).
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Figure 28 : Effet de I’enrobage de nanoparticules de PLA par du polyéthyléne glycol sur le temps
de circulation des nanoparticules (A) et prise en charge par différents organes. (B) : PLA (C) : PLA-
PEG (10%)

Modifié a partir de (191)

La biodistribution des nanoparticules apres injection dans le systéme vasculaire est complexe.
En effet il a ét¢ montré (192) que méme avec une chape de PEG, des nanoparticules de PLA-
mPEG de 91 nm ne sont détectées que de maniere résiduelle dans le plasma sanguin 3 heures
apres I’administration, la drogue encapsulée étant principalement localisée dans le foie et les
reins. Dans la méme idée, des nanoparticules de PLA-PEG de 100 nm véhiculant un composé
d’europium (193), ne sont plus circulantes Sh apres I’administration alors qu’a 3h il reste 45%
de la dose dans le sang et 15% a 6h. Cet article illustre aussi les différences de biodistribution
que I’on peut rencontrer d’une étude a I’autre méme lorsque les nanosysteémes utilisés sont tres
proches. En effet, comparée aux deux autres études décrites précédemment, celle-ci montre une
prise en charge conséquente dans la rate (20% de 3h a 9h) tandis que la prise en charge

hépatique est faible (1-2% a 3h), les taux de prise en charge dans les reins, le cceur et les



poumons sont identiques. La quantité de nanoparticules détectée dans le cerveau est équivalente

a 0,3% de la dose juste apres I’administration et nulle au-dela de 3h.

Pour finir sur I’administration intraveineuse, nous allons aborder un article trés informatif (194)
qui s’est focalis¢ sur la biodistribution de deux types de nanoparticules de PLGA ne se
différenciant que par leur taille (200 nm contre 500 nm), et sur la dégradation de ces
nanoparticules in vivo dans le foie et la rate en se basant sur le polymére lui-méme par « gel
permeation chromatographie ». En ce qui concerne la prise en charge des nanoparticules, une
différence modérée est révélée avec 45% des particules de PLGA de 500 nm se retrouvant dans
le foie 3h apres 1I’administration (20% a 3J) contre 35% a 3h et 12,5% a 3J pour celles de 200
nm. Dans les poumons les nanoparticules de 200 nm sont plus présentes (12,5% 3h et 2.5% 3J)
par rapport a celles de 500 nm (5% 3h et 1% 3J). En ce qui concerne la rate, la prise en charge
est équivalente, 10% a 3h et environ 3% a 3J. La quantité de nanoparticules récupérée dans le
sang est inférieure a 2% dans les deux cas et ce des 3 heures apres injection. Un des points
remarquables soulevé par les auteurs est la non-détection d’environ 25% de la dose de
nanoparticules de PLGA injectée quelle que soit la taille. 11 est possible que ce pourcentage, qui
est conséquent, soit pris en charge par un autre compartiment biologique, comme le systeme
lymphatique ou bien tout simplement une internalisation ou adsorption des nanoparticules par
les cellules endothéliales. En ce qui concerne la dégradation des nanoparticules de PLGA (dont
les données sont trés rares in vivo), celle-ci semble plus prononcée dans le foie ou la taille des
chaines de polymere se réduit de 35 kDA a 20 kDA en une semaine contre une diminution de

35 kDA a 25 kDA dans la rate (Figure 29).
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Figure 29 : Biodistribution (1) et dégradation (2) de nanoparticules de PLGA de 200 nm
(A) et 500 nm (B) de 3 heures a 7 jours aprés administration par injection intraveineuse.

Modifié a partir de (194)

Nous avons pu remarquer que la biodistribution est influencée par la charge des nanoparticules,
or cette charge est souvent modulée par 1’apport de tensioactifs sur les nanoparticules dont
I’objectif principal est surtout d’empécher I’agrégation de certains nanosystémes. Il s’avere
néanmoins que la compatibilité de ces tensioactifs avec le vivant est ambigiie. Parmi les études
décrites précédemment, I’administration chronique de nanoparticules de PLGA avec du PVA
comme tensioactif, provoque une inflammation modérée de I’intestin et du foie (161), tandis
qu’une autre ¢étude sur la nébulisation de nanoparticules de PLGA avec différents tensioactifs
(PVA, chitosan et PF68) n’observe qu’une légére tendance au recrutement de cellules
immunitaires. Dans I’ensemble, a 1’échelle des organes, ces nanoparticules ne représentent

qu’un risque « convenable » qu’il convient de garder en mémoire. Par contre, qu’en est-il au
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niveau cellulaire ? Les nanoparticules sont internalisées par différents types cellulaires dont des
phagocytes et des cellules épithéliales qui peuvent ne représenter qu’une infime portion des
organes. Or, dans ces cellules, la concentration en nanoparticules peut devenir trés importante,
au point éventuellement d’induire des effets cytotoxiques. Un étude in vitro récente s’est
focalisée sur ce point (195) en utilisant des cultures cellulaires de macrophages et des
nanoparticules de PLGA (170-230) sans tensioactifs, ou avec du chitosan, du PVA ou de PF68.
Au niveau de la prise en charge des nanoparticules par les cellules, les nanoparticules sans
tensioactifs sont les plus rapidement internalisées par les macrophages dans les 24h. De méme,
seules les nanoparticules sans tensioactifs n’ont pas induit de diminution de I’activité
mitochondriale apres 48h d’administration (Figure 30). L’emploi d’une concentration de 0,1%
de nanoparticules de PLGA couplées aux différents tensioactifs diminue [’activité
mitochondriale de 50%, alors que I’administration de chitosan, de PVA et de PF68 libre n’a pas
eu d’effet. Enfin, les nanoparticules couplées a du chitosan augmentent également la nécrose
des cellules apres 48h de contact (dose de 0,1%). Au niveau de la production de ROS (stress
oxydatif), une augmentation transitoire a été détectée pour toutes les formulations a une dose
de 0,1% mais celle-ci s’est estompée en 15 minutes. En résumé, cet article pointe le risque
important d’effets cytotoxiques, indépendant du stress oxydatif, lors de concentration locale
forte de nanoparticules avec tensioactifs, notamment pour les cellules qui accumulent les

nanoparticules in vivo.
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Figure 30 : Impact de la prise en charge de nanoparticules avec ou sans
tensioactifs sur I’activité mitochondriale de macrophage en culture, aprés 48h
d’incubation. (Img/mL = 0.1%)

Modifié a partir de (195)

Pour conclure cette partie sur la biodistribution des nanoparticules de PLA et PLGA, il en
ressort qu’il est malheureusement difficile d’établir avec clarté un cheminement consensuel des
nanoparticules dans 1’organisme. En effet, nous avons pu voir que la moindre modification
(tailles, charges ¢électrostatiques de surface, polymeres, tensioactifs, formulations et doses) sur
les nanosystémes influera sur la biodistribution des nanoparticules rendant ainsi complexe la
comparaison des études entres-elles. Néanmoins, il semble possible d’affirmer sans trop
d’ambiguité que les nanoparticules semblent en général capables, in vivo, de pénétrer les
muqueuses prismatiques et pavimenteuses, de rejoindre dans certain cas des ganglions
lymphatiques et/ou la circulation systémique, et enfin qu’apres diffusion dans I’organisme, le
foie est un organe qui accumule fréquemment les nanoparticules. Certaines formulations de
nanoparticules sont également capables de pénétrer dans les tissus cérébraux, ce qui représente
un tropisme a surveiller en ce qui concerne le risque de mauvais adressage de formulations

thérapeutiques.

Le flou qui ressort de cette analyse sur la biodistribution des nanoparticules est la conséquence
du peu d’¢études dédiées au devenir in vivo des nanoparticules de PLA et PLGA. La rigueur des

résultats de certaines publications bénéficierait grandement d’une mise a jour des technologies



d’études de biodistribution (la plupart des études utilisent des cryosections (<10 um) et la
détection de la drogue vectorisée dans des homogénats tissulaires), de 1’utilisation de technique
complémentaire pour confirmer des résultats. Rien que cela permettrait de réduire les risques
inhérents aux fuites des principes actifs en dehors des nanoparticules. De méme, 1’aspect
cellulaire de la prise en charge des nanoparticules in vivo est quasi-absent, comme les questions
sur 1’intégrité des nanoparticules une fois dans 1’organisme. Il est évident que la réalisation
d’une étude poussée de biodistribution a 1’échelle cellulaire puisse étre complexe et onéreuses
au sein des modeles de rongeur. Il peut sembler normal qu’en ces temps particulier, les
laboratoires préferent favoriser I'utilisation de leur ressource financiere pour 1’évaluation des
effets thérapeutiques. La taille des modeles de rongeur complexifie la réalisation d’observations
sur D’organisme-entier a [’échelle cellulaire. De méme, 1’administration muqueuse de
nanoparticules ou encore la dissection et 1’observation des différentes muqueuses y sont

¢galement délicates.

Lors de I’¢élaboration du travail de thése, les points ci-dessus ont été pris en compte. Tout
d’abord, il semble nécessaire de se reposer sur des bases solides et saines pour pouvoir
appréhender la biodistribution des nanoparticules et comment celle-ci évolue au fil des futures
modifications. Le travail de thése s’est donc €tabli sur un nanosystéme figé, au plus simple et
surtout le plus compatible possible avec le vivant. Des nanoparticules non-formulées de PLA

de taille homogeéne (200 nm), anioniques, sans tensioactifs et avec des taux de solvants résiduels

(acétone/éthanol) bien inférieurs aux normes de la pharmacopée. Les études de biodistribution
reposent sur I’encapsulation d’agents de tracage ¢laborés, et surtout encapsulés a des doses ou
ils sont le moins susceptibles de fuir. Mais également sur la mise en place d’une méthodologie
prenant en compte le risque de fuite de traceurs hors des particules, et qui combine 1’utilisation
de plusieurs technologies complémentaires. (Microscopie confocale, cytométrie en flux,
imagerie en flux, microscopie électronique, live imaging). Enfin, il a semblé préférable
d’utiliser un modele animal adapté aux études de biodistribution sur animal entier, le poisson-
zebre (Danio rerio). Ce modele animal est décrit dans la deuxieéme partie de 1’étude

bibliographique.



POISSON-ZEBRE (DANIO RERIO)

1.Généralites

1.1. Informations générales

Le travail de thése a été réalisé en s’appuyant sur un modele animal scientifique reconnu,
le poisson-zebre. Ayant pour nom scientifique « Danio rerio », le poisson-zebre est un poisson
téléostéen, infra-classe qui regroupe les poissons osseux (super-classe des Osteichtyiens) qui
possedent des nageoires rayonnées (classe des Actinoptérygiens) (98,8% des especes de
poissons). Les téléostéens appartiennent également au sous-embranchement des Vertébrés. Les

poissons-zebre font partie de la famille des cyprinidés, comme les gardons et les carpes.

Le poisson-zebre est originaire de 1’Inde et de la péninsule Malaise ; d’une maniére générale
des régions midi-orientales himalayennes. Son habitat naturel se trouve dans les eaux douces
stagnantes et les cours d’eau avec de faibles courants. Il est par exemple possible de trouver des

poissons-zebres dans les riziéres.
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6 months

4 weeks

Figure 31 : Cycle de vie du poisson-zebre. Sa taille adulte est de 2-5 cm
(363)

1.2. Intéréis pratiques et scientifiques

Le poisson-zebre est un modéle animal qui bénéficie de nombreux intéréts sur les plans
pratiques et scientifiques. Du point de vue pratique, son ¢élevage est relativement aisé de par sa
robustesse (c’est d’ailleurs un poisson conseillé pour les aquariophiles débutants). Sa petite
taille (2-5 cm une fois adulte) permet d’en élever un grand nombre dans un espace restreint.
Avec un court cycle de développement de 3 jours, le poisson-zebre atteint sa maturité sexuelle
a partir de 3 mois, moment ou les femelles peuvent pondre des centaines d’ceufs toutes les
semaines. Le poisson-zébre est un modele animal alternatif préconisé au niveau « Ethique »
depuis 1’¢laboration de la régle des 3R (196). Enfin, I’entretien et 1’¢levage du poisson-zeébre

sont peu onéreux par rapport au colt des modeles mammiferes.

Mais le poisson-zebre posseéde aussi et surtout de nombreux intéréts au niveau scientifique. La
fécondation des ceufs, ainsi que le développement des larves, s’effectuent a 1’extérieur de
I’organisme maternel et cela avec une relative transparence de leurs tissus, ce qui est avantageux
pour la réalisation d’observations biologiques en « live ». Ensuite, et non des moindres, le

génome du poisson-zebre a été enticrement séquence, ce qui a révelé qu’environ 70% des genes
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chez I’Humain possedent un orthologue clair chez le poisson-zebre (197). De plus, ce modéle
dispose d’une ingénierie génétique trés bien documentée permettant ainsi aux scientifiques
d’avoir acces a de trés nombreuses lignées transgéniques et mutantes (198). D’une maniére non
exhaustive, ce modéle bénéficie également de 1’emploi de morpholinos (199,200), acides
nucléiques injectés dans 1’ceuf afin de bloquer I’expression de certains génes, une
administration de principes actifs facile a réaliser (immersion dans le produit), une capacité de
régénérescence accrue (foie/cceur/nageoires...) (201), des systémes muqueux accessibles et
enfin d’un systétme immunitaire possédant les principaux ¢léments, types cellulaires et

mécanismes du systéme immunitaire canonique des Vertebrés. (202).

Grace a ces multiples avantages, le poisson-zébre s’est imposé comme un mod¢le reconnu
dans de multiples domaines. Une petite taille couplée avec a une relative transparence en fait
un outil particuliecrement adapté aux observations a I’échelle d’un organisme entier.
L’excellence de I’ingénierie génétique sur ce modele a permis de faire de grandes avancées
dans la compréhension du développement et des pathologies des étres-vivants (203-205). Ce
modele est également utilisé pour 1’étude du systéme immunitaire (206-208), des interactions
hotes-pathogenes (209,210). Le poisson-zebre est un modele infectieux pour la tuberculose
extrémement performant (211). L’étude de la régénération des organes (201) et des processus
de cicatrisation font aussi appel a ce modele (212,213). 11 est également employé pour les
neurosciences avec par exemple 1’étude des pathologies liées aux dégénérescences nerveuses
comme les maladies d’Alzheimer (214) et Parkinson (215). Plus récemment, les larves de
poisson-zebres sont recommandées par ’OCDE (Zebrafish Embryo Acute Toxicity Test) (216)
pour la réalisation de test préliminaire de toxicologie (217,218), de trés nombreuses
publications y sont notamment dédiées car il représente un organisme trés sensible a son
environnement et accessible en trés grand nombre. Egalement pour ces raisons, le poisson-zébre
est activement utilisé pour la découverte de principes actifs par criblage a trés haut débit (High
throughput screening) pour de nombreuses afflictions (219,220). Enfin on peut aussi citer les
applications récentes de ce modele pour I’oncologie, que ce soit pour I’étude des mélanomes

(221) ou pour étudier I’invasivité de certains cancers (222-224).

Pour conclure cette partie, ’utilisation du poisson-zebre pour le travail de theése s’appuie sur la
possibilité de réaliser des observations a I’échelle d’un organisme entier a partir de sections

histologiques (Figure 32), idéal pour des études de biodistribution. A cela se rajoutent de



nombreuses lignées transgéniques disponibles, I’aisance de I’administration des nanoparticules
par immersion, et ’accessibilit¢ des muqueuses. Du point de vue de la vaccination, ce modele
propose des systémes immunitaire et muqueux développés et surtout les potentielles avancées
pourraient bénéficier a la fois a la santé humaine, mais aussi a la santé vétérinaire et plus

particuliérement a I’économie piscicole.

-""‘ i
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Branchies _—

Nageoire

Figure 32 : Cryosection (40 pm) longitudinale d’un poisson-zébre adulte illustrant la
possibilité de réaliser des observations a I’échelle d’un organisme entier. Sur une méme
coupe il est possible d’étudier la muqueuse nasale, la muqueuse de la peau, celle des
branchies, le cerveau, le foie, les reins, etc. Ce type de coupe permet également de
préserver les connections entres les organes.
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2.1. Généralités

La communauté scientifique travaillant sur le poisson-zebre a développé de nombreux outils
pour aider la compréhension de 1’organisation tridimensionnelle du poisson-zebre et connaitre

en détail la structure de I’ensemble des organes. Parmi ces outils figurent ces différents atlas :

e http://zebrafish.anatomyportal.org/ (Anatomie en 3D obtenue par « Tomographie a

projection optique ») (225)
e http://bio-atlas.psu.edu/zf/ (Atlas virtuel — bibliothéque de coupes histologiques)
(226)

e http://tpx.sagepub.com/content/39/5/759.full (Publication en acces-libre dont le sujet

est la structure de différents organes) (227)
e The Zebrafish: Atlas of Macroscopic and Microscopic Anatomy (Livre sur I’anatomie

du poisson-zebre) (228)

Ces références sont précieuses pour tout néophyte ayant la volonté¢ de s’orienter en 3D et
d’approfondir ses connaissances sur 1’anatomie du poisson-zébre, du stade larvaire au stade

adulte.

Dans le but d’étudier la biodistribution des nanoparticules, il est nécessaire de comprendre
I’organisation structurelle des différents organes du poisson-zebre pouvant étre impliqués dans
des interactions avec les nanoparticules de PLA. Dans le cadre de I'utilisation de ces
nanoparticules en tant que nanovéhicules vaccinaux pour 1’administration muqueuse, nous
allons particulierement étudier les organes qui seront les premiers exposés : les différentes
muqueuses. Nous allons premiérement aborder les muqueuses a épithélium prismatique avec
I’organisation de 1’appareil olfactif puis du tube digestif, ensuite nous détaillerons les
muqueuses a épithélium pavimenteux que sont les branchies et la peau. L’organisation du
thymus du poisson-zebre sera ensuite abordée. Enfin, nous détaillerons des organes susceptibles
a une exposition secondaire des nanoparticules : les reins, le foie et la rate. Pour finir nous

décrirons la structure du systéme vasculaire et réticulo-endothélial.

2.2. Bulbe olfactif (Narines)
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L’organe olfactif du poisson-zebre se trouve au sein de deux fosses nasales situées du coté
dorsal de la téte, aux alentours des yeux et au-dessus de la bouche. L’organe possede une forme
de rosette et est composé d’une plaque centrale et de lamellae qui forment des prolongements
entre le composant central et la cavité nasale. Il expose différents epithéliums, tous
prismatiques, en fonction de la localisation. Le principal est un épithélium cilié (kinocilia long)
non sensoriel qui forme des talus sur les lamellae dans la zone proche de la cavité nasale, et des
bandes régulieres dans la partie proche de la plaque centrale (Figure 33). L’épithélium sensoriel
est constitué¢ de cellules qui possedent des cils plus courts et de cellules sensorielles qui

projettent des dendrites dans la couche superficielle. Cet épithélium se trouve dans la région

médiane des lamellae et est entouré par de 1’épithélium cili¢ (227,229).

Figure 33 : (A) Rosette olfactive de poisson-zébre adulte au sein d’une des fosses nasales. Celle-ci
est formée d’une plaque centrale d’ou partent des lamellae. L’épithélium principale est un
épithélium cilié non-sensoriel qui forme des amas sur les lamellae a proximité de la cavité nasale.
(B) Coupe histologie de lamellae dans la région proche de la cavité nasale. On remarque la
présence de cils trés longs a la surface de I’épithélium non-sensoriel (f). Les deux barres d’échelle
représentent 100 pm

Modifié d’aprés (229) pour A et (227) pour B
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Le tube digestif du poisson-zeébre (227,230) est composé d’un bulbe intestinal, d’un intestin
intermédiaire antérieur, d’un intestin intermédiaire postérieur et d’un intestin postérieur.
L’épithélium muqueux prismatique forme des villosités dont la taille diminue dans le sens
antéro-postérieur. Cet organe possede des différences structurales par rapport a son équivalent
chez les mammiferes. Premic¢rement il y a ’absence d’estomac. Le poisson-zebre possede a la
place un bulbe intestinal dont la lumiére dispose d’un pH neutre contre un pH tres acide pour
I’estomac de mammifére (caractéristique commune aux cyprinidés). Au niveau de
I’organisation de la muqueuse, celle du poisson-zebre est plus simple que chez les mammifeéres.
On constate par exemple 1’absence des cryptes de Lieberkuhn a la base des vili, des couches
sous-muqueuse et musculeuse. Chez le poisson-zebre, la muqueuse est constituée d’un

1”épithélium monostratifié recouvrant la lamina propria.
Le tube digestif est divisé en plusieurs régions :

e Le bulbe intestinal, situé¢ juste aprés 1’cesophage, possede les vili les plus
longues. Sa fonction présumée serait de stocker les aliments pour ensuite libérer
en plusieurs fois le bol alimentaire dans les intestins. De méme son épithélium
serait responsable en partie de 1’absorption des acides gras. Cet épithélium est
principalement formé de cellules entéroendocrines, puis d’entérocytes et de
cellules caliciformes (production de mucus). La limite entre le bulbe intestinal
et IDintestin intermédiaire est dictée par la disparition des cellules

entéroendocrines de 1’épithélium.

e Vient ensuite I'intestin intermédiaire antérieur ou se déroule majoritairement
I’absorption des protéines. L’épithélium a ce niveau est principalement composé
d’entérocytes et de cellules caliciformes. Enfin, il est la région la plus étendue

de I’intestin intermédiaire.

e L[’intestin intermédiaire postérieur commence avec le remplacement des
entérocytes par des entérocytes spécialisés. Ces cellules sont spécialisées dans
I’échantillonnage d’éléments étrangers dans la lumicre intestinale qui sont
ensuite stockés a I’intérieur de vacuoles supranucléaires et peuvent ensuite étre
transportées et libérées au niveau du pole basal. I a d’ailleurs été postulé que ces

cellules puissent-étre 1’équivalent fonctionnel des cellules M chez les



mammiferes et cette région intestinale I’équivalent fonctionnel de I’iléum. Cette

région est courte par rapport a I’intestin intermédiaire antérieur.

e L’intestin postérieur débute avec la réapparition des entérocytes « normaux » et
le changement de conformation des vili qui deviennent aplaties et longitudinales.

Cette région est spécialisée dans la fonction osmorégulatrice.

Endgut

A Anterior-midgut

Post-midgut
Intestinal Bulb o

F

Mucosa

G +— Epithelium

' | «— Lamina propria
«— Circular smooth muscle
. *+— Longitudinal smooth muscle

Myenteric neurons

Figure 34 : (A) Illustration de I’organisation du tube digestif du poisson-zébre en différentes régions.
(B-E) La hauteur des vili diminue dans I’axe antéro-postérieur. (B) Bulbe intestinal. (C) Intestin
intermédiaire antérieur. (D) Intestin intermédiaire postérieur avec P’apparition des entérocytes
spécialisés et leurs vacuoles supranucléaires (« bulles » blanches). (E) Intestin postérieur avec ses vili
aplaties et longitudinales. (F) Schéma illustrant ’organisation de la muqueuse intestinale chez les
mammiféres. (G) Schéma illustrant I’organisation de la muqueuse intestinale de poisson-zébre. (H)
Tableau récapitulant la composition et fonction cellulaire de I’épithélium intestinale entre le bulbe
intestinal, ’intestin intermédiaire antérieur et I’intestin intermédiaire postérieur.

Modifié¢ d’aprés (230) (A-G)
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Les branchies (227,231-235) représentent 1’organe principal pour la respiration du poisson-
ze&bre et possede une fonction dans la régulation osmotique et ionique. Situées dans une cavité
qui est protégée par un bouclier cartilagineux appelé « opercule », les branchies reposent sur
des arcs branchiaux reliés au pharynx, ce dernier étant fenestré afin de propulser 1’eau, aspiré
par I’ouverture buccale, sur les branchies. C’est un organe qui nécessite une trés grande
vascularisation. Les branchies sont composées de paires de filaments, aussi appelées lamelles
primaires, structures aplaties qui se projettent a partir des arcs branchiaux en formant un « V ».
Les filaments disposent de ramifications appelées lamelles, aussi nommées lamelles
secondaires, ou se réalise I’échange gazeux. En effet ’orientation des structures branchiales
(arcs/filaments/lamelles) est faite de sorte que le flux d’eau riche en oxygene se dirige
directement entre les lamelles, ou le sang circule dans le sens contraire de celui de 1’eau, afin

d’optimiser la réoxygénisation du sang.

Au niveau cellulaire, 1’épithélium pavimenteux au niveau des filaments est pluristratifié¢ (3
couches cellulaires ou plus) et possede un réle proéminent dans la régulation ionique. Il sert
¢galement de support pour les lamelles. Sa couche superficielle est majoritairement composée
de cellules pavimenteuse (90%), caractérisées par des microcrétes renfermant des
microfilaments d’actine et reliées entre-elles par des desmosomes, de cellules caliciformes et
de cellules riches en mitochondrie (ionocytes). En profondeur se trouvent des cellules
cuboidales, des cellules immunitaires, des cellules neuroépithéliales et des cellules
indifférenciées. L’¢épithélium de la lamelle est quant a lui toujours pavimenteux mais moins
stratifi¢ (1 a 3 couches de cellules) et quasiment uniquement composé de cellules
pavimenteuses et de cellules indifférenci¢es. Le maintien de la lamelle est assuré par des
cellules en pilier, qui sont des cellules épithéliales modifiées. Afin d’atteindre le sang,
I’oxygene doit diffuser a travers la mince strate épithéliale, la lame basale et enfin les cellules

en pilier.

Enfin, il est important de noter la présence chez certains poissons téléostéens d’une extension
lymphoide, a D’intérieur du « V » formé par les paires de filaments, riche en cellules
lymphocytaires (236). Néanmoins, I’existence cette structure n’a pas encore ét¢ démontrée chez

le poisson-zebre.
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Figure 35 : (A) Illustration de I’organisation structurale des branchies et de sa vascularisation. (B)
Coupe histologique a travers un filament (b) et ses lamelles (c), au niveau de I’artére afférente (a).
(©) Schéma de P’organisation interne des lamelles corrélé avec une acquisition de microscopie
¢électronique a transmission. Des cellules pavimenteuses (PVC) recouvrent la surface des lamelles et
reposent sur une lame basale (BM). La structure des lamelles est maintenue par des cellules en pilier
(PC), d’origine endothéliale, dont la collerette cytoplasmique recouvre des faisceaux de collagéne
connectés a la lame basale. Les érythrocytes (RBC) circulent entre les cellules en pilier. La limite
externe de I’espace entre les cellules en pilier est appelée « canal marginal extérieur » (OMC) et se
finit par une cellule endothéliale vasculaire (EC). A noter la présence de microfilaments dans la
partie médiane des cellules en pilier et dont la fonction serait potentiellement de permettre une
contraction des cellules en piler pour la gestion du flux sanguin. (D) Acquisition en microscopie
électronique a balayage permettant I’observation d’un arc branchial, de ses filaments et lamelles.
(E) Zoom sur un filament et ses lamelles. (F) Zoom sur les lamelles et ses cellules pavimenteuses dont
les jonctions entres cellules sont caractérisées par des crétes. (G) Acquisition en microscopie
électronique a balayage de la surface de I’épithélium recouvrant les filaments. Les cellules
pavimenteuses sont riches en microcrétes d’actine et recouvrent partiellement les cellules riches en
mitochondrie qui régule les échanges ioniques (zoom). Les barres d’échelles correspondent a 10 pm
pour la zone non zoomée et 3 pm pour la région zoomée.

Modifié d’apres (235) (A), (227) (B), (234) (C), (232) (D-F) et (233) (G)

A I’inverse de la peau de mammifere, la peau du poisson-zebre (237,238) ne dispose pas de
couche cornée et est exclusivement composée de cellules vivantes. C’est un organe muqueux a
épithélium pavimenteux pluristratifié et qui est organisé en 3 régions superposées : 1’épiderme,

le derme et I’hypoderme.

e [’¢piderme est la région la plus externe de la peau. Sa couche superficielle
est composée principalement de cellules pavimenteuses exposant des
microcrétes d’actine du coté apical. Ces cellules possédent de la kératine et
sont ¢galement nommeées par certains auteurs : kératinocytes. Des cellules a
mucus (caliciformes) ainsi que des ionocytes sont également présents au sein
de cette couche. Un peu plus en profondeur se trouvent des cellules « club »,
trés grandes cellules avec une fonction d’alarme, des cellules de Malpighi,
des cellules sensorielles et des cellules indifférenciées. La couche la plus
profonde de I’épiderme est constituée d’une monostrate de cellules basales

qui assure I’ancrage de 1’épiderme avec le derme.

e (’est au sein du derme que se situent les écailles (€lasmoides) dont le

renouvellement est constant. Le derme se distingue en deux régions : une



strate superficielle et une profonde. La strate superficielle dispose d’une
matrice de collagene lache et est riche en fibroblastes, cellules nerveuses et
cellules pigmentaires. De méme cette région est trés vascularisée, une
nécessité car la peau posséde en effet un role secondaire dans la respiration.
Différente, la strate profonde posséde une matrice de collagéne dense riche
en fibrocytes. La disposition orthogonale des strates de collagenes rend cette

région transparente (237).

e [’hypoderme est la région de la peau a I’interface avec les muscles sous-

jacents. Cette région est riche en chromatophores et en adipocytes (stockage

de la graisse sous-cutanée)

Surface
layer

Intermediate
layer

=
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Figure 36 : (A) Coupe histologique d’une peau de poisson-zebre adulte. 1 Epiderme ; 2 Derme strate
souple et assise génératrice des écailles ; 3 Derme strate profonde ; 4 Muscle ; 5 Ecailles ; 6 Cellules
pavimenteuses ; 7 Cellules basales non-différenciées ; 8 Cellules « club » ; 9 Cellules caliciformes ;
10 : Neuromaste. Barre d’échelle : 31,7 pm (B) Illustration de I’épiderme. La couche superficielle est
constituée de cellules pavimenteuses (K kératinocytes). Des cellules 2 mucus (M) et des ionocytes (I)
possédent également une interface d’échange avec I’environnement extérieur. La couche
intermédiaire est composée entre-autres des cellules « club », tandis que des cellules basales
composent la monocouche basale.

Modifié a partir de (364) pour (A) et (238) pour (B)
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Le thymus (227,239,240) est I’organe lymphoide primaire responsable de la maturation des
lymphocytes et de I’¢limination des cellules T sensibles aux auto-antigénes. Chez le poisson-
zebre, le thymus prend I’apparence de deux lobes situés de part et d’autre du pharynx, sur la
voute dorsale de la cavité branchiale. De ces deux lobes prennent naissance de fines extensions
thymiques qui recouvrent la cavité branchiale. Elles forment par exemple un revétement sur la

face interne de chaque opercule.

Tissu d’origine épithéliale, le thymus se distingue en deux régions : le cortex et la médulla. Le
cortex est riche en lymphocytes T et est le lieu ou débute la maturation de ces lymphocytes.
Cette maturation consiste a un réarrangement génétique des récepteurs des lymphocytes T afin
d’augmenter le répertoire d’antigénes détectés et a une sélection positive afin d’éliminer les
lymphocytes T ne possédant pas d’affinité forte contre un auto-antigéne présenté par les
molécules du CMH. La médulla posséde moins de lymphocytes car c’est le lieu ou s’acheve la
maturation et ou les lymphocytes repartent dans la circulation sanguine. La sélection positive y
est plus faible, par contre les lymphocytes T sont ici soumis a la sélection négative. C’est-a-dire
que toute cellule possédant une affinité envers un auto-antigéne est ¢liminée. Chez le poisson-
zebre, la distinction entre ces deux zones n’est pas franche, néanmoins si I’on se fie a
I’expression du géne RAGI, impliqué dans le réarrangement génétique des récepteurs des
lymphocytes T. Le cortex se situerait dans la partie externe de chaque lobe, directement en
contact avec I’environnement extérieur. Tandis que la médulla, ou ne s’effectue pas ce

réarrangement génétique, serait dans la partie interne de chaque lobe thymique.

Chez le poisson-zeébre, cette région corticale en contact avec I’environnement extérieur est
recouverte par un épithélium squameux composé de cellules pavimenteuses, de cellules a
mucus, de ionocytes et de cellules a batonnets. Au sein de cette couche a pu étre observée une
circulation de cellules pharyngiennes et branchiales. Juste en dessous se trouve le parenchyme
lympho-réticulaire qui comme son nom I’indique est riche en lymphocytes, cellules réticulaires,
mais possede €¢galement des cellules présentatrices d’antigénes. Encore plus profond se trouve

une lame basale qui sépare le parenchyme d’un tissu conjonctif.
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Figure 37: (A) Expression du géne RAG1 (vert), par hybridation in situ, au sein d’un lobe
thymique du poisson-zébre. Il permet de différencier la région corticale de la médulla. Le thymus
est situé sur la face dorsale de la cavité branchiale, directement en contact de I’environnement
extérieur. (B) La couche superficielle du thymus, qui fait partie du cortex, est recouvert par un
épithélium squameux composé de cellules pavimenteuses, de cellules caliciformes (M), de ionocytes
et de cellules a batonnets (Rc). Bm Lame basale ; L Adipocytes ; ¢ capillaires sanguins ; R Cellules
réticulaires ; ct Tissu conjonctif. Bar d’échelle : 10 pm.

Modifié d’aprés (240) pour (A) et (239) pour (B)
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Nous allons maintenant aborder les organes susceptibles d’€tre exposés aux nanoparticules
de PLA apres pénétration dans I’organisme. Chacun de ces organes est impliqué dans la

clairance et/ou I’échantillonnage d’¢léments étrangers.

Le rein (227) est un organe dont la principale fonction est I’excrétion hors de I’organisme de
déchets métaboliques présent dans le sang. La filtration du sang s’effectue au niveau des
glomérules ou est ¢laborée ’urine primaire qui est ensuite collectée dans différents canaux
(appelées canaux collecteurs, tubules proximaux, distaux...). Le diamétre hydrodynamique
maximum pour I’entrée d’une substance par le glomérule est inférieur a 10 nm. Chez le poisson-
ze&bre, cet organe tapisse la face dorsale du péritoine et est en dessous de la veine post-cardinale.
I1 se distingue 3 régions, le rein antérieur, intermédiaire et postérieur. Une particularité chez les
poissons téléostéens est que I’hématopoicse (située dans la moelle osseuse chez les
mammiferes) est réalisée dans le rein, au sein d’un tissu lymphoide situé entre les tissus
responsable de la fonction de filtration. Cette fonction hématopoiétique est plus prononcée dans
la partie antérieure des reins du poisson-zebre. Le tissu hématopoiétique se trouve dans les
interstitiums du systéme responsable de la filtration, les cellules souches étant nichées dans un

stroma de tissu réticuloendothélial.

Responsable de la détoxification de I’organisme par métabolisation de composants biologiques,
le foie (227,241) chez le poisson-zebre est constitu¢ de 3 lobes entourant le tube digestif. Le
foie est principalement constitu¢ d’hépatocytes, cellules pouvant étre polynucléées qui sont
responsables du métabolisme des protéines, des lipides et des sucres. L’organisation du foie
s’opere autour de sinusoides hépatiques ou passe le sang. Autour de ces sinusoides se trouvent
des travées d’hépatocytes, la frontiére entre ces deux composants s’appelant I’espace de Disse.
La structure est la suivante : une sinusoide, un espace de Disse, une monocouche d’hépatocytes,
différents canaux biliaires, puis une autre monocouche d’hépatocytes, un espace de Disse et
une sinusoide et ainsi de suite... Contrairement aux mammiferes, il n’y a pas de cellules de
Kupffer chez le poisson-zebre (macrophage au niveau des sinusoides qui échantillonnent le
sang), par contre la présence de cellules hépatiques stéllées (Cellules Ito) au sein des espaces
de Disse est conservée (242). Ces cellules sont des réservoirs de vitamine A et possede
¢galement des fonctions immunitaires (243). Il a d’ailleurs été postulé au sein des mammifere
que le foie soit un organe lymphoide alternatif (244), que I’on pourrait attribuer a un caractere

primitif possiblement conservé d’un temps antérieur a I’apparition des ganglions lymphatiques.



La rate (227) est un organe lymphoide responsable de 1’épuration des érythrocytes vieillissants,
de I’échantillonnage d’éléments étranger, et serait un site d’activation de lymphocytes B. Chez
le poisson-zebre, la rate est localisée dans la cavité péritonéale, proche de lobes hépatiques et
légérement axée sur la gauche. La rate est composée d’une pulpe rouge trés vascularisée (riche

en érythrocytes et thrombocytes), et d’une pulpe blanche ou se trouvent les ellipsoides. Ce sont

des niches riches en macrophages et cellules réticulaires qui échantillonnent le sang.

Figure 38 : (1) Coupe histologique de reins de poisson-zébre ou cohabitent les tissus de
filtrations et immunitaires. (a) Glomérules ; (b) Tubules ; (¢) Canaux collecteurs pour
la partie filtration. (d) Tissu hématopoiétique. (2) Illustration de ’organisation du tissu
hépatique de poisson-zébre ou sont représentés les monocouches d’hépatocytes autour
des sinusoides. Les deux étant séparés par I’espace de Disse ou réside les cellules
hépatiques stéllées. (3) Coupe histologique de rate de poisson-zébre. Celle-ci est
composée d’une pulpe rouge (a) riche en hématies et thrombocytes, et d’une pulpe
blanche ou réside des ellipsoides riche en macrophages et cellules réticulaires.

Modifié d’apreés (227) pour (1 et 3) et (241) pour (2)
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Lors de la réalisation du travail de these, le systéme vasculaire a été utilis¢é comme véhicule
des nanoparticules qui ont été injectées au stade larvaire (3 jours post-fécondation) (245). A ce
stade, le systéme vasculaire est déja développé (Figure 39) et les vaisseaux principaux irrigant
le tronc et la queue sont constitués par la veine post-cardinale et I’aorte dorsale dans lesquels

ont été injectées les nanoparticules.

Aorte dorsale Vaisseau intersegmentaire Artére caudale
- \ Y

] Veine caudale
Artére Veine Veine post-cardinale _
Supra-intestinale sous-intestinale

TRUNK TAIL

Figure 39 : Angiogramme d’une larve de poisson-zébre de 3 jours illustrant la
circulation sanguine.
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Modifié a partir de (245)

Associé aux vaisseaux sanguin se développent des vaisseaux lymphatiques a partir du 5° jour
post-fécondation. Le vaisseau lymphatique thoracique se situe entre 1’aorte dorsale et la veine
caudale. Son role est le transport de solutés, de graisse et de facilité la migration de cellules

immunitaires (Figure 40) (246).
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Figure 40 : (A) Représentation du développement du vaisseau lymphatique thoracique
entre I’aorte dorsale et la veine post-cardinale de la larve de poisson-zébre. Celle-ci semble
opérationnelle des 7 jours aprés la fécondation. (B) Coupe histologique d’une larve de
poisson-zébre mettant en valeur une région sous la notochorde (Not) et entre les myotomes
(My). Cette zone contient pour sa partie supérieur, ’aorte dorsale (DA), sa partie
médiane, le vaisseau lymphatique thoracique (TD), et pour sa partie inférieur, la veine
post-cardinale(PCV). (B) Observation en microscopie électronique a transmission de la
zone encadrée et son schéma illustrant la position des vaisseaux.

Modifié a partir de (246)

Par rapport aux mammiféres, les cellules sanguines de poisson présentent certaines
particularités (227). Les hématies sont nucléées. La coagulation est assurée par des
thrombocytes circulants, qui sont des cellules entiéres et non des fragments de cellules comme
chez les mammiferes, et sont également capables d’internaliser des bactéries et de les neutraliser
(247). Parmi les leucocytes il y a entre 5 et 15% de monocytes pour 71 a 92% de lymphocytes.

Le sang possede également des granulocytes comme les neutrophiles et les éosinophiles.

Enfin, chez les poissons téléostéens, le systeme réticulo-endothélial, responsable de I’entretien
du sang, est assuré par de nombreux acteurs (248). D’une maniére générale c’est dans le tissu

hématopoiétique rénal que la clairance d’éléments indésirables, tel des colloides de carbone ou
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bien encore des bactéries, est la plus efficace comparée aux ellipsoides de la rate. Les branchies
sont également impliquées dans cette clairance. Une hypothése pointe la participation des
cellules en pilier des lamelles dans ce processus. L’endocarde de I’atrium au niveau du coeur
participerait aussi mais dans une mesure presque négligeable, tout comme la muqueuse
intestinale. Le foie des téléostéens, contrairement aux mammiféres, n’est presque pas impliqué
dans la clairance d’¢léments étrangers, ce role étant certainement attribué aux cellules
hépatiques stéllées. Pour finir, dans le sang méme, monocytes et thrombocytes participent a la

clairance, ce qui ne semble pas étre le cas pour les lymphocytes et les neutrophiles.



3.Systeme immunitaire

L’¢étude des potentielles interactions entre les nanoparticules de PLA produites au sein du

laboratoire du Dr.VERRIER et les différents acteurs du systéme immunitaire est un des axes

importants réalisé dans le travail de thése. Les vertébrés sont exposés en permanence a de

nombreux dangers biologiques dans leur environnement, comme certaines bactéries, virus,

parasites et autres pathogenes. La premicre défense €rigée par les organismes a pour but de

prévenir la pénétration du pathogene avec différentes barrieres physiques, par exemple en étant

étanches comme les épithéliums ou bien en servant de piege comme le mucus en surface des

mugqueuses. En plus des barriéres, le systéme immunitaire prend le relai pour la lutter contre les

pathogenes ayant réussi a pénétrer I’organisme (249).

D’une maniére générale, le systéme immunitaire posséde deux composantes majeures :

I’immunité innée et ’immunité adaptative. Nous allons les décrire d’'une maniére simplifiée.

Brievement, ’immunité innée est responsable de 1I’élimination non-spécifique
d’¢éléments étrangers. Elle repose grandement sur la détection des pathogenes
d’une maniére générale (récepteurs impliqués dans les voies de signalisation
TLR, NOD, CLR, STING etc) (250) par des cellules capables d’internaliser et
de neutraliser les dangers, mais également de servir d’alarme en produisant
divers signaux chimiques. Au final, cette composante du systéme immunitaire
qui est en premicre ligne, produit une réponse forte et rapide contre les
pathogénes mais qui ne perdure pas dans le temps. Parmi les cellules impliquées
se trouvent différents types avec des fonctions particulieres. Les cellules NK
(«natural killer » ou «tueur non-spécifique ») sont spécialisées dans la
détection et la mort des cellules infectées par des pathogeénes intracellulaires
(251). Parmi les granulocytes, les neutrophiles sont des phagocytes spécialisés
dans la détection et la neutralisation d’¢léments étrangers (252). Les
macrophages appartiennent également aux phagocytes possédent une fonction
comparable a celle d’un d’éboueur, capable d’internaliser et de digérer tout
¢lément étranger et débris cellulaire. Les macrophages sont impliqués dans
I’homéostasie tissulaire et participent a I’élaboration de réponses immunitaires
aussi bien en tant qu’acteurs que modulateurs. Afin de remplir leurs nombreuses

fonctions, les macrophages possedent une grande plasticité. Lors de
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I’internalisation d’éléments pathogenes, ils sont également capables de servir
de sentinelle et de propager ’information aux cellules spécialisées dans la
réaction immunitaire spécifique (253). Les cellules spécialisées pour ce role de
sentinelle sont les cellules dendritiques. Celles-ci sont capables
d’échantillonner 1’environnement extérieur et posseédent de nombreux
récepteurs pour repérer les pathogeénes. Aprés I’internalisation d’éléments
étrangers, les cellules dendritiques effectuent une digestion « douce » pour
préserver les antigénes. Ce point contraste avec la digestion plus rapide
effectuée par les macrophages, ceux-ci utilisent d’ailleurs plus d’enzymes
protéolytiques et le pH de leur lysosome est plus acide. Les cellules dendritiques
sont également capables de manipuler le comportement des autres cellules
immunitaires, via la sécrétion de cytokines par exemple, et joue donc un rdle
majeur dans 1’induction de réponses immunitaires (254). Ce sont d’ailleurs des
acteurs clé pour la vaccination (255,256) car ce sont les seules cellules capables
d’activer des lymphocytes T naifs. Un autre processus est également impliqué
dans 1’¢limination rapide des pathogénes, le systeme du complément. Il se
compose de nombreux principes actifs sécrétés, comme les anticorps, capables
de se lier aux pathogenes afin de facilité leur détection et neutralisation par les
phagocytes (257). Enfin, en plus de 1’élimination des pathogenes, I’activation
du systéme immunitaire innée va déclencher I'implication du systeme

immunitaire adaptatif.

Bri¢vement, I’'immunité adaptative est activée par les cellules sentinelles
mentionnées précédemment et va permettre une réponse immunitaire spécifique
qui va perdurer. Les cellules sentinelles qui sont chargées d’éléments étrangers
vont aller activer des cellules jouant principalement le role d’intermédiaire
capables d’amplifier, de réduire ou bien de participer aux réactions
immunitaires. Ce sont les lymphocytes T (258), qui peuvent aussi bien se
trouver in situ que dans des sanctuaires lymphoides. Ces cellules sont capables
de reconnaitre spécifiquement des antigénes et de s’activer lorsqu’elles le font.
Les lymphocytes CD8+, également appelés cytotoxique, activés sont capables
de détecter les cellules infectées présentant 1’antigéne dont ils sont spécifiques
sur les molécules du CMH et de les éliminer. Les lymphocytes CD4+ activés
sont capables d’orienter les réponses immunitaires, favorisant selon le sous-type
I’immunité cellulaire ou humorale. L’activation des lymphocytes T CD4+

«auxiliaire 1» amplifie I’'immunité cellulaire, en interagissant avec les



macrophages par exemple, et induit la création de lymphocytes T mémoire qui
permettra lors d’une prochaine rencontre avec les pathogenes, une réponse
immunitaire plus forte et plus rapide. Les lymphocytes T CD4+ « auxiliaire 2 »
vont eux activer les lymphocytes B (259) capables de détecter le méme
antigéne. L’activation déclenche une prolifération de ces lymphocytes B dont
une partie va se différentier en plasmocytes spécialisés dans la production
d’anticorps tandis que d’autres vont se différentier en lymphocytes B mémoire.
Les anticorps produits sont capables de reconnaitre spécifiquement 1’antigene.
Les anticorps vont donc recouvrir et neutraliser les pathogénes exprimant
I’antigeéne, ils sont impliqués dans le systéme du complément. La premiere fois
qu’un organisme rencontre un pathogene, la mise en place de cette réponse est
lente. Mais grace a la création de cellules mémoires, la réponse suite a une
seconde exposition au pathogene se réalise tres rapidement, avant que 1’invasion
ne puisse submerger I’immunité innée. Le but de la vaccination est de simuler
cette premicre exposition pour créer les cellules mémoires (260). A noter la
présence de lymphocytes T régulateurs qui empéchent les réactions
immunitaires de s’emballer, risquant ainsi d’endommager I’organisme (comme
les premiéres fievres des nourrissons lorsqu’ils sont infectés par des bactéries
gram négatifs).

innate immunity P o == Adaplive immunity
{rapid response) = (slow responsa)

Nature Reviews | Cancer

Figure 41 : Illustration de différents acteurs impliqués dans I’immunité innée et
I’immunité adaptative. (365)



La composante adaptative du systéme immunitaire coincide au niveau évolutif avec I’apparition
des vertébrés possédants une machoire, qui est un événement bien antérieur a la divergence
entre les poissons et les autres vertébrés. Le systéme immunitaire des poissons téléostéens est
donc globalement conservé si on le compare a celui des mammiféres (261). Les divergences
étant imputées aux différentes pressions environnementales ayant agi sur les poissons et les
mammiferes. Le systéme immunitaire des poissons téléostéens a di s’adapter a I’existence en
milieu aqueux et a des barri¢res extérieures constituées de muqueuses composées de cellules

vivantes ; en résumé a des expositions plus fréquentes.

Les principales différences avec les mammiféres sont d’ordre structurel. Les organes
lymphoides systémiques du poisson-zebre sont les reins, le thymus, la rate et le foie, ce dernier
représentant un organe lymphoide alternatif (244,262,263). Le rein est I’organe lymphoide
primaire responsable de I’hématopoicse (264). Le poisson-zebre ne posséde pas un vrai systéme
comprenant des sites inducteurs et effecteurs différenciés. Cette caractéristique se traduit
d’ailleurs par 1’absence de ganglions lymphatiques et de centres germinatifs. Néanmoins, les
organes lymphoides systémiques et les muqueuses exposées lors d’infections forment des
centres de mélanomacrophages riches en cellules lymphoides (265). Les tissus lymphoides
associés aux muqueuses (GALT, NALT, SALT et GiALT pour les intestins, les narines, la peau
et les branchies respectivement) sont d’ailleurs diffus dans I’ensemble de I’organe avec des
cellules immunitaires intraépithéliales et plus profondément dans les tissus (266,267). Une telle

structure pourrait favoriser 1’élaboration d’une réaction rapide du systéme immunitaire en cas
p

d’agression.

Figure 42 : Coupe histologique de reins (A) et de rate (B) mettant en valeur la présence de centre
de mélanomacrophages (fleche blanche). Ces centres contiennent d’ailleurs plus ou moins de
mélanine.

Modifié a partir de (265)
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Signe que le systéme immunitaire entre poissons et mammiferes est globalement conservé, les
lignées cellulaires hématopoiétiques principales sont présentes chez le poisson-zebre. Cela
inclut les granulocytes, les cellules dendritiques (les cellules dendritiques plasmacytoides n’ont
pas encore été identifiées), les monocytes, les macrophages, les cellules NK et ainsi que les
lymphocytes B et T (268-270). Toutefois celles-ci sont moins caractérisées chez le poisson-
zebre, comme par exemple I’identification des sous-types cellulaires. De méme 1’existence des
cellules dendritiques requiert de plus amples caractérisations fonctionnelles. Les poissons
téléostéens possédent des lymphocytes B capables de phagocyter et neutraliser des pathogenes,
pour ensuite faire de la présentation d’épitope. L’identification de ce mécanisme a d’ailleurs

¢té par la suite confirmé chez la souris (208,271).

En ce qui concerne les réponses innées et adaptatives, I’exposition a de nombreux pathogenes
due a I’environnement aqueux se traduit par une protection immunitaire non-spécifique (innée)
tres développée. Une preuve en est I'opérationnalité du systéme immunitaire inné dés le
deuxiéme jour apres la fécondation tandis que 1’induction de réponse immunitaire spécifique
(adaptative) n’est possible qu’au bout de quelques semaines (272). Toutefois, bien que la partie
adaptative du systéme immunitaire du poisson-zebre puisse €tre considérée comme archaique
par rapport a celle chez les mammiferes, il posséde 3 différentes familles d’anticorps. Comme
pour les mammiferes, il possede les [gM et les IgD. Par contre les IgA, anticorps spécialisés
dans les muqueuses, sont remplacés par des équivalents fonctionnels que sont les IgZ (IgT pour
les autres téléostéens) (263). Pour la réponse innée, le systéme du complément est conservé. Le
poisson-zebre possédent une grande diversité de récepteurs pour la détection des pathogenes.
Ainsi les récepteurs NODI1 et NOD2 sont conserves, de méme que la plus grande partie des
récepteurs TLR méme si des différences au niveau du substrat reconnu existe, le LPS est moins
inducteur chez le poisson-zebre que la souris. Sur ce point le poisson-zebre possédent plus de
familles que I’étre humain (273). Les systémes de reconnaissance des CLR et de STING (274)

sont également identifiés chez le poisson-zebre.

Pour conclure, tous les principaux acteurs impliqués dans la mise en place de réponses
immunitaires protectrices sur le long terme par vaccination sont présents chez le poisson-zéebre.
Néanmoins ces acteurs nécessitent une plus ample caractérisation, ainsi que le développement
de marqueurs spécifiques pour leur identification, cela malgré 1’existence de nombreuses

lignées transgéniques (275).
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Figure 43 : Modele schématique développé dans (318) illustrant I’induction d’une réponse
anticorps IgT dans la muqueuse branchiale aprés une infection parasitaire. (a) Illustration de
I’organisation des branchies avec le filament (PL) et les lamelles (SL). (b) Ce modéle est
proposé par les auteurs de I’étude : Lors d’une infection parasitaire (Ich), des antigénes d’Ich
sont pris en charge par des cellules présentatrices d’antigénes qui vont ensuite les présenter a
des lymphocytes T CD4 naifs présent dans le GIALT. Toujours au sein de la muqueuse, les
lymphocytes T CD4 activés spécifiques aux antigenes d’Ich vont a leur tour activer les
lymphocytes B spécifiques aux antigénes d’Ich, ce qui déclenche leur prolifération. Ces
lymphocytes B peuvent ensuite se différencier a la fois en plasmocytes afin de générer
massivement les anticorps anti-Ich. Les auteurs émettent ’hypothése qu’une partie des
cellules présentatrices d’antigénes soient capables de migrer dans les organes lymphoides
systémiques pour reproduire le méme schéma qu’a intérieur de la muqueuse. Néanmoins ne
détectant pas de lymphocytes B IgT* dans les reins, ils supposent qu’il doit y avoir migration
vers les branchies des lymphocytes B IgT" activés. Enfin, une partie des anticorps ainsi sécrété
sont ensuite émis vers le mucus sous forme polymérique (c).

A partir de (318)
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4.Etat de I'art concernant la biodistribution

des nanoparticules chez les poissons

4.1. Biodistribution chez les téléostéens

Nous avons pu observer précédemment que les données sur la biodistribution de
nanoparticules de PLA et PLGA sont rares. Malheureusement, ce constat s’applique ¢galement
a leur biodistribution chez les poissons téléostéens. Le projet de theése s’articule autour des
administrations muqueuses et intraveineuses chez le poisson-zeébre, en insistant
particulicrement sur les relations avec le systéme immunitaire. Ainsi, nous aborderons
premicrement les données de biodistribution chez les téléostéens dans le cadre de vaccination,

puis au sein du poisson-zebre.

En ce qui concerne la vaccination chez les téléostéens, le domaine est actuellement détaillé au
sein de deux revues récentes. Ji et al parcourent les bénéfices que procurent différents
nanosystémes pour la vaccination piscicole (276), comme 1’augmentation du pouvoir adjuvant,
tandis que Munang’andu ef al proposent une vision large de la vaccination par voie muqueuses
des téléostéens (277). Dans cette derni¢re publication, les auteurs exposent ce qui selon eux
limitent actuellement ce type de vaccination : absence de protection des antigénes ainsi que le
manque d’utilisation d’immunomodulateurs, 1’induction de tolérance aprés expositions
répétées par voie orale, ou bien encore le manque de données solides des phénomeénes

immunologiques, témoins de 1’induction d’une protection efficace.

Bien que ne concernant pas ’utilisation de nanoparticules de PLGA et PLA, nous aborderons
en premier une ¢tude (278) fournissant de précieuses informations sur 1’administration
muqueuse (immersion) de particules de polystyréne (1 um) recouvertes de BSA chez la truite
(un salmonid¢). Les auteurs se sont intéressés a la cinétique de prise en charge de ces particules
durant 48h d’immersion. Il en résulte que durant une immersion longue, la prise en charge des
particules par l’organisme se déroule en deux phases. Les douze premicres heures, la
pénétration des particules dans I’organisme est beaucoup plus lente que durant les 36 derniéres
heures. Malheureusement, le phénoméne biologique responsable de 1’augmentation de prise en
charge a la douzieme heure n’est pas expliqué. Les auteurs se sont ensuite intéressés a
I’influence de la concentration en particule sur la pénétration dans I’organisme. Lors
d’immersions de 24h, 1’augmentation de la prise en charge des particules est quasi-

proportionnelle a la concentration a laquelle sont exposées les truites. D’une méme maniére,
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I’étude compare ’efficacité de différents types d’immersion. Il est conclu premiérement que
I’utilisation d’une solution hyperosmotique pour augmenter la prise en charge durant une
immersion bréve de 2 mn n’est pas efficace. Ensuite, a concentration égale, I’'immersion de 24h
est plus efficace que celle de 2mn. Néanmoins, si I’on augmente la concentration de particule
par un facteur 10, ’efficacité de 'immersion courte augmente jusqu’a atteindre la moitié de
celle de 24h. Pour finir, les auteurs concluent également qu’en termes de quantité, la peau est
I’organe le plus impliqué dans la prise en charge des particules micrométriques, devant les

branchies et les reins.
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Figure 44 : (A) Cinétique d’internalisation de particules de polystyréne microniques
en des truites durant une immersion de 48h. (B) Influence de la concentration en
particule durant une immersion de 24h sur leurs internalisations par des truites.

Modifié a partir de (278)

Une autre étude (279) va elle aussi fournir des informations importantes, bien que n’étant pas
basée sur une administration par voie muqueuse. Cette étude réalisée chez le saumon atlantique
compare les injections intra-péritonéales de nano- et micro- particules de PLGA
(respectivement <1000 nm et 8 pm) véhiculant de la gammaglobuline humaine et du béta-
glucane, a une solution adjuvante. Les auteurs ont pu observer que par rapport a la solution
adjuvante qui fournit une réponse immune forte jusqu’a 120 jours, les solutions nano- et

micro- particulaires n’induisent une réponse forte que jusqu’a 75 jours. La stimulation du
systeme immunitaire est d’ailleurs dépendante de la charge d’antigénes administrée. En effet,
I’augmentation de la quantité d’antigénes administrée de 100 png a 400 pg a permis d’obtenir
une induction significative du systéme immunitaire. Les auteurs ont également observé un effet
dépot aussi bien avec les microparticules de PLGA qu’avec les nanoparticules, par contre seules

les nanoparticules ont pu étre détectées dans 1’organe lymphoide que représente le rein. Pour



finir, ’avantage le plus sérieux des particules de PLGA vis-a-vis de la solution adjuvante,
malgré une induction de réponses immunitaires un peu plus faible, est la faible apparition
d’effets secondaires comme la mélanisation des tissus. En résumé, 1’utilisation de particules de
PLGA permet I’induction de réponses immunitaires modérée tout en garantissant une faible

apparition d’effets secondaires.

L’utilisation de nanoparticules de PLGA a été évaluée pour la vaccination par voie orale de
truite contre le virus infectieux a nécrose hématopoiétiques (IHNV) (280). Des nanoparticules
(300-1000 nm) véhiculant des plasmides codant pour I’antigéne G du virus ont été insérées dans
des flocons de nourriture seche. Les auteurs ont pu observer la présence des nanoparticules, 96h
apres I’administration, au sein de cellules épithéliales de la partie postérieure des intestins.
Néanmoins, les auteurs concluent que leur stratégie nécessite des améliorations car malgré
I’induction d’une production d’anticorps, 1’effet protecteur fut faible. D’une méme manicre,
I’administration par une seringue de gavage de nanoparticules de PLGA (<500 nm) chez la
limande japonaise (281) a déclenché 1I’augmentation de différents paramétres immuns. A noter

¢galement I’observation d’un passage de nanoparticules dans le sang.

En ce qui concerne le poisson-zebre, les informations les plus détaillées, concernant le
devenir de nanoparticules au niveau tissulaire aprés immersion, proviennent d’une étude (282)
qui a comparé les administrations par injection intrapéritonéale et par immersion de liposomes
adjuvantés (poly:IC et LPS) (125 nm). Dotées d’une charge de surface neutre, ces
nanoparticules ont été utilisées dans afin de vacciner des poissons-zebre adultes contre la
bactérie pseudomonas aeruginosa ou le virus de la virémie printaniere de la carpe (VSVC). A
la suite des injections intrapéritonéales, les liposomes s’accumulent principalement dans la rate
et le foie, ou elles sont encore détectables méme apres 72h. En ce qui concerne les immersions
d’une durée de 30mn, cela est plus hétérogéne. En effet 12h aprés, les nanoparticules sont
détectées dans les branchies de chaque poisson ce qui n’est pas le cas pour le foie et les intestins
(3/6 et 5/6 respectivement). Aucune prise en charge n’a pu étre détectée dans la rate. Au niveau
protection, I’injection intrapéritonéale permet d’obtenir une plus grande protection envers
VSVC que I’administration par immersion (50% de survie contre 30% respectivement). Au vu

des études précédemment décrites, les 30% de survie pourraient potentiellement étre augmentés



grace a une immersion supérieure a 30 mn ou bien par une concentration en nanoparticules plus

¢levée.
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Figure 45 : Biodistribution chez le poisson-zébre de liposomes fluorescents quelques
instants et 12h aprés immersion. Observation a I’échelle de I’organisme entier(A) et sur
des organes disséqués (B). L’administration intrapéritonéale (C) de ces nanoparticules
ont permis d’obtenir un taux de survie de 50% apreées infection avec SVCV contre 30%
aprés administration par immersion (D).

Modifié a partir de (282)

Une autre étude (283) s’est focalisée, chez le poisson-zeébre, sur I’administration par gavage
hyperosmotique (PBS1X dans le systeme digestif d’un poisson d’eau douce) de nanoparticules
de PLGA (50-400 nm) et de polystyrene (500 nm). La prise en charge des billes de polystyrene
a ¢été observé au sein de 1’épithélium intestinale, de leucocyte dans la lamina propria et dans
les ellipsoides de la pulpe blanche splénique. Trois heures aprés le gavage, ces nanoparticules
sont également accumulées dans des leucocytes dans la rate. En ce qui concerne la prise en
charge des nanoparticules de PLGA, en seulement Smn de nombreuses particules atteignent la
lamina propria ou elles sont internalisées par des leucocytes 1h apres. Néanmoins aucune
particule de PLGA n’a pu étre détectée au sein des entérocytes spécialisés de 1’intestin

intermédiaire postérieur. Au final, 3h aprés 1’administration une forte accumulation est



¢galement observée dans les ellipsoides spléniques. Ces résultats contrastent avec ceux
observés avec 1’étude précédente concernant les liposomes, ce qui souligne une nouvelle fois

I’hétérogénéité des biodistribution entre différentes formulations nanoparticulaires.

Figure 46 : (A) Prise en charge de nanoparticules de PLGA au sein de la lamina propria
seulement Smn apreés gavage hyperosmotique chez le poisson-zebre adulte. (B) 3h apres
I’administration, des nanoparticules se localisent dans les ellipsoides spléniques. (C) Bien
que des accumulations de nanoparticules soient localisées au sein de leucocytes dans la
lamina propria, cela ne put étre observée au niveau de I’épithélium. (D) Zoom du cadre
blanc dans (C). Barres d’échelle : (A-C) =30 pm et (D) =10 pm.

Modifié a partir de (283)

Rare sont les études réalisées permettant de mieux comprendre la dynamique des nanoparticules
de PLA et PLGA au sein du flux sanguin chez le poisson-zebre. Une étude (284) utilisant des
particules (200 nm) de polystyréne a montrer que celles-ci adhérent en surface des cellules
endothéliales en une vingtaine de minutes apres injection intraveineuse au sein de larves de p.
Une autre (285) a permis de mettre en avant I’internalisation de nanoparticules de PLGA (200
nm) par des macrophages infectées par mycobacterium marinum également par injection

intraveineuse chez les larves. Malheureusement cette étude n’a pas décrit d’observation



concernant les cellules endothéliales. Pour finir, une étude (286) décrit une voie de clairance
sanguine indépendante de la voie hépatobiliaire et qui permet une excrétion de nanotubes de
carbone (30-200 nm), injectés par intraveineuse chez la larve, par les cellules caliciformes
intestinales. A noter que cette derniére observation a été également observée chez des souris ou

le systéme d’excrétion hépatobiliaire fut ligaturé.

Pour conclure, nous pouvons constater que les données sur la biodistribution de nanoparticules
de PLA chez le poisson-zebre sont trés pauvres. Néanmoins, [’administration de
nanobiotechnologies par immersion semble prometteuse pour les applications vaccinales. Enfin
en ce qui concerne ces mémes particules dans le sang, il semblerait qu’elles ne soient prises en

charge que par les macrophages sub-luminaux.



2. OBJECTIFS DE THESE

L’usage des nanotechnologies est treés répandu grace aux nombreux avantages que procurent
leurs utilisations. Au sein du domaine de la santé, les récentes avancées préconisent
I’¢élaboration de nanobiotechnologies ayant une forte biocompatibilité pour amplifier les effets
thérapeutiques. On a pu ainsi remarquer de nombreuses ¢tudes utilisant ces avancées
technologiques pour la vaccination ou bien encore la délivrance d’antibiotiques par exemple.
Néanmoins afin de garantir ["optimisation de ces nanosystémes, il est primordial d’en
comprendre les interactions avec les différents compartiments biologiques in vivo et de

comprendre comment influencer ces interactions.

Le but global de mon travail de thése est, au sein du modele du poisson-zebre, d’analyser la
biodistribution de nanoparticules de poly(acide lactique) a 1’échelle tissulaire et cellulaire, in
vivo apres administration muqueuse et intraveineuse, et comment infléchir sur leurs interactions
avec le vivant pour favoriser les applications vaccinales. Afin d’y parvenir, le projet de

recherche se décompose en 3 objectifs principaux.

e Partie 1: Analyser la biodistribution des nanoparticules de PLA apres
administration muqueuse chez le poisson-zébre adulte.
o Mise au point d’'une méthodologie employant différentes techniques
complémentaires.
o Mise au point des outils permettant d’étudier leur relation avec les
cellules présentatrices d’antigeénes.
o Basé sur leur tropisme naturel, déterminer 1’adaptabilité¢ de ces
nanoparticules en tant que nanovéhicules pour la vaccination

muqucuse.

e Partie 2 : Développer des stratégies capables de moduler la biodistribution
de ces nanoparticules lors d’une administration muqueuse.
o Identifier différentes stratégies de ciblage compatibles avec la
formulation de nanoparticules de PLA.
o Mettre au point les différentes formulations.
o Initier I’évaluation des effets sur la biodistribution relatifs aux

différentes stratégies



Partie 3 : Analyser le comportement des nanoparticules de PLA dans le

systeme circulatoire.

(@)

Caractériser la dynamique des interactions entre les nanoparticules
de PLA et les acteurs du systétme vasculaire aprés injection
intraveineuse chez la larve de poisson-zébre.

Etudier le devenir des nanoparticules de PLA dans le systéme
réticulo-endothélial aprés injection intraveineuse chez le poisson-

zebre adulte.
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Abstract

Activation of mucosal immunity is a key milestone for next-generation vaccine development.
Biocompatible polymer-based nanoparticles are promising vectors and adjuvants for mucosal
vaccination. However, their in vivo uptake by mucosae and their biodistribution in antigen-presenting
cells need to be better understood to optimize mucosal nanovaccine designs. Here, we assessed if
antigen-presenting cells are efficiently targeted in a spontaneous manner by surfactant-free
poly(lactic acid) nanoparticles (PLA-NPs) after mucosal administration. Combining histology and
flow imaging approaches, we describe and quantify the mucosal uptake of 200nm PLA-NPs in adult
zebrafish. Following bath administration, PLA-NPs penetrated and crossed epithelial barriers from
all exposed mucosae. In mucosae, PLA-NPs accumulated in antigen-presenting cells, which were
identified as dendritic cells, macrophages and IgZ" B cells in gills and skin. PLA-NP uptake by
phagocytes was specific to these cell types, as PLA-NPs were not detected in neutrophils.
Importantly, quantitative analyses in gills revealed that dendritic cells take up PLA-NPs with
specifically high efficiency. This study shows that surfactant-free PLA-NPs, which display optimal
biocompatibility, can spontaneously target dendritic cells with high efficiency in vivo following
mucosal administration, and highlights PLA-NPs as powerful platforms for mucosal vaccine delivery
in medical and veterinary fields.
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PLA nanoparticle uptake by fish mucosae

1 Introduction

Mucosal immunization is currently a major challenge in vaccinology, both for human and veterinary
medicine (1-3). Mucosae represent the first defensive barriers of the organism against most
pathogens. Their defenses rely not only on physical barriers such as mucus production and mono- or
multi-layered epithelia, but also on specific immune systems called Mucosa-Associated Lymphoid
Tissues (MALTSs). Efficient mucosal immunization requires that MALT activation takes place
locally. Indeed, mucosal B and T cell effectors, which get activated in mucosae, circulate via
lymphatic and blood circulation, but home back to mucosae. Thus, central and mucosal lymphocyte
populations represent two distinct compartments, and vaccines delivered by parenteral routes are
generally unable to elicit efficient mucosal immunization, which instead requires a local induction by
mucosally administered vaccines (1-3). As soluble antigens are poor mucosal immune inducers by
themselves, extensive efforts have been made to develop particulate vaccine carriers able to cross the
mucosal barriers and deliver antigens to the key initiators of immune response, the antigen-presenting
cells (APCs) (2.,4).

Some of the most promising vaccine vehicles for mucosal delivery are biodegradable polymeric
nanoparticles (NPs), in particular NPs based on poly(pr-lactic acid) (PLA) and its copolymer
poly(lactic acid co-glycolic acid) (PLGA) (5,6). PLA and PLGA are FDA-approved biocompatible
lactate-based polyesters, which present high safety records, can be completely resorbed in the body
by metabolization of their degradation products, are easy to produce and eco-compatible (7). PLA-
and PLGA-NPs constitute versatile vectors for adsorbing and/or encapsulating antigenic peptides and
immunostimulant drugs (8,9). They have been shown to induce immune responses against various
model antigens following parenteral administration in mammals (2,8). Their mucosal administration
has also revealed their ability to cross mucosal barriers, reach some APCs and elicit mucosal immune
responses (6,10-12). However, a detailed understanding of in vivo uptake and biodistribution of
polymeric NPs following mucosal administration is still lacking, which has limited their development
as mucosal vaccine vehicles. Here, we analyze if polymeric NPs efficiently cross mucosal barriers
and reach APCs in vivo, using surfactant-free 200nm PLA-NPs as a model. PLA-NPs were prepared
without any surfactant, for optimal biocompatibility (13). Because NPs generally become quickly
coated by proteins and factors present in biological media (14), this model is likely representative of
a variety of NPs surface-functionalized with targeting or antigenic proteins.

We performed this study in adult zebrafish (Danio rerio), a vertebrate model well suited for
analyzing whole-body biodistribution with a cellular level of resolution. Long-time used for
developmental studies, zebrafish has emerged as a powerful new vertebrate model to study disease
and host-pathogen interactions, benefiting from the rising number of available transgenic lines and
molecular markers of immune cell types (15-17). Zebrafish possess the major blood cell lineages
found in mammals, and their adaptive immune system becomes fully competent at juvenile stage
(15,18). The major lymphoid organs of teleosts are the kidney marrow, which is the site of
hematopoiesis, the thymus and the spleen (19). Like other teleosts, zebrafish lack lymph nodes and
display a diffuse lymphoid tissue organization in mucosae (20,21). Zebrafish have 3 classes of
immunoglobulins, M, D and Z (called T in other teleosts), IgZ being the functional equivalent of
mammalian mucosal IgA (22). Professional APCs such as macrophages, dendritic cells (DCs) and B
cells have all been identified in zebrafish, and it was actually in teleosts that the phagocytic ability of
B cells was first recognized (23,24). It is still unclear if fish APCs fulfill similar roles to their
mammalian counterparts in the initiation of adaptive immune responses (23). Yet, DC cells capable
of phagocytosis and T-cell stimulation were identified in zebrafish kidney marrow, and conserved co-
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stimulatory molecules (CD80/CD86 and CD83) have been detected in T-cell stimulating cells,
further supporting a conservation of dendritic cell function in zebrafish (25-27).

Main mucosae of adult zebrafish are found in the gut, gills, skin (a mucosa in teleosts) and nose; their
MALTSs are accordingly sub-divided into Gut-, Gill-, Skin- and Nose-Associated Lymphoid Tissues
(GALT, GIALT, SALT and NALT, respectively) (20,22). Most leukocyte types are present in fish
MALTs, including phagocytes (neutrophils, macrophages, DCs and B cells), T cells and plasma cells.
Although their lymphoid tissues are diffuse, zebrafish mucosae share many structural and functional
similarities with mammalian mucosae, which makes zebrafish a relevant model to study the mucosae
of not only farm fish, but also vertebrates in general. For instance, zebrafish gills have been used as a
model of mammalian pulmonary inflammation (28).

Here, we used zebrafish to assess the uptake of mucosal vaccines in various tissues. We analyzed the
biodistribution of PLA-NPs administered to adult zebrafish by immersion, a straightforward
administration method targeting gut, gills, skin and nasal mucosae altogether. We show that in vivo,
surfactant-free NPs naturally penetrate and cross the mucosal epithelial barriers with high efficiency,
and are specifically accumulated in mucosal APCs, and not in neutrophils. Quantification in the gills
reveals that dendritic cells are the major APC type taking up PLA-NPs, with up to 65% being
detected as positive for NPs. Our results suggest that active targeting strategies are not necessarily
required for efficient uptake of polymeric NPs by mucosal DCs, and further highlight the potential of
PLGA- and PLA-NPs as mucosal vaccine vehicles for applications in aquaculture or human health.

2 Material and Methods

2.1 Nanoparticle preparation and characterization

PLA-NPs were produced as previously described (10,29). The red CELLTRACE BODIPY TR
METHYL ESTER (™) or green BODIPY 500/510 C4, C9 (™) fluorophores (LIFE
TECHNOLOGIES) were encapsulated using a fluorophore:PLA ratio of 0,04% w/w. The
nanoparticle size and size polydispersity were determined by diffuse light scattering using a Zetasizer
nanoS apparatus (MALVERN INSTRUMENT, UK).

2.2 Fish stocks, nanoparticle administration and ethic statement

Experiments were performed on wild-type AB/Tubingen zebrafish and transgenic
Te(mhc2dab:GFP)sd6,26)  Tg(mpegl:mCherry)gl23  (30), Tg(mpx:GFP)ill4 (31) and
Tg(flil:GFP)yl (32) lines. Adults were individually immersed for 24h at 28°C in 100 mL of fresh
fish facility water, containing 0.01% or 0.05% fluorescent PLA-NPs. The experiments were
conducted in accordance with the animal care guidelines of the European Union and French law and
approved by the local Animal Ethic Evaluation Committee (CECCAPP).

2.3 Histology

Animals exposed to red NPs were euthanized by tricaine overdose, fixed in 4% PFA for 24h at 4°C,
then immersed in 30% sucrose for several days, embedded in Tissue-Tek O.C.T. Compound
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(SAKURA FINETEK USA), flash frozen in isopentane, and sectioned using a CM3050 S cryostat
(LEICA). DCs were stained using 1:50 FITC conjugate peanut agglutinin (FITC-PNA) (US
BIOLOGICAL). Macrophage, neutrophil and IgZ" were stained using 1:250 rabbit anti-MPEGI,
1:50 rabbit anti-MPX, and 1:500 rabbit anti-IgZ-IN2 antibodies (ANASPEC), respectively, and 1:250
cross-adsorbed goat anti-rabbit secondary antibody (THERMOFISHER), which were either
conjugated to DyLight 488 (for IgZ staining) or to DyLight 633 (for MPX and MPEG-1 stainings).
For double staining, cryosections were saturated with 5% BSA between FITC-PNA and antibody
labeling. No cross staining was observed for PNA/IgZ labelling, while a weak PNA signal could be
detected in a few MPEG" macrophages. MPX " neutrophils consistently displayed moderate PNA
signal, but distinct from DCs, which displayed high granular intracytoplasmic PNA staining and were
MPX'. Cryosections were co-stained with DyLight 488-Phalloidin (THERMOFISHER) and DAPI
(EUROMEDEX), and analyzed using a SP5 upward confocal microscope (LEICA) with 63X/1.4NA
objective and ImageJ.

2.4 Flow cytometry

The organs from euthanized animals (exposed to red PLA-NPs) were collected in cold PBS/heparin
(1U/mL)/FBS (2%). Cell suspensions from brain, gill, liver, spleen and kidney were directy
homogenized by passing through a 40 um mesh filter (FISHERBRAND). Skin and gut samples were
dissociated for 8 min in 0.2% porcine trypsin (SIGMA ALDRICH) in Versene solution (LIFE
TECHNOLOGIES) before mesh filtration. Washed cell suspensions were treated with DAPI (2.5
ug/mL) to mark dead cells, and processed using a LSRII Flow Cytometer (BD BIOSCIENCES).
Data were analyzed using FlowJo v7.6.5.

2.5 Imaging flow cytometry for internalization score

Cell suspensions, prepared as described above, were stained with 1:500 CellMask Green Plasma
Membrane Stain (LIFE TECHNOLOGIES), treated with DAPI (10ug/mL), and analyzed using an
ImageStream™ Mark II imaging flow cytometer (AMNIS, MILLIPORE) with 63x objective, and
IDEAs software. Cells with NP signal peaking at least 7 folds over background were selected, and
their cytoplasmic area (excluding membrane) was automatically determined based on CellMask
signal. The internalization score, reflecting the ratio of cytoplasmic to total brightness intensity, was
computed for each cell using a built-in IDEAS function. As a negative control for NP internalization,
cell suspensions from unexposed fish were incubated with 0.002% red NPs for 30 minutes at 4°C.

2.6 Imaging flow cytometry for quantification of nanoparticle uptake

For macrophages and neutrophils identification, cell suspensions were prepared from gills of
Tg(mpegl:mCherry)gl23 or Tg(mpx:GFP)ill4 adults exposed to 0.05% green or red NPs
(respectively); dead cells were marked using DAPI. For DC and IgZ" cell staining, cell suspensions
were prepared from gills of wild-type zebrafish exposed to red NPs, marked using 1:1,000
LIVE/DEAD Fixable Violet Dead Cell Stain Kit (THERMOFISCHER), and fixed/permeabilized
using 2% PFA/0.1% triton X-100. DCs were stained using 1:2,000 FITC-PNA in absence of FBS.
IgZ" cells were stained using 1:2,000 rabbit anti-IgZ (ANASPEC) and 1:2,000 DyLight488 conjugate
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cross-adsorbed goat anti-rabbit antibodies (THERMOFISHER). Samples were analyzed using
ImageStream™ (50,000 to 100,000 events per acquisition) and IDEAS software. For DCs gating,
events displaying the highest level of PNA staining were selected, from which cells devoid of an
intracellular PNA signal or presenting a thick capsid (a hallmark of rodlet cells) were excluded.

2.7 Statistical analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 6. Normality of samples was tested using
Agostino & Pearson omnibus normality test. For flow cytometry experiments, one-way anova
coupled with Bonferroni multiple comparison posthoc analysis was carried on populations that
passed the normality test (gills, skin and kidneys). On populations that failed the normality assay
(Liver), the non-parametric equivalent Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple comparison posthoc
analysis was used. For flow imaging experiments, as none of the populations respected the normality,
a one-sided Mann-Whitney test was performed. Significance level is indicated as *p < 0.05, **p <
0.01, ***p < 0.001,****p < 0.0001.

3 Results

3.1 PLA-NP characterization

PLA-NPs were produced by nanoprecipitation, a single step process whereby acetone-dissolved PLA
is precipitated into a swirling aqueous phase of water and ethanol, in absence of surfactant. To detect
PLA-NP by fluorescence imaging, red or green fluorescent dyes were encapsulated in NPs, by
mixing the dyes with acetone. For optimal NP biocompatibility, water and acetone solvents were
evaporated in the final product to a residual concentration well below 5,000 ppm, in accordance with
European pharmacopoeia standards. Red and green PLA-NPs displayed mean diameters of 225 nm
and 200 nm, respectively, and were highly homogeneous in size within a batch, as shown by
scanning electron microscopy and by diffuse light scattering indicating a low polydispersity index
(Table 1 and Figure S1). Fluorophore loaded PLA-NPs had a typical zeta potential of -60 mV.
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3.2 PLA nanoparticles are taken up by epithelial cells of all targeted mucosae

To study the mucosal uptake of PLA-NPs in vivo, we immerged zebrafish for 24h in a bath
containing 0.01% red NPs. This administration method targets gills, skin, nasal mucosa and gut
altogether, and involves minimal manipulation that could be stressful to the fish or damaging to the
tissues; indeed, the treatment did not cause more detectable stress than the transient increase of
opercular breathing rhythm typically caused by netting and transfer of the fish from one tank to
another. To determine PLA-NP biodistribution at whole-body level, NP localization was first
analyzed by histological approaches, using confocal imaging of 40um-thick longitudinal whole-body
cryosections. Images were taken within the core of cryosections, which allowed us to avoid the top
and bottom edges of cryosections where we observed artefactual displacement of PLA-NPs related to
cryosectioning and slide immersion (Figure S2).

We first investigated if PLA-NPs were taken up by epithelial cells of mucosae primarily exposed to
nanoparticles. In all these tissues, nanoparticles were found in epithelial cells bordering the external
environment (Figure 1). The gills, which have a gas-exchange function, typically display an
extremely branched architecture of primary lamellae supporting secondary lamellae, which each
consist in a network of capillaries sustained by endothelial pillar cells and covered by a non-
keratinized squamous epithelium. PLA-NPs were detected in the epithelium lining the branchial
cavity, and more specifically in pavements cells, identified by their typical actin microridges (Figure
1A). Located just below the gill cavity epithelium, the fish thymus may also be primarily exposed to
NPs upon immersion administration (33). Indeed, we detected NPs in the outermost layer of
pharyngeal epithelial cells covering the thymus (Figure 1B). The fish skin, unlike in mammals, is
considered a mucosa: its outermost layer is made of living and proliferating cells coated with mucus
and mucosal 1gZ/T antibodies (34). The epithelial cells form a stratified non-keratinized epidermis,
interspersed with pores located over various types of mucus-secretory cells. We detected PLA-NPs
both in keratinocytes and in goblet cells (Figure 1C). As in mammals, the fish gut displays a single
epithelial layer mainly composed of brush-bordered enterocytes and mucus-producing goblet cells,
supported by folds of connective lamina propria (35). We detected PLA-NPs in enterocytes
throughout the intestine (Figure 1 D,E), with a particularity in the post-midgut, where a high
concentration of NPs was observed in supranuclear vacuoles of so-called specialized enterocytes,
which were described as a functional equivalent of the antigen-sampling mammalian M-cells (36,37)
(Figure 1E). NPs were also observed in the nasal mucosa, in cells of the ciliated pseudostratified
columnar epithelium (Figure 1F). Thus, despite the mucus layer covering mucosal epithelia, PLA-
NPs reached and were taken up by epithelial cells of all exposed mucosae.

3.3 PLA nanoparticles cross mucosal epithelial barriers and reach mucosal APCs

We then analyzed if PLA-NPs were able to cross epithelial barriers to reach mucosal APCs, in
cryosections. We detected NP accumulations in cells located in the deeper layers of the skin and the
gills, in the lamina propria of the gut, in the lympho-reticular parenchyma of the thymus and in the
nasal /amina (Figure 1). In the post-midgut, nanoparticles were also found translocated at the basal
boundaries of specialized enterocytes (Figure 1D). A variety of leukocytes, including phagocytes, are
present in deep epithelial and sub-epithelial areas (20). The pattern of NP accumulations suggested
that these NP-positive cells could be phagocytes.

To identify these cells, we labeled gills and skin cryosections using specific markers, such as MPX
and MPEG-1, specific markers of neutrophils and macrophages, respectively (30,31). IgZ staining

. . . 6
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was used to identify cells of the B-cell lineage specialized in mucosae protection, as described in
trout (38). The identification of DCs was performed based on their affinity for peanut-agglutinin
(PNA), a surface marker of live DCs (25). In fixed, permeabilized cryosections, cells with the highest
PNA" signal exhibited a granular intracytoplasmic staining and cellular protrusions reminiscent of
dendrites. They displayed a strong MHC class 2 staining in transgenic mhc2dab: EGFP fish (Figure
S3), and were negative for MPEG and IgZ stainings (Figure 2), further suggesting that these are
dendritic cells.

Following PLA-NP exposure, DCs displayed a strong uptake of NPs in gills (Figures 2A,B), as well
as in skin (Figure 2D). In gills, PLA-NPs were also observed in a number of macrophages (Figure
2B) and less frequently in IgZ" cells (Figure 2C). Interestingly, no nanoparticles were detected in
neutrophils (Figure 2A).

3.4 PLA nanoparticles enter the bloodstream

In addition to their accumulation in APCs, we detected scattered PLA-NPs in the circulatory system,
as seen in blood vessels of the primary lamellae in gills (Figure 1A). Immersion exposure of
transgenic fIi:GFP adult zebrafish to fluorescent NPs at higher concentrations (0.05%), revealed not
only numerous PLA-NPs in the gill bloodstream (Figure 3), but also NP internalization in endothelial
cells (Figure 3B, B’). Thus, PLA-NPs cross mucosae and enter the bloodstream, suggesting that NPs
may also reach internal organs.

Indeed, NP accumulations were observed in liver cells close to sinusoids (Figure 3C). These cells,
which displayed an oblong nucleus distinct from the round shaped nucleus with scattered chromatin
of hepatocytes, may correspond to macrophages or hepatic stellate (Ito) cells(39,40). Nanoparticles
were never detected in brain, spleen or kidney cryosections.

3.5 PLA nanoparticles penetrate the organism in a dose-dependent manner and reach liver
and kidney

To quantify the PLA-NP uptake in primary and secondary exposure organs, we performed flow
cytometry on dissociated cells of various candidate organs, which were dissected from fish exposed
for 24h to 0.01 or 0.05% fluorescent NPs by immersion (Figure 4A-C). Consistent with confocal
observations, gills and skin displayed 0.86% and 0.65% NP-positive cells, respectively, following
0.01% NP exposure. A dose-dependent uptake was observed in these organs, among which the
proportion of NP-positive cells tripled (2.5% and 2.1%, respectively), for 0.05% NP exposure.
Quantification of nanoparticle uptake by this approach was, however, not applicable to intestines, due
to the large number of debris corresponding to mucus and intestinal content loaded with
nanoparticles (not shown).

Regarding internal organs, flow cytometry analysis corroborated the absence of NP uptake in the
brain and the spleen observed by histology approaches. In kidney, however, a small population of
NP-positive cells was detected by flow cytometry, increasing with NP concentration, but reaching
only 0.16% at the highest NP concentration (Figure 4C). Consistent with histological observations, a
higher mean of 3.5% positive cells was detected by flow cytometry in the liver for 0.01% NP
exposure. Contrary to other organs, the proportion of liver NP-positive cells showed no significant
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difference between the two PLA-NP concentrations, suggesting that liver capacity may be reached at
low NP concentration, as least in term of cell number.

3.6 PLA nanoparticles are actively internalized and accumulate in kidney cells with myeloid
cell features.

Because flow cytometry does not allow discrimination of true NP internalization events from cases
where NPs are simply stuck on the plasma membrane, we performed imaging flow cytometry to
clarify this point. Single cells isolated from fish exposed to 0.05% PLA-NPs displayed a clear
intracellular NP localization, as revealed by the use of a plasma membrane marker, and illustrated in
kidney cell suspensions (Figure 5SA-B). The signal pattern was different when cells were exposed in
vitro to PLA-NPs under conditions that block internalization (4°C), where NPs were seen aside cells
or stuck on their plasma membrane (Figure 5C). This was quantified by computing internalization
scores based on a large number of single cells (Figure SA). Altogether, PLA-NP internalization score
was 1,000 times higher for cells of NP-exposed fish, than for the 4°C control. These data not only
validate the consistency of our previous flow cytometry results, but also reveal that PLA-NPs are
actively taken up in cells of primary and secondary organs, following fish immersion.

Interestingly, as for the large gill cells with NP accumulations, the NP-positive kidney cells displayed
cellular processes reminiscent of dendrites (Figure 5B,D), suggesting that these might be myeloid
cells and possibly DCs.

3.7 Dendritic cells are the major mucosal APCs taking up nanoparticles in vivo

The spontaneous targeting of PLA-NPs to APCs after mucosal administration (Figure 2) unveiled
their promising potential as mucosal vaccine vectors. To quantify in a robust manner their tropism for
phagocytes, we used high-resolution flow microscopy on single cell suspensions from fish exposed
for 24h to 0.05% fluorescent nanoparticles. This was performed on gills, which are not only easy to
dissociate, but also represent an organ of high significance for host-pathogen interactions, offering a
wide area of contact with the environment (41). In these experiments, specific labelling of
neutrophils and macrophages was achieved using mpx:eGFP and mpegl:mCherry transgenic fish,
respectively, while DCs and IgZ" cells were identified, based on previous histological results (Figure
2), as cells with strong granular and intracellular PNA staining, and cells with strong IgZ signal,
respectively.

Phagocytes represented over 25% of all NP-positive cells, although they constitute less than 5% of
total gill cells (Figure 6A). Of these, DCs were the most abundant nanoparticle-positive phagocytes
(12.4% of total NP-positive cells) (Figure 6A,G). Macrophages and IgZ" cells represented 9.3% and
3.8% of total NP-positive cells, respectively (Figure 6A, F, H). Moreover, we confirmed the absence
of nanoparticles detection in neutrophils (Figure 6A, E). The 60-fold enrichment in DC proportion in
NP-positive cells, compared to their overall proportion among total gill cells, is especially. This ratio
is to be compared to the 5-fold enrichment for macrophages and 3-fold enrichment for 1gZ" cells.
This strong uptake tendency of DCs was additionally evidenced by nanoparticles being detected in
65% of all DCs (Figure 6B). By contrast, PLA-NPs were detected in only 13.8% and 3.7% of
macrophages and IgZ" cells, respectively.
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PLA-NPs were not only taken up by many dendritic cells but also present in large amounts in these
cells. Indeed, relative to the average intensity detected for all NP-positive cells, DCs and
macrophages, but not IgZ+ cells, displayed significantly higher signal (Figure 6C). When a “spot
count” analysis was applied, DCs significantly displayed the highest number of intracellular PLA-NP
spots (on average 5.9 spots/cell), compared to macrophages (on average 2.1 spots/cell) and IgZ" cells
(on average 1.9 spots/cell) (figure 6D).

Altogether, our results demonstrate that following mucosal administration, surfactant-free PLA-NPs
are not only spontaneously internalized by epithelia, but also efficiently accumulated in mucosal
APCs and especially in DCs, which likely represent crucial target APCs of vaccine approaches.

4 Discussion

An increasing body of evidence has revealed the potential of biodegradable polymeric nanoparticles
for mucosal immunization. Yet, designing strategies to further enhance their efficacy requires a better
understanding of how polymeric NPs are taken up by mucosae and get distributed in the organism, an
aspect that has been often overlooked in the field at the expense of functional immunization studies.
Here, using adult zebrafish as a vertebrate model organism with a fully mature immune system and
200nm PLA nanoparticles (PLA-NPs) as model NPs, we analyzed if surfactant-free polymeric NPs
are efficiently naturally taken up by mucosae and to what extent they reach dendritic cells, which in
mammals are key professional APCs leading the immune response. Because zebrafish shares many
similarities with higher vertebrates regarding mucosal immunity and tissue organization, and has a
convenient size for whole-body imaging approaches, it can tremendously help the development of
mucosal vaccines not only for fish-farming relevant species, but also for Vertebrates in general. In
this study, zebrafish were immersed for 24h in a bath of fluorophore-loaded PLA-NPs, a simple
administration mode that altogether targets mucosae in gills, gut, skin and nasal cavities. Using an
unbiased histological approach at whole-body level, combined to quantification by flow cytometry
and advanced flow imaging in dissected organs, we showed that PLA-NPs crossed mucosal barriers
of all analyzed mucosae, and accumulated with specifically high efficiency in mucosal APCs, in
particular in DCs. As surfactant-free PLA-NPs are most likely quickly covered by factors present in
immersion water and biological tissues (14), the biodistribution of non-functionalized PLA-NPs that
we describe here may also be indicative of the general tropism of surfactant-free polymeric NPs,
functionalized or not.

4.1 Surfactant-free PLA-NPs efficiently cross mucosal barriers

At the mucosal level, we observed a conserved pattern whereby PLA-NPs penetrated cells of the
outer epithelial layer and accumulated in phagocytes of deeper layers (Figure 1 and 4). PLA-NPs
were detected in pavement epithelial cells and phagocytes of gills, skin and nose, in accordance with
previous studies that examined the uptake of microspheres, bacteria, or nanoliposomes, in trout and
zebrafish (42-45). PLA-NPs were also found in the epithelium and phagocytes of the nasal mucosa,
which constitutes a promising site for mucosal vaccination in fish and mammals (46,47).
Furthermore, PLA-NPs swallowed during immersion (48) were very efficiently taken up by
enterocytes, which displayed strong and diffuse NP signals in most gut regions, and were detected in
phagocytes of the lamina propria, in agreement with other studies that addressed the intestinal uptake
of bacteria, submicron polymeric NPs or proteins (36,49). High amounts of PLA-NPs were also
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detected in supranuclear vacuoles of post-midgut specialized enterocytes. These cells were shown to
take up foreign material such as proteins, gold nanoparticles or bacteria from the gut lumen, and store
it in supranuclear vacuoles, and were suggested to play an antigen-sampling role similar to
mammalian M-cells (37,45,50,51). Supporting this notion, we detected accumulations of PLA-NPs at
the basal side of the specialized enterocyte epithelium (Figure 1D). Although we cannot rule out that
PLA-NP sampling is directly performed in the /umen by phagocytes themselves, these observations
confirm that highly efficient antigen uptake takes place in the post-midgut region.

Thus, PLA-NPs efficiently cross epithelial barriers of all exposed mucosae. The fate of nanoparticles
taken up by mucosal epithelial cells and phagocytes, and the path taken by nanoparticles from
mucosal surfaces to the blood vessels remain to be investigated, to determine to what extent
phagocytes contribute to this transport and if other transport mechanisms occur in mucosae.

4.2 Surfactant-free PLA-NPs reach a subset of organs with immune-related functions

Being positioned in the gill cavities, the zebrafish thymus, which is the primary lymphoid organ for T
lymphocytes development as in upper vertebrates (33), seems primarily exposed to foreign antigens.
As in mucosae, PLA-NPs were detected in the outer layer of epithelial cells covering the thymus and
accumulated in cells of deeper layers, suggesting an intriguing role of the thymus as antigen sampling
organ. This paradox, for an organ that plays a key role in self-nonself discrimination, deserves further
study.

We furthermore demonstrated that PLA-NPs reach a subset of internal organs. The accumulation
pattern of NPs in liver cells morphologically distinct from hepatocytes suggests that these cells may
be macrophages or hepatic stellate cells, which in mammals not only have the ability to engulf
nanoparticles but were also described as liver-resident professional APCs able to induce potent
immune responses (39,40,52). The possibility that liver NP-accumulating cells may be APCs remains
to be explored. We also identified by flow cytometry the presence of a small amount of PLA-NP
positive cells in kidney, which in teleosts is the main primary lymphoid organ and a site for antigen
presentation and lymphocyte maturation, as well as the niche for antibody producing cells (53).
Imaging flow cytometry on isolated kidney cells revealed the presence of NP-accumulating cells with
processes reminiscent of dendrites, suggesting that NPs might be present in DCs in this organ. The
functional importance of NP presence in thymus, liver and kidneys for immune response remains to
be further investigated. In the spleen, confocal microscopy and flow cytometry did not reveal any
PLA-NP signal above the high intrinsic fluorescence. While PLGA-NPs accumulate in the spleen
shortly after being administered by hyperosmotic gavage, polystyrene beads do not(50). Moreover,
Yersinia antigens were detected in the spleen after immersion administration, but not 125nm
nanoliposomes (45,54). Size difference, administration method, and NP composition may strongly
influence particulate carrier uptake by the spleen.

The presence of PLA-NPs in spleen and kidney raises questions regarding the path taken by
nanoparticles to reach internal organs. Although we cannot exclude that PLA-NPs diffuse through the
mesenchymal tissue, their detection in gill blood vessels strongly suggests that PLA-NPs were
transported to liver and kidney by the bloodstream. PLA-NPs, which have a hydrodynamic diameter
too large to undergo glomerular clearance (55), may travel freely in the bloodstream or be transported
by APCs.

.. .. . 10
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Altogether, the ability of PLA-NPs to penetrate and accumulate in all mucosae and lymphoid organs,
with the exception of the spleen, is promising for mucosal vaccine development. Moreover, the
absence of PLA-NP detection in the brain by flow cytometry suggests that PLA-NPs were not able to
cross the blood-brain barrier, reducing safety concerns for vaccine delivery.

4.3 Surfactant-free PLA-NPs efficiently target dendritic cells and other APCs

PLA-NP accumulations were observed in mucosal phagocytes, corresponding to the three
professional classes of APCs: macrophages, B cells and DCs. Surprisingly, we did not observe PLA-
NP uptake in zebrafish neutrophils, which contrasts with reports of PLA-NP uptake by circulating
neutrophils following intravascular injections in guinea pigs or by rat granulocytes in vitro (56,57).
This difference may be explained by variations in NP physicochemical characteristics, such as the
amount of surfactant, as polyvinyl alcohol was used for the preparation of the PLA-NPs described in
these reports (56,57). Although we cannot exclude that PLA-NPs are taken up by neutrophils with a
different kinetics than in other APCs, this hypothesis is unlikely, because fish exposure to NPs was
continuous in this protocol. One may also speculate that neutrophils need to be activated (e.g. by
local danger signals associated with the injection) to become able to engulf NPs, but they did not in
zebrafish larvae injected with PLA-NPs (unpublished observations).

Instead, we detected NP accumulations in mucosal APCs, which, after 24h of cumulative exposure to
PLA-NPs, represented in gills 25% of all NP-positive cells. Of these NP-positive APCs, half were
macrophages or B cells. The initial dogma that B cells were incapable of phagocytosis in vivo was
broken by the finding that teleost B cells are able to engulf and kill pathogens(58). Our results
showing that PLA-NPs are taken up by gill IgZ" cells support the phagocytic nature of zebrafish B
cells, in agreement with other studies (18,26). The macrophages function as cleaners of the organism,
performing rapid phagocytosis and neutralization of encountered foreign materials and debris. Less
potent than DCs, they are nevertheless also involved in immune response triggering. Given the great
representation of macrophages and B cells in mucosae (2% and 1%, respectively, in gills), the ability
of these APCs to take up PLA-NPs represents an interesting prospect for the use of particulate NPs in
mucosal vaccines.

A major part of NP-positive mucosal APCs, which represented over 10% of all NP-positive cells in
gills, were dendritic cells characterized by the following features: high intracellular and granular
PNA staining (in fixed/permealized tissues), dentritic-like morphology, MHC2 expression, and
absence of both MPEG-1 and MPX expression. Although we cannot dismiss that all dendritic cells
might not share these characteristics, DC quantification in gills was in accordance with the
macrophage/dendritic cell ratio previously described (26). In gills, where DCs represent only a small
population of total cells, over 65% of DCs were positive to PLA-NPs and displayed the highest PLA-
NP accumulations of all APCs, showing the great efficiency of DCs for PLA-NP uptake. Having
unique ability to efficiently prime naive T cells, mammalian DCs play a key role in orchestrating the
activation and modulation of the adaptive immune response. DCs thus represent a crucial target for
the development of mucosal vaccines, and the high efficiency of PLA-NP uptake by mucosal DCs, in
absence of targeting molecules, makes PLA-NPs vehicles of choice for mucosal vaccine delivery.

4.4 Conclusion

11
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Altogether, we show that, in absence of functionalization, surfactant-free polymeric NPs of 200 nm
are able to cross mucous layers and mucosal epithelia, and to be efficiently taken up by DCs. Thus,
for such vehicles, functionalization strategies designed for improving the targeting per se of NPs
toward DCs may be less beneficial for vaccine efficiency than other strategies aimed at activating
DCs. Thanks to their versatility for carrying immune-stimulating molecules and antigens, their
biodegradability, their eco-compatibility and, as we show here, their inherent targeting abilities,
polymeric NPs using PLA backbone, represent great prospects for the enhancement of mucosal
vaccine, with potential application in human health and aquaculture.
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Figure legends

Figure 1: Biodistribution of PLA-NPs in mucosae and thymus. Representative confocal images of
gills (A), thymus (B), skin (C), intestines (D, E), and the olfactory mucosa (F), of wild-type adults
immersed for 24h in 0.01% red fluorescent NPs. Images were acquired in 40 um-thick whole-body
cryosections, stained with phalloidin (green) and DAPI (blue). A: In gills, NPs are found in pavement
cells lining the branchial cavity (arrowheads), accumulated in cells located in the sub-epithelial
compartment (stars), and detected in the blood (arrow). B: NPs are located in pavement cells lining
the branchial cavity above the thymus (arrowheads) and accumulated in cells of the lympho-reticular
parenchyma in the thymus (stars). C: In skin, NPs are visible in keratinocytes (arrowhead), goblet
cells (characterized by kidney-shaped nucleus, arrow) and accumulated in intra-epithelial cells (star).
D.E: In the intestine, a high number of NPs is found inside the intestinal lumen (D). As illustrated in
the end-gut (D), NPs are taken up by enterocytes (arrowheads), which display a diffuse signal. A
number of NPs is also observed in sub-epithelial cells (stars). In the post-midgut (E), NPs are mainly
found in apical areas of specialized enterocytes (arrowheads); a subset is also found at the basal
epithelial side (arrows). F: In the nasal mucosa, NP-positive cells are found in the olfactory
epithelium (arrowhead) and the /amina (arrows). NPs are accumulated in large cells of the lamina
(stars). B (Blood vessels), pL (Primary lamellae), sL (Secondary lamellae), Bc (Branchial cavity), Rc
(Rodlet cells), E (Epidermis), D (Dermis), Ext (External environment), Lu (Lumen), Ep (Epithelium),
Lp (Lamina Propria), Sm (Smooth muscles), Lrp (Lympho-reticular parenchyma), La (Lamina).
Scale bar: 10 um (B, E), 20 um (A, C, F), 30 um (D).

Figure 2: PLA-NPs are accumulated in mucosal APCs. A-D: Representative confocal images of
gills (A-C) and skin (D) of wild-type adults immersed for 24h in 0.01% fluorescent PLA-NPs (red).
Images were acquired from 40 um-thick whole-body cryosections, stained for neutrophils (MPX-
positive, cyan) (A), macrophages (MPEG 1-positive, cyan) (B), IgZ" B-cells (green) (C) and DCs
(PNA, green) (A, B, D), in addition to nuclei (DAPI, blue). Maximal intensity projections from 3 (A-
C) or 5 (D) optic sections acquired every um. NP accumulations are observed in gill DCs (A, B,
arrows), macrophages (B, star) and IgZ" cells (C, arrow), while no nanoparticle are detected in
neutrophils (A, stars). NPs are also taken up by a network of skin DCs (D, arrows). pL (primary
Lamellae), sL (secondary Lamellae), Bc (Branchial cavity), B (Blood), C (Cartilage), Ext (External
environment), E (Epidermis). Scale bar: 10 gm.

Figure 3: Nanoparticles reach the circulatory system and the liver. A-B’: Representative
confocal images of gills from transgenic fli:GFP adults bathed for 24h in 0.05% red fluorescent
nanoparticles. Images were acquired in 40 um-thick whole-body cryosections, stained with DAPI
(blue in A). NPs are found in the /umen of gill arch (A) and gill filament (B) blood vessels, which are
delimited by green endothelial cells. Nanoparticles were also detected inside endothelial cells (arrow
in B). B’: These observations are confirmed by the orthogonal view realized in the area between the
two dotted lines in B. C: Representative confocal image of the liver of wild-type adults exposed to
0.01% red fluorescent nanoparticles. Images were acquired in 40 gm-thick whole-body cryosections,
stained with phalloidin (green) and DAPI (blue). Nanoparticles are highly concentrated in cells close
to sinusoids (s) and displaying an oblong nucleus (arrows). pL (Primary lamellae), sL (Secondary
lamellae), Bc (Branchial cavity), B (Blood vessel), Ga (Gill arch), C (Cartilage), Hp (Hepatocytes).
Scale bar: 10 um (B-B’), 20 um (A, C).
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Figure 4: Quantitative analysis of PLA-NP uptake in primary and secondary exposure organs.
A: Flow cytometry analysis of NP uptake in gills, skin, kidney, liver, brain and spleen, following
exposure to 0.01% or 0.05% red fluorescent NPs. Histograms represent the mean percentage of
positive cells for each organ. While no NP uptake was detected in brain and spleen, PLA-NPs
significantly penetrated all other organs in a dose dependent manner, except for the liver where no
significative fluctuation was observed. B, C: Representative biparametric representations of
nanoparticle uptake in gills (B) and whole-kidney marrow (C). Nanoparticle-positive cells are mainly
found among FSC-high cells. Error bars: Standard error of the mean. Significance level is indicated
as: *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001, ****p <(0.0001. Number of fish per condition (Control /
0.01% / 0.05%): gills (9 /13 /9), skin (9 /13 /9), kidneys (12 /12 / 12), liver (12 /12 / 12), brain (6 /
6/ 6) and spleen (6 / 6/ 6).

Figure 5: Active NP internalization in cells of mucosae, kidneys and liver. A: NP internalization
score, assessed by imaging in flow, in dissected organs from adult zebrafish exposed to 0.05% red
fluorescent nanoparticles (red histograms). As a negative control for internalization (blue
histograms), PLA-NPs were added at 4°C just before acquisition on the cell suspension from fish
unexposed to NP. Whereas most nanoparticles are found at or outside the cell membrane in the
negative controls (internalization scores < -1), a high majority of nanoparticles is detected inside the
cells of NP treated fish (internalization scores > 2) in all analyzed organs. B-D: Representative
images of nanoparticles in kidney (B, C) or gill (D) cell suspensions, from NP-exposed fish (B, D) or
control conditions (C), which display membrane processes reminiscent of dendrites. Total number of
analyzed cells (NP 0.05% / 4°C control): Gills (3 independent acquisitions) 1312 / 4355, Skin (2
independent acquisitions) 345 / 4185, Liver (2 independent acquisitions) 1431 /2651, Kidney (1
acquisition) 117/ 3180. One fish per acquisition. Error bars: Standard deviation.

Figure 6: High uptake of PLA-NPs by mucosal DCs. A-D: Quantification by imaging flow
cytometry of the nanoparticle uptake by gill phagocytes from adult zebrafish, previously immersed
for 24h in 0.05% nanoparticles. For each cell type, results from at least 3 independent acquisitions
are represented as dots; histograms indicate the mean. Neutrophils and macrophages were labeled by
GFP and mCherry expression in transgenic mpx:GFP and mpegl:mCherry fish, respectively (1 fish
per acquisition). DCs and IgZ+ B-cells were identified based on high intracellular and granular
FITC-PNA staining and intracellular IgZ staining, respectively (2 fishes per acquisition). A:
Percentage of NP-positive cells, for each phagocyte type, relative to the total number of cells (left) or
of NP-positive cells (right). APCs, which represent less than 4% of total cells in gills, represent over
25% of NP-positive cells altogether, among which DCs show the most important enrichment. B:
Percentage of NP-positive cells within each cell type. A high majority of DCs are positive to PLA-
NPs. C: Nanoparticle signal intensity per cell relative to the mean fluorescence of all NP-positive
cells. DCs and macrophages internalize more nanoparticles than average. D: Nanoparticle signal spot
count per cell. DCs display more signal foci than average. E-H: Representative images of neutrophils
(E), and NP-positive macrophages (F), DCs (G) and IgZ" cells (H). Error bars: Standard deviation.
Significance level is indicated as: *p < 0.05, **p <0.01, ***p <0.001, ****p <(0.0001.
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743  Table 1: Nanoparticle characteristics

744
Nanoparticle Fluorophore Mean diameter Polydispersity
(nm) index
Red fluorescent - PLA | CellTrace BODIPY TR 2254+4.6 0.04 +0.01
methyl ester
Green fluorescent - BODIPY 500/510 1999+ 2.5 0.05£0.01
PLA C4,C9

745
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Figure 6.TIF
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Figure S1. Scanning electron microscopy acquisition of 200nm surfactant-free PLA nanoparticles.
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Figure S2. Artefactual nanoparticle displacement at cryosection surface. A, B: Images of 40um-thick gut
cryosections from adult zebrafish exposed for 24h to 0.05% red fluorescent nanoparticles. Pictures are
maximal intensity projection of 5 confocal pictures taken every two micrometers. Whereas acquisitions in
the core of the cryosection reveal low nanoparticle uptake in the lamina propria (A), a larger number of
nanoparticles are detected in the same region at the surface the cryosection (B), suggesting that PLA
nanoparticles may be displaced during immersion steps of the staining protocol. C: Epifluorescence image
from similar cryosections, cut across a nanoparticle-rich region of the gut lumen. The smear of
nanoparticles originating from the lumen suggests that the cryosecting blade may displace nanoparticles
at the surface of sections. Lu (Lumen), Lp (Lamina propria), Ep (Epithelium), I (Intestines), P (Pancreas),
L (Liver). Scale bar: 10 um
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Figure S3. Cells with high intracellular and granular PNA staining express MHC2. Confocal images of gill
(A), skin (B) and thymus (C) cryosections from mhc2dab:GFP adult fish, following PNA (red) and DAPI
(blue) staining. Single optical section (A) or maximal intensity projections from 9 (B) or 5 (C) optical
sections taken every micrometer. pL (primary Lamellae), sL (secondary Lamellae), Bc (Branchial cavity),
Ext (External environment), E (Epidermis), Lrp (Lympho-reticular parenchyma). Scale bar: 10 um (B,
C), 20 um (A).
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2.Discussion et résultats complémentaires

L’¢laboration de cette publication scientifique, est basée sur la volonté de déterminer si les
nanoparticules de PLA sont aptes a servir de nanoplateformes pour la délivrance de vaccin par

voie muqueuse.

Afin de mener a bien cette étude, il a été nécessaire de développer différents outils : une
méthodologie robuste permettant de caractériser la biodistribution de nanoparticules a 1’échelle
cellulaire et de quantifier certains événements ; ainsi que les marquages permettant d’étudier

les cellules immunitaires chez le poisson-zebre.

e Nous avons pu constater que les données sur la biodistribution des nanoparticules de
PLA in vivo se basent le plus couramment sur une seule technique, ce qui peut fournir
un impact significatif par divers biais potentiels. Cela est par exemple le cas
concernant les études basées sur des cryosections fines d’une épaisseur inférieure a
10 um, ou nous avons constaté que les nanoparticules peuvent étre déplacées par la
lame lors de la section et lors des immersions. Nous avons pu montrer que 1’emploi
de cryosections d’une épaisseur de 30 a 40 um permet de s’affranchir de ces biais en
réalisant les acquisitions au centre des sections par microscopie confocale. Nous
avons donc appuyé¢ notre approche par une utilisation combinée de 3 techniques
complémentaires : la microscopie confocale, la cytométrie en flux et I’'imagerie en
flux. La microscopie confocale a particulierement ét¢ adaptée pour les observations
qualitatives au niveau des tissus et pour identifier les cellules internalisant les
nanoparticules. Néanmoins pour I’évaluation de la prise en charge dans différents
organes, surtout lorsqu’elle est peu commune (nous n’avons pu détecter la prise en
charge des nanoparticules dans les reins par microscopie confocale), il est nécessaire
d’utiliser la cytométrie en flux. Cette technique a permis, en complément de
I’évaluation de la prise en charge dans les organes ou les nanoparticules ont été
détectées, de consolider nos observations concernant I’absence de nanoparticules dans
le cerveau et la rate et de détecter une population discréte de cellules positives aux
nanoparticules dans les reins. Nous avons aussi pu identifier que 1’évaluation de la

prise en charge dans les intestins semblait surdimensionnée par rapport aux
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observations obtenues par microscopie confocale, et cela illustre une des limites de la
cytométrie en flux qui concerne les faux-positifs, surtout pour les nanoparticules. En
effet lorsqu’un éveénement est positif aux nanoparticules, il est possible que la
nanoparticule soit a I’extérieur ou collée a la cellule ou bien que 1’événement ne soit
pas une cellule mais un débris tissulaire. L’imagerie en flux nous a permis de contrdler
la cohérence des données de cytométrie en flux, confirmant la présence d’éveénement
faux-positifs dans les intestins et la validité des autres données. Ensuite, I’imagerie en
flux a permis de quantifier I’implication des cellules présentatrices d’antigéne dans
I’internalisation de nanoparticules, et ce grace aux observations sur les cellules
présentatrices d’antigénes acquises par microscopie confocale. Nous avons ainsi
développé une méthodologie ou chaque technique permet de contrdler et d’enrichir
les autres, et ce dans le but de réaliser une analyse puissante de la biodistribution des

nanoparticules.

Bien que des lignées transgéniques de poissons-zebre permettent de rendre
fluorescent certaines cellules immunitaires, la disponibilité de poissons adulte et le
choix de la couleur de fluorescence ne sont pas toujours acquis. Il a donc été
nécessaire de mettre au point des marquages permettant d’observer les différentes
cellules immunes du poisson. Aprés avoir testé 12 anticorps, nous avons obtenu des
marquages capables de révéler les macrophages (anti-MPEG1), les neutrophiles (anti-
PMX) et des cellules du lignage lymphocytaire B IgZ" (anti-IgZ). Malheureusement,
aucun marquage satisfaisant n’a pu étre obtenu pour révéler les cellules du lignage
lymphocytaire B IgM". N’ayant pas a disposition des anticorps marquant les cellules
dendritiques, principaux inducteurs des réponses immunitaires, nous avons utilisé la
lectine de cacahuéte. Cette lectine est utilisée en marquage de surface pour enrichir
les suspensions cellulaires de reins de poisson-zeébre en cellules dendritiques
(287,288). Son utilisation en tant que marquage intracellulaire sur des cryosections
permet d’obtenir un intense marquage intracellulaire et granulaire de cellules
dendritiques dans les muqueuses du poisson-zebre. Toutefois ce marquage n’est pas
applicable pour le rein. En effet, en accord avec les résultats provenant de son
utilisation en tant que marquage de surface en cytométrie en flux (287), le marquage
révéle les cellules rénales hématopoiétiques précurseurs MPX" (Figure 48). Au sein
des différentes muqueuses, les marquages MPX et PNA sont distincts. Il est a noter
que toutes les cellules dendritiques ne sont pas obligatoirement marquées par la
lectine PNA. Chez les mammiferes il a ét¢ montré que ce marquage nécessite parfois

un prétraitement avec de la sialidase pour révéler le substrat en surface de certaines



cellules dendritiques (289). Nous n’avons pas vérifié si cela été le cas chez le poisson-

zebre.

Figure 48 : Marquage avec la lectine de cacahuéte (PNA) dans les reins de poissons-zébre
adultes, observée par microscopie a fluorescence. Le marquage PNA révéele des cellules
présentent dans les régions hématopoiétiques des reins (A —PNA en vert) et co-localise
avec un marquage anti-MPX qui est spécifique des neutrophiles ainsi que de certaines
cellules précurseurs (B — PNA en rouge et MPX en vert)

Un point remarquable est la pénétration des nanoparticules dans le thymus du poisson-
zebre, et plus particulierement leur prise en charge par des cellules dendritiques de la région
corticale (Figure 49). De plus, des cellules IgZ" ont également été identifiées au sein des
prolongements thymiques. Enfin, de par sa localisation, le thymus est directement exposé aux
pathogenes extérieurs. Avec ces observations, cette prise en charge des nanoparticules de PLA
souleve des interrogations vis-a-vis de potentielles conséquences sur le systéme immunitaire.
Il serait par exemple intéressant d’approfondir les recherches sur I’induction de la tolérance
immunologique des poissons envers les matieres inertes habituellement en suspension dans
I’eau ou bien le rdle des cellules dendritiques cortical dans la maturation des lymphocytes T.
Les cellules dendritiques médullaires expriment la protéine AIRE (290) et sont impliquées dans
la sélection négative des lymphocytes T. Enfin, avec la présence de cellules IgZ", il ne faut pas
exclure la possibilité que le thymus puisse avoir un role plus direct dans 1’induction de réponses

immunitaires.
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Figure 49 : Acquisitions par microscopie confocale de cryosections (40pm) de
poissons-zebre adultes apreés une immersion de 24h dans des nanoparticules (0.01%)
(A-C). (A) Prise en charge de nanoparticules de PLA (rouge) au sein de cellules
dendritiques (vert) dans la région corticale du thymus. Les macrophages sont en

. (B rouge — C vert) Présence de cellules IgZ" au sein des prolongements
thymiques recouvrant la cavité branchiale, au niveau de la face interne de I’opercule.
Barre d’échelle : A=10pm et B=20pm.

En plus des données présentées dans la publication scientifique, des résultats préliminaires
complémentaires ont également été obtenues. L’équipe d’accueil a précédemment démontré
que les nanoparticules de PLA a elles seules ont un pouvoir adjuvant (291), nous avons donc
désiré effectuer un premier sondage concernant I’influence de I’administration muqueuse de
ces nanoparticules sur ’expression de plusieurs genes a 1’ échelle tissulaire (Figure 50). Ce
travail a été réalisé sous ma supervision par Anne-Sophie REGENT, étudiante en 2° année de
master. Les geénes étudiés ont été choisis pour leur implication dans les processus pro-
inflammatoires et le stress oxydatif : /L/f, médiateur majeur de la réponse inflammatoire
d’origine immunes (292,293) ; le géne MMPY qui est également impliqué de ce processus
inflammatoire d’origine immun, notamment induit apres activation de la voie de signalisation
des Toll-like-receptor (294,295) ; le gene INOS2a qui est un témoin du stress oxydatif dans les

tissus, il est fortement li¢ aux phénomenes de toxicité car lié¢ a la présence de ROS (Reactive



Oxygen Species) (296). Les genes IL1 et MMP9 sont exprimés, entre autres, par les cellules

épithéliales et les cellules immunitaires phagocytes.

L’influence de 1’administration de nanoparticules de PLA nues et sans fluorophores
(0,05%) par immersion (24h), sur ’expression des 3 geénes choisis a été étudi¢e dans les
branchies, la peau et le rein. Les branchies et la peau sont deux organes muqueux ou pénétrent
les nanoparticules de PLA par cette voie d’administration, le rein est 1’'un des organes
lymphoides systémique ou la présence de nanoparticules a également été détectée (0,16% des
cellules sont NP"). A noter que les données sont harmonisées par rapport a I’expression d’un
géne de ménage ubiquitaire, le géne codant I’ARN ribosomal 18S. Le premier élément
remarquable de cette étude préliminaire est I’absence de surexpression du géne /NOS2a au sein
des deux muqueuses. L’absence d’induction de ce géne impliqué dans le stress oxydatif
conforte la notion de non-toxicité des nanoparticules de PLA ¢élaborée par le laboratoire
d’accueil ainsi que de la voie d’administration. Ensuite ces nanoparticules non-formulées,
malgré le faible taux de significativité, semblent potentiellement capables de moduler
I’expression des genes impliqués dans la réponse inflammatoire immune, ce qui serait en accord

avec leur effet adjuvant observé lors d’injection chez les mammifeéres :

e Au sein des branchies (Figure 50-A), le gene [ILIS est
significativement surexprimé suite a 1’exposition aux nanoparticules
(x2), tandis que pour le gene MMP9 cela n’est qu’une tendance car
I’augmentation n’atteint pas le seuil de significativité.

e Dans la muqueuse cutanée (Figure 50-B), une tendance, non-
significative, a 1’augmentation de 1’expression des genes ILIf et
MMPY est observée. Le manque de significativité est possiblement la
conséquence de 1I’hétérogénéité de 1’expression des genes MMP9 et
IL1p parmi les échantillons biologiques. En effet, au sein d’environ la
moiti¢ des poissons les génes semblent étre surexprimés, tandis que
dans I’autre moiti¢ ils semblent étre sous-régulés par rapport au
controle. Il est possible que cette hétérogénéité puisse étre lice a la
maniére dont les nanoparticules sont pergues par 1’organisme. Les
poissons sont naturellement disposés a ne pas réagir
immunologiquement a des matieres en suspension ; il est possible qu’il
y ait au sein de ces deux organes muqueux un conflit sur la définition
de la dangerosité que représentent ces nanoparticules non-formulées.

De plus amples recherches pourraient permettre de mieux comprendre



comment ces organes définissent la relation a adopter vis-a-vis de ces
nanoparticules.

e Concernant les reins (Figure 50-C), il est remarquable d’observer une
tendance a I’augmentation de 1’expression des genes MMP9 (p=0,12)
et /L1p alors que la population de cellules positives aux nanoparticules

est tres discréte (0,16%).

Dans I’ensemble, de cette ¢tude préliminaire ressort une absence de surexpression d’un geéne
témoin d’une toxicité chimique ou mécanique (/NOS2a), et des tendances a la surexpression de
genes favorisant I’induction de réponses inflammatoires immunes aussi bien dans les organes
muqueux étudiés mais €galement dans le rein qui représente I’organe lymphoide systémique
primaire. Bien que préliminaires, ces résultats sont encourageants pour 1’emploi des
nanoparticules de PLA ¢laborées au sein du laboratoire en tant que nanovéhicules vaccinaux

lors d’administration muqueuse.
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Figure 50 : L’exposition a des nanoparticules de PLA nues module I’expression de génes de
’immunité. Suite a des immersions de poissons-zébre adultes 24h dans une solution de
nanoparticules de PLA nues (0,05%), ’expression des genes IL1p, MMP9 et INOS2a a été
quantifiée par qPCR. Les résultats sont présentés en termes de facteurs d’augmentation ou de
diminution aprés normalisation vis-a-vis de I’expression d’un géne de ménage (18S). Les valeurs
représentent la moyenne +/- SEM. (A) Au sein des branchies, I’exposition aux nanoparticules
augmente significativement I’expression du géne IL1p, non significativement le g¢ene MMP9 et ne
présente aucune incidence sur I’expression du géene INOS2a. (B) Au sein de la peau, I’exposition
aux nanoparticules ne présente pas d’effet significatif concernant ’expression du géne MMP9,
une augmentation non-significative pour le gene IL1f et aucune influence sur le géne INOS2a. (C)
Au sein des reins, le niveau d’expression tend a2 augmenter pour les génes MMP9 (p=0,12) et IL1p.
La significativité des comparaisons statistiques est exprimée : p<0,05 (*).



Toujours en tant que données préliminaires complémentaires, il s’est posé la question de
savoir si la biodistribution décrite sur les nanoparticules nues, était conservée apres la
modification de la surface des nanoparticules par I’adsorption d’antigénes. Bien que ce point
nécessitera de plus profondes investigations, les données préliminaires obtenues apreés co-
administration de nanoparticules de PLA nues ou formulées avec de la p24 (protéine
antigénique issue du VIH) par immersion au sein de poissons-zebre adultes durant 6h, ne
semblent pas révéler de modifications majeures de la biodistribution. Les fluorescences des
deux types de nanoparticules co-administrées colocalisent au sein des phagocytes des filaments
(Figure 51-A) et lamelles (Figure 51-B) de la muqueuse branchiale, ainsi que dans des
phagocytes intra-épithéliaux et de la lamina propria de la muqueuse intestinale (Figure 51-C).
La co-distribution des nanoparticules de PLA nues et véhiculant de la p24 au sein de phagocytes
muqueux est une donnée rassurante pour une utilisation en tant que nanovaccins muqueux.
Neéanmoins des caractérisations approfondies sont requises car les propriétés physico-
chimiques de la surface des nanoparticules jouent un role important dans leurs interactions avec

le vivant.
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Figure 51 : Co-distribution de nanoparticules de PLLA nues (bleues) et formulées avec de la p24 en
surface (vertes) au sein de phagocytes muqueux aprés administration par immersion (6h) chez le
poisson-zébre adulte. Les acquisitions ont été réalisées sur cryosections par microscopie a
fluorescence aprés traitement avec de la phalloidine couplé a de la rhodamine (rouge). Cette co-
distribution a été observée au sein de phagocytes branchiaux au sein des filaments (A) et des
lamelles (B), mais aussi dans des phagocytes intra-épithéliaux et de la lamina propria dans la
mugqueuse intestinales. Les barres d’échelles sont équivalentes a 10 pm.



Cette ¢tude souléve plusieurs interrogations comme par exemple le devenir au cours du temps
de ces nanoparticules au sein de I’organisme. Pendant quelle durée peuvent-elles étre encore
détectées ou bien combien de temps est-il nécessaire a leur compléte dégradation in vivo ? Des
données préliminaires qualitatives obtenues aprés immersion de poissons adultes dans une
solution de nanoparticules de PLA fluorescentes, indiquent que la fluorescence des
nanoparticules est encore détectable une semaine aprés 1’administration dans les cellules
dendritiques de branchies ainsi que dans d’autres phagocytes. Ce point semble indiquer que le
tropisme des nanoparticules de PLA envers les APC puisse étre persistant, une donnée
préliminaire additionnelle encourageante pour les applications vaccinales. De plus, ces données
semblent également indiquer une disparition des nanoparticules au sein des cellules épithéliales
de branchies dans les jours suivant I’administration. Ces résultats exploratoires bénéficieraient
toutefois d’une plus ample caractérisation comme par exemple ’aspect quantificatif, ce qui

pourrait confirmer ou infirmer ces observations.

24h imm. + 2J)

24h imm. + 6J

Figure 52 : Devenir des nanoparticules de PLA (rouge) au sein de la muqueuse
branchiale suite a une exposition de poissons-zebre adultes par immersion (24h —
0,05%). Les acquisitions ont été réalisées sur des cryosections par microscopie a
epifluorescence. (A) Aprés I'immersion de 24h, les nanoparticules de PLA sont
localisées au sein de cellules épithéliales et de cellules dendritiques (vertes). (B) Deux
jours apres I’exposition, les nanoparticules sont toujours détectées au sein de cellules
dendritiques et plus rarement dans les cellules épithéliales. (C) Six jours apreés
I’exposition, les nanoparticules sont toujours détectables et quasi-exclusivement
localisées au sein de cellules dendritiques et phagocytes.



3.Matériels et méthodes complémentaires

Analyse du marquage avec la lectine PNA dans le rein.

Le marquage avec la lectine PNA a été effectué¢ sur des cryosections (4um) provenant de
poissons-zebre adultes non-exposés a des nanoparticules. Il consiste en une incubation de 20
minutes a température ambiante dans une solution de lectine PNA-FITC (USbiological) dilu¢

a 1/250.

Pour la réalisation du co-marquage avec la lectine PNA et I’anticorps anti-mpx (Anaspec), un
marquage identique mais avec de la lectine PNA-alexa594 (thermofischer) a été réalisé avant
I’étape de saturation avec du sérum de veau feetal (4h — température ambiante). En effet, la
lectine PNA est susceptible de posséder une affinité pour des composants du sérum. Apres
saturation, une incubation d’une heure a température ambiante (TA) avec 1’anticorps anti-mpx
a été réalisée, suivie d’un ringage en PBS1X et d’une incubation avec un anticorps secondaire

anti-lapin-dylight488 (thermofischer) (1/500 — 30mn — TA).

Les lames ont ensuite ét¢ montées avec du vectashield + DAPI (Vector lab) et observées avec

un microscope a épifluorescence AxiolmagerZ1 (Zeiss).

Analyse de ’expression de génes par qPCR.

Deux conditions ont ét¢ traitées de maniere identique, une condition contrdle avec des poissons-
z¢&bres non-exposé a des nanoparticules de PLA, et une condition ou ils ont été exposés a une
suspension de nanoparticule de PLA nues et non-fluorescente (0.05%) durant 24h par

immersion.

Les poissons ont ensuite été mis a mort par surdose d’anesthésiant (tricaine — Sigma aldricht)
jusqu’a la perte du reflexe moteur et des mouvements branchiaux. Les branchies, la peau et le

rein ont été prélevés.

L’ARN total a été extrait selon la méthode d’extraction par trizol (297). Afin d’éliminer les
risques d’une contamination par de I’ADN génomique, les échantillons ont été traités avec un

kit « TURBO DNase free » (Ambion) selon les recommandations du fabricant.

La quantité¢ et la qualit¢ de PARN ont ensuite été évaluées en utilisant un Nanodrop
(Thermoscientific). Afin d’obtenir les ADNc, une transcription inverse est réalisée en suivant

le protocole indiqué au sein de (298) avec I’enzyme superscript II (Thermofischer).
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Apres vérification de la spécificité des primers sélectionnés (Tableau 10), la qPCR a été
réalisée en utilisant de I’ADN polymérase (Promega-M7741) avec un kit « FS universal SYBR
Green MasterRox » (Roche) sur un appareil thermocycleur RotorGene HRM (Qiagen). Les
acquisitions sont analysées selon la méthode du double A Ct et les valeurs obtenues pour chaque

gene ont été normalisées par 1’expression du géne de ménage /8S.

Tableau 10 : Primers utilisés

Primers: Sens Antisens
18S CGGAGGTTCGAAGACGATCA TCGCTAGTTGGCATCGTTTATG
MMP9 CATTAAAGATGCCCTGATGTATCC AGTGGTCCGTGGTTGAG
IL1B CCACGTCTCCACATCTCGTA AACAGCAGCTGGTCGTATCC
INOS2a CCAGAGCCTTCGTCTGGAGA TTAGAGCCTGGACGAGCGTG

L’analyse statistique des résultats a été effectuée grace au logiciel GraphPad Prism 6. Pour les
résultats n’ayant pas une distribution suivant une loi normale, le test de MannWhitney one-
sided a été appliqué. Pour ceux ou la distribution suit une loi normale, c’est le test de Student

qui a été réalisé.

Co-distribution des nanoparticules de PLA nues et de PLA-p24

Pour cette expérience, deux types de nanoparticules de PLA ont été co-administrées par
immersion (0,05%) au sein de poissons-zebre adultes : des nanoparticules de PLA nues avec
du 1,6-diphenyl-1,3,5hexatriene (DPH) (Sigma-Aldricht) encapsulé, et des nanoparticules de
PLA avec de la p24 adsorbée (Solution initial : 0,25% PLA 200pg/mL p24 — Adsorption 2h sur
roue & TA) et de la coumarine-6 encapsulée (Sigma-Aldricht). Le ratio fluorophore/polymeére

est de 0,2% pour ces deux formulations.

Apres 6h d’exposition, les poissons ont été¢ mis a mort, fixés en PFA 4% (Thermofischer) puis

congelés et cryosectionnés.
Les cryosections obtenues ont été traitées avec de la phalloidine-TRITC (Thermofischer).

Les lames ont ensuite ét¢ montées avec du vectashield (Vector lab) et observées avec un

microscope a épifluorescence AxiolmagerZ1 (Zeiss).
Devenir des nanoparticules de PLA

Pour étudier le devenir des nanoparticules de PLA plusieurs jours apres I’administration par

immersion, des poissons-zeébre adultes ont été immergés dans une suspension a 0,05% de



nanoparticules de PLA nues avec du CELLTRACE BODIPY TR METHYLESTER (Life
technologies). Le ratio fluorophore/polymere est de 0,04%. Apres I’administration, les poissons
ont été¢ replacés dans de 1’eau d’animalerie. Une partie des poissons a €ét€¢ mise a mort par
surdose d’anesthésiant juste aprés I’immersion, une autre deux jours plus tard et la derniére

partie 6 jours apres 1’administration.
Apres la mise a mort, les poissons ont été fixés, congelés et cryosectionnés (4um).

Les coupes ont été traitées avec de la lectine PNA-FITC (1/250 20mn TA) pour révéler les
cellules dendritiques. Les lames ont ensuite ét¢ montées avec un milieu de montage vectashield

+ DAPI et observées avec un microscope a épifluorescence AxiolmagerZ1 (Zeiss).

4.Conclusion

L’ensemble de ces résultats a été obtenu grace a la mise en place d’une méthodologie
rigoureuse pour analyser in vivo la biodistribution des nanoparticules. Ceux-ci suggerent que
les nanoparticules de PLA, élaborées au sein du laboratoire d’accueil, puissent étre utilisées
comme nanovéhicules pour la vaccination muqueuse. En effet, les nanoparticules de PLA non-
formulées sont internalisées par les cellules présentatrices d’antigénes au sein des muqueuses,
cette internalisation semble persister au moins 6 jours. De méme, ces nanoparticules sont
capables de traverser les muqueuses pour atteindre des organes lymphoides systémiques. Enfin
leur administration semble possiblement capable d’influencer I’expression de genes pro-

immuns, couplée une non-toxicité non-encore réfutée.

Pour la suite de ce projet de theése, le prochain objectif est 1’utilisation de I’ensemble de ces
résultats pour définir des stratégies de ciblage capables d’optimiser la biodistribution des

nanoparticules de PLA pour la vaccination muqueuse.
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STRATEGIES DE CIBLAGE

1.Infroduction

L’utilisation de nanovéhicules pour vectoriser des principes actifs répond a un besoin
d’améliorer I’efficacité thérapeutique tout en réduisant les effets néfastes et non-désirés.
L’application d’une stratégie de ciblage permet d’optimiser les nanovecteurs en leur procurant
une meilleure spécificité. Ces stratégies de ciblage reposent en majorité sur un mécanisme dit
de «couple ligand-récepteur », selon lequel un des partenaires est greffé a la surface des
nanoparticules tandis que 1’autre est présent sur les cibles biologiques (299). L’affinité entre les
deux partenaires permet de favoriser le contact entre les nanoparticules et leur cible biologique,
ainsi que de prolonger le temps de rétention. Dans le cas de cibles biologiques de type
cellulaires, cela peut résulter en I’induction plus fréquente d’éveénements d’internalisation par
rapport a une formulation de nanoparticules sans stratégie de ciblage. Les principales stratégies
de ciblage reposent sur le couplage de protéines comme la transferrine, de molécules comme le

folate, d’aptamers (oligonucleotides ou peptides) et d’anticorps.

L’utilisation d’une telle stratégie nécessite toutefois de veiller a ne pas créer d’interférences,
lorsque la ou les cibles sont atteintes, avec la libération de la charge antigénique ou du principe
actif véhiculé par les nanoparticules. De méme, 1’adsorption d’éléments sur les nanoparticules
peut également influer sur leur clairance. Par exemple le greffage de polyéthyléne-glycol rend
les nanoparticules furtives vis-a-vis du systéme immunitaire, diminue leur opsonisation et
réduit leur clairance hépatique. Le couplage d’¢léments peptidiques peut quant a lui favoriser
la reconnaissance des nanoparticules par le systeme hépatobiliaire en charge du recyclage des
protéines. D’autres points sensibles sont la complexit¢ de réaliser le couplage sur les
nanoparticules et la pictre fiabilit¢ des extrapolations in vitro vers in vivo des effets de la
stratégie de ciblage (300). Une citation de cette méme revue illustre ce point : « Une observation
sur une cellule dans un environnement particulier n’est pas nécessairement applicable a toutes

les cellules d’une multitude d’environnements ».

Parmi les différentes manceuvres de ciblage apparait un engouement particulier pour les
stratégies basées sur le biomimétisme (301). Ces stratégies se basent sur les couples d’affinités

impliquant différents sucres, glycanes (polymeéres saccharides), lectines (protéines liant
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spécifiquement certaines séquences de glycanes), toxines (la candoxine possede un tropisme

naturel vers le cerveau), composants engagés dans les tropismes viraux ou bactériens et plus

récemment le revétement des nanoparticules avec des membranes de cellules de mammiferes.

Suite aux résultats obtenus sur la biodistribution des nanoparticules de PLA administrées par

immersion au sein de poissons-zebre adultes, s’est posée la question de I’optimisation de leur

biodistribution dans un but vaccinal. Cela implique d’améliorer 1’effet thérapeutique tout en

réduisant les inconvénients pour la vaccination. Pour atteindre cet objectif, plusieurs choix sont

possibles :

Est-il nécessaire d’améliorer le ciblage vers les cellules présentatrices d’antigenes ?
Cela n’est pas une nécessité au regard du tropisme naturel des nanoparticules de PLA
envers les cellules dendritiques branchiales. Néanmoins, favoriser I’activation de ces

cellules avec des immunomodulateurs pourrait s’avérer bénéfique.

Augmenter la prise en charge globale des nanoparticules serait-elle bénéfique pour de
la vaccination muqueuse ? Oui, c’est une stratégie importante car non seulement elle
permet d’augmenter la charge d’antigénes pénétrant I’organisme, mais surtout elle
permet de réduire la dose de nanoparticules nécessaire pour obtenir un effet
thérapeutique équivalent. Cela réduit, dans le cas d’une administration muqueuse, la
quantité de nanoparticules qui ne pénétrent pas 1’organisme et qui sont donc gaspillées.
D’un point de vue pratique, cela permet d’obtenir des solutions vaccinales moins

onéreuses et en conséquence certainement plus adaptables a une application civile.

Est-ce qu’organiser un ciblage spécifique de certains tissus, ici les muqueuses, est utile ?
La encore, oui, si I’on veut vacciner un organisme contre un pathogeéne capable de ne
cibler que la peau (comme le pou de la mer dans la pisciculture marine) chez le poisson
par exemple ou bien la muqueuse vaginale contre des pathogeénes sexuellement
transmissibles chez 1’Humain. Cela permet de réduire I’exposition non-désirée de
certains organes tout en favorisant la pénétration des nanoparticules au sein des tissus
cibles du pathogeéne. Le systéeme immunitaire local sera donc plus performant et donc

possiblement plus protecteur.



Durant le travail de these, il a été€ choisi de développer des stratégies dont le but principal
est un ciblage capable d’augmenter la prise en charge générale des nanoparticules par
I’organisme, et dans un second temps qu’elles soient capables de favoriser la prise en charge

dans une muqueuse plutét que les autres.

Pour établir ces stratégies, nous nous sommes tournés vers l’utilisation des lectines pour
plusieurs raisons. Ces protéines, qui ont une affinité particuliére pour des glycanes spécifiques,
sont accessibles, peu onéreuses et donc compatibles avec une utilisation industrielle.
L’avantage le plus intéressant est que leur substrat est souvent surexprimé en surface de cellules
¢pithéliales de muqueuse. Nombre de lectines sont d’ailleurs capables de favoriser le passage

de nanoparticules par voie orale chez les mammiferes (302).

Histologic site ConA  WOA| PNA | DBA SBA | LTA | GO

Gill lamellae

mucous cells 0 1/2/3 | 0 0/23 0/2/3 I ]
granular cells 0 2 2-3 1-2 1-2 3 2-3
Gill rakers

mucous cells 0 01/ | 0 023 03| 0 0
granular cells 0 3 2-3 1 -1 3 2

Figure 53 : Evaluation du potentiel de liaison de différentes lectines envers les cellules
caliciformes et les cellules granuleuses de branchies. Les rectangles bleus mettent en
évidence les deux lectines utilisées dans le travail de thése comme agent de ciblage.
0 : absence de liaison — 3 : Liaison forte

Modifié a partir de (366)

Comme le montre la Figure 53, au sein des branchies se trouvent des cellules exprimant les
substrats reconnus par différentes lectines et notamment par les deux lectines qui ont été
choisies pour développer les stratégies de ciblage: la lectine agglutinine de /lofus

tetragonolobus (LTA) et I’agglutinine de cacahuéte (PNA).
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Figure 54: (A) Illustration d’un plant de
cacahuéte dont provient la lectine PNA. (B)
Ilustration de pois carrés, aussi appelés « pois
ailés », dont provient la lectine LTA. (C)
Ilustration PyMOL d’un homotétramére de
lectine PNA. Les zones bleues et blanches
représentent les régions chargées positivement et
celles qui sont hydrophobes, respectivement. Ces
régions sont plus susceptibles d’interagir avec les
nanoparticules. Les sites de reconnaissance du
substrat (batons verts) sont situés sur des régions
chargées négativement (rouge), moins susceptible
de se lier aux nanoparticules.

AetB:(367)

La lectine agglutinine de lotus tetragonolobus est extraite du pois carré, aussi appelé pois
ailé (Figure 54-B). C’est une protéine homotétramérique d’un poids moléculaire de 107 kDA,
globalement chargée positivement. Cette lectine reconnait spécifiquement les séquences
glycanes d’ « a-fucose ». Cette lectine a été choisie car elle est utilisée pour le ciblage des
cellules M intestinales chez les mammiferes, en effet ces cellules exposent des séquences d’ a-
fucose a leur surface apicale (303). Bien que les entérocytes spécialisés des téléostéens ne soient
que des équivalents fonctionnels, il n’est pas impossible que 1’exposition de ces glycanes en
surface soit conservée. De plus, il a été montré dans la Figure 53 que la lectine LTA est capable
de se lier a des cellules « granuleuses » dans les branchies de carpes, le poisson-zebre et la carpe
faisant partie de la famille des Cyprinidés. L’adsorption de la lectine LTA en surface des
nanoparticules de PLA pourrait donc potentiellement favoriser la prise en charge dans I’intestin

intermédiaire postérieur, mais également un potentiel ciblage des branchies.

Enfin, d’un point de vue adsorption sur les nanoparticules de PLA, bien que sa grosseur risque

de réduire la quantité possible d’adsorber en surface des nanoparticules, le fait qu’elle soit
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homotétramérique avec 4 sites de liaison aux substrats est une bonne chose. En effet, méme si
I’adsorption de la lectine sur la nanoparticule geéne stériquement un des sites de reconnaissance
du substrat, il en reste 3 autres fonctionnels. Enfin, avec une charge électrostatique globalement
positive, 1’adsorption de la lectine sur une nanoparticule chargée négativement se retrouve

facilitée par les liaisons ¢électrostatiques.

La lectine agglutinine de cacahuéte (Arachis hypogaea) est extraite de la cacahucte (Figure
54-A). 1l s’agit également d’une protéine homotétramérique qui posséde un poids moléculaire
de 110kDA et est globalement chargée négativement. Cette lectine reconnait la séquence « Gal-
B(1-3)-GalNAc ». En dehors du ciblage, cette lectine est couramment utilisé pour révéler par
marquage histologique les cellules spermatogéniques, certaines cellules tumorales, cellules
dendritiques, centres germinatifs et kératinocytes chez les mammiféres. Cette lectine a été
choisie car lors du travail de thése, elle a permis de marquer des cellules dendritiques de
poisson-zebre, mais la raison principale de ce choix est que lors de marquages trop intenses
avec la lectine PNA, certaines cellules épithéliales de branchies, la bordure en brosse intestinale
et la surface des kératinocytes dans la peau, avaient fixé la lectine PNA. Cela implique
I’exposition de la séquence glycane reconnue par la lectine PNA a la surface apicale de cellules
des muqueuses branchiale, cutanée et intestinale. Il était donc envisageable que 1’adsorption de
cette lectine favorise la prise en charge générale des nanoparticules de PLA par les épithéliums
muqueux du poisson-zébre, mais aussi par certaines cellules dendritiques. Des études
bibliographiques ont ensuite révélé que par rapport a certaines autres lectines, comme LTA,
I’utilisation de la lectine PNA avec des nanoparticules est trés peu fréquente. Une étude (304)
a montré qu’un greffage covalent de PNA en surface de nanoparticules de polystyréne
augmente I’adhésion des nanoparticules en surface de régions intestinales inflammées de souris,
dans le cas de colites. Une autre étude (305), in vitro cette fois-ci, a révélé que 1’adsorption de
PNA en surface de nanoparticules d’oxyde de magnésium favorise 1’activation d’une lignée
cellulaire de macrophages. Cette derniére ¢tude met en évidence qu’en plus de potentielles
propriétés de ciblage, la lectine PNA pourrait favoriser 1’activation de cellules présentatrices
d’antigenes in vivo. Une étude a par ailleurs montré que la lectine PNA est un agoniste des

récepteurs TLR4 chez les mammiferes (306).

En ce qui concerne 1’adsorption de la lectine PNA sur les nanoparticules de PLA élaborées dans
I’équipe, comme pour la lectine LTA, son poids moléculaire ¢levé risquerait de réduire la

quantité¢ adsorbable tandis que sa structure homotétramérique devrait permettre de garder



fonctionnel plusieurs sites de liaison au substrat quel que soit le site d’adsorption. Par contre sa
charge globale négative risque d’entrainer une répulsion entre nanoparticules et PNA. Afin de
mieux appréhender I’adsorption de la PNA, il a été nécessaire d’étudier sa structure sur PyMOL
(Figure 54-C). On peut donc observer que les domaines de la protéine qui sont chargés
négativement (rouges) sont principalement ceux ou s’effectue la liaison avec le substrat, il y a
peu de probabilités que la liaison avec la nanoparticule se fasse dans ces domaines, ce qui est
une bonne chose. Ce qui est le plus notable, c’est que malgré une charge globale négative, la
lectine PNA posséde de nombreux domaines hydrophobes ( ) ainsi que des domaines
chargés positivement (bleus). Ce sont ces domaines qui sont les plus susceptibles d’accueillir
la liaison avec la nanoparticule, soit par interactions hydrophobes, soit par liaisons

¢lectrostatiques.

Tableau 11 : Récapitulatif des propriétés des lectines LTA et PNA

Lectine Lotus Tetragonolobus Lectine Arachis Hypogaea (Cacahuéte) -
(Pois carré) - LTA PNA
Homotétrameére Homotétramere
107 kDa 110 kDa
Positive Négative
7,3/7,6/7,9/8,2 5,5/6,5
a-fucose Gal-B(1-3)-GalNAc
Intestins (Cellules M mammiféres) Branchies - Peau — Intestins et Tissus
Branchies enflammés
Agoniste TLR4 - Activation macrophages
in vitro

Dans cette partie, nous aborderons la mise au point des différentes formulations avec les
lectines LTA et PNA. Ces deux formulations subiront ensuite une évaluation préliminaire, par
microscopie confocale, de leur biodistribution au sein des muqueuses intestinale, cutanée et
branchiale. Cela dans le but d’identifier d’éventuels changements par rapport a la
biodistribution des nanoparticules de PLA nues. Selon les résultats obtenus, des caractérisations

supplémentaires seront réalisées.
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2.Résultats

2.1. Adsorption de la lectine LTA sur les

nanoparticules de PLA

Afin de mettre au point la stratégie de ciblage avec la lectine LTA, il a ét¢ nécessaire de
faire varier la concentration en lectine pour une concentration fixe de nanoparticules. Divers
tests ont révélé que 0,25% finale est la concentration finale en nanoparticules la plus adaptée.
Cette méthode permet de déterminer pour quel intervalle de concentration de lectine il était
possible d’obtenir une formulation stable. Pour une concentration de lectine variant de 5 pg/mL
2400 pg/mL (concentration finale), seuls les essais avec une concentration de lectine inférieure
a 20 pg/mL ont montré une augmentation de taille raisonnable (<300 nm, sachant
qu’initialement les nanoparticules nues mesuraient environ 210 nm) couplée a un score
d’homogénéité de qualité (Indice de polydispersité (IP) < 0,2) (Figure 55-A). Le protocole
d’adsorption de LTA choisi est de mélanger, volume a volume, une solution de nanoparticules
de PLA (0,25% finale) et une solution de LTA (12,5ug/mL finale) dans un tampon PBS 1X.
Les nanoparticules ainsi formulées possédent une taille moyenne de 246 nm et possédent une
homogénéité correcte (IP : 0,12) (Figure 55-C). 11 a ensuite été montré qu’apreés une semaine
a 4°C, ces formulations restent stables avec juste une faible perte d’homogénéité (IP : 0,17)
(Figure 55-B). Nous avons donc pu mettre au point une formulation stable de nanoparticules
de PLA avec de la lectine de LTA adsorbée en surface. La quantit¢ de lectine adsorbée
demanderait a étre améliorée, méme si cela est en accord avec 1’adsorption de protéine a fort
poids moléculaire. De méme, la présence du tampon PBS1X modifiera la force ionique lors de
I’administration par immersion, méme si les nanoparticules formulées sont diluées dans de I’eau

d’animalerie.
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Figure 55 : Mise au point de I’adsorption de la lectine LTA sur des nanoparticules de
PLA. (A) Pour une concentration fixe en nanoparticules (0,25% finale), I’intervalle de
stabilité (rectangle bleu) est obtenu pour un apport d’une concentration en lectine
comprise entre S et 20 ug/mL (finale). (B) Les formulations de nanoparticules de PLA-
LTA (0,25% et 12,5 pg/mL finaux respectivement) sont stables pendant au moins une
semaine. (C) Récapitulatif des caractéristiques de la formulation de nanoparticules de
PLA-LTA retenue.

Exactement de la méme maniere que pour déterminer les conditions d’adsorption pour la
lectine LTA, il a fallu révéler dans quelles conditions on obtient des formulations stables et
homogenes de nanoparticules de PLA-PNA. Pour une concentration fixe de nanoparticules de
PLA (0,25% finale), on obtient des formulations stables dans un intervalle de concentration de
5a50 pg/mL de PNA (finale) (Figure 56-A). Les conditions d’adsorption qui ont été retenues
sont 0,25% de nanoparticules de PLA (finale) pour 25 pg/mL de PNA (finale). Ces conditions
permettent d’obtenir une formulation homogéne (IP : 0,11) de nanoparticules de PLA-PNA de
240 nm en moyenne, et cela dans un tampon de PBS1X (Figure 56-C). Ces formulations sont
¢galement stables pour au moins une semaine, ou juste I’homogénéité semble légerement
augmenter (IP : 0,15) (Figure 56-B). En ce qui concerne les points a améliorer, ceux-ci sont

identiques a ceux évoquées pour ’adsorption de la LTA.
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Figure 56 : Mise au point de I’adsorption de la lectine PNA sur des nanoparticules de
PLA. (A) Pour une concentration fixe en nanoparticules (0,25% finale), I’intervalle de
stabilité (rectangle bleu) est obtenu pour un apport d’une concentration en lectine
comprise entre 5 et 50 pg/mL (finale). (B) Les formulations de nanoparticules de PLA-
PNA (0,25% et 25 pg/mL finaux respectivement) sont stables pendant au moins une
semaine. (C) Récapitulatif des caractéristiques de la formulation de nanoparticules de
PLA-PNA retenue.

Nous avons donc réussi a passer une €tape cruciale dans le développement d’une stratégie de
ciblage, a savoir étre capable d’adsorber les éléments dans des conditions non-complexes au
sein d’un tampon qui ne devrait avoir qu’une incidence modérée sur la biodistribution par voie
muqueuse une fois dilué dans 1’eau d’animalerie (278). Toutefois quelques inconvénients
subsistent. Les concentrations de lectines utilisées pour les adsorptions sont a la limite inférieure
des seuils de détection des différents kits de dosage de protéines disponibles au laboratoire, en
conséquence nous n’avons pas €été¢ en mesure de quantifier de maniére précise la quantité de
lectine libre restante. Néanmoins |’observation d’une augmentation du diamétre des

nanoparticules est un t¢émoin de 1’adsorption d’au moins une partie des lectines.
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La premiere évaluation préliminaire des stratégies de ciblage a été réalisée par une
administration des nanoparticules (0,01%) par immersion durant 24 heures chez des poissons-
zebre adultes. A la différence de 1’étude sur la biodistribution précédemment décrite pour les
nanoparticules de PLA non formulées, ici, I’eau dans laquelle ont été réalisées les immersions
¢tait 1égerement saumatre. En effet dans les 100 mL d’eau d’immersion se trouve 4 mL de
PBS1X (tampon dans lequel se trouvent les formulations de nanoparticules PLA-LTA et PLA-
PNA). On est donc en présence d’une eau d’animalerie avec une concentration en PBS de 0,04 X
(I’eau pour les conditions sans lectine a regu la méme quantité de PBS1X). Afin de pouvoir
détecter les nanoparticules des différentes formulations, un fluorophore a été encapsulé au sein
de chaque nanoparticule. Les observations ont ensuite ¢ét¢ focalisées sur les muqueuses

intestinale, branchiale et cutanée.

L’objectif de ces observations est de déceler toute modification notable de la biodistribution
des nanoparticules avec les différentes lectines par rapport a la biodistribution des

nanoparticules nues.

Muqueuse intestinale

Pour chaque condition expérimentale, il a été réalisé des acquisitions au sein de I’intestin
intermédiaire antérieur (MG) a faible (objectif x10) et fort (objectif x63) grossissement, et au
sein de I’intestin intermédiaire postérieur (pMG) a fort grossissement. Dans la condition
« témoin négatif » ou aucune nanoparticule n’a été administrée (Figure 57- A-A’’), seule une

rare autofluorescence a été détectée dans la lamina propria de I’intestin intermédiaire antérieur.

En ce qui concerne la biodistribution des nanoparticules de PLA nues (Figure 57- B-B’’), par
rapport aux données récoltées dans la partie 1 (publication), le passage des nanoparticules dans

la lamina propria de I’intestin intermédiaire antérieur et postérieur semble plus marqué.

Bien que cela ne soit que des résultats préliminaires, il semble que 1’adsorption de lectine LTA
sur les nanoparticules de PLA (Figure 57- C-C’’) favorise le passage des nanoparticules dans
la lamina propria de l’intestin intermédiaire antérieur. En effet, les fortes accumulations
semblent plus nombreuses et intenses que pour les nanoparticules nues. Cette observation
nécessite toutefois une confirmation par des techniques de quantification. Au niveau de
I’intestin intermédiaire postérieur, les nanoparticules sont internalisées par les entérocytes

spécialisés et il ne semble pas y avoir de modification flagrante vis-a-vis de la condition avec



les nanoparticules nues. Comme pour [’observation précédente, seule une quantification
pourrait indiquer si la prise en charge est plus ou moins intense. Il est possible que la stratégie
de ciblage basée sur I’adsorption de lectine LTA soit donc potentiellement bénéfique pour la

pénétration des nanoparticules dans la muqueuse intestinale.

L’adsorption de la lectine PNA (Figure 57- D-D’”) semble aussi favoriser la pénétration des
nanoparticules dans la lamina propria de I’intestin intermédiaire antérieur. Néanmoins, ces
accumulations paraissent moins intenses que pour la formulation de nanoparticules de PLA-
LTA. Aucune différence notable par rapport aux deux autres formulations nanoparticulaires
n’est observée au niveau de I’intestin intermédiaire postérieur, les nanoparticules sont prises en
charge par les entérocytes spécialisés. Etablie grace a I’observation selon laquelle un marquage
intestinal avec une forte exposition a la lectine PNA révele la bordure en brosse, la stratégie
d’adsorber la lectine PNA sur les nanoparticules semble en effet augmenter le passage des
nanoparticules de PLA. Toutefois, cette observation est a prendre avec précaution car non
seulement elle nécessite confirmation mais surtout le potentiel effet semble moins évident que

lors de I’utilisation de la lectine LTA adsorbée sur les nanoparticules de PLA.

Dans I’ensemble, les données obtenues au niveau de la muqueuse intestinale semblent indiquer
un potentiel effet de ciblage des lectines LTA et PNA une fois adsorbée sur les nanoparticules

de PLA.



Lumiére

Témoin
négatif

Péritoine

Lumiere

30 pm

Lumiére

Péritoine

100 pm

[
W, Péritoine

XN

Lumiere

Lumiére

Lumiére

Péritoine

‘ —
IS i )N

Y N
Lumiére I\

/

&




Figure 57 : Evaluation préliminaire de la biodistribution de nanoparticules de PLA nues, formulées avec
de la lectine LTA ou bien formulées avec de la lectine PNA, au sein de la muqueuse intestinale. Les
acquisitions ont été réalisées en microscopie confocale spectrale sur des cryosections (30um) de poissons-
zébre adultes exposés aux nanoparticules par immersion durant 24h. Les nanoparticules sont illustrées
en rouge, I’actine-fibrillaire en vert et les noyaux en bleu. (A-A’’) Témoin négatif sans nanoparticules ;(A)
Illustration de I’autofluorescence rouge au sein de P’intestin intermédiaire antérieur avec I’objectif x10.
(A’) Méme illustration mais avec ’objectif x63, une rare autofluorescence est visible au sein de la lamina
propria. (A’’) Aucune autofluorescence n’est visible au sein de I’intestin intermédiaire postérieur. (B-B’’)
Administration de nanoparticules nues fluorescentes. Une prise en charge de nanoparticules est
détectable au sein de la lamina propria de Pintestin intermédiaire antérieur aux objectifs x10 (B) et x63
(B’). Au sein de Dl’intestin intermédiaire postérieur, les nanoparticules sont internalisées par les
entérocytes spécialisés et une fluorescence diffuse est également visible dans la lamina propria (B”’). (C-
C”’) Administration d’une formulation de nanoparticules de PLA avec de la lectine LTA adsorbée.
D’intenses et nombreuses accumulations de nanoparticules sont observées au sein de la lamina propria de
P’intestin intermédiaire antérieur aux objectifs x10 (C) et x63 (C’). Au niveau de I’intestin intermédiaire
postérieur, les nanoparticules sont prises en charge par les entérocytes spécialisés ou elles sont localisées
au sein des vacuoles supranucléaires (C’’). (D-D’’) Administration d’une formulation de nanoparticules
de PLA avec de la lectine de PNA adsorbée. Des accumulations nombreuses sont détectées au sein de la
lamina propria de Pintestin intermédiaire antérieur aux objectifs x10 (D) et x63 (D’). Au sein de I’intestin
intermédiaire postérieur, les nanoparticules sont internalisées par les entérocytes spécialisés et une
fluorescence diffuse est également visible au sein de la lamina propria (D’’). LP : Lamina propria. Les
barres d’échelles correspondent a : 100 pm (A, B, C, D) et 30 pm (A’-A”’, B’-B”’, C’-C”’, D’-D”’)

Muqueuse branchiale

Au sein de la muqueuse branchiale, aucune amélioration remarquable n’a pu étre observée avec
la formulation de nanoparticules avec la lectine LTA adsorbée (non-montré). Il semble que cette
stratégie de ciblage diminue la prise en charge des nanoparticules par les branchies. Cela ne
représenterait pas forcément un inconvénient dans le cas d’une vaccination contre un pathogene
ayant pour tropisme les intestins et non les branchies. Il est possible que chez le poisson-zébre,

a ’instar de la carpe, il n’y ait pas de séquence « a-fucose » exposée au sein des branchies.

Au contraire, I’administration d’une formulation de nanoparticules de PLA-PNA offre une
biodistribution nouvelle. Outre des accumulations de nanoparticules treés intenses par des
phagocytes au sein des filaments (Figure 58-A), celles-ci sont surtout détectables fréquemment
au sein des lamelles (Figure 58-B). Les vues orthogonales révélent que ces accumulations ne
se situent pas dans la lumiére des capillaires des lamelles, mais bien au niveau épithélial ou
sous-épithélial (Figure 58-B’-B’’). Ce changement notable de la biodistribution mérite des
investigations approfondies au cas ou cette observation puisse étre liée a une augmentation de

la pénétration des nanoparticules au sein des branchies.

Nous avons donc pu constater une possible différence entre la biodistribution des
nanoparticules de PLA-LTA et celle des nanoparticules de PLA-PNA. Il ne semble pas

pertinent d’effectuer de plus amples caractérisations de la biodistribution des nanoparticules de



PLA-LTA au sein des branchies. Pour les nanoparticules de PLA-PNA, la présence
d’accumulations trés intenses a la fois au sein des filaments et des lamelles de la muqueuse
branchiale peuvent potentiellement indiquer une augmentation de la prise en charge des
nanoparticules d’'une manicre générale. Nous disposons donc potentiellement d’une stratégie
ciblant principalement les intestins et non les branchies (LTA), et une stratégie qui semble
capable de renforcer le tropisme des nanoparticules vers les branchies et dans une moindre

mesure les intestins.
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Figure 58 : Evaluation préliminaire de la biodistribution de nanoparticules de PLA formulées
avec de la lectine PNA, au sein de la muqueuse intestinale. Les acquisitions ont été réalisées en
microscopie confocale spectrale sur des cryosections (30pum) de poissons-zébre adultes exposés
aux nanoparticules par immersion durant 24h au sein d’une eau légérement saumaétre. Les
nanoparticules sont illustrées en rouge, I’actine-fibrillaire en vert et les noyaux en bleu. (A) Dans
les filaments sont observées d’intenses accumulations de nanoparticules au sein de phagocytes
sous-épithéliaux. (B) Par rapport aux observations réalisées précédemment avec des
nanoparticules nues, des nanoparticules adsorbées avec de la lectine PNA sont observées dans
les lamelles (fleches). (B’-B’’) Les vues orthogonales du cadre blanc présent dans (B) indiquent
que ces accumulations se localisent au sein de la couche épithéliale ou sous-épithéliale et non au
sein de la lumiére vasculaire. Pc : Cellule pilier. Barres d’échelle : 20 pm pour (A-B) et S pm
pour (B’-B”’)



Muqueuse cutanée

L’administration de nanoparticules nues dans de I’eau légeérement saumatre ne semble pas
modifier la biodistribution par rapport a une méme administration dans 1’eau d’animalerie
usuelle. Les nanoparticules sont toujours capables de pénétrer les cellules pavimenteuses de la
couche superficielle et d’étre accumulées au sein de phagocytes résidant dans I’épiderme
(Figure 59-A). L’ajout d’une stratégie de ciblage consistant a adsorber de la lectine PNA sur
les nanoparticules semble induire un nouveau tropisme des nanoparticules. Bien que la
biodistribution de ces nanoparticules soit hétérogene le long de la peau, dans certaines régions
les nanoparticules ont été observées internalisées par les cellules de la couche basale de
I’épiderme (Figure 59-B). 1l semblerait que la prise en charge de ces nanoparticules par les
cellules pavimenteuses (kératinocytes) soit également renforcée. En effet, le signal de
fluorescence des nanoparticules observées parait plus intense et semble étre observé plus
fréquemment parmi ces cellules. Pour finir, les accumulations de nanoparticules au sein des
phagocytes intra-épidermiques semblent également plus intenses (Figure 59-C). Ainsi ces
données préliminaires indiquent une possible amélioration de la pénétration des nanoparticules
de PLA dans la muqueuse cutanée ou elles sont internalisées par un nouveau type de cellules et

ou les accumulations semblent plus intenses.

En ce qui concerne la stratégie de ciblage basée sur la lectine LTA, a part une possible
augmentation du nombre de kératinocytes internalisant des nanoparticules, ce qui nécessitera
une confirmation par une expérience de quantification, aucune autre observation ne semble

indiquer une biodistribution différente de celle des nanoparticules nues (Figure 59-D).
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Figure 59 : Evaluation préliminaire de la biodistribution de nanoparticules de PLA nues,
formulées avec de la lectine LTA ou bien formulées avec de la lectine PNA, au sein de la
muqueuse intestinale. Les acquisitions ont été réalisées en microscopie confocale spectrale sur
des cryosections (30pm) de poissons-zébre adultes exposés aux nanoparticules par immersion
durant 24h. Les nanoparticules sont illustrées en rouge, I’actine-fibrillaire en vert et les noyaux
en bleu. (A) La biodistribution des nanoparticules de PLA nues montre que les nanoparticules
sont capables de pénétrer la muqueuse cutanée ou elles sont internalisées par des kératinocytes
et accumulées par des phagocytes intra-épidermiques. (B) L’adsorption de lectine PNA sur les
nanoparticules de PLA semble leur procurer un tropisme additionnel. Des nanoparticules sont
en effet observées au sein de cellules composant la couche basale de I’épiderme. (C) Toujours
avec les nanoparticules de PLA-PNA, le tropisme envers les cellules pavimenteuses et les
phagocytes intra-épidermique est conservé, un signal intense de fluorescence étant observé dans
ces cellules. (D) L’adsorption de lectine LTA sur les nanoparticules de PLA ne semble pas
influer sur la biodistribution. Les nanoparticules sont détectées au sein des kératinocytes (peut-
étre plus fréquemment) et des phagocytes intra-épidermiques. Barres d’échelle : 20 pm (A-D)



Conclusion partielle

Ces résultats préliminaires indiquent que les deux stratégies de ciblages, développées pour
répondre aux objectifs du travail de thése, posséderaient chacune une influence différente sur
la biodistribution des nanoparticules de PLA. La stratégie de ciblage basée sur la lectine LTA
parait favoriser la pénétration des nanoparticules vers la muqueuse intestinale, en particulier
dans la région de I’intestin intermédiaire. La stratégie de ciblage induite par I’adsorption de
lectine PNA semble quant a elle étre capable de moduler la biodistribution au sein des trois
mugqueuses étudiées. Bien que 1’effet ne soit pas flagrant au niveau de la muqueuse intestinale,
de nouveaux tropismes ont pu étre observés dans les branchies et la peau, en plus d’une

potentielle augmentation de la prise en charge générale des nanoparticules.

Néanmoins, ces données demeurent préliminaires. Il est donc nécessaire de réaliser une
¢valuation de la prise en charge dans les organes pour mieux déterminer 1’efficacité de ces deux

stratégies de ciblage.

Parmi les deux stratégies développées, c’est celle impliquant la lectine PNA qui a été choisie
pour approfondir les caractérisations. D’une part parce que c’est la stratégie qui semble la plus
prometteuse pour augmenter la prise en charge générale dans les muqueuses, mais aussi parce
que c’est cette stratégie qui a induit de nouveaux tropismes pour les nanoparticules de PLA. De
plus, ces nouveaux tropismes ont été observés dans les muqueuses branchiale et cutanée, les
deux muqueuses ou la biodistribution des nanoparticules de PLA nues a été caractérisée plus

en détails au sein de la premiere partie.

L’expérience a pour objectif d’évaluer I’effet de 1’adsorption de la lectine PNA sur la
pénétration des nanoparticules dans les branchies et la peau. Cela devrait permettre de définir
plus robustement si cette stratégie augmente la quantité de nanoparticules prise en charge dans
ces muqueuses. Les suspensions cellulaires provenant des branchies ou de la peau de poissons-
z&bre ont donc été analysées par cytométrie de flux sur la détection du fluorophore encapsulé
dans les nanoparticules. Les données ont été acquises a partir de poissons-zebre adultes exposés
aux nanoparticules (0.01%) par immersion durant 24 heures. Pour chaque organe, nous avons
fait les acquisitions de suspension cellulaire provenant: de poissons non-exposés aux

nanoparticules afin de déterminer le seuil d’autofluorescence, de poissons exposés a des



nanoparticules de PLA nues fluorescentes, de poissons co-exposés a des nanoparticules de PLA
nues fluorescentes et a de la lectine PNA soluble, de poissons exposés a des nanoparticules de

PLA avec de la lectine PNA adsorbée.

Muqueuse Branchiale (Figure 60-A)

En moyenne, 1,36% des cellules de branchies sont positives aux nanoparticules nues ce qui est
en accord avec les observations réalisées dans la partie 1. L’adsorption de la lectine PNA ne
montre aucune modification significative avec une moyenne a 1,26% de cellules NP". Lorsque
la lectine est co-administrée soluble avec les nanoparticules de PLA nues, le nombre de cellules
NP* augmente significativement par rapport a la condition ou elle est adsorbée (2,19%). En
considérant un risque de 6% de visualiser un faux-positif, cela semble également augmenter
vis-a-vis de I’administration de nanoparticules de PLA sans lectine. La différence entre les
conditions PNA adsorbée ou soluble conforte I’idée que la lectine est bien adsorbée a la surface

des nanoparticules lorsque 1’on effectue 1’administration des nanoparticules de PLA-PNA.

L’intensité moyenne de fluorescence par cellule a également été analysée, elle est directement
liée a la quantité de nanoparticules internalisées par les cellules. Bien que 1’adsorption de la
lectine PNA sur les nanoparticules de PLA n’influence pas le nombre de cellules NP”, la
quantité¢ de nanoparticules par cellule est en moyenne doublée significativement par rapport a
la condition ou seules des nanoparticules nues ont été administrées. Dans la condition ou la
lectine est administrée soluble, avec une forte versatilité entre les acquisitions, la quantité de

nanoparticules par cellules parait plus élevée mais n’est pas significativement différente.

Cette expérience confirme que la stratégie de ciblage mise au point permet d’augmenter la prise
en charge des nanoparticules de PLA par les branchies (+113%), ce qui est loin d’étre
négligeable. De plus, la lectine soluble semble avoir le potentiel d’étre capable d’améliorer la

prise en charge des nanoparticules par les branchies



Muqueuse cutanée (Figure 60-B-C)

Au niveau de la peau, I’absence d’influence de la lectine PNA soluble sur la prise en charge des
nanoparticules de PLA nues est en contraste avec les données provenant de la muqueuse

branchiale.

En considérant un risque de 11% d’avoir obtenu un faux-positif, 1’adsorption de la lectine PNA
sur les nanoparticules semble pouvoir amplifier le nombre de cellules NP*. De méme, avec un
risque de 6% d’observer un faux-positif, cette stratégie semble également augmenter la quantité
de nanoparticules par cellules. Les données sont a la limite de la significativité (marge d’erreur :
<5%), la réalisation de nouvelles acquisitions provenant de nouveaux €échantillons biologiques
pourrait permettre d’améliorer la pertinence des résultats. Si aprés augmentation du nombre de
spécimens ces observations se confirmaient, I’adsorption de la PNA serait capable de multiplier

par 7 la quantité de nanoparticules pénétrant la muqueuse cutanée.

. L’observation des back-gates sur la population de cellules NP" révéle I’apparition d’une sous
population parmi les poissons ayant internalisé le plus de nanoparticules de PLA-PNA. (Figure

60-C:ovale rouge).
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Figure 60 : Evaluation de la prise en charge de nanoparticule dans les branchies et la peau par
cytométrie en flux. Les suspensions cellulaires proviennent de poissons-zébre adultes immergés 24
heures dans une solution de nanoparticules de PLA nues, de nanoparticules de PLA nues co-
administrées avec de la lectine PNA soluble ou bien de nanoparticules de PLA-PNA. (A) Dans la
mugqueuse branchiale, ’adsorption de lectine PNA double la quantité de nanoparticules internalisées
par cellule. La lectine soluble augmente également la quantité de nanoparticules par cellule, mais
également la quantité de cellules NP*. (B) Dans la muqueuse cutanée, seule I’adsorption de lectine
PNA permet d’augmenter et la quantité de cellules NP*, et la quantité de nanoparticules de PLA
par cellule. (C) Au sein des suspensions cellulaires provenant de muqueuse cutanée, la réalisation de
backgates sur les populations de cellules NP* révele la présence d’une sous-population de cellules
spécifiquement dans le cas ou la lectine PNA est adsorbée sur les nanoparticules. (D) Tableau
récapitulatif de la prise en charge des nanoparticules. La significativité est exprimée : p<0.05 (*)
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Conclusion partielle

Dans I’ensemble, les résultats de cette expérience suggerent que la lectine PNA soit capable
d’influencer la biodistribution des nanoparticules de PLA, aussi bien adsorbée sur les
nanoparticules que soluble. La stratégie de ciblage pourrait permettre d’accroitre la pénétration

des nanoparticules dans les branchies et la peau du poisson-zebre lors d’une immersion.

De plus, le fait que la lectine soluble semble avoir un effet sur la biodistribution des
nanoparticules souléve 1’hypothese que plusieurs mécanismes sont potentiellement impliqués

dans cette augmentation de la prise en charge des nanoparticules de PLA-PNA.

Des recherches supplémentaires sont donc nécessaires pour essayer d’appréhender le mode
d’action de cette stratégie de ciblage. Bien que la stratégie soit efficace pour augmenter la
biodistribution des nanoparticules de PLA dans ces deux organes, en comprendre le

fonctionnement permettrait d’optimiser les parameétres d’administration.

Les expériences précédentes ont soulevé de nouvelles interrogations dont la résolution nécessite
des données sur le mode d’action de cette stratégie de ciblage basée sur I’adsorption de lectine
PNA sur les nanoparticules de PLA. L’objectif de cette évaluation préliminaire est de mieux
appréhender le devenir de la lectine PNA adsorbée sur les particules lors de I’administration
par immersion. En effet les questions soulevées sont: La lectine se décroche-t’elle des
nanoparticules ? La biodistribution de la lectine est-elle identique a celles des nanoparticules ?

Est-ce qu’il y a un ciblage spécifique de certaines cellules par la lectine PNA?

Pour répondre a ces questions, des poissons-zebres adultes ont été exposés par immersion (24
heures) a des nanoparticules de PLA-PNA (0.01%) fluorescentes au sein d’une eau légérement
saumatre. Une fois les immersions finies, les poissons ont €té euthanasiés, fixés, congelés, puis
des cryosections de 30 um d’épaisseur ont été réalisées. Ensuite, les observations ont été
focalisées sur les muqueuses branchiale et cutanée apres avoir réalisé un immuno-marquage
anti-PNA. Considérant la faible quantité de lectine présente sur les nanoparticules, le marquage
a été réalisé en utilisant 3 anticorps successifs afin de réduire les marquages non-spécifiques et

d’amplifier suffisamment le signal spécifique de la lectine PNA.



Muqueuse Branchiale

La premiere étape réalisée fut la détermination de I’existence des épitopes endogenes reconnus
par ’anticorps anti-PNA. Le marquage sur des poissons-zebres exposés a des nanoparticules

nues n’a pas révelé d’épitopes endogenes (Figure 61-A).

Concernant I’administration des nanoparticules de PLA-PNA, il semble que I’anticorps ne soit
pas capable de se fixer sur la lectine PNA adsorbée, ce qui est possiblement dii a un
encombrement stérique. Par contre le marquage révele la présence de lectine PNA en surface
de certaines cellules épithéliales ayant internalisé (pointe de fleche blanche) ou non (pointe de
fleche ) des nanoparticules (Figure 61-B-C). Cela indique que non seulement il existe des
séquences « Gal-p(1-3)-GalNAc » en surface de certaines cellules pavimenteuses, mais aussi
qu’il y a un potentiel effet de compétition d’affinité entre les nanoparticules et la surface de ces
cellules pour la lectine PNA. Néanmoins il n’est pas possible a ce point de déterminer si cela
favorise le passage des nanoparticules ou non, certaines cellules recouvertes de PNA n’ayant
pas internalis¢ de nanoparticules. En contraste, au sein des phagocytes accumulant les
nanoparticules (Etoile blanche) se trouve ¢galement un marquage intense de la lectine PNA.
Cela indique que les lectines PNA initialement adsorbées en surface des nanoparticules ne se
fixent pas intégralement en surface des cellules épithéliales et qu’elles peuvent avoir

potentiellement un effet sur I’internalisation des nanoparticules par les phagocytes.

Concernant I’apparition du nouveau tropisme des nanoparticules vers des cellules de lamelles
de branchies, ces intenses accumulations de nanoparticules sont localisées en-dessous de
membranes plasmiques recouverte de lectine PNA (étoile magenta). Cela conforte I’idée que la
liaison de la lectine PNA puisse tout-de-méme affecter la prise en charge des nanoparticules de

PLA (Figure 61-D-D’).

Enfin, les cryosections étant d’une épaisseur de 30 pm, des projections 3D ont pu étre réalisées
a partir d’acquisitions tous les micrometres (Figure 61-E). Ces projections 3D confirment que
la fixation de lectine PNA en surface des cellules pavimenteuses de branchies est spécifique a
certaines cellules, il est d’ailleurs possible d’observer la limite entre deux cellules recouvertes

de PNA.
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Figure 61 : Distribution de la lectine PNA adsorbée sur de nanoparticules de PLA au sein de la
muqueuse branchiale. Les acquisitions ont été réalisées en microscopie confocale spectrale sur des
cryosections (30nm) de poissons-zébre adultes exposés aux nanoparticules par immersion durant
24h au sein d’une eau légerement saumatre. Les nanoparticules sont illustrées en rouge, la lectine
PNA en vert et les noyaux en bleu. (A) Le marquage anti-PNA au sein de poissons exposés a des
nanoparticules nues sans lectine ne révéle pas la présence d’épitope endogene. (B-C) La lectine
adsorbée sur les nanoparticules recouvre I’extrémité apical de certaines cellules pavimenteuses,
qu’elles aient internalisé ou non des nanoparticules. La lectine est également internalisée par les
phagocytes accumulant les nanoparticules. (D-D’) La réalisation de vue orthogonale montre qu’au
sein des lamelles, les accumulations intenses se situent a proximité de membranes plasmiques
recouvertes par de la PNA. (E) Projection 3D de I’ensemble d’une cryosection qui illustre le
caractere spécifique de la liaison de la lectine PNA en surface de certaines cellules pavimenteuses.
Barres d’échelles : 20 pm (A-D’)



Muqueuse cutanée

La distribution de la lectine PNA, adsorbée initialement sur les nanoparticules de PLA, au sein
de la peau semble relativement similaire a celle au niveau de la muqueuse branchiale. Comme
pour les branchies, la lectine recouvre spécifiquement certaines cellules pavimenteuses (Figure
62-A-B). De méme ces cellules ne sont pas nécessairement positives pour 1’internalisation de
nanoparticules. Par contre, la lectine n’est pas détectée au sein des accumulations intra-
épidermiques de nanoparticules. Il est possible que ces phagocytes ne prennent en charge que
des nanoparticules sans lectine PNA, ou bien que la lectine ne se soit pas encore décrochée des
nanoparticules dans le compartiment cellulaire. En effet, I’anticorps anti-PNA utilisé n’est pas

capable de révéler la lectine encore adsorbée sur les nanoparticules de PLA.

Les réalisations des projections 3D confirment, comme pour les branchies, que la lectine PNA
recouvre spécifiquement certaines cellules pavimenteuses (Figure 62-C). La projection 3D
illustrée et I’acquisition en B sont issues de la méme cryosection, la fléche mauve est un repére

indiquant la correspondance entre les régions.

Conclusion partielle

Les résultats montrent que la lectine semble interagir d’'une maniére similaire avec les
composantes biologiques des muqueuses branchiales et cutanées. En effet, plusieurs
phénomenes de liaison de la lectine PNA avec des composants organiques des muqueuses
branchiale et cutanée ont été observés. Néanmoins a ce stade il n’est pas possible de déterminer
s’ils sont impliqués dans les effets observés sur la biodistribution durant 1’expérience de

cytométrie en flux..

Ces résultats demeurent préliminaires et ne permettent ainsi que d’entrevoir un apercu de I’effet
de la lectine PNA sur la biodistribution des nanoparticules de PLA. De nombreuses études plus

approfondies sont nécessaires afin de pouvoir voir émerger les premicres conclusions.
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Figure 62 : Distribution de la lectine PNA adsorbée sur de nanoparticules de PLA au sein
de la muqueuse cutanée. Les acquisitions ont été réalisées en microscopie confocale
spectrale sur des cryosections (30um) de poissons-zébre adultes exposés aux
nanoparticules par immersion durant 24h au sein d’une eau légérement saumatre. Les
nanoparticules sont illustrées en rouge, la lectine PNA en vert et les noyaux en bleu. (A-
B) La lectine PNA recouvre ’extrémité apicale de cellules pavimenteuses mais n’est pas
détectée au sein des accumulations intra-épidermiques de nanoparticules. (C) Projection
3D illustrant la spécificité du recouvrement de la surface plasmique de certaines cellules
pavimenteuses par la lectine PNA. Barres d’échelle : 20 pm (A-B)



3.Matériels et méethodes

Analyse des caractéristiques des suspensions nanoparticulaires.

Le diametre moyen et 1I’homogénéité de taille (Ip) des différentes formulations de
nanoparticules de PLA, ont été déterminés par la méthode de diffusion dynamique de la lumicre
en utilisant un appareil Zetasizer nanoS (MALVERN INSTRUMENT,UK). Cette technique

repose sur le mouvement brownien des nanoparticules en suspension.

Adsorption des LTA et PNA.

La lectine LTA a été adsorbée sur les nanoparticules de PLA par un mélange volume a volume
d’une solution de lectine LTA (25 ng/mL) et de nanoparticules de PLA (0,5%). Le mélange est

ensuite agité rotativement pendant 2h a TA puis stocké a 4°C jusqu’a utilisation.

La lectine PNA a été adsorbée sur les nanoparticules de PLA par un mélange volume a volume
d’une solution de lectine PNA (50 pg/mL) et de nanoparticules de PLA (0,5%). Le mélange est

ensuite agité rotativement pendant 2h a TA puis stocké a 4°C jusqu’a utilisation.

Histologie — Expérience préliminaire.

Afin d’évaluer qualitativement la biodistribution des nanoparticules de PLA-LTA et PLA-PNA,
des poissons-zeébre adultes ont été exposés par immersion aux différentes formulations de
nanoparticules (0,01%) durant 24h. Les différentes conditions sont les suivantes : controle
négatif en absence de nanoparticules, controle d’exposition avec des nanoparticules de PLA
nues, exposition aux nanoparticules de PLA-LTA, exposition aux nanoparticules de PLA-PNA.
Chaque formulation de nanoparticules utilisée possédait du CELLTRACE BODIPY TR
METHYLESTER (Life technologies) encapsulé pour pouvoir les détecter par fluorescence.

Les poissons ont été mis a mort apres les 24h d’exposition par surdose d’anesthésiant (tricaine
— Sigma aldricht), puis fixés en PFA 4% (thermofischer) congelés en isopentage (Sigma-

Aldricht) et cryosectionnés (30 um).

Les lames ont été traitées avec de la phalloidine-dylight488 (Thermofischer) et du DAPI

(Sigma-aldricht) pour révéler la structure des tissus et les noyaux, respectivement.
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Aprés montage des lames avec du vectashield, les acquisitions ont été réalisées avec un
microscope confocal spectral droit SP5 (Leica). Les données ont ensuite été analysées avec le

logiciel Imagel.

Deux poissons par condition ont été utilisés.

Histologie — Marquage anti-PNA

Des cryosections non-traitées, provenant de poissons-zeébre exposés aux nanoparticules de
PLA-PNA durant 24h par immersion, obtenues ci-dessus ont été utilisées. Les lames ont tout
d’abord été saturées avec une solution de BlockAid non diluée (Thermofischer) durant 30
minutes a TA, puis incubées en présence d’un anticorps de chévre anti-PNA (Vector lab - 1/500
1h TA), puis apres lavage, d’un anticorps de lapin anti- chévre (Jackson — 1/500 30mn TA),
puis apres un autre lavage, d’un anticorps anti-lapin-dylight488 (Thermofischer — 1/500 30mn
TA)

Les lames ont ensuite été traitées avec du DAPI (3 pg/mL) pendant 10 minutes et montées avec
du milieu de montage vectashield (Vector lab). Les acquisitions ont été réalisées avec un
microscope confocal spectral droit SP5 (Leica). Les données ont ensuite été analysées avec le

logiciel Imagel.

Cytométrie en flux

Plusieurs conditions d’exposition de poissons-zebre adultes ont été réalisées :
- Controle négatif en absence de nanoparticule

- Controle d’administration de nanoparticules de PLA nues (0,.01%)

- Co-administration de nanoparticules de PLA nues (0,01%) et de la lectine PNA soluble (1
pg/mkL)

- Administration de nanoparticules de PLA avec de la lectine PNA adsorbée (0,01% et 1pg/mL)

Chaque poisson est immergé individuellement dans 100 mL d’eau d’animalerie / PBS 0.04X,
contenant ou non les différentes formulations ci-dessus, durant 24h a 28°C. Afin de pouvoir
détecter les nanoparticules par fluorescence, chaque formulation nanoparticulaire ci-dessus

avait du CELLTRACE BODIPY TR METHYLESTER encapsulé.



Les poissons ont ¢t¢ mis a mort par excés d’anesthésiant, les branchies et la peau ont été
prélevées dans une solution de PBS1X/Héparine (1U/mL)/SVF (2%) a 4°C. Les suspensions
cellulaires ont été obtenues en homogénéisant les organes prélevés a travers un filtre cellulaire
a maille de 40um (Fisherbrand). S’en est suivi un cycle de lavages, pour retirer le maximum de
débris et de graisses, par centrifugation (400g 8mn 4°C) et resuspension en PBS1X/SVF (2%).
Les suspensions cellulaires ont ensuite été traitées avec du DAPI (2,5 pg/mL), pour exclure les
cellules mortes, juste avant 1’acquisition des données. Celle-ci a été réalisée en utilisant un
cytometre de flux LSRII (BD Biosciences). Les données ont ensuite été analysées avec le

logiciel FlowJo v7.6.5.

4.Conclusion

Lors du travail de thése, deux stratégies de ciblage ont été identifiées sur les bases du
biomimétisme des lectines. Les lectines LTA et PNA ont chacune été adsorbées sur des
nanoparticules de PLA ce qui a fourni des formulations de qualité en terme d’homogénéité, de
taille et de stabilité. La stratégie basée sur la lectine LTA s’est avérée potentiellement bénéfique
pour la pénétration des nanoparticules dans la muqueuse de I’intestin intermédiaire. Etudiée
plus en détail, la stratégie utilisant la lectine PNA adsorbée procure de nouveaux tropismes aux
nanoparticules de PLA dans les branchies et la peau. Cette stratégie est efficace pour augmenter
d’un facteur 2 la prise en charge des nanoparticules par la muqueuse branchiale, tandis qu’une
potentielle augmentation de la prise en charge au sein de la muqueuse cutanée semble
envisageable. Néanmoins, ces données ont soulevé de nombreuses questions sur les
mécanismes impliqués dans ces effets bénéfiques sur la biodistribution des nanoparticules de

PLA.

Quoi qu’il en soit, ces deux stratégies méritent d’étre étudiées plus en détail, au niveau de la
quantification mais également sur I’identification de leur mode d’action. En effet, étre capable
d’orienter la pénétration des muqueuses par les nanoparticules avec une infime quantité de

lectines pourrait ouvrir de nombreuses perspectives d’applications.

172



BIODISTRIBUTION INTRAVEINEUSE

1.Infroduction

L’administration intraveineuse est une des voies les plus utilisées pour I’administration de
principes actifs. Néanmoins, elle est mal adaptée pour I’administration de produits hydrophobes
et souffre en général d’un manque de spécificité responsable de 1’apparition d’effets
indésirables. L utilisation de nanoparticules, comme celles a base de PLA ¢laborées au sein de
I’équipe du Dr.VERRIER, rend possible 1’utilisation de composés hydrophobes (encapsulés
dans la matrice de polymere). De plus, ces nanoparticules sont compatibles avec ’utilisation de
stratégies de ciblage capable de réduire le manque de spécificité inhérent aux injections
systémiques. De plus, lors des administrations par immersion, nous avons pu observer que les
nanoparticules de PLA atteignent la circulation sanguine. Il nous est donc paru opportun
d’analyser le devenir et la biodistribution des nanoparticules de PLA aprés administration

intraveineuse.

Malheureusement, peu de données sont accessibles concernant les interactions des
nanoparticules de PLA avec le systétme vasculaire in vivo. Une étude a montré que les
nanoparticules de PLA sont internalisées in vitro par des lignées de cellules endothéliales
provenant de la vasculature cérébrale (307). In vivo, ces mémes auteurs ont observé la
fluorescence contenue dans les nanoparticules au niveau de vaisseaux sanguins cérébraux de

souris (308).

Réalisée en collaboration avec 1’équipe du Dr.LEVRAUD, 1’objectif principal de cette partie
est de mieux comprendre, aprés une injection intraveineuse, le devenir in vivo des
nanoparticules de PLA et comment elles interagissent avec le systéme circulatoire. Ces études
seront plus ¢€laborées sur 1’endothélium vasculaire et les phagocytes du systéme réticulo-
endothélial. Nous analyserons le dynamisme du devenir des nanoparticules de PLA apres
I’injection intraveineuse de nanoparticules de PLA au sein de larves de poissons-zebre (3 jours
post-fécondation). Ensuite nous étudierons également la prise en charge des nanoparticules au
niveau du systéme réticulo-endothélial apres injection intraveineuse chez le poisson-zebre

adulte.
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2.Résultats

L’injection de nanoparticules de PLA fluorescentes au sein de larves de poissons-zébre
transgéniques ou les cellules endothéliales sont mises en évidence, par 1’expression d’une
protéine fluorescente sous le contrdle d’un promoteur spécifique aux cellules endothéliales,
suggeére que les nanoparticules puissent étre capables d’atteindre 1’intégralité du systéme
vasculaire. En effet la distribution de la fluorescence des cellules endothéliales (Figure 63-A)

et de celle provenant des nanoparticules de PLA (Figure 63-B), sont superposables.

Site d’injection

Figure 63 : Des nanoparticules de PLA fluorescentes (rouge), 1h aprés injection
intraveineuse au sein de larves de poissons-zébre transgéniques (fli :GFP) de 3
jours, sont distribuées le long du systéme vasculaire (vert). Les acquisitions ont
été réalisées sur des spécimens vivants par stéréomicroscope a fluorescence. (A)
Distribution du systéme vasculaire, les cellules endothéliales étant illuminées en
vert. (B) Distribution des nanoparticules de PLA aprés injection dans la veine
post-cardinale.

Cette observation laisse penser qu’une interaction in vivo des nanoparticules de PLA avec les
cellules endothéliales est possible. Pour vérifier cette hypothése, des acquisitions en
microscopie confocale ont été réalisées au niveau des canaux de Cuvier et du vitellus. Au sein
de ces régions les cellules endothéliales sont proches de la surface, lors d’acquisitions « live »

les lasers perdent moins de puissance a cause de la pénétration des tissus a traverser, la qualité



des observations s’en retrouve préservée. En utilisant des lignées transgéniques, ces
acquisitions ont révélé que les nanoparticules de PLA nues sont internalisées par des cellules

endothéliales (Figure 64-A) et des macrophages sous-jacents (Figure 64-B).

L’utilisation thérapeutique des nanoparticules peut impliquer une adsorption de protéine. Pour
¢valuer si une adsorption de protéine peut interférer la prise en charge des nanoparticules de
PLA par ces deux types cellulaires, une adsorption de protéine p24 (VIH) a été réalisée. Le
laboratoire du Dr.VERRIER posséde une grande expertise sur 1’adsorption de cette protéine.
Ces nanoparticules de PLA-p24 ont ensuite été co-injectées avec des nanoparticules de PLA
nues au sein de larves de poisson-zebre des mémes lignées transgéniques que précédemment.
Aucune interférence n’a été observée, les deux formulations co-localisent au sein des cellules
endothéliales (Figure 64-C) et leurs macrophages sous-jacents (Figure 64-D). Cette expérience
suggere que I’adsorption d’une protéine sur les nanoparticules n’interférer pas nécessairement
avec leur biodistribution. Ce résultat est encourageant pour la réalisation d’études utilisant les

nanoparticules de PLA pour I’administration de protéines a des fins thérapeutiques.
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Figure 64 : Prise en charge de nanoparticules de PLA nues ou formulées avec un antigene
adsorbée (p24), par des cellules endothéliales et des macrophages 2h aprés injection
intraveineuse. Les illustrations sont des projections max d’acquisitions réalisées proche
des canaux de cuvier, par microscopie confocale sur spécimens vivants. (A) Les
nanoparticules de PLA nues (rouge) sont internalisées par les cellules endothéliales (vert
- fli:GFP). (B) Les nanoparticules de PLA nues (vert-fleches blanches) sont également

internalisées par des macrophages (rouge — mpegl:RFP). (C) Nanoparticules nues ( )
et nanoparticules formulées (magenta) sont co-distribuées au sein des cellules
endothéliales ( ). (D) Nanoparticules nues (bleu) et nanoparticules formulées (vert)

sont également co-internalisées par des macrophages (rouge). Barres d’échelle : 75 pm (A,
C-D) et 250 pm (B)

Aprées avoir montré I’internalisation des nanoparticules par les cellules endothéliales et les
macrophages, s’est posé la question du dynamisme de cette prise en charge, combien de temps
les nanoparticules demeurent circulantes ? Que deviennent les nanoparticules au cours du

temps ?



Des acquisitions au microscope confocal ont été réalisées sur des cryosections (30 pum)
provenant de larves de poissons-zébre 30 minutes, 4 heures et 24h aprés injection intraveineuse
de nanoparticules de PLA nues fluorescentes. Au sein de larves transgéniques ou les
macrophages sont illuminés en rouge, la prise en charge des nanoparticules est effective des 30
minutes par ces cellules (Figure 65-A). Néanmoins tous les macrophages n’internalisent pas
de nanoparticules (Figure 65-B étoile). Bien que ces acquisitions ne montrent qu’un aspect
qualitatif, 24 heures aprés I’injection certains macrophages semblent posséder d’intenses

accumulations de nanoparticules par rapport au temps 30 minutes (Figure 65-C).

Au sein de larves transgéniques ou les cellules endothéliales sont illuminées en vert, la prise en
charge des nanoparticules par ces cellules est également effective dés 30 minutes (Figure 65-
D). Aucune différence de localisation des nanoparticules n’a été observée a 4 heures (Figure
65-E) et a 24 heures (Figure 65-F) apres I’administration. De méme, aucune fluorescence n’est
détectée dans la lumiere des vaisseaux sanguins quel que soit le temps post-administration. Il

est donc probable qu’a 30 minutes plus aucune nanoparticule ne soit circulante.

Une fois dans la circulation sanguine, les nanoparticules semblent rapidement prises en charge

par I’endothélium et les macrophages qui lui sont environnants.



Figure 65 : Cinétique de prise en charge de nanoparticules de PLA nues par des macrophages et des
cellules endothéliales, de 30 minutes a 24 heures apres injection intraveineuse au sein de larves de
poissons-zebres. Les acquisitions ont été réalisées par microscopie confocale sur des cryosections (30
pm) de larves mpegl:RFP ou les macrophages sont fluorescents en rouge (A-C), et de larves fli: GFP
ou les cellules endothéliales sont fluorescentes en vert (D-F). Les cryosections sur larve mpegl:RFP
ont été traitées avec de la phalloidine-dylight633 (magenta) et du DAPI. Les nanoparticules de PLA
nues sont internalisées dés 30mn au sein des macrophages (A - NPs / macrophages / noyaux / Actine-
F) et des cellules endothéliales (D - NPs / cellules endothéliales). A ce temps, aucune fluorescence n’est
détectée au sein de la lumiére des vaisseaux sanguins. Bien qu’il y ait des macrophages négatifs aux
nanoparticules, celles-ci sont toujours observées au sein de macrophages 4h (B) et 24h (C) apreés
injection. A 24h, le signal des nanoparticules est trés intense au sein des macrophages. Les
nanoparticules sont également toujours observées au sein des cellules endothéliales 4h (E) et 24h (F)
apres injection. Barres d’échelle : 20 pm (A-C) et 10 pm (D-F).

Afin de caractériser plus en détail le devenir des nanoparticules de PLA apres une injection
intraveineuse, la microscopie électronique a été utilisée pour réaliser des observations a
I’échelle subcellulaire. Pour garantir la détection des nanoparticules de PLA, de I’or colloidal
(6 nm) dense aux ¢électrons a été incorporé au sein de leur matrice durant la nanoprécipitation.
Pour étudier le devenir de I’intégrité nanoparticulaire, la fenétre d’étude a également été étendue

de 30mn — 24h a 10mn — 7 jours.



Cette cinétique montre que 10 minutes apres 1’injection intraveineuse, des nanoparticules de
PLA sont déja internalisées par les cellules endothéliales tandis que d’autres sont circulantes
dans le flux sanguin (Figure 66-A Fléche / pointes de fleche jaunes, respectivement). Toutes
les étapes d’internalisation des nanoparticules par les cellules endothéliales ont pu étre
observées, du premier contact entre les nanoparticules et la membrane plasmique, jusqu’a leur
observation dans le systéme endo-membranaire (Figure 66-B-D). Le mode d’internalisation
n’est pas clair. Des invaginations de la membrane plasmique montrant a ce niveau une densité
aux ¢électrons plus importantes que dans les autres régions, laissent supposer une endocytose
par la voie des clathrines (Figure 66-B). Cependant, des figures de macropinocytoses et de
phagocytose ont été ¢galement observées (Figure 66-C), suggérant que ’internalisation des
nanoparticules pourrait s’effectuer selon différents processus. La taille de 200 nm des

nanoparticules correspond a la limite connue entre pinocytose et phagocytose.

Aucune nanoparticule n’a pu étre détectée au sein du plasma sanguin 30 minutes apres
I’injection (Figure 66-E), confirmant que la circulation des nanoparticules dans le flux sanguin
est transitoire. De méme, de nombreuses nanoparticules sont toujours détectées au sein du
systtme endo-membranaire des cellules endothéliales. L’aspect de ces nanoparticules ne
semble d’ailleurs pas dégradé. Ces observations permettent de se rendre compte que pour un
signal de fluorescence détecté par microscopie confocale dans 1I’expérience précédente, il peut
s’agir d’une multitude de nanoparticules accumulées au sein d’'un méme emplacement

subcellulaire.

L’allure des nanoparticules semble stable durant les premicres 24h comme en témoigne les
observations a 4h (Figure 66-F) et a 24h (Figure 66-G) apres I’administration, que ce soit a

I’intérieur d’une cellule endothéliale ou bien d’un phagocyte sous-jacent (fleche rouge).

Il faut attendre 3 jours aprés l’injection intraveineuse pour observer une évolution de
I’apparence des nanoparticules internalisées. L’ or colloidal semble s’échapper de la matrice des
nanoparticules (Figure 66-H). 1l est envisageable que cette observation puisse étre liée a une
dégradation des nanoparticules. Quatre jours apres I’administration, plusieurs aspects différents
de nanoparticules ont été observés a I’intérieur des cellules. Un aspect qui semble similaire aux
temps précédents est visible parmi certaines cellules (Figure 66-1), tandis que des
nanoparticules internalisées par d’autres cellules semblent dans un état de dégradation avancé.
Parmi ces derniéres, les nanoparticules de PLA ne sont presque plus détectées, ce qui n’est pas
le cas de nombreux agrégats d’or colloidal (Figure 66-J). Cette hétérogénéité dans 1’allure des
nanoparticules de PLA est plus flagrante 7 jours apres 1’administration. Ce qui ressemble a une

« pate » de PLA amorphe a été observée au sein de certaines cellules endothéliales (Figure 66-



K-L), tandis que parmi d’autres cellules sont observées des réminiscences de nanoparticules de
PLA et des agrégats d’or colloidal (Figure 66-M). Enfin, seuls des agrégats d’or colloidal sont
visibles parmi le systéme endo-membranaire de certaines cellules, aucune présence de PLA n’y
¢tant détectée (Figure 66-N). Ces observations semblent indiquer qu’une dégradation de
I’intégrité particulaire des nanoparticules de PLA est possible dans les sept jours suivant leur

internalisation par des cellules in vivo.

Cette ¢étude a 1’échelle subcellulaire a permis de mieux appréhender le devenir des
nanoparticules in vivo, concernant les voies d’internalisation impliquées, leur comportement

dans le flux sanguin et leur stabilité colloidal une fois prise en charge.
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Figure 66 : Cinétique de prise en charge de nanoparticules de PLA nues avec de I’or colloidal (<10 nm)
encapsulé, par le systeme vasculaire de 10mn a 1 semaine aprés injection intraveineuse au sein de larves
de poisson-zébre de 3 jours. Les acquisitions ont été réalisées par microscopie électronique a transmission
sur des coupes ultrafines d’environ 60 nm d’épaisseur. (A-D) Observations 10mn aprés P’injection
intraveineuse. Les nanoparticules sont a la fois circulantes dans le plasma sanguin (pointes de fléche
jaunes) et prises en charge par les cellules endothéliales 10mn aprés ’injection (A). L’internalisation par
ces cellules implique un épaississement de la membrane plasmique (B-étoiles jaunes) ou bien la formation
de bras cytoplasmiques (C-étoile rouge). De nombreuses nanoparticules sont déja concentrées dans des
compartiments cellulaires (D). Plus aucune nanoparticule n’est détectée dans la circulation sanguine a 30
minutes (E). 4 heures (F) et 24 heures (G) aprés administration, les nanoparticules ne semblent pas
dégradées au sein des cellules endothéliales (fleches jaunes) ou de phagocytes (fleche rouge) qui leur sont
sous-jacents. C’est a partir d’au moins 3 jours que I’on observe un changement au niveau des
nanoparticules internalisées, I’or colloidal se libére de la matrice de PLA (H). La dégradation des
nanoparticules semble plus prononcée 4 jours aprés injection, au sein de certaines cellules les
nanoparticules sont encore discernables (I). Tandis que parmi d’autres cellules I’on observe plus
d’agrégats d’or colloidal que de nanoparticules de PLA (J). Au final, au bout d’une semaine il est possible
d’observer des « pates» de PLA amorphes (K-L), des nanoparticules de PLA avec une taille diminuée (M)
ou bien plus que des nano-cristaux d’or (N). Barres d’échelle : 100 nm (N), 200 nm (B-D,LLL), 1 pm (A,E,G)
et 500 nm (F,H,J-K,M)

(Figure 67)

Lors des précédentes observations, les accumulations de nanoparticules semblaient plus
intenses au sein des macrophages a 24 heures plutoét qu’a 30 minutes apres administration
(Figure 65). Afin d’approfondir cette observation, I’implication des macrophages dans la prise
en charge des nanoparticules de PLA, au cours du temps, a été quantifiée par cytométrie en
flux. Cette expérience a été réalisée sur des larves transgéniques mpegl:RFP afin de pouvoir
détecter les macrophages. Les macrophages sont rapidement impliqués dans 1’internalisation
de nanoparticules de PLA, presque 8% d’entre eux sont NP* 10 minutes aprés I’injection. Le
nombre de macrophages ayant internalisé des nanoparticules augmente ensuite continuellement
jusqu’a atteindre 17% 4h apres ’administration. Ensuite, ce pourcentage stagne a 24h malgré

la production de nouveaux macrophages.

Ainsi, la prise en charge des nanoparticules de PLA par les macrophages est continuelle dans
les premieres 24h. L’absence de nanoparticules de PLA circulante deés 30 minutes apres
I’injection souléve I’interrogation de comment les macrophages prennent-ils en charge les

nanoparticules entre 30mn et 24h aprés I’administration ?
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Figure 67 : Analyse de la cinétique de prise en charge des nanoparticules de PLA apres injection
intraveineuse, par cytométrie en flux. (A) Graphiques des différentes acquisitions, de 10 minutes a 24
heures. L’axe des abscisses indique la taille des événements, celui des ordonnées I’intensité de fluorescence
correspondant aux nanoparticules. (B) Histogramme indiquant les valeurs moyennes du pourcentage de
macrophages positifs aux nanoparticules, par rapport aux macrophages en général. Chaque acquisition a
été réalisée sur 10 embryons par duplicats.
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Lors d’acquisitions « live » pour étudier le comportement des macrophages apres injection
intraveineuse de nanoparticules de PLA, nous avons pu obtenir une vidéo d’une internalisation
de nanoparticules par un macrophage lorsqu’il n’y a plus de nanoparticules circulantes. Cette
vidéo a été réalisée en acquérant une pile d’image a chaque temps, la vidéo est composée des
projections d’intensité maximale de chaque pile. Dans la région superficielle du vitellus, les
nanoparticules sont majoritairement prises en charge par les cellules endothéliales dans
lesquelles elles forment des amas. Au début de la vidéo (Figure 68-A), un de ces amas est mis
en valeur par une fléche jaune. Cette vidéo montre un macrophage (rouge) négatif pour les
nanoparticules (vert), pointé par une fléche blanche. Ce macrophage établit un contact avec une
cellule endothéliale chargée d’amas de nanoparticules (Figure 68-B). Puis aprés étre resté en
contact une dizaine de minute avec cette cellule (Figure 68-C), il s’¢loigne avec des amas de
nanoparticules visibles a I'intérieur (Figure 68-D). Etant donné que la vidéo est composée de
superpositions d’images, cela aurait pu étre 1’effet d’une superposition entre le macrophage et
une autre cellule endothéliale contenant des nanoparticules. L’analyse de la pile d’acquisition
composant la projection max de I’encadré blanc (Figure 68-D), confirme que les nanoparticules
sont bien a I’intérieur de ce macrophage. Cela a été observé au sein de coupes optiques (Figure

68-E) mais également en étudiant les vues orthogonales (Figure 68-E’-E”).

De méme, les acquisitions réalisées par microscopie confocale pour déterminer la cinétique de
prise en charge par les macrophages a partir de cryosections (Figure 65) ont été analysées plus
finement. Un transfert de nanoparticules entre cellules endothéliales et macrophages (Figure

68-F-F”) semble avoir été observé. Le ou les processus cellulaires impliqués reste a élucider.



Figure 68 : Transfert de nanoparticules entre cellules endothéliales et macrophages. Les
acquisitions ont été réalisées par microscopie confocal en « live » (A-E’’) ou sur cryosections (F-
F’) (30 pm d’épaisseurs). Les nanoparticules (vert) ont été injectées en intraveineuse sur des
larves transgénique (mpegl:RFP) adgées de 3 jours post-fécondation. (A-D) Acquisitions
provenant d’une vidéo réalisée 1h20 aprés P’injection transformées en projections max, au
niveau de la surface du vitellus. Les amas de nanoparticules sont au sein de cellules endothéliales
(fleche jaune). Au début de la vidéo est observé un macrophage négatif pour les nanoparticules
(A). Quatre minutes plus tard, ce macrophage se met en contact avec une cellule endothéliale
chargée en nanoparticules (B). Le contact dure une dizaine de minutes (C) et lorsque le
macrophage repart, 3 amas de nanoparticules sont visibles a I’intérieur (D). L’analyse des
coupes optiques (E) et des vues orthogonales (E’-E’’) de la région encadrée de blanc dans (D)
confirme que les nanoparticules sont a I’intérieur du macrophage. Ce passage de nanoparticules
a également été observé sur les cryosections, 30mn apreés I’administration (F-F’). (F’) est une
vue orthogonale provenant de (F). Barres d’échelle : 100 pm (A-D), 50 pm (E) et 10 pm (F-F’).



Dans I’ensemble, les résultats obtenus permettent de mieux appréhender les relations des

nanoparticules de PLA nues avec le systéme vasculaire in vivo.

D’un point de vue dynamique, la prise en charge des nanoparticules est trés rapide et implique
diverses voies d’internalisation. Les nanoparticules internalisées sont ensuite dégradées, les

premicres dégradations totales étant observées apres 7 jours.

Enfin, il a été mis en évidence un transfert de nanoparticules d’une cellule endothéliale a une

cellule présentatrice d’antigéne. Le mécanisme impliqué demeure inconnu.

Ces résultats représentent un des premiers apergus du devenir des nanoparticules de PLA in

vivo a I’échelle cellulaire et intracellulaire.

Lors de I’administration de nanoparticules par immersion, nous avons montré que celles-ci
sont capables d’atteindre le systéme circulatoire et plusieurs organes internes comme le rein et
le foie. Pour savoir si les nanoparticules atteignant le sang sont capables de pénétrer ensuite le
rein et le foie, il a semblé pertinent d’étudier le devenir de nanoparticules administrées

directement dans le flux sanguin chez le poisson adulte.

A la différence des données obtenues lors des administrations par immersion (Publication trés
peu de nanoparticules ont été observées dans le foie (Figure 69-A) deux heures apres 1’injection
intraveineuse. Cela suggere que lors d’une administration par immersion, la prise en charge
hépatique des nanoparticules puisse ne pas impliquer la circulation sanguine. Deux heures apres
I’injection intraveineuse, une intense prise en charge de nanoparticules est observée dans les
tissus hématopoiétiques du rein. Les nanoparticules y sont internalisées par des cellules CMH2
positives (Figure 69-B), MPEGI positives (Figure 69-C) et MPX négatives (Figure 69-D). 1l
est possible que ces cellules NP soient des macrophages. De méme, des accumulations de
nanoparticules ont été¢ détectées au sein de macrophages spléniques (Figure 69-E). Ainsi, a
partir de la circulation sanguine les nanoparticules semblent capables de pénétrer efficacement

le rein et la rate, ou elles sont prises en charge par des cellules immunitaires.



Une semaine aprés [’administration intraveineuse, le fluorophore encapsulé dans les
nanoparticules est toujours détectable et ne semble pas avoir diffusé dans les tissus. Cela
suggere que les intenses fluorescences détectées puissent toujours témoigner de la présence des
nanoparticules. Des regroupements de cellules positives aux nanoparticules sont d’ailleurs
observés au niveau de la cavité branchiale (Figure 69-F). La présence de ces cellules a
¢galement été observée au sein d’un centre de mélanomacrophages (Figure 69-G), qui est une
structure immunitaire favorisant la présentation d’antigéne. Dans le rein et la rate, organes ou
les nanoparticules étaient accumulées au sein de macrophages quelques heures apres ’injection,
de nombreux regroupement de cellules positives aux nanoparticules sont également détectées

(Figure 69-H-1 et J, respectivement).

Une fois dans la circulation sanguine, les nanoparticules de PLA semblent donc capables de
pénétrer des tissus liés au systéme immunitaire, ou vont se former, au cours du temps, des amas

de phagocytes ayant internalisé des nanoparticules.
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Figure 69 : Tropisme des nanoparticules de PLA aprés injection intraveineuse chez le poisson-zebre adulte.
Les acquisitions ont été réalisées par microscopie confocale sur des cryosections (30pm) de poissons-zébre
adulte 2h (A-E) et 7 jours (F-J) apres ’injection. (A) Peu de nanoparticules (vert) atteignent le foie. En
rouge sont représentés les macrophages. (B) Les nanoparticules de PLA (rouge) sont internalisées par des
cellules CMH2" (vert) dans le rein. (C) Toujours dans le rein, les cellules internalisant les nanoparticules
(vert) sont également MPEG+ (rouge). (D) Enfin, aucune cellule MPX+ (vert) ne prend en charge de
nanoparticules de PLA (rouge) dans le rein. (E) Dans la rate, les nanoparticules (vert) sont également
accumulées par des cellules MPEG™ (rouge). Une semaine apreés I’injection, des regroupements de cellules
NP* (vert) sont observés dans la cavité branchiale (F), au sein de centre de mélanomacrophage (G), dans
le reins (H-I) et la rate (J). Barre d’échelle : 30 pm (A,D,G,I-J), 20 pm (B-C,E) et 100 pm (F,H)

3.Matériels et méthodes

Injection intraveineuse de nanoparticules dans des larves de poisson-zébre.

Des alevins de 3 jours ont été utilisés pour étudier cette voie d’administration. A ce stade de
leur développement, les embryons sont transparents avec un systéme vasculaire développé et
un systéme immunitaire inné fonctionnel. Des capillaires en borosilicate de 1 mm de diametre
extérieur et 0,58 mm de diameétre intérieur (Havard APPARATUS) ont été effilés grace a une

étireuse horizontale a laser (SUTTER Instrument-T2000) afin de réaliser les injections.

Les larves sont anesthésiées pendant Smn dans une solution de tricaine a 24 mg/100mL) puis
transférées sur un support en agarose immergé dans de 1’eau de Volvic. Les injections sont
réalisées avec un femtojet (Eppendorf) sous une loupe binoculaire au grossissement x60. Le
temps d’injection et la pression ont été ajustés jusqu’a ce qu’une goutte de 7/50 de mm
apparaisse apres une impulsion, ce qui représente un volume d’1 nL. Un volume de 2 a 5 nL de
suspension de nanoparticules de PLA est ensuite injecté¢ dans la veine post cardinale au milieu
du corps. Pour une concentration en nanoparticule de 0,5% cela représente une administration

de 1 10° a 5 10 nanoparticules.

Observation des nanoparticules de PLA dans le systéme circulatoire au sein de larves

vivantes.

Au sein du laboratoire du Dr.Levraud, différentes formulations de nanoparticules de PLA ont
¢été injectées par intraveineuse dans des larves de 3 jours, comme décrit précédemment. Pour
réaliser les observations, les larves ont été incluses dans de 1’agarose low-melting 2% sur une

lamelle et immergées dans une goutte d’anesthésiant. Les acquisitions et vidéos ont ensuite été



réalisées avec un microscope confocale inversé, ou bien une loupe a épifluorescence pour les

faibles agrandissements.

Ainsi, plusieurs lignées de poissons transgéniques et de nanoparticules de PLA fluorescentes

ont été utilisées :

- Injection de nanoparticules de PLA nues, contenant du CELLTRACE BODIPY TR
METHYLESTER, a 0,5% dans des larves d’une lignée transgénique fli: GFP.

- Injection de nanoparticules de PLA nues, contenant de la coumarine-6, a 0,5% dans des
larves de poissons-zebre d’une lignée transgénique mpegl:RFP

- Co-injection de nanoparticules de PLA nues, contenant du DPH, a 0,5% et de
nanoparticules de PLA avec de la p24 adsorbée (200pug/mL de p24 pour 0.5% de
nanoparticules mélangés 2h sur une roue a TA), contenant du CELLTRACE BODIPY
TR METHYLESTER, a 0,5% au sein de larves provenant d’une lignée transgénique
fli:GFP.

- Co-injection de nanoparticules de PLA nues, contenant du DPH, a 0,5% et de
nanoparticules de PLA avec de la p24 adsorbée (200pug/mL de p24 pour 0.5% de
nanoparticules mélangés 2h sur une roue a TA), contenant de la coumarine-6, a 0,5%

au sein de larves provenant d’une lignée transgénique mpegl:RFP.

La vidéo présentée provient de 1’injection de nanoparticules de PLA nues et contenant de la
coumarine-6, au sein de larves issues d’une lignée transgénique mpegl:RFP. Les acquisitions

ont été réalisées toutes les minutes et 22 secondes dans une région proche des canaux de cuvier.

Histologie - Cinétique de prise en charge des nanoparticules par les cellules endothéliales

et les macrophages chez la larve de poisson-zébre.

Macrophage : Des larves de poisson-zeébre transgénique mpegl:RFP ont ¢été injectées par
intraveineuse avec des nanoparticules de PLA nues contenant du BODIPY 500/510 C4, C9
(Life technologies), a 0.5%.

Cellules endothéliales : Des larves de poisson-zebre transgénique fli:GFP ont été injectées par
intraveineuse avec des nanoparticules de PLA nues contenant de la coumarine-30 (Sigma-

Aldrich), a 0.5%.

Apres injections, les alevins ont ét¢ placé dans de I’eau de Volvic a 28°C jusqu’a leur mise a

mort par surdose d’anesthésiant a 4°C. Les larves ont ét¢ mises a mort apreés 30 minutes, 4



heures et 24 heures aprés 1’administration des nanoparticules. Elles ont ensuite été fixées en

PFA, cryoprotégées en sucrose 30%, congelées et enfin cryosectionnées (30 pm).

Pour les macrophages, les lames ont été traitées avec de la phalloidine-dylight633
(Thermofischer) et du DAPI. Tandis que pour les cellules endothéliales, aucun traitement n’a
été effectué. Les lames ont ensuite été montées avec du vectashield et les acquisitions réalisées
avec un microscope confocal spectral droit SP5 (Leica). Le traitement d’image a ensuite été

réalisé avec le logiciel Imagel.

Histologie - Cinétique de prise en charge des nanoparticules par le systéme vasculaire par

microscopie ¢électronique a transmission, apres injection intraveineuse chez la larve.

Des larves de poisson-zebre « wild-type » ont été injectées avec des nanoparticules de PLA
nues contenant de 1’or colloidal hydrophobe (6nm). Apres injections, les alevins ont été placé
dans de I’eau de Volvic a 28°C jusqu’a leur mise a mort par surdose d’anesthésiant a 4°C. Les
larves ont été mises a mort 10 minutes, 30 minutes, 4 heures et 24 heures, 72 heures, 96 heures
et une semaine apres 1’administration des nanoparticules. Les larves ont ensuite été rapidement

traité avec un protocole adapté a la conservation des ultrastructures.

Briévement, les échantillons sont fixés dans une solution de glutaraldéhyde (1.5%) et de PFA
(1%) tamponnée avec du cacodylate 0.1% pH=7.4. L’incubation est réalisée sur la nuit a 4°C.
Apres lavage avec une solution de cacodylate 0.1M / sucrose 8%, les échantillons sont incubés
1h avec une solution de tétraoxyde d’osmium pour fixer les lipides. Aprés ringage avec de I’eau
distillé, les échantillons sont déshydratés avec des bains successifs en éthanol (de 30% a 100%).
Enfin, les alevins sont ensuite imprégnés dans une résine Epon et inclus par polymérisation de

la résine a 60°C durant plusieurs jours.

Une fois incluses, les larves sont sectionnées en coupes ultrafines par le biais d’un
ultramicrotome. Seule les coupes ultrafines irisées sont conservées pour les observations en
microscopie €lectronique car elles possédent une épaisseur d’environ 60nm. Aprés dépot sur
des grilles en cuivre, les échantillons sont observés a I’aide d’un microscope é€lectronique a
transmission MET PHILIPS CM120 couplé¢ a une caméra GATAN Orius200 2Kx2K. La

résolution de cet appareil est de 0.34 nm.



Cytométrie en flux — Cinétique de prise en charge par les macrophages aprés injection

intraveineuse de nanoparticules de PLA chez la larve.

Des larves de poisson-zébre transgénique mpegl:RFP ont été injectées par intraveineuse avec
des nanoparticules de PLA nues contenant du BODIPY 500/510 C4, C9 (Life technologies), a
0.25%. La quantité de nanoparticules est plus faible afin de réduire les risques de faux-positif
potentiellement causés par la présence de nanoparticules non-internalisées 10 minutes apres

I’injection.

Apres injections, les alevins ont été placés dans de I’eau de Volvic a 28°C jusqu’a leur mise a
mort par surdose d’anesthésiant a 4°C. Les larves sont mises a mort 10 minutes, 30 minutes, 2
heures, 4 heures et 24 heures apres 1’administration des nanoparticules. Deux conditions de
controle négatif en absence de nanoparticules ont également été réalisées : au temps 0 et a 24
heures. Pour chaque temps de la cinétique, 2 fois 10 alevins de poisson-zeébre ont été injectés.

Les larves ont été mises a mort par surdose d’anesthésiant a 4°C.

La dissociation des larves est réalisée par une incubation dans une solution de trypsine de porc
(2g/L) (Sigma Aldrich) en eau de versene (Life technologies). Au sein de cette solution, les
larves sont hachées finement avec des microciseaux de dissection et placées durant 30 minutes
sous agitation. A la fin de I’incubation, les échantillons sont placés a 4°C et ’action de la
trypsine est neutralisée par 1’addition de SVF. Les surnageants sont filtrés et les amalgames de
larve homogénéisés sur un tamis cellulaire ayant un maillage de 40um (Thermofischer). Les
suspensions cellulaires sont ensuite lavées par un cycle de centrifugation (400g 8mn 4°C) et re-
suspendues en PBS1X contenant 4% de SVF. Avant le passage dans le cytométre de flux LSRII
(BD Bioscience), du DAPI est ajouté (2.5ug/mL) pour exclure les cellules mortes.

Les acquisitions ont ensuite été analysées avec le logiciel FlowJo v7.6.5.

Injection intraveineuse de nanoparticules chez le poisson-zébre adulte.

Des poissons-zebre adultes d’au moins 1 an ont été utilisés. L’injection est réalisée a la main
grace a une seringue a aiguille pointue et d’un diametre interne de 130 um, d’une capacité de

10uL et en verre borosilicate (HAMILTON — 80300).

Briévement, comme décrit dans la littérature (309), les poissons sont anesthésiés dans une
solution de tricaine a 24 mg/100mL durant 5-10mn jusqu’a la réduction de la fréquence des
battements branchiaux. Une fois endormi, ils sont positionnés sur leur flanc gauche, la téte vers

la droite, au-dessus d’une éponge humide. L’injection de 6uL d’une suspension de



nanoparticules a 1% en PBS1X est réalisée dans le sinus veineux rétro-orbital. Cela représente
une administration de 1.14 10'” nanoparticules. Les poissons sont ensuite mis au repos dans un

bac contenant de ’eau d’animalerie a 28°C.

La vérification du succes de I’injection est réalisée 1h apres I’administration et nécessite une
nouvelle étape d’anesthésie. Une fois endormis, les poissons sont positionnés sur une lamelle
au sein d’une goutte d’anesthésiant et observés avec un microscope inversé a épifluorescence
Nikon TiE motorisé (Nikon). Une injection réussie se traduit par la présence de nanoparticules

dans le systéme circulatoire de la région caudale.

Histologie — Interactions des nanoparticules de PLLA avec le systéme réticulo-endothélial

apres injection intraveineuse chez le poisson-zebre adulte.

Plusieurs conditions d’injection intraveineuse ont été réalisées afin de tirer bénéfice de

différentes lignées transgéniques (2 poissons / condition).

- Des nanoparticules de PLA nues, contenant du fluorophore DY-630 (Dyomics) avec un
ratio fluorophore/polymeére de 0.1%, a 1% ont été administrées chez des poissons
adultes de la lignée transgénique mpeg1:RFP. Au sein de la Figure 69 les nanoparticules
affichent une fausse couleur verte.

- Des nanoparticules de PLA nues, contenant du CELLTRACE BODIPY TR
METHYLESTER avec un ratio fluorophore/polymére de 0.04%, a 1% ont été
administrées chez des poissons adultes de la lignée transgénique mpx:GFP.

- Des nanoparticules de PLA nues, contenant du CELLTRACE BODIPY TR
METHYLESTER avec un ratio fluorophore/polymére de 0.04%, a 1% ont été
administrées chez des poissons adultes de la lignée transgénique CMH2:GFP.

- Des nanoparticules de PLA nues, contenant du BODIPY 500/510 C4, C9 avec un ratio
fluorophore/polymere de 0.04%, a 1% ont été administrées chez des poissons adultes

« wild-type ».

Les poissons des différentes lignées transgéniques ont été mis a mort, par exces
d’anesthésiant, aprés 2 heures de repos post-injection dans de I’eau d’animalerie. Les
poissons « wild-type » ont été conservés vivant pendant une semaine dans un bac isolé sans

recirculation d’eau a I’intérieur de 1I’animalerie, puis mis a mort par surdose d’anesthésiant.

Apres la mise a mort, les poissons ont été fixés, cryoprotégés, congelés puis cryosectionnés

(30um).



Les lames provenant des poissons « wildtype » et des lignées transgéniques mpegl:RFP,
CMH2:GFP ont été traitées avec du DAPI et montées avec du milieu de montage

vectashield.

Les lames provenant des poissons de la lignée transgénique mpx:GFP ont été traitées avec
de la phalloidine-dylight633 et du DAPI. Elles ont ensuite ét¢ montées avec du milieu de

montage vectashield.

Les acquisitions ont été réalisées avec un microscope confocal spectral droit SP5 (Leica) et

analysées avec le logiciel ImageJ.

4.Conclusion

Dans I’ensemble, les résultats obtenus ont révelé plusieurs interactions entre les
nanoparticules de PLA et les systémes vasculaire et réticulo-endothélial. Par exemple leur
internalisation tres rapide par les cellules endothéliales a pu étre démontrée in vivo, ou encore

un éventuel de transfert de nanoparticules entre les cellules endothéliales et des macrophages.

De plus, ces données ont permis d’avoir un aper¢u de leur devenir in vivo au niveau
subcellulaire. En effet, des informations ont pu étre récoltées concernant les voies impliquées

dans leur internalisation et leur dégradabilité au cours du temps.

En résumé, ces études sur la biodistribution des nanoparticules de PLA chez le poisson-zébre
apres injection intraveineuse, devraient permettre de renforcer la compréhension du devenir des

nanoparticules de PLA au sein du Vivant.
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4. DISCUSSION ET PERSPECTIVES

L’utilisation des nanoparticules pour la vectorisation de principes actifs est en plein
essor grace aux nombreux avantages que procurent ces nanobiotechnologies, comme une
augmentation de la spécificité des traitements ou encore la possibilité d’administrer des drogues
hydrophobes (18,19). Néanmoins, comme [’illustre la (Figure 14) pour I’utilisation des
nanoparticules de PLA, les études réalisées in vivo ne sont pas fréquentes, tandis que celles qui
s’intéressent a la biodistribution sont encore plus rares. Ainsi dans le domaine des
nanoparticules de PLA, I’analyse des effets thérapeutiques semble prépondérante sur la
caractérisation de la biodistribution. Il en ressort que la biodistribution des nanoparticules de
PLA est principalement documentée in vitro, et au sein des tissus in vivo. Dans ce contexte, les
analyses de la biodistribution in vivo au niveau cellulaire et subcellulaire réalisées durant le
projet de thése sont susceptibles d’enrichir les connaissances sur le devenir des nanoparticules
au sein du Vivant. Il est possible que la méthodologie employée et les données obtenues soient

bénéfiques pour caractériser la biodistribution d’autres types de nanosystéme.

1- Analyse de la biodistribution des nanoparticules de PLA apres

administration muqueuse chez le poisson-zébre adulte

Pénétration des muqueuses par les nanoparticules de PLA

Lors de la réalisation d’administration de nanoparticules de PLA par balnéation, nous
avons pu observer leur capacité a pénétrer les différentes muqueuses, ce qui est en accord avec
la littérature publiée sur les mammiferes et décrite dans 1’étude bibliographique. De méme, cette
pénétration au sein des muqueuses branchiale, cutanée, intestinale et olfactive, semble suivre
un motif commun, ou les nanoparticules sont internalisées par des cellules épithéliales de la
couche superficielle et accumulées au sein de phagocytes dans les strates inférieures
(Publication). Ce type de prise en charge est en accord avec plusieurs études réalisées chez le
poisson-zebre et d’autres téléostéens, ou sont étudiées I’internalisation muqueuses de

microspheres, de bactéries et de nanoliposomes (278,310-312).

Cependant, le devenir des nanoparticules une fois a I’intérieur des muqueuses souléve
des interrogations. Les modalités de leur prise en charge par les différents phagocytes restent a

définir. Il serait intéressant de déterminer si cette prise en charge implique la formation de
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prolongement cytoplasmique par les phagocytes pour échantillonner I’environnement extérieur
comme chez les mammiferes (313). De méme, les mécanismes impliqués dans la progression
des nanoparticules dans les muqueuses, dans les branchies par exemple ou elles sont capables
de pénétrer la circulation sanguine, reste a investiguer. Il est possible que ce transport implique
la formation d’argosomes, vésicules excrétées spécifiquement par la membrane plasmique de
la région basolatérale de cellules épithéliales et dont la taille semble supérieure a celle des

exosomes (30-100nm) (314).

Prise en charge des nanoparticules de PLA par des tissus
lymphoides systémiques

En plus d’étre capable de franchir les barrieres muqueuses, les nanoparticules de PLA
atteignent également différents organes possédant des fonctions immunitaires. Au sein du foie,
qui représente un organe lymphoide alternatif (244), les nanoparticules sont accumulées au sein
de cellules morphologiquement différentes des hépatocytes. Le poisson-ze¢bre ne possédant pas
de cellules de Kupffer, et la localisation de ces accumulations au niveau de I’espace de Disse
suggerent une possible prise en charge par les cellules hépatiques stéllées (Ito cells). Chez les
mammiferes, ces cellules sont capables d’internaliser des nanoparticules et ont été¢ décrites
comme des cellules présentatrices d’antigene (243,315,316). Une identification approfondie de
ces cellules responsables de ces accumulations hépatiques de nanoparticules demeure
nécessaire. Le parcours emprunté par les nanoparticules pour atteindre le foie reste également
a investiguer. En effet, lors de I’injection de nanoparticules dans le sang, trés peu de
nanoparticules ont pénétré le foie. Cela suggere que lors d’une administration par immersion,
la prise en charge hépatique puisse-étre indépendante de la circulation sanguine. Chez les
mammiferes, le foie est trés riche en vaisseaux lymphatiques et dont la lymphe provient
majoritairement des sinusoides (317). II serait intéressant de déterminer si cette structure est
conservée chez le poisson-zeébre et si ces vaisseaux peuvent potentiellement étre impliqués dans

la prise en charge hépatique des nanoparticules lors d’une balnéation.

Nous avons pu également montrer la présence de nanoparticules de PLA dans le rein,
qui est le principal organe lymphoide primaire chez le poisson-zebre (262). L’imagerie en flux
a montré que les cellules rénales positives aux nanoparticules possédent des prolongements
cellulaires faisant penser a des dendrites. Il est possible que les nanoparticules soient a
I’intérieur de cellules dendritiques. L’importance de la présence des nanoparticules dans le rein

sur le systéme immunitaire reste a évaluer. De méme, il se pose la question du transport des



nanoparticules jusqu’au rein. Il est envisageable que les nanoparticules soient transportées par
des cellules présentatrices d’antigene les ayant prises en charge au niveau des muqueuses (318)
ou bien qu’elles aient été transportées par la circulation sanguine. Lors d’injection
intraveineuse, nous avons pu observer, dans le rein, I’accumulation de nanoparticules au sein

de cellules s’apparentant a des macrophages et aucune dans les structures excrétrices.

Les nanoparticules de PLA sont également internalisées au sein de cellules dendritiques
corticales du thymus. Néanmoins les conséquences de cette prise en charge sont inconnues. Cet
organe est responsable du développement des lymphocytes T et ou est mise en place la
tolérance centrale (319). Néanmoins, avec la présence de cellules IgZ", son contact direct avec
les pathogenes extérieurs et la prise en charge des nanoparticules dans des cellules dendritiques
font que 1’on ne peut exclure la possibilit¢é que le thymus puisse étre impliqué dans
d’hypothétiques inductions de réponses immunitaires. Ce point souligne la nécessité de
déterminer les conséquences de la prise en charge de nanoparticules dans le rein, le foie et le

thymus sur le systéme immunitaire.

Pénétration des muqueuses par les nanoparticules de PLA

En plus de pouvoir pénétrer les muqueuses et d’atteindre des organes ayant des fonctions
immunitaires, les nanoparticules de PLA sont internalisées par des cellules présentatrices
d’antigénes muqueuses. Dans les branchies, les cellules dendritiques, les macrophages et les
cellules I1gZ" constituent 25% des cellules positives aux nanoparticules. La prise en charge de
nanoparticules par les cellules du lignage lymphocytaire B IgZ" est en accord avec la littérature
(271,272,320) ou leur capacité a effectuer la phagocytose et la neutralisation de pathogenes a
été décrite. Il serait intéressant de regarder si les nanoparticules de PLA sont également
internalisées par les lymphocytes B IgM", au sein de la lignée transgénique IgM1:eGFP par
exemple (272). Bien que les macrophages aient une fonction de nettoyeur de 1’organisme, ils
n’en demeurent pas moins capables de participer a I’induction de réponses immunitaires. La
prise en charge des nanoparticules de PLA dans ces cellules est de bon augure pour une possible

utilisation de ces nanoparticules pour la vaccination muqueuse.

Le point le plus important réside dans la forte participation des cellules dendritiques
dans la prise en charge des nanoparticules. Avec plus de 65% des cellules dendritiques ayant
internalisées des nanoparticules, elles représentent plus de 10% des cellules positives aux
nanoparticules. Chez les mammiferes, ces cellules sont capables d’activer les lymphocytes T et

sont tres impliquées dans les processus permettant d’obtenir une protection vaccinale. Bien



qu’un tropisme vers ces acteurs clés de I’induction de réponses immunitaires soit trés
encourageant pour ’utilisation des nanoparticules de PLA pour la vaccination muqueuse, il sera
nécessaire de vérifier la capacité de cette prise en charge a induire des réponses immunitaires
car les cellules dendritiques sont également impliquées dans I’induction de la tolérance (321).
Cela pourrait étre réalisé par une €étude transcriptomique par qPCR sur des populations de

cellules dendritiques NP isolées par tri cellulaire.

Perspectives

L’ensemble des résultats indiquent que les nanoparticules de PLA seraient des vecteurs
de choix pour la vaccination muqueuse. Elles sont capables de pénétrer les différentes
mugqueuses exposées, d’étre accumulées par les cellules présentatrice d’antigenes, et d’atteindre
des organes lymphoides systémiques sans 1’aide d’agent de ciblage. Néanmoins de nombreuses

recherches sont encore a réaliser.

Pour la vaccination, il est nécessaire d’évaluer la capacité de nanoparticules de PLA
véhiculant un antigéne a induire une réponse immunitaire de qualité lors d’une administration
par immersion. Cette étape est prévue dans un projet financé par 1’agence nationale de la
recherche (ANR Fish-RNAvax). De méme, a cause des différences structurelles du systéme
immunitaire et des muqueuses entre les poissons et les mammiféres, il serait intéressant
d’appliquer les études réalisées durant le travail de thése chez la souris par exemple, et plus
particuliérement la quantification de I’implication des cellules présentatrices d’antigénes dans
la prise en charge des nanoparticules de PLA aprés une administration muqueuse. Les résultats
obtenus 1’ont ét¢ avec des nanoparticules non-formulées. Chez les mammiféres, la co-
administration d’immunomodulateurs avec les nanoparticules de PLA a permis d’augmenter la
qualit¢ de réponses immunitaires aprés administration de nanoparticules (74,322). Il est
possible que I’ajout d’immunomodulateur puisse impacter la biodistribution des nanoparticules,
ce point nécessiterait de plus amples investigations. Enfin, étudier I’influence de la variation de
différents parametres d’administration sur la biodistribution, comme le temps d’exposition ou
la concentration en nanoparticules (278), ou encore I’emploi d’une administration ciblée
comme par exemple par voie intra-nasale (323) ou par la nébulisation cutanée (324), pourrait
apporter de nouvelles informations sur la potentielle utilisation des nanoparticules de PLA pour

la vaccination muqueuse.

D’un point de vue fondamental, de nombreuses interrogations ont été soulevées par les
résultats obtenus. Elles concernent majoritairement le déplacement des nanoparticules au sein
des muqueuses et de 1’organisme, la manicre dont elles sont prises en charge par les cellules

présentatrices d’antigénes ou encore la préservation de leur intégrité particulaire. Pour éclaircir



ces inconnues, il sera nécessaire d’explorer le devenir des nanoparticules a 1’échelle
subcellulaire et au cours du temps. Cela devrait impliquer 1’ utilisation de nouvelles technologies

hautement résolutives comme la microscopie super-résolutive (325).

2- Développement de stratégies de ciblage capables d’influer sur

la biodistribution des nanoparticules de PLA lors d'une

administration muqueuse.

Adsorption des lectines sur les nanoparticules de PLA

Les stratégies de ciblages qui ont été étudiées reposent sur I’adsorption des lectines LTA
et PNA sur les nanoparticules de PLA. En accord avec I’expertise du laboratoire du
Dr.VERRIER sur I’adsorption de protéines ayant un fort poids moléculaire, seule 1’utilisation
d’une faible quantité de lectine a permis d’obtenir des formulations nanoparticulaires stables en
condition de stockage (Figure 55 et Figure 56). Cette faible quantité de protéine utilisée a
empéché 'utilisation des kits de dosage protéique disponible au sein du laboratoire a cause des
seuils de détections inadaptées. Une variation d’un microgramme lors de la détection
représentait une fluctuation de 10-20% du taux d’adsorption. Nous n’avons donc pas pu évaluer
dans quelle proportion les lectines étaient adsorbées ou libres. L’utilisation de la technique
ELISA devrait permettre de lever le voile sur la proportion de lectines adsorbées. Néanmoins,
plusieurs observations confortent 1’idée d’une adsorption efficace des lectines. L’augmentation
du diamétre des nanoparticules apres 1’adsorption est une conséquence d’une modification des
nanoparticules, a cause du volume de la protéine par exemple. Dans le cas de la lectine PNA,
I’utilisation de la lectine soluble n’a pas eu le méme effet sur la prise en charge des
nanoparticules de PLA par les branchies et la peau que la lectine adsorbée, ce qui suggere qu’au
moins une partie des lectines PNA est toujours présente en surface des nanoparticules. Enfin,
il s’est également pos¢ la question de la stabilité des formulations dans 1’eau d’animalerie et le
fait qu’il semble rester de la lectine PNA en surface des nanoparticules lors de I’immersion ne
signifie pas qu’aucune désorption n’ait pu se réaliser. En effet, bien que I’eau d’animalerie ne
représente pas un environnement chaotropique, il n’est pas impossible que les lectines puissent

se décrocher des nanoparticules lors de I’immersion.

Biodistribution des nanoparticules de PLA-LTA et PLA-PNA dans la
muqueuse intestinale
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Lors de I’évaluation préliminaire de la biodistribution des nanoparticules formulées
avec les lectines LTA et PNA, respectivement, de nouveaux tropismes ont pu étre observés.
Dans les intestins, la présence des lectines LTA ou PNA adsorbées semble intensifier la
pénétration des nanoparticules dans la lamina propria de I’intestin intermédiaire antérieur.
Néanmoins, une prise en charge en charge similaire, bien que paraissant moins intense, fut
¢galement observée pour les nanoparticules de PLA nues dans cette expérience. Cela contraste
avec les observations obtenues dans la premicre partie du projet de thése (Publication) ou la
prise en charge au sein de la lamina propria n’est pas aussi marquée. Il est possible que cela ait
un lien avec la faible quantit¢ de PBS ajoutée lors de I’immersion (+12 mOsm/L), la force
ionique pouvant déstabiliser 1’étanchéité des épithéliums muqueux (326). Cette nouvelle
observation concorde avec une étude réalisée sur 1’administration de nanoparticules de PLGA
par gavage hyperosmotique chez le poisson-zébre adulte (327). Dans cette ¢tude, les
nanoparticules de PLGA sont exclusivement observées au sein de la lamina propria intestinale.
En contraste, plusieurs études indiquent qu’une immersion hyperosmotique n’augmente la prise
en charge par les muqueuses que d’antigénes solubles mais pas d’antigénes particulaires
(326,328). De méme, une autre étude a observé que 1’augmentation de la force ionique est sans

effet sur la prise en charge de microsphere de polystyreéne chez la truite (278).

L’adsorption de la lectine LTA sur des nanoparticules est utilisée chez les mammiféres pour
favoriser le passage des nanoparticules par les cellules M intestinales (329) car ces cellules
possedent des motifs d’a-fucose a leur surface. L’absence d’une augmentation flagrante de la
prise en charge de nanoparticules par les entérocytes spécialisés, qui sont des équivalents
fonctionnels des cellules M, rend envisageable 1’absence de ce motif a la surface de leur

membrane plasmique apical.

De fortes accumulations de nanoparticules dans la lamina propria sont également observées
lors de I’administration de nanoparticules de PLA avec de la PNA adsorbée, tandis que la prise
en charge par les entérocytes spécialisés est préservée. Ces résultats différent de ceux présentés
dans une ¢étude (304) ou des nanoparticules de polystyréne recouverte de PNA adsorbées
covalemment ont été administrées par voie orale dans un mod¢le murin. Les auteurs ont observé
une augmentation de 1’adhésion de leurs nanoparticules a la surface de 1’épithélium intestinal
d’une muqueuse inflammée, et aucune adhésion sur un tissu sain. Il est possible que les
entérocytes du poisson-zebre exposent naturellement des séquences « Gal-B(1-3)-GalNAc » au

niveau de leur bordure en brosse, ou bien que la fixation covalente qui a été réalisé puisse



interférer avec le bon fonctionnement de la lectine, par encombrement stérique des sites de

reconnaissance du substrat par exemple.

Il serait pertinent d’identifier les cellules de la lamina propria ayant internalisées les
nanoparticules de PLA-LTA et de PLA-PNA. De nombreuses cellules immunitaires résident

dans cette région (263).

Biodistribution des nanoparticules de PLA-PNA dans les muqueuses
branchiale et cutanée

Lors de I’administration par balnéation de nanoparticules de PLA-PNA, d’intenses
accumulations de nanoparticules ont été observées dans la couche épithéliale ou sub-épithéliale
des lamelles de branchies. Toutefois, les cellules responsables de cette prise en charge restent
a identifier. Dans cette région résident plusieurs types cellulaires : des cellules pavimenteuses
en surface, des cellules immunitaires infiltrées sous la couche superficielle ou bien des cellules
piliers au niveau de I’endothélium vasculaire. Bien que dans les branchies la lectine PNA puisse
se fixer en surface de certain ionocytes, comme 1’indiquent certains protocoles servant a isoler
ces cellules (330), il est peu probable que ces cellules soient responsables de ces accumulations
parce qu’elles sont distribuées a la surface des filaments et absentes de celle des lamelles

(231,330).

Dans la muqueuse cutanée, les nanoparticules de PLA-PNA ont été observées a I’intérieur de
cellules de la couche basale de 1’épiderme. Bien que 1’épiderme de la peau de mammifére soit
recouvert par une couche de cellules mortes (couche cornée), une étude chez les mammiferes a
montré que la lectine PNA se lie au niveau des microvilli a la surface de kératinocytes (331)
tandis qu’une autre a démontré la capacité de la lectine a se fixer aux cellules de la couche
basale, du stratum spinosum et des follicules pileux (332) de 1’épiderme de chien. Il est
possible que ces interactions privilégiées avec des cellules de I’épiderme de mammifére soient
conservées au sein de la peau de poisson-zebre. Ce qui pourrait potentiellement étre 1i¢ a la
capacité des nanoparticules de PLA-PNA d’interagir avec les kératinocytes et les cellules de la

couche basale de I’épiderme de poisson-zebre.

L’¢évaluation par cytométrie en flux de la prise en charge des nanoparticules de PLA-PNA
révele une augmentation d’un facteur 2 de la quantité moyenne de nanoparticules par cellules
dans les branchies, mais aucune influence sur la quantit¢ de cellules positives aux
nanoparticules. Ce résultat est prometteur pour une potentielle application en vaccination

muqueuse. Dans un cadre vaccinal, I’augmentation de la quantité d’antigéne pénétrant



I’organisme favorise I’induction d’une réponse immunitaire de meilleure qualité (333). Il sera
toutefois nécessaire de s’assurer que 1’adsorption de la lectine PNA n’interfére pas avec

I’internalisation des nanoparticules par les cellules présentatrices d’antigenes.

Dans la muqueuse cutanée, il est possible que la prise en charge des nanoparticules soit
potentiellement augmentée. Une augmentation du nombre d’échantillon devrait permettre de
valider ou d’infirmer cette observation. Néanmoins, au sein des poissons ayant internalisé le
plus les nanoparticules de PLA-PNA, une sous-population de cellules NP" est détectée. La
réalisation d’un tri cellulaire sur cette sous-population devrait permettre ultérieurement d’en

identifier le type cellulaire par microscopie électronique ou cytospin.

De la méme manicre, la co-administration de la lectine PNA soluble semblent augmenter
quantité de cellule prenant en charge les nanoparticules de PLA nues dans les branchies et la
quantité¢ de nanoparticules par cellule. Bien que ces observations soient proches du seuil de
significativité, seule une augmentation du nombre d’échantillon permettra d’approfondir cette

évaluation. Aucun effet de la lectine PNA soluble n’a été observé dans la muqueuse cutanée.

Mécanisme d’'action de la lectine PNA adsorbée sur les
nanoparticules de PLA au sein des muqueuses branchiale et
cutanée

Malgré les potentiels bénéfices que peut apporter I’adsorption de la lectine PNA sur les
nanoparticules de PLA. Les mécanismes impliqués sont inconnus. L utilisation d’'un marquage
anti-PNA a toutefois permis de révéler que lors de I'immersion, la lectine PNA recouvre
spécifiquement certaines cellules épithéliales branchiales et cutanées. Cette spécificité envers
certaines cellules épithéliales est intrigante. Cela pourrait étre li¢ a un état pro-inflammatoire
du microenvironnement de ces cellules. Dans I’étude ayant utilis¢é de la lectine li¢e
covalemment a des nanoparticules de polystyréne (304), les auteurs ont soumis I’hypothése que
les cellules épithéliales d’un tissus inflammées exposeraient de I’antigéne T (Thomsen-
Friedenreich antigen) sur leur membrane plasmique et que la lectine PNA serait capable de
reconnaitre et fixer ce disaccaride (Galf1-3GalNAcal) . Il serait intéressant de réaliser des
expériences complémentaires sur des poissons provenant de la lignée transgénique fluorescente
reportrice de I’expression d’IL1f (294). Il est également possible que la lectine PNA soit fixée
au récepteur TLR4. 11 a été montré que la lectine PNA possede, chez les mammiferes, un effet

agoniste du récepteur TLR4 (306). De méme, le TLR4 est exprimé par les cellules épithéliales



des muqueuses nasale, pulmonaire, vaginale et intestinale chez les mammiferes (334). Il sera
toutefois nécessaire de vérifier la conservation de la reconnaissance de la PNA par le TLR4
chez le poisson-zebre. Il est aussi possible que cette susceptibilité a la PNA soit liée au degré
de maturité des cellules épithéliales. La lectine PNA est utilisée chez les mammiferes pour sa
capacité a lier les lymphocytes T immatures des lymphocytes et non ceux matures (335), etil a
été montré que le marquage avec la lectine PNA augmenté avec la maturation des cellules
épithéliales de 1’cesophage de souris (336). L’utilisation de galactose, qui est un inhibiteur de
la fixation de la lectine PNA par un effet de compétition, lors d’immersion devrait permettre

d’éclaircir les mécanismes impliqués.

Enfin, la lectine PNA est également observée au sein des phagocytes ayant accumulé les
nanoparticules de PLA. Ce résultat est intéressant car le récepteur TLR peut aussi étre distribué
a la surface de vésicules d’internalisation (334). En plus d’un potentiel effet de ciblage, il est
possible que la lectine PNA puisse également participer a I’activation de cellules immunitaires,
comme cela fut observé in vitro au sein de macrophage par 1’adsorption de la lectine PNA sur

des nanoparticules d’oxyde de magnésium (305).

Perspectives

Dans I’ensemble, les résultats obtenus demeurent, pour la plupart, préliminaires et nécessitent
de plus amples caractérisations. L.’augmentation du nombre d’échantillon permettrait d’obtenir
une meilleure significativité par exemple, tandis que 1’utilisation des marquages des cellules
immunitaires développés précédemment devrait permettre d’identifier les acteurs impliqués

dans la prise en charge des nanoparticules.

De méme, il serait intéressant d’approfondir les modalités d’administration de ces stratégies de
ciblages. La quantité de lectine utilisée dans ces expériences est infime, il faudrait étudier la
biodistribution de ces formulations de nanoparticules en augmentant la concentration en lectine,
mais cela serait aux dépends de la qualité des formulations. Il serait aussi intéressant d’observer
si la co-administration de lectine soluble et de lectine adsorbée sur des nanoparticules de PLA
puisse avoir un effet synergique, un effet inhibiteur ou bien aucune incidence sur la

biodistribution des nanoparticules de PLA.

L’utilisation d’une infime quantité de lectine PNA en surface des nanoparticules de PLA a

permis d’augmenter leur prise en charge par les branchies. Etre capable d’orienter la



biodistribution des nanoparticules avec peu d’agents de ciblage pourrait ouvrir de nombreuses
perspectives d’utilisation. Cela pourrait permettre d’augmenter la charge d’antigéne pénétrant
I’organisme pour les vaccins tout en induisant potentiellement un effet adjuvant
supplémentaire. De méme, cela pourrait permettre de réduire les quantités de nanoparticules

administrées pour un effet thérapeutique équivalent.

Plusieurs ¢tudes ont montré que la lectine PNA est capable de se lier en surface de différentes
muqueuses de mammiferes (332), de méme le récepteur TLR4 est exprimé par les cellules
épithéliales muqueuses (334), il serait donc pertinent d’étudier ces stratégies de ciblage lors

d’une administration muqueuse dans un modele mammifere.

Au sein de nombreux cancers, les cellules tumorales surexpriment des motifs glycanes sur leur
membrane plasmique et notamment I’antigene T. La lectine PNA est d’ailleurs utilisées pour
identifier des cellules cancéreuses (337). L’adsorption de la lectine PNA pourrait

potentiellement favoriser la rétention des nanoparticules de PLA au sein de tumeurs.

Au niveau fondamental, il sera important de comprendre les mécanismes induit par I’adsorption
de la lectine PNA. Il serait pertinent d’étudier par qPCR I’expression de génes pro-
inflammatoires, de génes liés a la production d’antigene-T ou bien des genes impliqués dans la
signalisation du TLR4, au sein des cellules épithéliales recouvertes par la lectine PNA et isolées
par tri cellulaire. D’une manicre plus générale, les mécanismes en jeux semblent complexes et
il est possible que pour mieux les appréhender, il soit nécessaire de réaliser des expériences in
vitro sur des lignées cellules épithéliales et des lignées de cellules immunitaires. Cela pourrait
permettre de comprendre les bases du mode d’action de cette stratégie de ciblage avant de

pouvoir émettre des hypotheses sur le fonctionnement in vivo.

3- Analyse de la biodistribution des nanoparticules de PLLA apres

administration intraveineuse chez le poisson-zebre adulte.




Prise en charge des nanoparticules de PLA par les cellules
endothéliales et les macrophages

Lors de la réalisation d’administrations par injection intraveineuse au sein de larves de poisson-
zebre, les nanoparticules de PLA sont rapidement internalisées par les cellules endothéliales
apres une breve circulation dans le flux sanguin. Cette observation n’est pas documentée in vivo
dans la littérature. Certaines cellules endothéliales possedent un comportement « scavenger »
et sont impliquées dans la clairance du sang. Principalement distribuées au niveau du cceur, du
rein et des branchies chez les téléostéens, ces cellules sont possiblement impliquées dans la
prise en charge d’éléments plus petits que 500 nm par pinocytose, comme les virus (338). 11
serait intéressant de déterminer chez le poisson-zebre si ce phénotype peut étre induit au sein
des cellules endothéliales veineuses et artérielles. Certains des récepteurs impliqués comme
ceux « scavenger » du type F sont décrits au sein de cellules endothéliales de poisson-zébre
(339,340). Comme décrit au sein d’une review par Serensen et al (338), ces cellules
endothéliales sont des spécialistes de la macropinocytose et de I’endocytose par la voie des
clathrines, néanmoins elles sont également capables de phagocyter des bactéries (341). Les
prises en charge de nanoparticules de PLA par les cellules endothéliales qui ont été observées
par microscopie électronique, suggerent 1’implication de ces 3 processus d’internalisation.
Enfin, cette observation suggere aussi que lors de la réalisation d’études de biodistribution a
I’échelle des organes, il est possible que les nanoparticules détectées résident au sein des

cellules endothéliales irrigant I’organe plutdt qu’a I’intérieur de 1’organe.

Les macrophages sont des phagocytes impliqués dans la clairance générale de 1’organisme.
L’internalisation rapide des nanoparticules de PLA circulante dans le flux sanguin était
attendue. Des nanoparticules de PLGA chargées avec un antibiotique et injectées par
intraveineuse chez la larve de poisson-zeébre infectés par mycobacterium marinum, sont
internalisées au sein de macrophages infectés (211). Il est possible que le systeme du
complément soit impliqué dans cette prise en charge (342), méme si les anticorps ne sont pas

encore présent a ce stade de développement du poisson-zébre.

Néanmoins, il a été montré que les macrophages internalisent des nanoparticules de PLA de
manicre constante dans les premicres 24h suivant 1’injection intraveineuse. Les nanoparticules
de PLA n’étant plus circulante aprés 30mn, la question de cette prise en charge continuelle s’est

posée. Le passage de nanoparticules d’une cellule endothéliale & un macrophage a pu étre



observé. Toutefois les mécanismes impliqués sont inconnus. Une étude a montré que les
macrophages et les cellules endothéliales sont capables de fusionner leur membrane plasmique
et d’échanger du matériel par le biais de microtubules (343). Le transfert d’organelles de
cellules a cellules peut également impliquer la formation de nanotubes de transfert (Tunneling
nanotubes) composés de microtubules et de filaments d’actines et dont le diameétre peut
atteindre plusieurs centaines de nanometre (344,345). Il a d’ailleurs ét¢ montré que des
endosomes tardifs et des lysosomes peuvent étre échangés par ce processus (346). L utilisation
d’une lignée double transgénique mettant en valeur les cellules endothéliales et les macrophages
avec un marquage de la tubuline pourrait apporter plus d’informations. De méme, I’usage de la
microscopie a super-résolution et de la microscopie corrélative pourrait également permettre de
mieux appréhender ce phénomene. Il est également envisageable d’éteindre certains geénes
impliqués dans les échanges de matériels entre cellules par vivo-morpholino avant d’injecter
les nanoparticules de PLA, comme la protéine Tau qui est impliquée dans la stabilisation des
microtubules et la formation des nanotubes de transfert (347). Il est possible de se demander si
ce mécanisme pourrait étre impliqué dans le transport des nanoparticules de PLA a travers les
muqueuses qui a été observé lors des administrations par immersion chez le poisson-zebre
adulte. Enfin, cette observation souligne également l’existence d’un risque que la charge
thérapeutique se libére ou soit altérée dans les cellules endothéliales plutot que d’atteindre les

macrophages.

Dégradation in vivo des nanoparticules de PLA internalisées

Les nanoparticules de PLA (D,L) sont reconnues pour leur stabilité in vitro. Leur disparition
totale n’est observée qu’au bout de 104 semaines d’incubation dans du PBS1X, a pH 7,4 et a
37°C (348). Dans cette ¢tude, il a ét¢ montré que I’intégrité particulaire est perdue, tandis que
seul 15% du PLA a été dégradé au bout des 104 semaines. Les nanoparticules ont été dégradées
en oligomeres. Les nanoparticules de PLA (D,L) élaborée au sein du laboratoire du
Dr.VERRIER sont stables durant plus d’un an en conditions de stockage (4°C en PBS1X ou en
eau distillée). Néanmoins, aucune donnée n’existe dans la littérature sur la dégradation de ces
nanoparticules apres leur internalisation par une cellule in vivo. Lors de I'utilisation de la
microscopie €électronique a transmission pour caractériser le devenir des nanoparticules de PLA
apres leur injection intraveineuse chez la larve de poisson-zebre, nous avons observé la perte
progressive de 1’intégrité nanoparticulaire en seulement une semaine apres leur internalisation

par les cellules endothéliales. Ce résultat contraste avec I’image de grande stabilité véhiculée



par les nanoparticules de PLA (D,L). L acidité favorisant I’hydrolyse du PLA, il est possible
que cette dégradation soit causée par le pH acide de certains compartiments endomembranaires
(Endosome tardif : pH 6,5 / Lysosome : pH 5) ou peuvent étre accumulées les nanoparticules.
Il serait donc intéressant d’identifier dans quelle compartiment du systéme endomembranaire
évolue les nanoparticules internalisées au cours du temps, que ce soit par marquage histologique
(Lysotracker) ou bien par des protocoles d’isolation des organelles (349). De méme, il serait
pertinent de déterminer au bout de combien de temps 1’acide lactique est entierement métabolisé
in vivo, avec une ¢tude similaire a celle présentée dans 1’étude bibliographique portant sur des
nanoparticules de PLGA (194). Enfin, cette dégradation en une semaine de la stabilité
particulaire des nanoparticules de PLA in vivo pourrait étre bénéfique dans le cas de traitement
nécessitant des administrations chroniques, souvent sujet a des problémes d’accumulations des

agents thérapeutiques.

Devenir des nanoparticules de PLA dans le systeme
réticuloendothélial du poisson-zebre adulte.

En accord avec la littérature (248), les nanoparticules sont prises en charge principalement par
le rein et la rate apres leur injection intraveineuse chez le poisson-adulte. Le point intriguant est
la formation de rassemblement de cellules positives aux nanoparticules une semaine apres
I’injection intraveineuse. Ces rassemblements ont ét¢ observés au niveau de tissus ayant des
fonctions immunes, a I’intérieur du rein, de la rate et dans la cavité branchiale, a I’intérieur de
centres névralgiques de la présentation d’antigénes que constituent les centres de
mélanomacrophages (265). Il serait pertinent d’identifier ces cellules ayant accumulées les
nanoparticules et s’il y a la présence de lymphocyte T au niveau de ces rassemblements. De
méme, il serait également intéressant de déterminer si l’injection intraveineuse de
nanoparticules de PLA véhiculant un antigéne permet d’induire une réponse immunitaire au
niveau de la rate, du rein et de la cavité branchiale. Bien que ce type d’administration soit peu
pratique pour la vaccination, 1’hypothétique formation de centres de mélanomacrophages
constitués de cellules ayant internalisées des nanoparticules, au sein de deux organes
lymphoides systémiques et d’une muqueuse est un événement immunologique non négligeable
(350). Une étude sur le devenir des nanoparticules une semaine aprés administration par
immersion serait également pertinente, ayant pour but de déterminer s’il y a également

formation de regroupement de cellules NP+.

Perspective



Dans I’ensemble, les résultats obtenus ont permis de se projeter sur le devenir des
nanoparticules a 1’échelle cellulaire et subcellulaire. Quasi-inexplorée, de nombreuses
caractérisations sont encore a réaliser, comme le mécanisme d’échange des nanoparticules entre
cellules ou encore déterminer si elles peuvent pénétrer les vaisseaux lymphatiques. De méme,
la présence de forte accumulation de nanoparticules au sein d’'une méme cellule et la possible
dégradation des nanoparticules de PLA en une semaine souléve la question d’une potentielle
toxicité locale ? Il serait intéressant d’évaluer I’apoptose au sein des cellules endothéliales in

vivo par la technique TUNNEL et I’orange acrydine (351).

Lors d’injection intraveineuse, des cellules circulantes dans le flux sanguin et chargées en
nanoparticules de PLA ont été observées. L’identification de ces cellules pourrait augmenter la
compréhension des mécanismes de défenses de 1’organisme contre les pathogeénes circulants.
Non-montrées, des expériences préliminaires semblent indiquer I’implication des
thrombocytes, de monocytes et de tres petites cellules ayant la morphologie de lymphocytes.
L’identification de ces cellules pourrait étre réalisée par I’intermédiaire d’un tri cellulaire suivi
d’une analyse par imagerie en flux, par cytospin ou bien par microscopie électronique, et par
’utilisation de lignées transgéniques illuminant les différents types de cellules immunitaires

circulantes (275).

L’internalisation des nanoparticules de PLA par les cellules endothéliales ouvre de nombreuses
perspectives d’application. En particulier pour le traitement de pathogénes provoquant des
perturbations hémorragiques ou ayant un tropisme pour les cellules endothéliales. Enfin,
I’utilisation de nanoparticules de PLA fluorescentes pourrait également constituer une
alternative biocompatible et biodégradable pour le marquage des vaisseaux sanguins pour les

chirurgiens.



5. CONCLUSION

Le développement des nanobiotechnologies permet d’établir de nouvelles thérapies
prometteuses pour la vaccination et la délivrance de médicaments. L’utilisation de nanovecteurs
biodégradables et biocompatibles, comme ceux a base de poly(acide lactique) (PLA), peut
potentialiser 1’utilisation des agents thérapeutiques hydrophobes et amplifier la qualité¢ de
traitements préexistants. Le laboratoire du Dr.VERRIER possede une grande expérience sur
I’utilisation de nanoparticules de PLA pour [I’administration de vaccins et d’agents
thérapeutiques. Cependant, 1’optimisation de ces nanosystémes est freinée par une
compréhension lacunaire de leur biodistribution in vivo. Le projet de thése se positionne dans
un contexte ou le devenir des nanoparticules de PLA au sein d’un organisme, est

majoritairement étudié a 1’échelle des organes et des tissus.

Ce travail de thése avait pour objectifs : d’étudier la biodistribution in vivo de nanoparticules
de PLA a I’échelle tissulaire et cellulaire aprés administration muqueuse et intraveineuse, et de
définir des stratégies capables d’infléchir sur leurs interactions avec le vivant. Dans ’idée de
pouvoir enrichir les champs d’application et d’optimisation de ces nanovecteurs. Le projet de
thése a été établi sur 1’utilisation d’un modéle animal particulierement adapté aux études sur
individu entier, le poisson-zébre, et le développement d’une méthodologie rigoureuse d’analyse
de la biodistribution de nanoparticules basée sur I’emploi conjoint de technologies

complémentaires.

Ces outils ont permis de démontrer que les nanoparticules de PLA interagissent fortement avec
les acteurs du systéme immunitaire. Aprés une administration muqueuse par balnéation, les
nanoparticules de PLA pénétrent efficacement les muqueuses exposées et certains organes
ayant des fonctions immunitaires. Elles sont également internalisées par des cellules
présentatrices d’antigénes muqueuses, avec un fort tropisme naturel pour les cellules
dendritiques. De méme, lors d’injection intraveineuse, les nanoparticules de PLA sont prises en
charge par le systeme réticuloendothélial et sont accumulées au sein de structures
potentiellement immunes. Nous avons ¢galement pu montrer que les nanoparticules de PLA
possédent des relations privilégiées des nanoparticules avec le systéme circulatoire, ou elles
sont internalisées par les cellules endothéliales, aussi bien aprés une administration par
immersion qu’apres une injection intraveineuse. Des informations ont également été obtenues
sur le devenir de ces nanoparticules et les processus impliqués dans leurs internalisations et

leurs transports au niveau cellulaire et subcellulaire in vivo. Enfin, nous avons pu également



mettre en valeur I’utilisation des lectines comme agents de ciblage susceptibles de potentialiser

la prise en charge des nanoparticules au sein de diverses muqueuses.

Dans I’ensemble, cette étude interdisciplinaire sur les nanoparticules et le poisson-zeébre a
permis de souligner le potentiel prometteur de ces nanoparticules pour I’administration de
vaccins par voie muqueuse. De méme, il est possible que les données fondamentales obtenues
et les outils développés puissent également participer a faire progresser la compréhension et
I’é¢tude de la biodistribution des nanobiotechnologies a usages vétérinaire et humaine.
Néanmoins, certaines des études réalisées ont besoin d’étre consolidées comme 1’évaluation
des stratégies de ciblages. Tandis que certaines observations bénéficieraient d’étre
approfondies, comme le devenir des nanoparticules a 1’échelle subcellulaire et 1’applicabilité

des résultats obtenus chez les mammiferes.

En perspective, ces nanoparticules pourraient permettre de développer des formulations
vaccinales chez les mammiféres, mais également pour le domaine piscicole. En effet, selon
I’organisation des Nations-Unies pour I’alimentation et I’agriculture, la consommation de
poissons provenant de 1’aquaculture surpassera celles provenant de la péche traditionnelle ces
prochaines années, or le domaine de la pisciculture demeure sensible aux épidémies a cause du
manque de vaccins disponibles. D’un point de vue fondamental, nous avons pu apercevoir
I’existence d’une dimension quasiment inexplorée des nanoparticules qui mériteraient d’étre

¢tudiée en détails : 1’aspect subcellulaire.
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Poly(lactic acid) and poly(lactic-co-glycolic
acid) particles as versatile carrier platforms
for vaccine delivery

The development of safe and effective vaccines for cancer and infectious diseases
remains a major goal in public health. Over the last two decades, controlled release of
vaccine antigens and immunostimulant molecules has been achieved using nanometer
or micron-sized delivery vehicles synthesized using biodegradable polymers. In
addition to achieving a depot effect, enhanced vaccine efficacy using such delivery
vehicles has been attributed to efficient targeting of antigen presenting cells such
as denderitic cells. Biodegradable and biocompatible poly(lactic acid) and poly(lactic-
co-glycolic acid) polymers belong to one such family of polymers that have been a
popular choice of material used in the design of these delivery vehicles. This review
summarizes research findings from ourselves and others highlighting the promise of
poly(lactic acid)- and poly(lactic-co-glycolic acid)-based vaccine carriers in enhancing

immune responses.
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Over the last two decades, nanoparticle
(NP) and microparticle (MP) based deliv-
ery systems have received much attention
for applications in the fields of biology and
medicine and appear to show promise as vac-
cine vehicles. Particulate materials, including
aluminum salts (referred to as ‘alum’), cal-
cium phosphate, emulsions and biodegrad-
able polymeric particles, are the most widely
used and studied vehicle adjuvants [1].
Despite the fact that aluminum com-
pounds have been used with a large num-
ber of antigens and are capable of increasing
humoral responses to high titer in most cases,
these adjuvants have shown limitations in the
development of vaccines for viral infections,
cancer or other intracellular infections where
CD8" T-cell responses are critical. The adju-
vant activity of alum is generally thought to
be improved when antigens are adsorbed to
the aluminum particles, although this is not
the case for all antigens [2,3]. Limitations of
alum as adjuvant include lack of effectiveness
for some antigens, requirement for booster

doses, incapacity to elicit mucosal IgA anti-
bodies (Abs) and local hypersensitivity reac-
tion in some subjects [4]. This has led to the
development of new research in the design of
innovative adjuvants to improve existing vac-
cines and to support the newer and often less
immunogenic antigens under development.

Biodegradable polymer particles, most
commonly micro- or nano-particles, carry-
ing peptide or protein antigens, have been
studied for more than 20 years since the
ability to control the release of antigens over
time was recognized, potentially allowing the
elimination of booster doses [5].

As antigen delivery systems, particles have
demonstrated enormous potential for the
development of improved vaccines. Their
benefits are manifold, including the sus-
tained delivery of antigens for extended peri-
ods of time, the potential to reduce the num-
ber of booster injections and passive or active
targeting of antigen-presenting cells (APCs)
through nonspecific or receptor-mediated
phagocytosis, respectively.
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A variety of polymers exists from which NPs and
MPs for drug delivery can be prepared. However, the
most commonly studied polymers are poly(lactic-co-
glycolic acid) (PLGA) and poly(lactic acid) (PLA) [s).
These biodegradable and biocompatible polymers have
been licensed for human use (e.g., as sutures, bone
implants and screws as well as implants for sustained
drug delivery) and are approved by US FDA (7).

Furthermore, PLA and PLGA polymers have been
extensively studied for their use in the formulation of
vaccine antigens (proteins, peptides, DNA) [s-11] and
there is a large body of literature demonstrating the
advantages of such particles for antigen delivery [8,12-13).
These particles can be tailored to degrade over a range
of rates and can act as a depot from which the loaded
antigen/ligand is gradually released [14]. Additionally,
these particles allow the encapsulation of hydrophobic
molecules and may protect encapsulated antigens [11,15)
and preclinical studies have shown that PLA NPs can
induce systemic Ab titers comparable to those of alu-
minum salts or MF59® (Novartis, Basel, Switzerland),
a more recently licensed adjuvant [10,16-17]. The objec-
tive of this review is to provide an overview of the use
of PLA/PLGA particles in vaccination.

Desired immune responses to vaccines
Vaccines provoke immunity by imitating an infection
(e.g., attenuated or viral vector-based vaccines) or by
simply inducing antigen-specific immune responses
(e.g., subunit vaccines). Vaccination does not cause ill-
ness, but results in the production of T-lymphocytes
and Abs. Long-term immunity is conferred by the
maintenance of antigen-specific immune effectors
and/or by the induction of immune memory cells that
may be sufficiently efficient and rapidly reactivated
into immune effectors in case of subsequent pathogen
exposure.

The majority of vaccines result in the production of
Abs, produced by plasma cells and capable of binding
specifically to a toxin or a pathogen. This is referred
to as ‘humoral immunity’ [18]. Whereas specific Abs
are able to neutralize extracellular pathogens, specific
cellular immune responses are important for the con-
trol of intracellular pathogens after infection, or for
the control of cancer. Therefore, induction by vacci-
nation of cytotoxic CD8* T lymphocytes (CTL) that
may limit the spread of infectious agents by recogniz-
ing and killing infected cells or tumor cells, or secret-
ing specific antiviral cytokines is of interest. The gen-
eration and maintenance of both B and CD8* T-cell
responses are supported by growth factors and signals
provided by CD4* T helper (Th) lymphocytes, which
are commonly subdivided into T helper 1 (Thl) and T
helper 2 (Th2) subtypes (Figure 1).

Preparation of PLA/PLGA particles

The encapsulation of compounds including protein
and peptide vaccine antigens into PLA/PLGA particles
is a very attractive strategy. The choice of the method
to prepare PLA/PLGA particles will mainly depend
on the choice of the vaccine immunogen, its physico-
chemical properties and the desired association with
the particles. Drugs can be entrapped into the core
of a ‘micro/nanocapsule’, into the core of a polymeric
matrix of a ‘micro/nanosphere’, or adsorbed onto the
surface of particles (Figure 2).

Hydrophobic drugs, such as some immuno-
stimulating molecules or even peptides, are usually
entrapped into particles to prevent their rapid degrada-
tion and elimination. The choice of protocol for the
preparation of these particles depends predominantly
on the solubility of the drug in a water-miscible, or in a
nonwater-miscible solvent, volatile or not.

If the drug is soluble in a water-miscible solvent
(e.g., acetone, acetonitrile and tetrahydrofurane) along
with PLA and PLGA, nanoprecipitation, also known
as ‘solvent displacement,’ diafiltration or salting-out,
can be applied.

The nanoprecipitation of PLA/PLGA was developed
and patented by Fessi ef al. (19]. This method permits
the preparation of monodisperse particles, by control-
ling the precipitation of the hydrophobic polymers into
an aqueous phase. Briefly, it requires the use of two
miscible phases: an organic phase in which the poly-
mer is dissolved and an aqueous phase where the poly-
mer is not soluble. The organic phase is injected under
moderate flow into the aqueous phase and the particles
are immediately formed under the influence of the sol-
vent displacement into the aqueous phase. Preferably,
the solvent chosen is volatile, to facilitate removal by
evaporation under reduced pressure, but alternatively
solvents can also be removed by dialysis. This one-step
manufacturing process has the major advantage of
being instantaneous, allowing the reproducible forma-
tion of nanometric, monodisperse particles exhibiting a
high hydrophobic drug loading capacity. Additionally,
this method has the advantage that no surfactant need
be added. The size and size distribution of the particles
can be easily adjusted by changing the preparation
conditions, such as initial polymer concentration, ratio
of water to organic solvent, polymer molecular weight
or solvent evaporation rate. The organic solvent can
also be changed to modulate the size of particles, by
changing its diffusion rate in water [20].

If the drug is not soluble in a volatile, water-mis-
cible solvent, the diafiltration method can be used to
prepare particles by dialysis of the organic phase dis-
solving PLA/PLGA. Although this is less easily con-
trolled than the nanoprecipitation method, the par-
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Figure 1. Desired immune responses elicited by prophylactic vaccines. Vaccines against extra- or intra-cellular
pathogens must target antigens and danger signals to immature DCs at the administration site and/or into the
draining lymph nodes. DCs then present antigen through MHC class | or Il complexes to CD8* or CD4* T cells,
respectively. Danger signals stimulate DCs, which consequently express costimulatory molecules and secrete
cytokines leading to T-cell stimulation and Th1 or Th2 orientation. Activated Th2 cells, produce B cell-stimulating
cytokines that support differentiation of antigen-primed B cells. This facilitates/induces B-cell differentiation into
memory B cells and plasma cells that produce large amounts of antibodies that prevent future virus infection.
CD8* lymphocytes acquire a cytotoxic phenotype, known as CTL, which is able to cause infected cell lysis directly.
APC: Antigen-presenting cell; CTL: Cytotoxic CD8* T lymphocyte; DC: Dendritic cell.

ticle sizes can be better controlled when the solution is
precipitated prior to use.

The salting-out process was developed by Ibra-
him [21). Briefly, an emulsion of an organic phase in
an aqueous phase containing a stabilizer and a highly
concentrated electrolyte (salt, sucrose), in which the
organic solvent is not soluble, is prepared with vigor-
ous stirring. Pure water is then added to allow the sol-
vent to diffuse into the aqueous phase leading to the
formation of particles. This method allows for better
control of the particle size, by controlling the stabilizer
concentration, the stirring rate and the polymer con-
centration [22,23]. However, an additional purification
step is necessary to remove the electrolyte used for the
saturation of the aqueous phase. The other compo-
nents (active molecule and active surfactant) must also

be compatible with the electrolyte, which must also be
nontoxic.

When the antigen or the active molecule is pref-
erentially soluble in a nonwater-miscible solvent like
dichloromethane (DCM), single emulsion solvent
evaporation can be performed. The single emulsifica-
tion process involves an oil-in-water (o/w) emulsion.
The first step consists in dissolving the polymer in a
nonwater miscible organic phase (e.g., DCM). This
polymer solution is then dispersed into an aqueous
phase commonly containing a surfactant (e.g., poly-
vinyl alcohol and Poloxamer), in order to create an
o/w emulsion with larger droplets. The emulsion is
then treated by homogenizers or ultrasound in order
to obtain smaller droplets. To replace the chlorinated
solvent commonly used for the single emulsion sol-
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vent evaporation methods, emulsion-solvent diffusion
using a partially water-miscible solvent less toxic than
dichloromethane, such as ethyl acetate, can be used
instead. The main drawback of these two methods is
the required use of surfactant to stabilize emulsions,
often leading to the requirement to remove their excess
for further in vitro or in vivo trials.

As peptide or nucleic acid antigens are generally
highly water soluble, the former methods often lead
to poor yield as the drug becomes deposited on the
particle surface and in the polymer matrix during the
process, and rapidly diffuses into the aqueous phase.

Therefore the encapsulation of such compounds
becomes quite challenging. Indeed, their successful
encapsulation, as for hydrophobic drug encapsulation,
requires high drug loading in the NPs/MPs, predict-
able release of the drug compound from the particle
but most of all requires the prevention of protein deg-
radation during the encapsulation process. Currently,
the most common technique used for the encapsula-

tion of water-soluble vaccine antigens in PLA/PLGA
particles is the double emulsification solvent evapora-
tion [24.25]. An aqueous phase containing the drug is
added to an organic phase composed of PLGA or PLA
in DCM with vigorous stirring to create the water-in-
oil emulsion. The w/o/w emulsion is created by adding
the previous w/o emulsion into a large volume of water
with an emulsifier to stabilize the emulsified polyvinyl
alcohol and create the w/o/w emulsion. The particles
are obtained after the solvent has been removed by
evaporation. As for o/w emulsion method, the disad-
vantage of w/o/w emulsion processes is the presence
of emulsifiers which if not removed, lead to toxicity.
Furthermore, this strategy requires high energy to cre-
ate the emulsions, which can lead to the denaturation
of the protein antigen, the use of surfactants and the
poor drug loading into particles.

One of the disadvantages of all of these encapsula-
tion techniques is the poor encapsulation efficiencies of
drugs and the initial rapid release of drug (burst effect)

e SR

PGA PLGA PLA

Nanocapsule

Vaccine compounds

adsorption

Figure 2. lllustrative representation of the architecture of different nanostructured poly(lactic acid)/poly(lactic-
co-glycolic acid) particles. These include nanospheres, in which the molecule is dissolved, adsorbed or dispersed
throughout the matrix, attached to the surface or attached to the polymer matrix; nanocapsules, in which the

molecule is in solution and surrounded by a shell-like wall.

PGA: Poly(glycolic acid); PLA: Poly(lactic acid); PLGA: Poly(lactic-co-glycolic acid).
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due to the diffusion of the drug present at the interface
of particles after dilution into media.

An alternative strategy for the efficient presentation
of protein on particles is adsorption onto the surface
of ‘empty particles.” With this strategy, all the meth-
ods previously described to encapsulate hydrophobic
drugs can be used to prepare the particles of the desired
size and with the appropriate surface charge for the
adsorption of protein antigen.

Many studies have also been conducted to obtain
particle formulation that could be sterile filtered, lyoph-
ilized and resuspended to the initial size with excipients
appropriate for use as a vaccine formulation [26,27].

In brief, molecules of interest (e.g., vaccine anti-
gens and immunostimulant molecules) can be incor-
porated into the particles during the particle produc-
tion (encapsulation) or adsorbed/chemically bound
after their production. These methods are dependent
on the hydrophobic/hydrophilic nature of the active
drug (Ag or ligand). In the event of a hydrophobic
Ag, it will be encapsulated within the polymer matrix
during the formation of particles following methods
precipitation/evaporation of solvent, emulsion (o/w).
In the event of a hydrophilic Ag, the double emulsion
(w/o/w) is used to encapsulate in the core of particles.
Finally, the adsorption of hydrophilic Ag (or ligands)
on the particles surface is one possible approach.

PLA/PLGA particles as vaccine antigen
carrier systems

Most licensed vaccines rely on multiple dose immu-
nization schedules which can be difficult and costly
to achieve. In such a scenario, biodegradable poly-
mer particle based vaccine delivery systems provide a
viable alternative to single-dose vaccines [28]. In par-
ticular, PLA and PLGA polymers have been used suc-
cessfully in preclinical studies as vaccine delivery sys-
tems for many years and are particularly well-suited
to vaccine design because of their known adjuvant
activity [6,29,30].

Already used in many medical devices (drug deliv-
ery implants, suture material and microspheres) [31.32],
these biodegradable polymers are probably the most
studied materials for parenteral and mucosal antigen
delivery. The initial motivation for using PLA/PLGA
particles for antigen delivery came from the desire
to reduce the number of repeated administrations
required for long-term protection, through prolonged
antigen release [33]. Another important advantage
would be the reduction in mass vaccination costs.

As PLA/PLGA particles are efficiently phagocytosed
by APCs in vitro and in vivo (173435 they have been
studied mainly for the delivery of antigens to DCs and
macrophages aiming at inducing CTL responses.

Despite the encouraging immunological perfor-
mances of PLA/PLGA-based MPs and NPs, the harsh
conditions such as organic solvent/water interfaces,
shear or cavitation forces, excessive heat, freezing and
drying involved in the encapsulation methods often
causes significant aggregation or degradation of vac-
cine antigens [3036-38]. Moreover, the degradation of
the polymers generates acidic monomers and acidifica-
tion of the inner polymer environment can cause pro-
tein degradation and consequent loss of tertiary struc-
ture, which is a central issue in the development of
these devices for drug delivery [36,39.40]. These problems
have been partially solved by optimized manufacturing
methods [41,42] or addition of stabilizing agents such as
Mg(OH),, other proteins, surfactants or sugars [43-46].

To address the limitations of antigen encapsulation,
another strategy based on surface adsorption of anti-
gens on PLA/PLGA particles was developed to avoid
exposure of the proteins to organic solvents and shear
forces during the emulsification step [47.48]. Mecha-
nistic studies determined that protein adsorption
on PLA/PLGA surface is driven by electrostatic and
hydrophobic interactions [4849]. Therefore, adsorp-
tion of the proteins can be optimized by modulating
ionic strength and pH. However, surface adsorption of
antigen does not allow controlled release of antigen for
single immunization vaccines; PLA/PLGA particles
are instead used as an adjuvant for particulate delivery
of antigen to the immune cells similar to alum, but the
ease of encapsulating or adsorbing single or multiple
antigens or ligands in PLA/PLGA particles (compared
with alum) explains the renewed interest in vaccine
approaches using these particulate systems [40].

In the last 10 years, micro and nanoparticles have
been used mainly to carry vaccine antigens for paren-
teral administration (subcutaneous, intradermal and
intramuscular). Major efforts are being made to develop
new mucosal candidate vaccines by selecting appropri-
ate antigen delivery systems with high immunogenicity,
designing new mucosal routes of administration and
selecting immune-stimulatory adjuvant molecules. The
versatility for delivery of PLA/PLGA NPs has led to their
study as potential vaccine delivery systems for mucosal
administration [11,50]. Indeed, it has been shown that
these particles were able to carry antigens to microfold
cells (M cells) at the surface of Peyer’s patches into the
intestinal mucosa, leading to their uptake and delivery
to mucosal APCs making them efficient antigen carrier
systems for mucosal immunization [3s].

Immune responses to PLA/PLGA carried
antigens

Many different antigens encapsulated or adsorbed on
PLA/PLGA particles have been shown to induce broad
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and potent humoral immune responses (Table 1). The
majority of published pre-clinical studies are on tetanus
toxoid (T'T) or focused on more model antigens such as
ovalbumin (OVA) and bovine serum albumin (BSA).
Other antigens of interest were of bacterial origin: Esch-
erichia coli detached fimbriae, pertussis toxoid, diphthe-
ria toxoid (DT), subunit antigens from Haemophilus
influenzae type B, Yersinia pestis and Mycobacterium
tuberculosis; viral origin: subunit antigens from human
and simian immunodeficiency virus (HIV, SIV), hepa-
titis B virus surface antigen (HBsAg), influenza A virus,
measles virus, parainfluenza virus, respiratory syncytial
virus; and parasitological origin: subunit antigens from
Plasmodium species (malaria) and Leishmania.

TT represents one of the most frequently used
microencapsulated antigen for parenteral or muco-
sal immunization and in most preclinical studies, a
single injection of TT-loaded particles induced high
Ab titers maintained over several months, generally
up to 1 year or more [51,52,56,57). Encapsulated toxoid
induced low but continuous levels of neutralizing Abs
(NAbs), whereas those obtained with the control alum-
TT decreased after reaching the maximum level at 14
weeks. Moreover, the administration of a mixture of
encapsulated and adsorbed TT led to significantly
higher and more prolonged NAD levels than those
measured for the adsorbed toxoid. Analysis of the Ab
isotypes revealed dominance of IgGl (pro-Th2) over
IgG2a (pro-Thl); this pattern was consistent with that
observed in the group injected with alum-TT.

A study performed by Saini ez a/. aimed to compare
the humoral and cell-mediated immune responses
between recombinant HBsAg adsorbed PLA MPs
vaccine (single shot) and alum-HBsAg vaccine (two
doses) [54]. Specific humoral immune responses (IgM
and IgG) and cell-mediated immune responses were
determined. Based on these findings, it was concluded
that a single injection (using the subcutaneous route —
sc.) of the polymeric MPs produced a better immune
response (both humoral and cell mediated) than two
injections of a conventional alum-HBsAg vaccine, in
the mouse model. These data demonstrate the high
potential of polymeric MPs for their use as a carrier
adjuvant for hepatitis B vaccine.

The rabbit model was used in a quantitative and
qualitative comparison of the Ab responses induced
by PLA NPs or by the emulsion adjuvant MF59 using
three HIV-1 antigens: p24gag, wild-type (WT) Tat
and a mutated, detoxified form of Tat [10]. All antigen
and adjuvants led to the induction of similar level of
IgG titers in sera when injected by subcutaneous route.
The p24 antigen, but not Tat, also induced fecal IgG in
rabbits when formulated with PLA particles or MF59.
The nature of the adjuvant had consequences on the

spectrum of specificity induced, depending on the
antigen: PLA adjuvant focused the anti-p24 response
to an immunodominant domain when compared
with MF59. With WT Tat, no difference between
adjuvants was observed in the spectrum of specificity
induced. However, detoxified Tat coated on PLA NPs
increased the number of epitopes recognized by serum
IgG compared with MF59. The impact of these quali-
tative differences depending on the antigen/adjuvant
associations is important to take into account for fur-
ther designs of vaccine formulation using particulate
adjuvants.

In summary, for the antigens studied, strong Ab
responses were observed after a single administration.
Responses were frequently comparable to that elic-
ited by gold-standard formulations, such as antigen in
alum, MF59 or Freund’s adjuvant, given once or twice
(10.17.58-60]. Thus, the particle preparations proved
to be highly suitable for a large variety of antigens,
derived from various sources and having very differ-
ent structural features. Besides inducing strong and
functional humoral immune responses, PLA/PLGA
particles are of particular interest in releasing antigens
over extended periods of time and thereby providing
prolonged stimulation of the immune system.

Whereas specific Abs appear necessary to block
pathogen invasion, specific cellular immune responses
are important for the control of virus replication and
viral load after infection, and also for therapeutic can-
cer vaccines. Particulate vaccines are recognized as
extracellular antigens and are taken up by APCs by one
of the endocytic mechanisms — receptor-dependent or
receptor-independent endocytosis — and placed into a
membrane-delimited compartment of the endocytic
pathway [61]. This compartment undergoes a series
of modifications and finally fuses with lysosomes or
MHC class II compartments leading to peptide pre-
sentation to antigen-specific CD4* T cells but no
CD8* T cells. Hence, it appears that particulate for-
mulations alone are poor inductors of CTL responses.
To improve immune responses, the use of additional
stimuli, such as pattern recognition receptors (PRRs)
ligands, appears to be crucial; in particular to induce
cross-presentation of extracellular Ags to CD8*
T cells [62].

Potentiating the immune response with
PLA/PLGA particles carrying pattern
recognition receptor ligands

Most  successful vaccines induce persistent Ab
responses that can last a lifetime. The mechanisms
involved remain unclear, but emerging evidence

indicates that they activate immune cells (especially
DCs) via PRRs including Toll-like receptors (TLRs),
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Table 1. Examples of studies demonstrating that carrying of antigens by poly(lactic acid)/poly(lactic-co-glycolic acid)

particles potentiate specificimmune responses in vivo.

or nanoparticles

p24gag, WT Tat and a
mutated, detoxified form
of Tat

toxoid; WT: Wild-type.

Nanocarrier Antigen Model/ Immune response
immunization
route
PLA or PLGA micro- Encapsulated TT Wistar rats/im. — Particles encapsulating TT elicited higher anti-

TT Ab titers than TT alone
— Titers persisted for more than 5 months

PLGA NPs Encapsulated TT and QS  Rabbits/in. —The serum IgG titer induced with PLGA(TT)

was higher than TT solution

- 1gG titers induced with PLGA(TT + QS) was
higher than PLGA(TT)

PLA or PLGA MPs Encapsulated DT Guinea pig/sc. — PLGA(DT) made with the relatively hydrophilic

PLGA 50:50 exhibited specific and sustained Ab
responses over 40 weeks, comparable with the
responses to alum(DT)

PLA MPs Adsorbed HBsAg Mouse/sc. - Assingle injection of the PLA-HBsAg produced

better immune response (both humoral and
cellular) than two injections of a conventional
alum-HBsAg vaccine

PLA or PLGA NPs Adsorbed HBsAg Rat/pulmonary - Hydrophobic particles >500 nm elicited a
delivery more robust increase in secretary IgA, IL-2 and
IFN-vy levels compared with hydrophilic particles
<500 nm
PLA NPs Adsorbed HIV-1 antigens: Rabbit/sc. — PLA NPs and MF59® (Novartis, Basel,

Switzerland) adjuvant led to the induction of
similar level of IgG titers

- PLA adjuvant focused the anti-p24 response to
an immunodominant domain when compared
with MF59

PLA NPs Adsorbed HIV-1 p24 Mouse/sc. — After boosting PLA-p24 induced significantly

higher 1gG titers compared with the gold
standard alum-p24

PLA NPs Adsorbed HIV-1 p24 Macaque, rabbit, —PLA-p24 induced high Ab titers (>106) in mice,
mouse/sc. rabbits and macaques

— PLA-p24 elicited strong CTL responses and a
Th1-biased cytokine release in mice

— p24 protein generates a more Th1-oriented
response when coated onto PLA NPs than
adjuvanted with Freund’s adjuvant

—The ability of PLA-p24 particles to induce Thi
responses was confirmed in the macaque model

Ab: Antibody; Alum: Aluminium salts; CTL: Cytotoxic CD8* T lymphocytes; DT: Diphtheria toxoid; HBsAg: Hepatitis B virus surface antigen; im.: Intramuscular;
in.: intranasal; MP: Microparticle; NP: Nanoparticle; PLA: Poly(lactic acid); PLGA: Poly(lactic-co-glycolic acid); QS: Quillaja saponins; sc.: subcutaneous; TT: Tetanus

Ref.

[51]

[52]

(10]

(10]

[16]

NOD-like receptors (NLRs), C-type lectin recep-
tors (CLRs) and RIG-I-like receptors (RLRs) [63.64].
Triggering specific combinations of PRRs in DCs can
induce synergistic production of cytokines, which can
result in enhanced T-cell responses (Thl, Th2 and
Th17) (65-67) and/or reversal of the immunosuppres-
sive action of regulatory T cells (Trcg) (68-70]. The inclu-

sion of such adjuvants within vaccines can enhance
vaccine-induced protection by providing strong and
long-term immune responses, broadening protection
or providing cross-protection against related patho-
gens, improving immune responses in poorly respon-
sive populations and potentially reducing the amount
of antigen required. Reducing the dose enables an
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increase in the manufacturing capacity and offers a
potential for greater distribution of the given vaccine.
This section describes the potential of targeting PRRs
by PLA/PLGA particulate vectors to promote immune
responses and outlines the progress being made toward
the development of PRR-based adjuvants for use in
clinical-grade vaccines (Figure 3).

A number of studies addressing this question have
been performed 7z vitro and in vive. As an example,
Heit et al. determined 7z vitro that full maturation
and cytokine secretion by APCs as well as cross-pre-
sentation of antigen were enhanced when coencapsula-
tion into PLGA particles of antigen with TLR7 and
9 ligands was used [71]. Wischke ez al., as well as our
group, recently showed that PLGA microencapsulated
(~5 pm) or PLA nanoencapsulated (~200 nm) NOD
ligands (respectively) induce an in vitro maturation
of human monocyte-derived DCs to a proinflamma-
tory phenotype with high levels of released cytokines
compared with the soluble ligands 17.72].

Moreover, in vivo studies have been performed in
different animal models in order to improve humoral
and/or cellular immune responses (Table 2). In a study
from Demento et al. [73). PLGA NPs loaded with
recombinant West Nile virus envelope protein and sur-
face modified with CpG ODN (TLR9Y ligand) were
used to immunize mice subcutaneously. The animals
showed robust humoral responses polarized toward
Thl immune responses compared with predominately
Th2-biased responses with the alum adjuvant. Immu-
nizations with PLGA-CpG ODN resulted in a greater
number of circulating effector T cells and greater activ-
ity of antigen-specific lymphocytes than unmodified
NPs or alum. Last, compared with alum, this system
offered superior protection in a mouse model of West
Nile virus encephalitis.

PLGA NPs containing poly(I:C) or CpG ODN
together with OVA have also been studied for the
induction of CTL responses in a cancer vaccine study
[75]. Immunization of mice (intravenous) with the
PLGA(poly(I:C)) or (CpG ODN) together with OVA
elicited potent OVA-specific CTL activity compared
with particles containing OVA only. In accordance
with these results, those formulations exerted potent
antitumor activity in mice that were subcutaneously
implanted with EG7.OVA tumor cells. These results
show that encapsulation of poly(I:C) or CpG ODN
together with antigen in biodegradable PLGA NPs
is an effective approach for the induction of potent
antigen-specific CTL responses 77 vivo.

In addition to improving parenteral immunizations,
PLA/PLGA particles carrying PRR ligands have also
been studied for the purpose of improving mucosal
vaccine administration. Zhu ez al. designed PLGA par-

ticles carrying PRR ligands and able to target the large
intestine after oral delivery in the mouse model [11]. The
particles were coated with methacrylate-based polymer
Eudragit FS30D to bypass the harmful effects of diges-
tive low pH and enzymatic destruction and to selectively
deliver the particles to the lower GI tract. The PLGA
particles containing the ligands macrophage-activating
lipoprotein (MALP-2) for TLR2, polyinosine-polycyt
idylic acid (poly(I:C)) for TLR3 and the CpG ODN
for TLRY, were able to induce colorectal immunity and
protected against rectal or vaginal viral challenge with
the vaccinia virus vPE-16, which expresses the HIV Env
epitope used in the peptide vaccine.

However, despite the fact that numerous stud-
ies have used codelivery systems (antigen and PRR
ligand(s) in the same particle), others have shown
that coadministration (antigen and PRR ligand(s)
in different particles) has equivalent and even bet-
ter effect. In this manner, Kazzaz et al. [76] observed
that codelivery of HIV-1 gp120 and MPLA (TLR4
ligand) or RC529 (synthetic form of MPLA) encapsu-
lated within the same particle and coadministration of
PLGA(gp120) and PLGA(MPLA) (or RC529) within
different particles have an equivalent immune potency
for specific-IgG and IgG2a production in mice.

More recently and consistent with previous obser-
vations [76.77], Kasturi et al. showed, in their supple-
mentary data, that coadministration of PLGA(OVA)
and PLGA(MPLA+R837(TLR7)) induced stron-
ger IgG2c and IgGl production than codelivery
of PLGA(OVA+MPLA+R837) after subcutaneous
administration in the mouse model [15]. Moreover,
PLGA(OVA) plus PLGA(MPLA+R837) induced syn-
ergistic increases in antigen-specific, NAbs compared
with immunization with NPs containing antigens plus
a single TLR ligand. In addition to OVA, they also
used the protective antigen (PA) from Bacillus anthracis
and hemagglutinin (HA) from avian influenza H5N1
virus. As observed with OVA, there was a synergis-
tic enhancement in the antigen-specific Ab responses
after immunization with PLGA(MPLA+R837) plus
PLGA(PA) or PLGA(HA). These responses com-
pletely protected mice against lethal avian and swine
influenza virus strains, and induced robust immunity
against pandemic HIN1 influenza in rhesus macaques.

Data supporting the idea that antigen and PRR
ligand(s) can be delivered on separate particles
have also been observed recently using ultrasmall
Pluronic-stabilized poly(propylene sulfide) (78] or
PLGA [79].

Despite all these observations, questions still remain
concerning the codelivery or the coadministration
strategies. This warrants further consideration and
needs intensive investigations but probably depends
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Dendritic cell

Maturation and

antigen presentation

e Actor 1: particulate vector
e Actor 2: vaccine antigen
e Actor 3: PRR ligand (immunomodulator)
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Figure 3. Potentiating the immune response with poly(lactic acid)/poly(lactic-co-glycolic acid) particles carrying
pattern recognition receptor ligands. The actual concept comprises target dendritic cells with immunostimulant
molecules and vaccine antigen carried by a poly(lactic acid)/poly(lactic-co-glycolic acid) particulate vector to
trigger specific immune responses against the corresponding pathogen.

CLR: C-type lectin receptor; NLR: NOD-like receptor; PRR: Pattern recognition receptor; TLR: Toll-like receptor.

on the type of particle system, antigen, administra-
tion route and of course the immunostimulatory
molecule(s) used.

Strategies to improve cell & tissue targeting
by PLA/PLGA particles

As discussed above, DCs are a key component in the
induction of strong and long-lasting immune responses
toward specific antigens. Being able to specifically
deliver antigens and/or immunostimulant molecules
to those cells by PLA or PLGA particles is a popular
strategy [80-82]. However this delivery could be fur-
ther improved by the presence of ligands included
on the surface of particles to target specific tissues or
cell surface antigens and reduce nonspecific distribu-

tion. In this context a large number of ligands are
currently being assessed including proteins, peptides,
Abs, polysaccharides, glycolipids, glycoproteins and
lectins [8].

The use of lectins capable of targeting CLRs is a
very attractive strategy to enhance the efficacy of vac-
cines. These molecules are highly specific internaliza-
tion receptors that facilitate antigen uptake, process-
ing and loading on MHC class I and II molecules
leading to antigen presentation toward Thl or Th2
orientation [83].

This was the objective of the recent study from
Gupta ez al. who used DT- and TT-encapsulated PLA
particles with adsorbed soybean agglutinin (SBagg)
lectins that resulted in a better association of polymer
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particles with DCs [84]. In the mouse model, immuni-
zations (im.) with PLA-SBagg-antigens elicited a stron-
ger Ab response than with plain particles entrapping
antigens (also higher than alum adsorbed antigens).
The improved immunogenicity of PLA-SBagg-anti-
gens was attributed to the N-linked glycan-mediated
targeting of polymer particles to DCs. Other in vivo
studies using varied particulate vectors demonstrated
how CLR targeting can be employed for cell-specific
antigen delivery and can result in enhanced humoral
and cellular immune responses [85-88].

Several studies have also demonstrated the success-
ful use of antilectin antibody-grafted nanoparticles to
increase the uptake of these carriers by DCs. As an
example, Cruz et al. tested various Abs recognizing
the DC-specific receptor DC-SIGN (type II CLR)
to study the effects of PEG copolymer shielding and

Ab type on antibody—receptor interactions [89]. While
they found that shielding can lessen the efficacy of
the targeted delivery through Abs, they also showed
that particles with a coat of Abs targeting the car-
bohydrate recognition domain of the DC-SIGN were
more efficiently taken up by DCs than those target-
ing the receptor’s neck domain. However both for-
mulations bound selectively to DCs and were able to
induce a stronger cytokine production toward Thl
than Th2.

Mannosylation of particles is also a promising strat-
egy to selectively target vaccine antigens to the man-
nose receptor expressed on DCs. PLGA NDPs decorated
with mannan (Saccharomyces cerevisae), are able to
simultaneously enhance antigen-specific CD4* and
CD8* T-cell responses compared with nondecorated
NPs [90]. Mannose-PEG(3)-NH(2) grafting can also

Table 2. Examples of studies demonstrating that carrying of antigens and pattern recognition receptor ligands by

poly(lactic acid)/poly(lactic-co-glycolic acid) particles potentiate specific immune responses in vivo.

PLGA NPs

PLGA NPs

PLGA NPs

PLA NPs

PLGA NPs

PLGA NPs

Nanocarrier

Antigen/immunostimulant Model/ Immune response Ref.
molecule(s) immunization

route
Adsorbed rWNVE and CpG ODN Mouse/sc. — Humoral responses polarized toward Th1 (73]

(TLR9 ligand)

— Compared with alum, this system offered
superior protection against WN virus encephalitis

— PLGA(MPLA+R837) + PLGA(Ag) induces [15]

— Adsorbed HA or OVA Mouse, rhesus

macaques/sc.  synergistic increases in NAbs compared with
immunization with NPs containing Ags + a single
ligand
— Encapsulated MPLA (TLR4) — Immunization protected completely against
and/or R837 (TLR7) lethal influenza virus strains in mice
— Induced robust immunity against pandemic H1N1
influenza in macaques
Encapsulated PeptAg/ MALP-2  Mouse/oral — Colorectal immunity [11]
(TLR2), poly(I:C) (TLR3) and CpG - Protection against rectal or vaginal viral
ODN (TLR9) challenge
— Adsorbed HIV-1 p24 Mouse/sc. — Encapsulated NOD1/2 ligands increased anti-p24 [17]
—Encapsulated NOD1/NOD2 IgG responses up to 100-times compared with the
ligands free ligands, alum-p24 or PLA-p24 alone
Encapsulated HBcAg + MPLA Mouse/sc. - PLGA(MPLA+HBcAg) induced a stronger Th1 [74]
(TLR4) cellular immune response than HBcAg alone or
PLGA(HBcAQ)
Encapsulated OVA + poly(l:C) or Mouse/iv. — PLGA(OVA+poly(l:C) or CpG ODN) elicited potent  [75]

CpG ODN

Ag: Antigen; CpG ODN: CpG oligodeoxynucleotides; CTL: Cytotoxic CD8* T lymphocytes; HA: Hemagglutinin; HBcAg: Hepatitis B virus core antigen; iv.: intravenous;
MPLA: Monophosphoryl lipid A; NP: Nanoparticle; OVA: Ovalbumin; PLA: Poly(lactic acid); PLGA: Poly(lactic-co-glycolic acid); poly(I:C): Polyinosinic-polycytidylic
acid; rWNVE: West Nile virus envelope protein; sc.: subcutaneous; WN: West Nile.

responses compared with predominately
Th2-biased responses with alum adjuvant

specific CTL activity compared with PLGA(OVA)

— PLGA(OVA+poly(l:C) or CpG ODN) exerted
potent antitumor activity in mice
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enhance the uptake of PLGA MS, with a variable rela-
tive contribution of specific and nonspecific uptake
mechanism [91].

While targeting DCs during parenteral adminis-
trations has shown to be effective, to achieve such a
goal by mucosal administration (e.g., enteral or nasal
route), seems to be more complex [92].

The ability of M cells to take up and transcytose
diverse numbers of microorganisms to APCs have
made M cells an ideal target for vaccine delivery to the
mucosal immune system [93]. Those cells are found in
the follicle-associated epithelium of the Peyer’s patches
as well as in nasopharyngeal-associated lymphoid tis-
sue (NALT) and bronchus-associated lymphoid tissue
(BALT) [94]. It has been shown that the lectins Ulex
europacus 1 (UEA-1) and the Lotus tetragonolobus
agglutinin (LTA) are able to selectively bind to a-L-
fucose targets on mouse M cells and are rapidly endo-
cytosed and transported to M cell basolateral mem-
branes. Therefore, oral administration (mouse model)
of UEA-1 or LTA grafted PLGA NPs encapsulating
HBsAg result in higher mucosal and systemic responses
compared with uncoated NPs [58,95]. However, UEA-1
selectively binds to mouse M cells but not human [96].

New PLGA formulations were then developed to
target the Pl integrins expressed at the apical side
of human M cells [9798] via an RGD peptide that
enhances the transport of those particles by 3.5-fold
compared with particles without RGD peptides [99].
In vivo studies showed these NPs concentrate in Peyer’s
patches and were able to induce the production of spe-
cific IgG. Other M cell homing peptide (CKS9) or Abs
(CA19.9) have also been studied [93,100].

Promising outcomes have been achieved with par-
ticle-based vaccine targeting M cells through mucosal
administration. By applying the knowledge gained
from studies on DC particle targeting, further major
advances should arise in the field of mucosal vaccines.
The dual targeting of M cells and DCs with codelivery
or coadministration of immunostimulants seems to be
a promising approach.

Vaccination strategy not only benefits from major
advances in antigen/ligand formulation and adminis-
tration, but also a better comprehension of the rela-
tionship between modulating particle physical proper-
ties and immune cells uptake. It has been established
that rendering PLGA nanoparticles mucoadherent, by
shifting their charge to positive through glycol-chitosan
coating, induces higher systemic and mucosal immune
response after nasal immunization in mice than the
naked PLGA counterpart, presumably linked to their
higher bioavaibility due to a lower clearance [101].

It has also been demonstrated that modulating
the size of the particles can influence the immune

response outcome [102-105]. Using PLGA particles sized
at 300 nm, 1 um, 7 pm and 17 pm formulated with
OVA and CpG ODN in in vitro and in vive studies, it
has been observed that 300 nm sized particles were the
most efficiently taken up by DCs leading to efficient
antigen delivery and DC activation, compared with
bigger particles [106]. The systemic antigen-specific
immune response to vaccination was also measured
in mice. PLGA particles sized 300 nm generated the
highest antigen-specific cytotoxic T-cell responses.
These mice also showed the highest antigen-specific
IgG2a:1gGl ratio. This study suggests that the smaller
the PLGA particle used to deliver antigen and adju-
vants the stronger the antigen-specific cytotoxic T-cell
response generated.

However this study did not establish the lower size
limit for efficient uptake. Will 50 nm particles be more
efficient that those of 300 nm?

Conclusion & future perspective

Over the last couple of decades, many groups have con-
tributed to the development of PLA/PLGA controlled
release NPs and MPs for antigens delivery to compen-
sate their poor immunogenicity. These particle-based
vaccines are now well established for their ability to
provide persistent levels of Abs and to exhibit immu-
nological memory. For designing new vaccines against
viral infections and cancers, or intracellular pathogens,
several strategies have been employed, from inclusion
of different immunostimulatory molecules (essentially
PRR ligands) to specific targeting of PLA/PLGA par-
ticles to APCs. This has led to the induction of both
humoral and cellular immune responses, in animal
models ranging from rodents to nonhuman primates.
The induction of both types of responses may be a
prerequisite for future vaccination strategies based on
these eco-compatible polymers. It is also worth not-
ing both, their potential interest and drawbacks toward
alternative delivery systems already on the market, such
as virosomes, emulsions or aluminum salts. Indeed,
PLA/PLGA particles have a very short history in clini-
cal studies and in some cases, sophisticated design of
vaccine formulations associated to complex regulatory
requirements could be major limitations for their devel-
opment as vaccine delivery systems for human use.
It is therefore essential that further research on such
multifunctional vaccine delivery platform addresses
these questions to be envisioned as a viable alternative
method for vaccine delivery.

First, the chemistry behind particle synthesis should
be kept scalable, with simple design that will not
impair cost, reproducibility and safety issues. Second,
the choice of immunostimulatory molecules should be
focused on well-studied candidates, with strong preclin-
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ical data, as prototype PRR ligands could have varied
effects, depending on dose and route of administration,
among others. Last, more basic science is required to
decipher the mechanisms of particle uptake by APCs,
transport to the lymphoid system, biodistribution and
degradation of particles in the organism. In this respect,
the particle formulation process facilitates the labeling
of PLA/PLGA particles with different probes (such
as fluorescent or radioactive probes). These labeled
particles will constitute effective tools to understand
the molecular basis of vaccine immunity through live
imaging studies and to fine tune vaccine formulations
through a back and forth scientific approach.

As illustrated in this review, the huge amount of
preclinical data gathered with PLA/PLGA vaccine

platform provides strong hope that these particles will
overcome the current challenges, potentially becom-
ing key components among the vaccine armada of the
future.
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Executive summary

Background

global public health.

delivery systems to antigen-presenting cells (APCs).

based adjuvants for use in clinical-grade vaccines.

Conclusion & future perspective

formulations.

lymphoid system, biodistribution and toxicity.

e The development of safe and effective vaccines for cancer and infectious diseases remains a major goal in

e One of the most important areas of research is the design of new generation of adjuvants.
e Particulate compounds including poly(lactic acid) (PLA) and poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) nano- and
micro-particles have been shown to possess significant potential as antigen and immunostimulant molecule

PLA & PLGA particles as versatile carrier platforms for vaccine delivery

e Ease of encapsulating or adsorbing single or combination of antigen and ligands in PLA/PLGA particles.

e Potential of targeting pattern recognition receptors by PLA/PLGA particulate vectors to promote immune
responses and outline the progress being made toward the development of pattern recognition receptor-

* New selective targeting of PLA/PLGA particles to APCs has been successfully achieved, and elevated humoral
and cellular immune responses have been attained in preclinical models.

¢ Nanoparticles can be optimized to improve their uptake and immunogenicity; understanding the role
of nanoparticle’s immunoproperties is important to fine tune these materials before their use in vaccine

e Thorough characterization and standardized preparation methods are critical to create an accurate
knowledge base about PLA/PLGA particulate vector effects on the immune system.
e More basic science is required to decipher the mechanism of particle uptake by APCs, transport to the
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TLR ligands are critical activators of innate immunity and
are being developed as vaccine adjuvants. However, their
usefulness in conjunction with NOD-like receptor agonists
remains poorly studied. In this study, we evaluated a new
ligand that targets both TLR2 and NOD2 receptors. We
assessed its ability to enhance dendritic cell maturation
in vitro in addition to improving systemic and mucosal im-
mune responses in mice. The chimeric NOD2/TLR2 ligand
induced synergistic upregulation of dendritic cell matu-
ration markers, costimulatory molecules, and secretion
of proinflammatory cytokines compared with combina-
tions of separate ligands. Furthermore, when coadmi-
nistered with biodegradable nanoparticles carrying a
model Ag, the ligand was able to induce high Ag-specific
IgA and IgG titers at both systemic and mucosal sites after
parenteral immunizations. These findings point out the
potential utility of chimeric molecules TLR/NOD as
adjuvants for vaccines to induce systemic and mucosal
immune responses.  The Journal of Immunology, 2014,
193: 5781-5785.

ew directions in vaccine research concern the im-
provement of Ag immunogenicity and the design of new
adjuvants. Recombinant protein subunits or synthetic
peptides are being tested in new vaccine strategies and offer many
advantages, such as a reduced toxicity compared with live-
attenuated vaccines. However, they often remain poorly immu-
nogenic when administered alone, particularly with regard to their
capacity to induce mucosal immune responses. The enhancement
of Ag-specific immune responses through the development of
improved vaccine adjuvants remains an important challenge (1).
The discovery of the role of TLRs and NOD-like receptors
(NLRs) in the action of certain adjuvants has provided new
insights for vaccine development (2, 3). These observations are
particularly important with regard to the cross-talk between
NLRs and TLRs, which has been the subject of numerous
investigations in recent years (4).

Lloux,i

Thlerry

Although TLR ligands are pyrogenic and crucial for the
induction of inflammatory cytokines, NLR ligands have a poor
capacity to trigger these pathways without a synergistic boost
from TLR ligands in vitro (5-7). Despite these apparently
weak stimulatory properties, the presence of NLR subfamily
NODI and NOD?2 ligands positively triggers the potential
of some immune adjuvants, including TLR ligands (8-10).
Therefore, the interaction between NLRs and TLRs seems to
be more crucial for adaptive immunity than previously ap-
preciated. An interesting new area in the field of adjuvants
could be the combination of immunostimulatory agents that
target different pattern recognition receptor pathways (11).

Our purpose was to target both TLR2 and NOD2, aiming at
inducing systemic and mucosal immune responses after par-
enteral immunization. Indeed, TLR2 appears to have a special
role in T cell polarization and differentiation (especially T417)
(12), mucosal homing receptor expression, and IgA produc-
tion by human B cells (13), whereas NOD2 has a role in the
production of proinflammatory cytokines and autophagy (14,
15) and is highly expressed at the mucosal level (3, 10).

In this study, we evaluated the potential synergistic effects
of NOD2 and TLR2 stimulation by a chimeric ligand on the
induction of dendritic cell (DC) maturation and proinflam-
matory cytokine secretion in vitro, as well as the induction
of systemic and mucosal immune responses after parenteral
immunization in mice in the context of a nanoparticle (NP)-

based vaccine carrying the Gag p24 (HIV-1) Ag.

Materials and Methods
NOD2, TLR2, chimeric NOD2/TLR2 ligands, and p24-coated
polymeric NPs

CL429 is a novel chimeric compound that was designed to stimulate both
TLR2 and NOD2. This compound is composed of Murabutide (NOD2
ligand) covalently linked to Pam2C (TLR2 ligand) via a spacer (Supplemental
Fig. 1A). Murabutide, Pam2C, and CL429 were developed and manufactured
by InvivoGen.

The ligands’ specific activity was determined using the HEK-Blue-hTLR2,
HEK-Blue-hNOD?2, and RAW-Blue reporter cell lines (InvivoGen) to monitor
the activation of the NF-kB and AP-1 pathways using a secreted embryonic
alkaline phosphatase (SEAP). Stimulation with ligands activates NF-kB and
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AP-1, which induce the production of SEAP. The level of SEAP can be easily
quantified with a detection medium that turns purple/blue in the presence of
alkaline phosphatase (HEK-Blue Detection; InvivoGen).

HIV-1 p24 Ag was produced and purified by PX'Therapeutics (Pro-
tein’eXpert, Grenoble, France).

Poly(lactic acid) (PLA) NPs (180 nm) were prepared by nanoprecipitation,
as previously described (16), and provided by Adjuvatis (Lyon, France). P24
protein and PLA particles were diluted in PBS at 200 pg/ml and 5 mg/ml,
respectively. The two solutions were mixed volume to volume. The adsorp-
tion reaction occurred within 2 h at room temperature, with moderate
overhead stirring. Endotoxin contents were assessed using an Endosafe test

(Charles River) and were <5 EU/ml.

In vitro maturation of human monocyte-derived DCs and cyrokine
secretion

Monocytes were purified from peripheral human blood and cultured in the
presence of IL-4 and GM-CSF to differentiate into DCs (monocyte-derived
DCs [MoDCs]) (17). After 6 d, NOD2, TLR2, or chimeric NOD2/TLR2
ligands (10 nmol/ml) were added to the MoDCs for 24 or 48 h. LPS
(2.5 pg/ml) was used as a positive control. Cells were then stained with FITC-
labeled ant-CD1a (DC marker), and DC maturation was assessed by cell im-
munostaining using PE-labeled mAbs against the maturation marker CD83,
costimulatory molecules (CD80, CD86), MHC class II (MHC-II) (BD Phar-
mingen), and the intracellular DC-LAMP maturation marker (Dendritics). Ten
thousand events were acquired by FACS with a FACSCanto II (BD), and the
data were analyzed using FlowJo software. MoDC culture supernatants were
collected after 24 or 48 h, and expression of IL-12p70, TNF-a, IL-6, IL-13, and
IFN-a was analyzed by Luminex using the Bio-Plex Pro assay (Bio-Rad).
Autophagy was analyzed by immunofluorescence analysis of LC3. After stimu-
lation (8 h), cells were fixed, permeabilized, incubated with LC3-specific Ab
(NanoTools; clone 5F10), and incubated with secondary Ab goat anti-mouse
FITC. An agent containing DAPI was added; cells were observed using fluo-
rescent microscopy, and quantification of cells containing LC3" autophagosomes
was performed.

Mouse study design

Eight-to-twelve week-old female BALB/c mice were purchased from Charles
River Laboratories. Mice were divided into five groups of five animals and
immunized s.c. with 10 wg p24 adsorbed on PLA NPs (PLA-p24) suspended
in 100 wl PBS on days 0, 14, and 28. A total of 20 nmol ligands (NOD2,
TLR2, both or chimeric) was coadministered; one group was immunized with
PLA-p24 alone. Sera, vaginal lavage fluid, and fecal pellets were collected at
days 0, 14, 28, and 34 and tested for the presence of p24-specific IgA, IgG,
IgG1, and IgG2a by ELISA.

Serum samples were obtained from whole blood recovered by performing
a small incision at the retro-orbital vein. Vaginal secretions were collected from
mice with 50 wl PBS (two times) placed in the vagina of the animal using an
adapted pipette (Pipette M100) and tips (CP100; both from Gilson). A total
of five microliters of 25X Halt Protease Inhibitor Cocktail (Thermo Scien-
tific) was added to the vaginal lavage fluids to protect Igs from degradation.
Feces were collected and diluted at 100 mg/ml with 1X Halt Protease In-
hibitor Cocktail to allow normalization.

To study acute cytokine production, new groups of mice were immunized
twice, one week apart. Sera and vaginal and intestinal tissues were collected 24 h
after the boost. The vaginal cell and intestine cell lysates were prepared with the
Bio-Plex Cell Lysis Kit (Bio-Rad), as specified by the manufacturer. Evaluation
of multiple cytokines/chemokines was performed with a Luminex 100 in-
strument, in combination with the Bio-Plex mouse cytokine panels (Bio-Rad).
Cytokine concentrations were determined as the mean of three replicates/time
point.

Statistical analysis

Analyses were performed using SigmaPlot software, version 11.0. Statistical
data analyses were performed using one-way ANOVA with Bonferroni post
hoc test for comparison of pairs. Statistical significance is indicated in the

figures.

Results and Discussion
The chimeric ligand CL429 activates both TLR2 and NOD2

The specific activity of each ligand at different concentrations
was monitored in vitro using cell lines expressing only TLR2,
NOD2, or both. As shown in Supplemental Fig. 1B, HEK cell
line activation was dose dependent, and the TLR2 ligand
(Pam2C) was able to stimulate only HEK cells expressing
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FIGURE 1. Maturation-related patterns expressed by human MoDCs
upon exposure to NOD2, TLR2, or chimeric NOD2/TLR2 ligands. (A)
Phenotypes of MoDCs were determined after 24 h of stimulation, and
mean expression of maturation markers (CD83 and DC-LAMP), costim-
ulatory molecules (CD80 and CD86), and MHC-II were analyzed. (B)
Quantification of cytokine-secretion pattern of MoDCs by a Bio-Plex Pro
assay. The supernatants were collected, and the concentrations of IL-6,
TNF-a, IL-1B, IL-12p70, and IFN-a were analyzed. Data are means + SD
(n = 3). (€) Chimera molecule NOD2/TLR2 improves autophagy induc-
tion in DCs. DCs were incubated in the presence of the ligands for 8 h.
Cells were stained with Ab to LC3, and cells containing LC3" autopha-
gosomes were quantified. Data are mean = SD from eight independent
counts. Data are representative of more than three independent experi-
ments. *p < 0.05, **p < 0.01, **p < 0.001.
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TLR2, whereas the NOD2 ligand (Murabutide) was able to
stimulate only HEK cells expressing NOD2. Both cell lines
were efficiently stimulated with the chimeric ligand CL429,
meaning that the chimeric ligand can activate both TLR2 and
NOD?2 and induce NF-«kB and/or AP-1 signaling. Moreover,
stimulation of the RAW Blue cell line expressing both recep-
tors showed that the chimeric ligand was significantly more
efficient than separated ligands.

The chimeric ligand NOD2/TLR2 induces synergistic human DC
maturation in vitro

Adjuvants and vaccine-delivery systems address the interface
between innate and adaptive immune responses, where the
extent and direction of innate immune activation determine
the quality and magnitude of the resulting adaptive response.
DCs play a major role at this interface; their maturation is
correlated with the presentation of Ag fragments by MHC
molecules, as well as with the expression of specific cell mark-
ers. To determine the adjuvant potential of NOD2 and/or
TLR2 ligands to stimulate human DCs in vitro, expression
of the cell markers of maturation was assessed by flow cytometry
24 h after equimolar ligand addition. As shown in Fig. 1A,
a statistically significant increase in the expression of CD8O0,
CD86, and DC-LAMP was observed in MoDCs incubated
with NOD2 or TLR2 ligand alone (p < 0.05). CD83 ex-
pression was enhanced to a statistically significant extent by the
NOD2 ligand (p < 0.001), whereas the amount of MHC-II
was not modified by the NOD2 or TLR2 ligand. The com-
bination of the two ligands significantly increased the expres-
sion of CD86, CD80, and DC-LAMP markers, but not
CD83, compared with NOD?2 alone, suggesting a cumulative
effect of these ligands (p < 0.01). With the notable exception
of DC-LAMP, the expression of DC maturation markers
was synergistically and significantly upregulated by the use of
the chimeric ligand containing both NOD2 and TLR2 in
comparison with monospecific (TLR2 or NOD2) and com-
bination (TLR2 + NOD?2) of molecules (p» < 0.001). More-
over, this chimeric ligand was the only molecule able to increase
MHC-II expression.

DC maturation triggered by external signals is accompanied
by the expression of different cytokines that modulate the
immune responses. For this reason, we compared the impact of
different combinations of the NOD2 and TLR2 ligands on the
production of different cytokines. We obtained data after 24
and 48 h of ligand exposure for IL-18, TNF-a, IFN-a, IL-6,
and IL-12p70 (Fig. 1B). In comparison with untreated cells,
NOD?2 or TLR2 ligands significantly increased the amount of
IL-6 in MoDC culture medium (p < 0.001), as well as TNF-
a and IFN-a, respectively (p < 0.05); their impact was more
disparate for other cytokines. With both ligands, an additive
effect was significantly detectable for IL-6, TNF-a, and IL-13
(p < 0.001). Contrary to monospecific ligands, the chimeric
NOD2/TLR2 molecule synergistically increased (2- to 30-
fold) the secretion of these cytokines (p < 0.001).

As already shown, NOD2 stimulation is able to induce
autophagy in DCs (15). In this study, we showed that stim-
ulation with the chimeric ligand induced high autophagosome
formation in MoDCs (Fig. 1C). This observation is in ac-
cordance with the high cytokine production observed, as auto-
phagy was shown to promote innate cytokine expression in

DCs (18).

5783

This strong adjuvant effect could be explained by improved
NOD?2 agonist uptake by DCs. Although TLR2 receptors are
expressed on the cell surface and so widely exposed to ligands,
NOD?2 receptors are within the cytoplasm and are exposed
to few diffusing NOD?2 agonists. We hypothesized that the
chimera is taken up through its TLR2 agonist domain in lipid
rafts and internalized within endosomes (19, 20), enabling
more NOD?2 ligands to enter the cells. How the NOD2 ag-
onist domain of the chimera interacts with the NOD2 re-
ceptor after endosomal internalization is still beyond our
comprehension and requires further study, but involvement of
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FIGURE 2. Specific anti-p24 IgG and IgA in sera and mucosal samples of
mice immunized with PLA-p24 alone or coadministered with NOD2, TLR2
ligands, or chimeric NOD2/TLR2. Animals (7 = 5/group) received three s.c.
administrations of 10 pg of PLA-p24 codelivered with 20 nmol of ligands.
For each animal, the Ab amount was determined individually in sera (A) and
mucosal samples (B). p < 0.05, **» < 0.01, **» < 0.001.
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the SLC15A3 and SLC15A4 transporters seems to be crucial
(21, 22).

Although it is well known that stimulation of NOD2 and
TLR2 activates NF-kB and AP1 signaling pathways, it is still
not fully understood where the synergy takes place. Recent
discoveries point out that the ser/thr kinase TAK1 is involved
in the TLR2 signaling pathways (23) and Hasegawa et al. (24)
postulated that NOD2 activation recruits RIP2 allowing re-
cruitment and activation of the TAKI1 complex, leading to
proinflammatory cytokine secretion. This double activation
could be part of the synergistic mechanisms between these two
receptors.

NOD2/TLR2 chimeric ligand enhances systemic and mucosal immune
responses against HIV-1 p24 Ag

Numerous studies validated the vaccine potential of PLA NPs
as an Ag-carrier system (25). PLA NPs coated with Gag p24
(HIV-1) were evaluated for their immunostimulatory poten-
tial after s.c. coadministration with the different NOD2/
TLR2 ligands in mice. At days 0, 14, 28, and 35, sera, vaginal
lavage fluids, and feces were collected, and p24-specific Abs
were quantified.

As shown in Fig. 2A, the chimeric NOD2/TLR2 ligand
significantly increased anti-p24 IgG and IgA titers in sera, up
to 2 logs in comparison with other formulations (p < 0.001).
No significant differences were observed in terms of systemic
anti-p24 responses between mouse groups immunized with
PLA-p24 alone or coadministered with free NOD2, TLR2, or
TLR2 plus NOD2 ligands. The predominant IgG subclass
was IgG1, a Th2-associated isotype, for all groups of mice.
IgG1 tditers in the group of mice treated with the chimeric
ligand were significantly higher than in other assays (p <
0.001). IgG2a (a Thl-associated isotype) also was signifi-
cantly increased with the chimeric ligand or the combination
of NOD2 and TLR2 ligands (p < 0.05), which resulted in
a significant decrease of the IgG1/IgG2a ratio with these
formulations.

Mucosal immune responses also were monitored (Fig. 2B).
Compared with other assays, the group of mice injected with
the chimeric ligand showed a significant increase in Ab re-
sponses (IgG and IgA) in feces and vaginal lavage fluids at day
34 postimmunization. This effect is probably due to the in-
duction of high IgG titers in sera, which lead to the transu-
dation and/or FcRn transport to mucosal surfaces (26). The
specific IgA responses at mucosal surfaces might be due to an
efficient stimulation of B cells in mucosal tissues or transport
of blood IgA by the polymeric IgR (27).

Consistent with the knowledge that TLR2 and NOD2
pathways act synergistically on human B lymphocytes (28) and
DCs (29) to induce immune responses, as well as our in vitro
data, the strong adjuvant effect observed in vivo is probably
due to the induction of inflammation at the injection site,
which leads to the recruitment of APCs such as macrophages
and DCs. The latter are able to uptake Ag carried by PLA NPs
and then migrate to draining lymph nodes to present Ag to
naive T cells. Moreover, upregulation of MHC-II, as well as
the costimulatory molecules CD80 and CD86, can improve
the presentation to naive T cells (signal 1) and induce co-
stimulatory signals (signal 2) necessary for the activation and
survival of the lymphocytes. The production of IL-12 by the
DCs stimulated by the chimeric ligand orchestrates the dif-

ferentiation of T cells into Th1 cells, leading to a decrease in
the IgG1/IgG2a ratio.

To determine the ability of the vaccine to promote che-
motaxis of immune effector cells, the chemokine and cytokine
levels in different compartments were analyzed. The formu-
lation PLA-p24+chimeric ligand was a potent inducer of
chemokines, including G-CSF and MCP-1, as well as proin-
flammatory cytokines TNF-a and IL-1P in sera (Supple-
mental Fig. 2A). These observations are consistent with the
in vitro data on MoDCs showing that these cytokines were
synergistically increased with the chimeric ligand. Increase of
the pro-Th2 cytokines IL-5 and IL-9 in sera has also been
observed in mice immunized with the chimeric ligand in
comparison to other formulations. These cytokines are known
to be important for mouse B cell differentiation, particularly
for fate determination of terminal B cell differentiation to Ab-
secreting plasma cells (30, 31), supporting the high humoral
responses observed with the chimeric ligand. IL-9 also was
shown to promote Th17 development (32). Despite the fact
that IL-17 expression was not increased in sera, a slight, but
significant increase, in the level of IL-17F was observed in
vaginal tissue but not in intestinal tissue (Supplemental Fig.
2B, 2C), meaning that there was a proinflammatory reaction
in the mouse vagina (33).

The NOD2 ligand induced a slight increase in IL-33, IL-
23p19, MIP-3a, IL-31, CD40L, and IL-21 in vaginal tissue
compared with PLA-p24 alone. The expression of these cyto-
kines was improved by coadministration of the TLR2 ligand,
whereas the chimeric ligand improved the production of MIP-
3a and CD40L, which are known to interact with B cells via its
cognate receptor to trigger Ig isotype class switching and pro-
mote their secretion and the differentiation of memory B cells
(34). Pro-Th1 cytokines were not markedly different between
the experimental groups.

In this article, we have described a new way to improve
adjuvant activity by combining multi—pattern recognition re-
ceptor stimulation simultaneously using a chimeric molecule.
The chimeric TLR2/NOD2 molecule we described possesses a
very potent adjuvant activity, with no apparent toxicity, and it
allows strong induction of both systemic and mucosal immunity
against vaccine Ag. This activity seems to be mediated by an
optimal DC maturation process, which induces strong B and
T cell stimulation and autophagy.
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