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Introduction Générale 

L’objectif de cette thèse a été dans un premier temps d’évaluer les performances de 

l’électrophorèse capillaire (CE) et de l’analyse de la dispersion de Taylor (TDA) pour l’étude des 

interactions antigène-adjuvant dans les vaccins. Dans un second temps, au vu de l’accélération du 

développement des vaccins à base d'acide nucléique, un nouvel objectif a été défini consistant à 

étudier et à caractériser les formulations vaccinales à ARN messager (ARNm) par CE et TDA. Il 

s’agit d’une thèse CIFRE qui résulte de la collaboration entre l’Institut des Biomolécules Max 

Mousseron (IBMM) à Montpellier et l’entreprise pharmaceutique Sanofi Pasteur à Marcy-l’Etoile. 

Dans un vaccin, les antigènes sont les molécules qui induisent la réponse immunitaire protectrice 

contre un ou plusieurs pathogènes. Dans le cas des vaccins sous-unitaires, seuls une ou des parties 

spécifiques du pathogène sont injectés. Comme ces sous-unités (protéines, polysaccharides, 

conjugués) sont incapables de provoquer les maladies, les vaccins sous-unitaires sont considérés 

comme très sûrs, ils sont également bien tolérés, mais sont souvent moins immunogènes que les 

vaccins à germes entiers vivants atténués ou inactivés. C’est pourquoi il est parfois nécessaire 

d’ajouter un adjuvant dans la formulation vaccinale. Les adjuvants sont des substances utilisées 

pour moduler et renforcer la réponse immunitaire induite par les antigènes. Les interactions entre 

les antigènes et les adjuvants peuvent avoir un impact significatif sur la réponse immunitaire. Le 

développement d’un candidat vaccin implique donc de prendre en compte et d’étudier précisément 

les mélanges antigènes/adjuvants, ainsi que leurs potentielles interactions. Or, les interactions 

antigènes/adjuvants sont souvent difficiles à étudier compte-tenu de la complexité de chacun des 

partenaires, de leur faible concentration et du grand nombre de constituants dans la formulation 

finale. Il est donc nécessaire de développer de nouvelles méthodologies analytiques pour l’étude 

de ces interactions.  

Les méthodes électrophorétiques ont déjà fait leurs preuves concernant la caractérisation des 

interactions en solution d’une grande variété de systèmes physicochimiques. L'analyse frontale 

continue en électrophorèse capillaire (frontal analysis continuous capillary electrophoresis, 

FACCE) est une technique permettant de quantifier la concentration en ligand libre à l'équilibre 
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dans un mélange ligand/substrat, et ainsi de déterminer expérimentalement l'isotherme 

d'adsorption. De cette isotherme, il est possible d’extraire les paramètres d'interaction 

(stœchiométrie, constante d’interaction de site). D’autre part, l’analyse de la dispersion de Taylor 

(Taylor dispersion analysis, TDA) est une technique analytique permettant la mesure des 

coefficients de diffusion et des rayons hydrodynamiques (Rh) de nanoparticules. Cette technique 

est applicable à l’étude de complexes et permet d’observer une large gamme de Rh allant de 

l’angström au sub-micron. Ainsi, avec un même appareillage d’électrophorèse capillaire, il peut 

être possible d’obtenir des informations, à la fois sur les interactions antigène/adjuvant, et sur la 

taille des complexes formés. A notre connaissance, les techniques FACCE et TDA n'ont jamais été 

employées pour l'étude des interactions antigène/adjuvant dans le domaine des vaccins. 

Les vaccins ARNm sont devenus récemment une alternative prometteuse aux approches vaccinales 

conventionnelles. Ces vaccins ne contiennent pas des antigènes classiques, mais les informations 

nécessaires pour produire un antigène en utilisant la machinerie cellulaire humaine. Ceci est proche 

du processus des infections virales naturelles, où l'information génétique virale est utilisée pour 

produire des protéines virales à partir d'une cellule hôte. L'utilisation de vaccin ARNm présente 

plusieurs avantages par rapport aux vaccins à germes entiers, sous-unitaires ou à base d'ADN. En 

effet, l'ARNm est une plateforme non infectieuse qui n'a pas besoin d'entrer dans le noyau cellulaire 

pour être efficace et qui a un potentiel de développement et de fabrication rapide. Les vaccins à 

ARNm sont fabriqués en utilisant des processus définis, quel que soit l'antigène codé par l'ARNm, 

ce qui permet de simplifier la production et le contrôle qualité de ces vaccins et de réduire les délais 

de développement et de mise sur le marché. L'utilisation de l’ARNm a cependant longtemps été 

freinée par l'instabilité de l'ARNm nu et par l’inefficacité de son administration intracellulaire. Or, 

l'efficacité des vaccins ARNm repose sur la capacité de l'ARNm à atteindre le cytoplasme des 

cellules, où il peut être traduit en antigène d'intérêt permettant de déclencher la réponse 

immunitaire. Les progrès récents concernant la structure de l’ARNm transcrit in vitro (in vitro 

transcribed, IVT) et les vecteurs de délivrance d'ARNm ont permis de surmonter ces problèmes, 

permettant le développement de nouveaux vaccins préventifs et thérapeutiques basés sur la 

technologie de l’ARN messager. 
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Les nanoparticules lipidiques (lipid nanoparticles, LNPs) sont actuellement les vecteurs non viraux 

les plus avancés sur le plan clinique pour l'administration in vivo d'ARNm. Les LNPs ne sont pas 

de simples vecteurs, mais jouent un rôle actif dans l'efficacité vaccinale. La taille et la charge des 

LNPs sont des paramètres critiques qui impactent leur comportement in vivo. En effet, la taille des 

nanoparticules est connue pour influencer la voie d'internalisation cellulaire et la 

pharmacocinétique des LNPs. D’autre part, la caractérisation de la taille des LNPs est d'une 

importance majeure lors des études de stabilité pour vérifier qu'il n'y a pas d'agrégation ou de fusion 

entre les nanoparticules. La charge joue également un rôle clé dans l'internalisation cellulaire, 

dictant le transport des particules à travers les barrières biologiques. Enfin, la taille et la charge 

sont deux paramètres qui peuvent être optimisés pour cibler spécifiquement certains organes, ce 

qui est primordial pour de nombreuses applications thérapeutiques. 

L'optimisation des formulations de vaccins à ARNm nécessite le développement de nouvelles 

méthodes analytiques pour caractériser la taille et la charge des LNPs, mieux comprendre les 

limites actuelles, et challenger les méthodes analytiques existantes. L'électrophorèse capillaire doit 

permettre de déterminer la densité de charge de surface de ces nanoparticules (sous champ 

électrique) et la TDA doit permettre de caractériser leur taille (avec le même appareillage sans 

application de champ électrique).  

Afin de mieux appréhender le travail effectué dans cette thèse, le premier chapitre présente 

le principe et l’histoire de la vaccination ainsi que les différents types de vaccins et d’adjuvants. 

Puis la caractérisation des interactions antigènes/adjuvants est développée en rappelant les 

différents modèles théoriques permettant de décrire les interactions ainsi que les méthodes 

analytiques couramment utilisées pour leur étude. Enfin, ce premier chapitre se termine sur la 

présentation des formulations vaccinales ARNm-LNP et leur caractérisation, avec des informations 

sur la synthèse des ARNm et la formulation des LNPs. Les caractéristiques physicochimiques 

affectant la délivrance intracellulaire et les méthodes de caractérisations associées sont aussi 

abordées. 

Le deuxième chapitre montre le développement d’une méthodologie d'analyse frontale continue en 

électrophorèse capillaire (FACCE) pour l'étude des interactions entre un adjuvant polymérique 
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anionique (acide polyacrylique, SPA09) et un antigène vaccinal cationique en développement pour 

le traitement du staphylocoque doré (Staphylococcus aureus).  

Dans le troisième chapitre, le même couple antigène-adjuvant a été étudié par analyse de la 

dispersion de Taylor (TDA) afin de déterminer la taille des complexes antigène-adjuvant et les 

paramètres d'interaction. Les tailles de complexes obtenues par TDA ont été comparées aux 

résultats obtenus par microscopie électronique à transmission (MET) et les paramètres 

d’interaction ont été comparés aux résultats précédemment obtenus par FACCE. 

Le quatrième chapitre présente le développement d’une méthodologie d'analyse par électrophorèse 

capillaire de zone (CZE) pour l’étude des interactions antigène-adjuvant dans le cadre de 

combinaisons vaccinales contenant des mélanges d’antigènes. La méthodologie développée a été 

utilisée pour séparer trois souches de poliovirus inactivé et étudier leur interaction avec 

l'oxyhydroxyde d'aluminium (AlOOH), un adjuvant couramment utilisé dans les formulations 

vaccinales commerciales. 

Dans le cinquième chapitre, une méthode d’analyse de la dispersion de Taylor (TDA) a été mise 

au point pour caractériser la taille et la polydispersité des LNPs encapsulant l’ARN messager. 

L'électrophorèse capillaire (CE) a également été utilisée pour déterminer la charge des LNPs. Les 

résultats obtenus ont été comparés à ceux obtenus par diffusion dynamique de la lumière (DLS) et 

par électrophorèse laser doppler (LDE). 

Enfin, dans le sixième chapitre, différents paramètres de formulation impactant la taille des LNPs 

ont été étudiés. La taille et la polydispersité des différentes formulations ont été déterminées par 

TDA et les résultats ont été comparés à ceux obtenus par DLS. La TDA a également été employée 

pour étudier la dégradation de l'ARNm en présence de RNase et pour calculer le taux 

d'encapsulation de l'ARNm dans les LNPs. 
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Chapitre I. Etude bibliographique 

1      Contexte de l'étude 

 

 Principe de la vaccination 

La vaccination est l’action d’introduire dans l’organisme une entité biologique dérivée d’un 

pathogène capable de stimuler le système immunitaire afin de protéger l’organisme d’une future 

infection par ce même pathogène.  

 Histoire de la vaccination 

Bien avant que le concept moderne de la vaccination ait été découvert, de nombreux essais 

de stimulation du système immunitaire afin de protéger l’organisme d’une future infection furent 

réalisés à travers les siècles. Les premiers essais documentés et largement pratiqués à travers le 

monde concernent la variolisation.1 Il était connu qu’une personne survivant à la variole était par 

la suite immunisé contre cette maladie. Ainsi, la variolisation consistait en la mise en contact 

volontaire d’un individu avec le virus de la variole prélevé sur un sujet faiblement malade. La 

variolisation semble s'être développée en Asie Centrale au début du deuxième millénaire, puis s'être 

étendue vers l'ouest jusqu’à la Turquie, en Afrique puis enfin à l'Europe au début du XVIIIème 

siècle.2 

Au 18ème siècle, le corps médical était déjà bien organisé en Europe, et comme il y avait une 

importante demande de protection contre la variole, les médecins ont rapidement commencé la 

procédure de variolisation à grande échelle. Cependant, la variolisation était loin d’être sans 

risques. En effet, 2 à 3% des personnes variolées décédaient des suites de la maladie ou souffraient 

d’autres maladies transmises par la procédure. Le taux de mortalité associé à la variolisation était 

néanmoins 10 fois inférieur à celui associé à la variole elle-même.2  

Le concept moderne de vaccination a été introduit par Edward Jenner à la fin du XVIIIème siècle. Il 

était connu que les laitières étaient naturellement protégées contre la variole après avoir souffert de 

la vaccine. La vaccine communément appelée « variole de la vache » est un virus proche de celui 
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de la variole humaine. En utilisant cette observation, Edward Jenner établit que la vaccine pouvait 

être transmise d'une personne à une autre et utilisée comme mécanisme délibéré de protection. 

Ainsi, il lança des essais et inocula des individus avec la vaccine. Les résultats de cette enquête ont 

confirmé sa théorie, les personnes ayant participé aux essais se sont avéré protégées contre la 

variole.2 En dépit des erreurs et des nombreuses controverses, l'utilisation de la vaccination se 

répandit rapidement en Angleterre et, en 1800, elle avait également atteint la plupart des pays 

européens. Les travaux de Jenner sur la vaccination contre la variole détiennent le titre de la 

première tentative scientifique visant à contrôler une maladie infectieuse à grande échelle par un 

moyen autre que la transmission de la maladie elle-même. Au cours des premières décennies du 

XIXème siècle, le transfert de bras à bras était la principale méthode de vaccination humaine. 

D'autres maladies reconnues, telles que la syphilis et la tuberculose, étaient parfois transmises avec 

le vaccin. Il était urgent de trouver un moyen alternatif de vacciner et de garantir un 

approvisionnement régulier en vaccin. 

Les travaux de Louis Pasteur sur l’atténuation de la bactérie choléra du poulet à la fin des années 

1870 constituent la première avancée majeure après les travaux d’Edward Jenner.  Contrairement 

à ce qui était le cas dans la vaccination contre la variole, on ne se sert pas, comme vaccin, d'un 

virus bénin fourni par la nature, mais on provoque artificiellement l'atténuation d'une souche, 

initialement très virulente. De plus, cette avancée permet de remplacer la vaccination de personne 

à personne par quelque chose de plus sûr, moins susceptible de transmettre d'autres maladies.1 Au 

début du XXème siècle, cinq vaccins humains étaient utilisés: le vaccin antivariolique original de 

Jenner, le vaccin antirabique de Pasteur, et trois vaccins bactériens contre la fièvre typhoïde, le 

choléra et la peste. De plus, la vaccination avec de l’antitoxine diphtérique ou tétanique était une 

pratique acceptée. La deuxième moitié du XXème siècle peut véritablement être qualifiée d’âge d’or 

du développement du vaccin. Cela est dû principalement à la capacité de développer des virus dans 

des cultures cellulaires et a permis l’émergence de plusieurs vaccins viraux tels que les ceux contre 

la fièvre jaune et contre la grippe. Après les avancées en matière de culture cellulaire, la 

biotechnologie et la biogénétique ont permis à la vaccination de continuer à progresser. Ces progrès 

ont permis le développement d’un vaccin contre l’hépatite B, au début des années 80, qui permet 

notamment une diminution des cancers du foie. Les progrès en matière de synthèse artificielle et 
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les travaux sur les capsules qui entourent les bactéries ont également conduit à la mise au point de 

vaccins contre les pneumocoques et méningites.  

Enfin, au début des années 90, une équipe de chercheurs a montré que l'injection directe d'ARNm 

transcrit in vitro (IVT) dans le muscle squelettique de souris conduisait à l'expression de la protéine 

codée par l’ARNm.3 Ce rapport montre pour la première fois la possibilité d’utiliser l'ARNm IVT 

à des fins thérapeutiques. Depuis, l'ARNm s’est révélé prometteur pour le traitement d'un large 

éventail de maladies et de nombreux types de cancer.4–7 Ces progrès ont été basés sur une meilleure 

compréhension de la structure de l'ARNm IVT, ainsi que sur le développement de nouveaux 

vecteurs de délivrance.8 En 2020, les premiers vaccins à base d'ARNm ont reçu l'approbation des 

autorités de santé, pour une distribution à grande échelle dans le cas de la pandémie mondiale du 

COVID-19.9  

 

 Les différentes catégories de vaccins 

Tous les vaccins contiennent un composant actif appelé l'antigène, qui génère la réponse 

immunitaire protectrice. Les vaccins peuvent être classés en différentes catégories selon le type 

d’antigène qu’ils contiennent. 

1.3.1 Les vaccins à base de pathogènes entiers 

Les vaccins à germes entiers, contiennent des corps bactériens ou des particules virales dans 

leur totalité. 

1.3.1.1 Les vaccins vivants atténués 

Les vaccins vivants atténués contiennent des micro-organismes vivants dont le pouvoir 

pathogène a été atténué. Traditionnellement, la majorité des vaccins vivants atténués (variole, 

fièvre jaune, poliomyélite, rougeole, oreillons, rubéole) étaient basés sur la sélection de variantes 

naturelles survenues lors du passage du virus dans des cellules animales semi-permissives ou 

atypiques et/ou dans des conditions de croissance modifiées. Ces variantes naturelles atténuées 

montraient une capacité réduite à provoquer des maladies.10 Les micro-organismes vivants peuvent 

se répliquer dans les cellules hôtes, ce qui laisse à l’organisme le temps de produire des cellules 
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mémoire pour une réponse immunitaire durable. Le défi concernant ce type de vaccins consiste à 

obtenir une atténuation suffisante pour assurer la sécurité sans inhiber la réaction immunitaire.11 

Une des préoccupations majeures concernant ces vaccins est que les micro-organismes vivants 

atténués peuvent revenir à une forme pathogène après multiplication et provoquer la maladie. C’est 

pourquoi la stabilité de ces vaccins doit être étudiée en détails. La majorité des micro-organismes 

vivants atténués sont sensibles aux changements de température. C’est pourquoi il est nécessaire 

de respecter certaines plages de température pour que les vaccins restent actifs. D’autre part, les 

vaccins vivants atténués ne sont pas adaptés aux personnes ayant un système immunitaire affaibli, 

car l’organisme peut rencontrer des difficultés à éliminer les agents pathogènes atténués.  

1.3.1.2 Les vaccins inactivés 

Les vaccins inactivés contiennent des micro-organismes qui sont tués par des processus 

physiques ou chimiques. L’inactivation doit détruire la capacité de l’agent pathogène à se répliquer, 

mais le maintenir suffisamment intact pour que le système immunitaire puisse le reconnaître en 

engendrant une réponse immunitaire suffisante. Le formaldéhyde est le produit le plus largement 

utilisé pour l'inactivation des micro-organismes utilisés dans les vaccins. La propiolactone (BPL) 

est un agent d’inactivation également fréquemment utilisé. D’autres nouvelles méthodes 

d’inactivation tel que le traitement au peroxyde d’hydrogène, le traitement au doigts de zinc (zinc 

fingers)  et l’irradiation aux rayons gamma peuvent être employées.10 

1.3.2 Les vaccins sous-unitaires 

Les vaccins sous-unitaires ne contiennent que des fragments des agents pathogènes contre 

lesquels ils protègent. Ainsi, ils ne contiennent que les composants essentiels nécessaires pour 

déclencher une réponse immunitaire protectrice et limiter les effets secondaires indésirables 

associés à d’autres composants. Comme seuls des fragments de l’agent pathogène sont utilisés et 

que ces vaccins ne contiennent pas de micro-organismes vivants, ils ne présentent donc pas de 

risque d'induire la maladie contre laquelle ils protègent. Ainsi, les vaccins sous-unitaires peuvent 

être administrés aux personnes dont le système immunitaire est affaibli.12 L'immunogénicité des 

vaccins sous-unitaires est généralement plus faible que celle induite par des vaccins vivants 

atténués ou inactivés.   
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1.3.3 Les vaccins à base d’anatoxines 

Les vaccins à base d’anatoxines contiennent une toxine produite par le germe qui cause la 

maladie. La toxine est rendue inoffensive et est utilisée comme antigène dans le vaccin pour induire 

l’immunité. La réponse immunitaire est ciblée sur la toxine plutôt que sur le germe entier. Les 

vaccins à base d’anatoxines sont sûrs car ils ne peuvent pas provoquer les maladies qu’ils sont 

sensés prévenir, ils ne contiennent pas l’agent pathogène.13  

1.3.4 Les vaccins à base d'acides nucléiques  

1.3.4.1 Les vecteurs viraux  

Les virus sont des porteurs naturels d’instructions génétiques. Ils sont intrinsèquement 

équipés pour pénétrer dans des cellules cibles, délivrer des instructions génétiques aux principaux 

compartiments intracellulaires et stimuler l'expression de protéines. L’idée des vaccins à base de 

vecteurs viraux est d’exploiter les caractéristiques intrinsèques des virus pour diriger l'expression 

génétique. Dans un premier temps, un virus à faible séroprévalence est identifié. Un plasmide est 

utilisé pour insérer la séquence antigénique d’intérêt dans un squelette viral à la place de la 

séquence de gène viral14. Ainsi, les gènes viraux sont remplacés par des gènes d’intérêt. 

L'administration de vaccins à base de vecteurs viraux induit non seulement des réponses 

immunitaires contre l’antigène mais également contre le vecteur viral. Une immunité préexistante 

contre le vecteur viral influence donc négativement les vaccinations ultérieures utilisant le même 

vecteur15. Les vecteurs viraux les plus fréquemment utilisés pour la délivrance de gènes sont les 

lentivirus, les rétrovirus, les adénovirus et les virus adéno-associés (AAV). Plusieurs entreprises 

telles que AstraZeneca, Johnson&Johnson, Spoutnik et CanSino ont développé avec succès des 

vaccins à adénovirus contre le COVID-19. 

1.3.4.2 Les ADN plasmidiques 

Les vaccins à ADN sont basés sur l’utilisation de plasmides qui ont été conçus pour 

exprimer un antigène spécifique15. La plupart des plasmides sont des molécules d'ADN circulaires. 

Ce sont des unités de réplication autonome qui se répliquent de manière indépendante du 

chromosome bactérien. Le plasmide codant l’antigène protéique est répliqué dans des bactéries 
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puis purifié. L’administration d’ADN plasmidique « nu » (en absence de vecteur) peut générer une 

réponse immunitaire, cependant cette réponse est souvent faible16. Malgré les progrès concernant 

les vecteurs de libération intracellulaires, la libération de l’ADN plasmidique reste un facteur 

limitant. En effet, l’ADN doit non seulement entrer dans la cellule puis dans le noyau pour y être 

transcrit en ARNm.  

1.3.4.3 Les ARN messagers (ARNm) 

L'ARNm est l'étape intermédiaire entre l'ADN codant les protéines et la production de 

protéines par les ribosomes dans le cytoplasme, comme l’illustre la Figure 1. 

 

Figure 1 : Processus de transcription et de traduction. Pendant la transcription, l'enzyme ARN polymérase 

utilise l'ADN comme matrice pour produire l’ARNm. L’ARNm est ensuite traduit par un ribosome pour 

construire la protéine (polypeptide) codée par le gène d'origine.17 

Contrairement à l’ADN, l'ARNm IVT n'a pas besoin d'entrer dans le noyau des cellules pour être 

fonctionnel ; une fois qu'il a atteint le cytoplasme, l'ARNm IVT peut être directement traduit. Les 

vaccins à base d'ARNm IVT ne sont pas soumis aux contraintes que rencontrent l'ADN 

plasmidique et les vecteurs viraux. Ainsi, le développement de thérapies à base d'ARNm IVT 

suscite actuellement un large intérêt en tant qu’alternative prometteuse et polyvalente aux 

approches vaccinales conventionnelles. 
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 Les adjuvants 

Dans le contexte des vaccins, un adjuvant est un composant capable de moduler la réponse 

immunitaire induite par l'antigène. Les vaccins sous-unitaires ou synthétiques hautement purifiés 

présentent un excellent profil d'innocuité. Inversement, l'immunogénicité de ces antigènes bien 

définis peut-être faible et ces vaccins nécessitent souvent l’ajout d’adjuvants pour avoir une 

réponse immunitaire suffisante. 18 

1.4.1 Le rôle des adjuvants 

Les adjuvants peuvent être utilisés à différentes fins telles que: 19 

- influer sur la qualité de la réponse immunitaire en améliorant la reconnaissance des agents 

pathogènes.  

- réduire la quantité d'antigène nécessaire à une immunisation réussie (permettant également 

de réduire la probabilité d'une compétition entre antigènes dans les vaccins combinés) et 

rendre la production de vaccins plus économique et plus réalisable, notamment lorsque la 

dose d’antigène disponible est limitée.  

- réduire la fréquence de vaccination en induisant une réponse immunitaire de plus longue 

durée. 

- améliorer la rapidité de la réponse immunitaire, en particulier pendant les campagnes de 

vaccination d'urgence en cas d’épidémies. 

- élargir le profil de la réponse immunitaire car de nombreux agents pathogènes présentent 

une dérive antigénique importante et/ou des variations de contrainte.  

- améliorer la stabilité de la formulation, car les adjuvants peuvent rendre le vaccin moins 

susceptible de se dégrader. 

- améliorer la réponse immunitaire des populations ayant une réactivité immunitaire réduite, 

telles que les nourrissons, les personnes âgées et les personnes immunodéprimées. 

 

1.4.2 Les différents types d’adjuvants 

Actuellement, de nombreux adjuvants sont en cours de développement. La sélection d’un 

adjuvant pour un vaccin tient compte de nombreux facteurs. La sécurité des adjuvants est le critère 

primordial, celui-ci dépendant du rapport bénéfice/risque du vaccin envisagé. Ainsi, un adjuvant 
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doit être sûr, bien toléré, compatible avec l'antigène et économiquement réalisable. L'établissement 

de tous ces paramètres, tout en maintenant l'innocuité du vaccin contenant l’adjuvant, est un 

processus long et complexe. C’est pourquoi, aujourd’hui, seuls peu d’adjuvants sont autorisés dans 

les vaccins humains commerciaux.20 Il existe plusieurs types d'adjuvants tels que : (i) les sels 

d’aluminium ; (ii) les émulsions ; (iii) les dérivés bactériens ; (iv) les adjuvants glucidiques ; (v) 

les liposomes ; (vi) les cytokines ; (vii) et les polymères.21 

Les modes d’actions des adjuvants sont complexes, multiples et, pour la majorité des adjuvants, 

pas encore complètement résolus. De plus, un même adjuvant peut avoir plusieurs modes d’action. 

 

1.4.2.1 Adjuvant polyacrylate  

Les polyélectrolytes anioniques sont utilisés comme adjuvants de vaccins depuis les années 

1970. Historiquement, l'effet adjuvant du PAA avait été démontré chez des souris immunisées avec 

des globules rouges de mouton en 197122. De nombreuses études ont par la suite permis de 

confirmer l’activité adjuvante du PAA et de ses dérivés. Les PAA réticulés de haut poids 

moléculaire, connus sous les noms commerciaux de Carbomer®, Carbopol®, ou Montanide® Gel 

notamment, sont des adjuvants efficaces présents dans de nombreux vaccins vétérinaires.23,24 Par 

exemple, Mumford et al.25 ont montré que le Carbomer® est un adjuvant efficace dans les vaccins 

contre la grippe équine contenant le virus inactivé, et Gelfi et al.26 ont montré que le Carbopol® 

est un adjuvant efficace dans les vaccins contre le polyomavirus hémorragique de l'oie contenant 

le virus inactivé. 

D'un point de vue physico-chimique, les polymères d'acide acrylique constituent une forme 

spécifique de systèmes de distribution de particules formant de petites particules (~ 10 nm de 

diamètre pour le PAA-20) fortement chargées négativement lors d'une dissolution dans de l'eau ou 

dans un tampon à pH 7,0. Du fait de leur charge de surface élevée, ces particules peuvent adsorber 

des antigènes par des interactions électrostatiques, soit par interaction de charge directe avec des 

antigènes cationiques, soit, dans le cas d’antigènes chargés négativement, par pontage de cations 

divalents tels que Cu2+. Il a été démontré que l’aptitude à former des complexes avec des antigènes 

joue un rôle dans l’activité adjuvante des PAA. 27  
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Des expériences ont également montré que le poids moléculaire était un facteur déterminant pour 

l'activité adjuvante de ces polyélectrolytes, indépendamment de leur nature chimique, montrant 

d'abord une forte augmentation de l’activité adjuvante avec une augmentation du poids moléculaire 

moyen pour ensuite atteindre un plateau.28 Ainsi, il est important de vérifier l’absence de 

contaminants de faible poids moléculaire ou de monomères résiduels susceptibles d'impacter 

négativement l'activité de l'adjuvant.29 

1.4.2.2 Sels d’aluminium 

Les sels d’aluminium constituent la classe d’adjuvants la plus couramment utilisée et sont 

la première classe d’adjuvants dont l’utilisation fut approuvée dans les vaccins humains. Ainsi, 

depuis les années 1920, plusieurs milliards de doses de vaccins contenant des sels d'aluminium en 

tant qu’adjuvants ont été administrées à l'homme.30,31 Les sels d’aluminium les plus couramment 

utilisés sont l'hydroxyde d’aluminium et le phosphate d'aluminium.  

1.4.2.2.1 Hydroxyde d’aluminium  

Couramment nommé hydroxyde d’aluminium (sa dénomination exacte est oxyhydroxyde 

d’aluminium (AlOOH)), l'oxyhydroxyde d'aluminium est un composé stœchiométrique. La surface 

est composée de groupes Al-OH et Al-O-Al. Les groupes Al-OH peuvent accepter un proton, 

entraînant une charge de surface positive, ou donner un proton, entraînant une charge de surface 

négative. Le point isoélectrique d’Al-OH est environ égal à 11,4. Ainsi, l'oxyhydroxyde 

d'aluminium présente une charge de surface positive à pH 7,4.33 

1.4.2.2.2 Phosphate d'aluminium. 

Couramment nommé phosphate d'aluminium (sa dénomination exacte est 

hydroxyphosphate d'aluminium amorphe, (Alx(OH)y(PO4)z)), l’hydroxyphosphate d'aluminium 

n’est pas un composé stœchiométrique. Le degré de substitution de l'hydroxyle varie avec le 

procédé de préparation. La surface de l'adjuvant est composée de groupes Al-OH et Al-OPO3. Le 

point isoélectrique de l’hydroxyphosphate d'aluminium peut varier de 4,5 à 9,4 en fonction du 

degré de substitution du phosphate. Les adjuvants phosphate d'aluminium commerciaux ont des 
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valeurs de point isoélectrique comprises entre 4,5 et 5,5 et sont donc chargés négativement à pH 

7,4. 33 

Les vaccins contenant de l'aluminium sont formulés par adsorption d'un antigène donné sur des 

gels d'hydroxyde d'aluminium ou de phosphate d'aluminium. L'impact de l'adsorption doit être 

évalué au cas par cas. Les conditions physico-chimiques telles que le pH, la température, la 

cristallinité, la taille de la particule de gel d'adjuvant d'aluminium, la force ionique et la composition 

du mélange réactionnel peuvent affecter l'adsorption de l'antigène sur l'adjuvant contenant de 

l'aluminium.34 Le pH et la force ionique peuvent modifier la charge de surface du gel et des 

antigènes, tandis que la température peut affecter la vitesse d'interaction entre le gel et l'antigène. 

La taille des particules de gel et la cristallinité peuvent affecter la surface du gel disponible pour 

l'adsorption. La taille des particules dépend de l'environnement et du processus de fabrication des 

adjuvants d'aluminium.  

 

 Les autres composants d’un vaccin 

La composition des vaccins est complexe et varie grandement en fonction de l’antigène. 

Cependant, certains composants sont présents dans la grande majorité des formulations telles que :  

- les agents de stabilisation utilisés pour maintenir la qualité du vaccin durant sa durée de 

vie : albumine, gélatine, lactose, saccharose, sorbitol.35 

- les conservateurs utilisés pour prévenir les proliférations bactériennes et fongiques dans les 

vaccins : phénoxyéthanol, phénol.35 

 Les interactions antigènes-adjuvants 

Les deux composants ayant un rôle primordial sur l’efficacité d’un vaccin sont l’antigène et 

l’adjuvant. Les antigènes génèrent une réponse immunitaire protectrice et les adjuvants permettent 

de façonner la réponse afin d’obtenir la protection souhaitée. 

Une étude de Xiong et al.36 montre l’impact que peuvent avoir différents adjuvants sur 

l'immunogénicité et l'efficacité d’un vaccin. Le vaccin étudié était un vaccin vivant atténué nommé 
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Mycoplasma hyopneumoniae souche 168, habituellement injecté par voie intrapulmonaire. Cette 

voie d’administration expose les animaux à un risque plus élevé d'infection que la voie 

intramusculaire. Le but de l’étude était d’évaluer différents adjuvants afin de pouvoir fournir une 

protection efficace par inoculation intramusculaire. Quatre adjuvants (nommés A, C, D et E) ont 

été sélectionnés sur la base de résultats d’expériences antérieures réalisées chez la souris. Le 

Tableau 1 présente le schéma expérimental réalisé.  

 

Tableau 1 : Expérience d'efficacité du vaccin M. hyopneumoniae en présence de différents adjuvants chez 

le porc. 

Vingt-huit jours après l’expérience, les 7 groupes d'animaux ont été abattus. Les porcs du groupe 

témoin présentaient des lésions pneumoniques graves, le score médian des lésions était de 14,81. 

Les porcs ayant reçu le vaccin vivant sans adjuvant n'ont pas acquis de protection significative, 

avec un score médian de lésion de 9,28 (P> 0,05). Les vaccins avec les adjuvants A et C ont induit 

une protection significative. Pour le vaccin avec l’adjuvant A, le score médian de lésions était de 

3,57 (P <0,01) et pour le vaccin avec l’adjuvant C, le score médian de lésions était de 5,28 (P 

<0,05). Les efficacités vaccinales obtenues pour ces deux groupes étaient de 80,62 ± 36,30% 

(adjuvant A) et de 68,27 ± 48,10% (adjuvant C). Les adjuvants D et E n’ont pas entrainé de 

diminutions significatives du score des lésions (voir Figure 2). 
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Figure 2 : Scores des lésions pulmonaires 28 jours après l’expérience. Les scores ont été déterminés selon 

la méthode décrite par Madec et al.37. L’efficacité a été déterminée avec la formule suivante : [(score médian 

du groupe témoin exposé au test - score médian du groupe vacciné) / (score médian du groupe témoin exposé 

au test - score médian négatif du groupe témoin)]x100%.36 

Les antigènes et les adjuvants font séparément l'objet d'une étude approfondie avant qu'un vaccin 

n'atteigne le stade de l'homologation. Les antigènes sont minutieusement sélectionnés en fonction 

d’approches bio-informatiques et expérimentales pour leur capacité à induire une immunité 

protectrice. Les adjuvants sont également soigneusement testés et caractérisés.38,39 Cependant, une 

analyse approfondie des interactions physico-chimiques pouvant avoir lieu entre l’antigène et 

l’adjuvant fait souvent défaut. L'association antigène – adjuvant devrait être davantage caractérisée 

pour pouvoir mieux comprendre l’impact de l’adjuvant sur la formulation vaccinale et pouvoir 

optimiser la formulation afin d’obtenir une stabilité vaccinale et une activité biologique maximales. 

Par ailleurs, dans certains cas, la présence d’interactions antigène – adjuvant peut ne pas être 

nécessaire, ni même souhaitable.40,41  

Hansen B. et al ont étudié l’effet de l'adsorption d’un antigène sur différents adjuvants contenant 

de l'aluminium sur la réponse immunitaire42. L’antigène étudié est le HIV1 SF162dV2gp140 

(gp140), un potentiel antigène du VIH. Quatre adjuvants ont été étudiés : l'hydroxyde d'aluminium 

(AlOOH), le phosphate d'aluminium (Alx(OH)y(PO4)z), et deux hydroxydes d'aluminium traité 

avec deux concentrations différentes de dihydrogénophosphate de potassium afin de produire des 
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adjuvants ayant des coefficients d'adsorption intermédiaires. Les coefficients d'adsorption de 

l’antigène sur chaque adjuvant ont été obtenus en traçant les isothermes d'adsorption de Langmuir. 

Les résultats obtenus sont : 1900 mL de gp140 /mg d’AH pour l'hydroxyde d'aluminium (AH), 

1200 mL/mg pour l'hydroxyde d'aluminium traité au phosphate (PTAH-1), 800 mL/mg pour 

l'hydroxyde d'aluminium traité au phosphate (PTAH-2) et 400 mL/mg pour le phosphate 

d'aluminium (AP). Les quatre adjuvants ont été utilisés dans des vaccins contenant 1 µg ou 10 µg 

de gpl40 par dose. Des groupes de 10 souris ont été immunisés par voie intramusculaire aux jours 

0 et 21 avec les différents vaccins. Le sérum des souris a été analysé après 42 jours par la méthode 

ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay). Les concentrations d'anticorps obtenues sont 

présentées en Figure 3. 

 

Figure 3 : Immunoglobulines de type G (IgG) anti-gp140 dosées par la méthode immuno-enzymatique 

ELISA dans le sérum de souris ayant reçu une injection de gp140 à raison de 10 ou 1 µg / dose avec ou sans 

adjuvants. Chaque point représente un échantillon individuel et la barre indique la concentration moyenne 

(moyenne géométrique). Adapté de 42 

Aucune différence significative des concentrations moyennes d'anticorps n'a été observée en 

présence ou en absence d'un adjuvant pour les vaccins contenant 10 µg de gpl40 par dose. A 

l’inverse, pour les vaccins contenant 1 µg de gp140 par dose, un impact significatif de la présence 

d’adjuvants sur la production d'anticorps existe. La production d’anticorps est cependant diminuée 

si l'antigène est trop fortement adsorbé sur l’adjuvant. En effet, les vaccins contenant les adjuvants 

avec les plus faibles coefficients d'adsorption, c’est-à-dire PTAH-2 (à 800 mL/mg) et AP (à 400 

mL/mg), ont produit des concentrations d'anticorps plus élevées que les vaccins contenant les 
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adjuvants avec les coefficients d'adsorption les plus élevés, c’est-à-dire AH (à 1900 mL/mg) et 

PTAH-1 (à 1200 mL/mg). Cela souligne l’importance de l’interaction antigène/adjuvant dans les 

formulations vaccinales. Ce facteur est particulièrement important lorsque la dose d'antigène est 

faible. Des études pour obtenir une adsorption optimale de l'antigène sont nécessaires pour 

renforcer l’immunogénicité. D’autre part, il est intéressant de noter sur la Figure 3 que les 

concentrations moyennes d'anticorps produits par la dose de 1 µg formulée avec des adjuvants 

contenant de l'aluminium ayant les coefficients d'adsorption les plus bas (PTAH-2 et AP) sont 

similaires à ceux des vaccins contenant une dose de 10 µg.  

Les isothermes d’adsorption d’antigènes sur des gels d’aluminium sont facilement accessibles car 

l’antigène libre peut être séparé aisément du complexe et de l’adjuvant par simple centrifugation. 

Ce n’est pas le cas pour la majorité des autres adjuvants. Ainsi, le développement de nouvelles 

méthodes analytiques permettant de caractériser les mélanges antigène-adjuvant et leurs 

interactions est nécessaire. Ces méthodes permettront de mieux comprendre l’impact de la 

formulation sur l’interaction antigène-adjuvant et donc d’optimiser la stabilité et l’activité 

biologique des vaccins. 
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2 Caractérisation des interactions entre les antigènes et les 

adjuvants  
 

 Equilibres chimiques et isothermes d’adsorption 

Afin de caractériser les interactions antigènes-adjuvants, il est nécessaire d’étudier les 

équilibres chimiques. Si l’équilibre est atteint, le tracé de l’isotherme d’adsorption associée à un 

modèle mathématique approprié permet de décrire le système, quelles que soient les concentrations 

initiales en substrat et en ligand. Un équilibre chimique est le résultat de deux réactions 

chimiques antagonistes simultanées dont les effets s'annulent mutuellement. Dans le cadre de 

l’étude des interactions entre un substrat (S) et un ligand (L), les deux réactions chimiques qui 

s’opposent sont l’association et la dissociation des deux partenaires d’interaction. Le substrat est 

communément défini comme le partenaire d’interaction ayant la plus grande dimension 

moléculaire.43 

2.1.1  L’interaction substrat-ligand 

Le modèle général permettant de décrire l’interaction entre un substrat S et un ligand L est 

donné par l’équation-bilan suivante : 

m nm S n L S L⎯⎯→+ ⎯⎯           (1) 

où m et n représentent respectivement les stœchiométries d’interaction associées au substrat et au 

ligand. Il est possible de définir la constante de formation globale du complexe βmn telle que : 

[ ]

[ ] [ ]

m n
mn m n

S L

S L
 =           (2) 

où [SmLn] est la concentration du complexe, [S] est la concentration du substrat libre et [L] est la 

concentration du ligand libre. Néanmoins, dans la plupart des systèmes, l’un des partenaires 

d’interaction ne s’auto-agrège pas, et le schéma réactionnel général se simplifie en l’équation (3):  

nS n L SL⎯⎯→+ ⎯⎯           (3) 
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La constante de formation globale devient alors plus simplement : 

[ ]

[ ][ ]

n
n n

SL

S L
 =            (4) 

2.1.2 Modèle des équilibres successifs  

Dans le modèle des équilibres successifs, il est considéré que l’équilibre passe par une 

succession d’équilibres intermédiaires menant au complexe final SLn. Les équilibres successifs de 

complexation sont définis pour tout i compris entre 1 et n par : 

( 1)

iK

i iSL L SL−
⎯⎯→+ ⎯⎯           (5) 

Les constantes d’interactions successives Ki sont définies pour tout i compris entre 1 et n par : 

1

[ ]

[ ][ ]

i
i

i

SL
K

SL L−

=           (6) 

La relation entre les constantes successives d’interaction et la constante globale de formation est : 

1

j i

i j

j

K
=

=

=            (7) 

où βi est la constante d’équilibre associée à l’équilibre suivant : 

i

iS iL SL


⎯⎯→+ ⎯⎯  

Les équations de conservation de masse s’écrivent : 

0

1

[ ] [ ] [ ]
n

i

i

S S SL
=

= +           (8) 

0

1

[ ] [ ] [ ]
n

i

i

L L i SL
=

= +           (9) 
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où [S]0 est la concentration initiale du substrat, [L]0 est la concentration initiale du ligand et [SLi] 

est la concentration du complexe intermédiaire contenant i ligands. Le nombre moyen de ligands 

liés par molécule de substrat 𝑛̅ est défini par : 

0

0 0

[ ] [ ] [ ]

[ ] [ ]

liéL L L
n

S S

−
= =           (10) 

où [L]lié est la concentration en ligand lié dans le milieu, à l’équilibre. Ainsi, pour calculer 𝑛̅, il 

suffit de déterminer expérimentalement la concentration en ligand libre [L] à l’équilibre. Le 

développement de l’équation (10), compte-tenu des équations de conservation de masse, donne : 

2

2

[ ] 2[ ] ... [ ]

[ ] [ ] [ ] ... [ ]

n

n

SL SL n SL
n

S SL SL SL

+ + +
=

+ + + +
        (11) 

En divisant le numérateur et le dénominateur par [S], on obtient l’expression qui relie 𝑛̅  aux 

constantes de formation globales : 

1

1

[ ]

1 [ ]

n
i

i

i
n

i

i

i

i L

n

L





=

=

=

+




          (12) 

Le nombre moyen de ligands liés par molécule de substrat 𝑛̅ est relié aux constantes successives 

Ki par l’équation (12). Ainsi, la détermination de la concentration en ligand libre [L] pour différents 

rapports [L]0/[S]0 permet de tracer l’isotherme d’adsorption, qui peut être ajustée par l’équation 

(12) à l’aide des n constantes K1 à Kn et du nombre maximum de ligands par substrat n à saturation.   

2.1.3 Modèle de sites indépendants de même énergie 

Le modèle des n sites indépendants de même énergie décrit un substrat possédant n sites 

d’interaction d’égale énergie avec le ligand. L’occupation de l’un des sites du substrat n’influe pas 

sur l’occupation des autres sites.44 Par ailleurs, on suppose que l’énergie d’interaction est la même 

pour chaque site. La Figure 4 illustre l’exemple d’un substrat avec deux sites indépendants 

d’interaction avec un ligand. 
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Figure 4 : Représentation schématique de l’interaction d’un substrat (S) ayant deux sites (-s) indépendants 

avec un ligand (L) dans le cas n=2. 

L’équilibre permettant de décrire l’interaction entre un site -s d’un substrat S et un ligand L est 

donné par l’équation suivante : 

L s L s⎯⎯→+ − −⎯⎯             (13) 

La constante d’interaction k du ligand avec un site, appelée constante de site, est définie telle que : 

[ ]

[ ][ ]

L s
k

s L

−
=

−
           (14) 

où [L-s] est la concentration en sites occupés par un ligand, [-s] est la concentration en site libre et 

[L] est la concentration en ligand libre. Dans le cas d’un substrat possédant n sites d’interaction 

indépendants et de même énergie, les constantes d’interaction successives sont reliées à la 

constante de site k selon la relation suivante : 

1
i

n i
K k

i

− +
=           (15) 

La relation entre deux constantes d’interactions successives est donnée par : 

1 ( )

( 1)( 1)

i

i

K n i i

K i n i

+ −
=

+ − +
         (16) 

Les équations de conservation de masse s’écrivent pour ce système : 

0[ ] [ ] [ ]L L L s= + −           (17) 
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0 0[ ] [ ] [ ] [ ]s s L s n S− = − + − =          (18) 

où [L]0 est la concentration initiale en ligand, [-s]0 est la concentration initiale en site et [S]0 est la 

concentration initiale en substrat. En utilisant les équations de conservation de masse, l’équation 

(14) devient : 

   
       

0

0 0
( )

L L
k

L n S L L

−
=

− +
         (19) 

Ainsi, la détermination expérimentale de la concentration en ligand libre [L] permet de calculer la 

constante d’interaction du ligand avec un site k, pour peu qu’on connaisse le nombre de sites n par 

substrat. Le nombre moyen de ligands L liés par substrat S peut être défini par : 

0 0

[ ] [ ]

[ ] [ ]

liéL L s
n n

S S

−
= =           (20) 

En utilisant l’équation de la constante d’interaction du ligand avec un site k et les équations de 

conservation de masse, l’équation devient : 

[ ][ ] [ ]

[ ] [ ] 1 [ ]

k L s k L
n n n

s L s k L

−
= =

− + − +
        (21) 

Le rapport 
𝑘[𝐿]

1+𝑘[𝐿]
  est appelé taux moyen d’occupation d’un site. Il varie entre 0 (site jamais occupé) 

et 1 (site entièrement occupé). 

2.1.4 Modèle de plusieurs classes de sites indépendants d’énergies différentes  

Un substrat peut avoir plusieurs sites d’interaction n’ayant pas la même énergie, partagés en 

plusieurs classes de sites, les sites étant indépendants les uns des autres. Plusieurs constantes de 

sites ki relatives à chaque classe de site i sont alors définies. La détermination expérimentale de ces 

constantes est obtenue par ajustement non linéaire de l’isotherme d’adsorption par l’équation (22) : 

1

[ ]

1 [ ]

m
i i

i i

n k L
n

k L=

=
+

           (22) 
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où m est le nombre de classes de sites, ni est le nombre de sites de la classe i et ki est la constante 

de site relative à la classe i. On notera cependant qu’on ajoute deux paramètres d’ajustement pour 

chaque nouvelle classe de sites.  

2.1.5 Notion de coopérativité 

Pour un substrat possédant plusieurs sites d’interaction, la notion de coopérativité fait référence à 

l’influence de l’occupation de l’un des sites du substrat sur l’interaction du ligand avec les sites 

restants disponibles. Trois états peuvent être distingués : 45 

- L’état non-coopératif pour lequel l’occupation d’un site n’influe pas sur les sites restants 

disponibles, c'est-à-dire que les sites sont indépendants. 

-  L’état coopératif pour lequel l’occupation d’un des sites favorise l’occupation des autres 

sites restants disponibles. 

- L’état anti-coopératif pour lequel l’occupation d’un des sites défavorise l’occupation des 

autres sites restants disponibles. 

Les systèmes coopératifs et anti-coopératifs peuvent être dus à un changement de conformation du 

substrat modifiant ainsi l’accès du ligand en solution aux sites vacants. 

2.1.6 Modélisation des isothermes d’adsorption 

Le graphe 𝑛 ̅= f ([L]) est appelé isotherme d’adsorption du ligand L sur le substrat S. 

L’ajustement non linéaire de la courbe 𝑛̅ = 𝑓([𝐿]) permet d’accéder aux différents paramètres 

d’interaction. Cette isotherme peut également être linéarisée en vue d’une détermination plus 

simple des paramètres d’interaction par régression linéaire.  

2.1.6.1 Modèle de Langmuir 

L'isotherme d'adsorption de Langmuir, a été développée à l'origine pour décrire l'adsorption 

sur du charbon actif.46 Dans ce modèle, les sites sont considérés comme étant indépendants et de 

même énergie. L’adsorption est supposée en monocouche (la couche adsorbée est constituée d’une 

seule molécule en épaisseur). L’adsorption ne peut se produire que sur un nombre fini de sites 
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d’adsorptions. Graphiquement, l'isotherme d'adsorption de Langmuir se caractérise par un plateau 

de saturation. L'expression mathématique du modèle de Langmuir est donnée par l’équation (23) :  

[ ]

1 [ ]

k L
n n

k L
=

+
           (23) 

Trois méthodes de linéarisation de l’isotherme d'adsorption de Langmuir sont couramment 

utilisées. 

2.1.6.1.1 La méthode x-réciproque 

 

La méthode x-réciproque repose sur l’utilisation de l’équation suivante pour linéariser les 

données expérimentales : 

[ ]

n
nk nk

L
= −

           (24) 

La stœchiométrie de l’interaction n et la constante intrinsèque k peuvent être déterminées en 

représentant le nombre moyen de ligands liés par molécule de substrat divisé par la concentration 

en ligand libre n /[L] en fonction du nombre moyen de ligands liés par molécule de substrat n . La 

pente de la droite obtenue donne accès à –k. L’intersection avec l’axe des abscisses permet 

d’obtenir n, comme l’illustre la Figure 5. 
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Figure 5 : Linéarisation de l’isotherme d’adsorption par la méthode x-réciproque. Cas de n sites 

indépendants avec n=2 ; k=100 M-1 

2.1.6.1.2 La méthode y-réciproque  

La méthode dite y-réciproque repose sur l’utilisation de l’équation suivante pour linéariser 

les données expérimentales : 

[ ] 1 1
[ ]

L
L

n nk n
= +           (25) 

Le nombre de sites n peut être calculé grâce à la pente de la droite obtenue en représentant la 

concentration en ligands libres divisé par le nombre moyen de ligands liés par molécule [L]/ n  en 

fonction de la concentration en ligands libres [L]. La constante k peut être déterminée grâce à 

l’ordonnée à l’origine, comme l’illustre la Figure 6. 
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Figure 6 : Linéarisation de l’isotherme d’adsorption par la méthode y - réciproque. Cas de n sites 

indépendants avec n=2 ; k=100 M-1 

 

2.1.6.1.3 La méthode double-réciproque 

La méthode dite double-réciproque repose sur l’utilisation de l’équation suivante pour 

linéariser les données expérimentales : 

          (26) 

Elle consiste à représenter l’inverse du nombre moyen de ligands liés par molécule 1/ n  en fonction 

de l’inverse de la concentration en ligands libres [L]. La pente de la droite est égale à 
1

𝑛𝑘
 et 

d’ordonnée à l’origine  
1

𝑛
 . La constante k est accessible en divisant l’ordonnée à l’origine par la 

pente de la droite, comme l’illustre la Figure 7.  

 
1 1 1

n nk L n
= +
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Figure 7 : Linéarisation de l’isotherme d’adsorption par la méthode double - réciproque. n=2 ; k=100 M-1 

 

2.1.6.2 Autres types d’ajustement des isothermes d’adsorption 

D’autres modèles mathématiques décrivant les isothermes d’adsorption ont été développés 

dans le but de décrire au mieux les systèmes rencontrés expérimentalement. Le Tableau 2 présente 

les expressions mathématiques des formes non linéaires et linéaires des modèles de Freundlich, 

Dubinin–Radushkevich, Tempkin, Flory–Huggins, Hill, Redlich–Peterson, Sips, Toth, Koble–

Corrigan, Khan, Radke–Prausnitz, Brunauer–Emmett–Teller (BET), Frenkel–Halsey–Hill (FHH) 

et MacMillan–Teller (MET). Les définitions des différents termes utilisés dans le Tableau 2 sont 

données dans la légende. On notera que dans ce tableau, la grande majorité des isothermes 

proposées exprime la quantité de ligands liés (en g) par g de substrat, plutôt qu’en nombre (ou en 

mole). Pour certains systèmes, où les substrats (ou les ligands) sont mal définis ou multiples, la 

représentation des isothermes d’adsorption en g de ligand / g de substrat est souvent utilisée. 
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Tableau 2 : Liste des différents modèles d'isothermes d'adsorption ainsi que leur forme linéarisée 

lorsqu’elle existe et le système d’axes à utiliser pour la linéarisation 46 
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 Méthodes analytiques pour l’étude et la caractérisation des interactions  

Différentes techniques analytiques peuvent être employées pour étudier les interactions 

antigènes / adjuvants.  

2.2.1 Titration calorimétrique isotherme (ITC) 

La titration calorimétrique isotherme (ITC) repose sur une mesure directe de la chaleur 

libérée ou absorbée durant un événement de liaison entre deux molécules. 

2.2.1.1 Principe 

Une solution contenant une molécule appelée substrat est titrée à l’aide d’une solution 

contenant une autre molécule appelée ligand. Le microcalorimètre comporte deux cellules, l'une 

servant de cellule de référence contient de l'eau ou une solution tampon, l'autre contient le substrat 

dans l’eau (ou le tampon). La cellule de référence et la cellule d'échantillon sont placées à une 

température constante voulue pendant le temps de la titration. Le microcalorimètre doit maintenir 

ces deux cellules à une température rigoureusement égale. Le ligand est chargé dans une seringue 

placée dans un dispositif d'injection permettant des ajouts contrôlés de ligand dans la cellule de 

travail contenant le substrat. A chaque ajout correspond une libération ou une absorption de chaleur 

caractéristique de l’interaction entre les partenaires d’interaction. La Figure 8 illustre les différents 

composants d’un appareil de titration calorimétrique isotherme. 47 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8 : Représentation schématique d’un appareil de titration calorimétrique isotherme.48 
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A chaque ajout d’un aliquot de ligand les variations de chaleur sont détectées et mesurées. Le 

système de régulation diminue ou accentue la puissance de chauffe, de façon à maintenir la 

différence de température entre la cellule de référence et la cellule d'échantillon nulle. Cette 

puissance de chauffe présente, en fonction du temps, une série de pics correspondant à chacune des 

injections, dont les aires sont égales à la quantité de chaleur dégagée ou absorbée. Le diagramme 

représentant la variation de la puissance thermique au cours du temps est appelée thermogramme 

(voir Figure 9). Au cours de la titration, le substrat est progressivement saturé en ligand et la 

variation de chaleur commence à décroître jusqu'à ce que finalement la cellule d'échantillon 

contienne un excès de ligand par rapport au substrat. Une pseudo-isotherme décrivant l’interaction 

substrat-ligand, appelée diagramme de Wiseman, est obtenue en traçant la chaleur absorbée / 

dégagée par mole de l’agent titrant en fonction du ratio molaire des deux agents. La détermination 

des paramètres thermodynamiques d’interaction se fait par ajustement non linéaire des points 

expérimentaux du diagramme de Wiseman à un modèle mathématique adéquat. La Figure 9 

représente un exemple de titration de copolymères statistiques d'acrylamide et de 2-acrylamido-2-

méthyl-1-propanesulfonate (PAMAMPS, 3 g/L) par de la polylysine linéaire (PLL, 17 g/L) à 25°C 

dans un tampon Tris 12 mM, HCl 10 mM et NaCl 1390 mM. 

 

Figure 9 : Thermogramme représentant la chaleur dégagée à chaque injection en fonction du temps (A) et 

diagramme de Wiseman correspondant (B). Conditions expérimentales : titrage d’une solution de PLL (17 

g/L) dans une solution de PAMAMPS (3 g/L) dans un tampon Tris 12 mM, HCl 10 mM et NaCl 1390 mM 

à pH 7,4 et 25 ° C. 25 injections de 10 μL chacune. Paramètres d’ajustement non-linéaire obtenus : k = (1,95 

± 0,51) × 105 M− 1; n = 65 ± 1 (PLL / PAMAMPS) et ΔH = -52 ± 2 kJ/mol. 49 

A B 
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L’ajustement non linéaire du diagramme de Wiseman à l’aide des équations (54-56) donne accès 

aux paramètres suivants : 

- La variation d'enthalpie (ΔH), 

- la constante d’interaction (Kd), 

- la stoechiométrie d’interaction (n) 

- l'enthalpie libre (ΔG = -RT lnKd), avec R la constante des gaz parfaits et T la température.  

- l'entropie (ΔS) déterminée à partir de la relation ΔG = ΔH -TΔS. 

Le principal avantage de l'ITC réside dans sa capacité à fournir un profil thermodynamique complet 

en une seule expérience. De plus, l'ITC est une méthode qui ne nécessite aucun marquage, 

immobilisation ou modification chimique des molécules à étudier. Elle n’a pas non plus de 

limitation de masse molaire ou de taille.49,50 L’inconvénient majeur limitant l'utilisation de l'ITC 

est la quantité assez importante d’échantillon requise. D’autre part, les mesures sont relativement 

longues, le temps expérimental total est estimé à environ 30 h pour une isotherme d’adsorption, en 

duplicat.49 De plus, l’étude de cinétiques lentes de complexation est compliquée et fastidieuse en 

raison du temps d'attente prolongé entre deux injections successives de ligand. Enfin, il n’est pas 

évident d’étudier l'effet de l'ordre d’ajout des deux partenaires (ligand et substrat) dans les 

mélanges sur les paramètres de liaison en ITC. L’ajout incrémental de substrat (plutôt que le ligand) 

représente en effet une expérience différente qu’il est difficile d’interpréter.  

2.2.2 Résonance des plasmons de surface (SPR) 

Un système de détection de résonance plasmonique de surface (en anglais surface plasmon 

resonance (SPR)) mesure les variations de l’indice de réfraction à la surface d’un capteur lorsqu’un 

récepteur se lie à un ligand ou se sépare de ce ligand. La résonance plasmonique de surface est un 

phénomène qui se produit dans les films conducteurs minces à l’interface entre deux milieux 

d’indice de réfraction différent. Dans les systèmes SPR, les deux milieux sont le verre du capteur 

et la solution d’échantillon, et le film conducteur est une fine couche d’or à la surface du capteur. 

L'approche consiste à fixer une molécule à la surface du capteur, puis à faire passer via un système 

d’écoulement micro-fluidique un échantillon contenant une ou plusieurs molécules d’intérêt sur la 

surface, permettant le contact entre les molécules d’intérêt, comme l’illustre la Figure 10. Des 
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modifications à la surface du capteur entraînent des modifications de l'indice de réfraction de la 

solution, mesurables et enregistrées sous forme d’unités de résonance (RU). La liaison des 

molécules à la surface du capteur génère une réponse proportionnelle à la masse molaire liée et, 

par conséquent, au nombre de molécules à la surface du capteur.  

 

 

Figure 10 : Représentation schématique du principe de la résonance plasmonique de surface.51 

Une mesure en continu des variations de l'angle réfraction permet de suivre en temps réel la fixation 

des molécules injectées dans la cellule de micro-fluidique. Les données obtenues permettent de 

tracer un « sensogramme »  qui est une représentation graphique de la réponse de liaison exprimée 

en unités de résonance en fonction du temps, affichée et enregistrée au moment où un changement 

de masse se produit à la surface de la puce du capteur.52 La Figure 11 représente un sensogramme 

classique obtenu par SPR. 
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Figure 11 : Sensogramme : représentation schématique de la variation du signal de résonance en fonction 

du temps.51 

Lorsque l'analyte se lie à la surface, l'indice de réfraction du milieu adjacent à la surface du capteur 

augmente, ce qui entraîne une augmentation du signal de résonance. Cette étape est appelée 

association. À l'équilibre, par définition, la quantité d'analyte qui s'associe et se dissocie avec le 

récepteur est égale. Lorsque la solution d'analyte est remplacée par le tampon seul, le complexe 

récepteur-analyte peut se séparer, ce qui entraine une diminution du signal de résonance, cette étape 

est appelée dissociation. En fin d’analyse une solution de régénération est utilisée à pour rompre 

les liaisons et régénérer le récepteur libre.  

L’analyse de la variation de l'angle de résonance en fonction du temps permet, avec l’utilisation 

d’un modèle mathématique adapté, de remonter aux constantes cinétiques d’association et de 

dissociation kon et koff, ainsi qu’à la constante d’équilibre K. La limitation principale de cette 

méthode réside dans la nécessité d’immobiliser l’un des partenaires de l’interaction.  

2.2.3 Chromatographie d'exclusion stérique (SEC) 

Le principe de la chromatographie d'exclusion stérique (en anglais size exclusion 

chromatography (SEC)) repose sur la différence des vitesses d’élution des différentes 

(macro)molécules en fonction du volume hydrodynamique. L'échantillon est introduit dans une 
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phase mobile liquide et traverse une phase stationnaire solide. La phase stationnaire consiste en 

une matrice poreuse, généralement sous forme de billes ou de gels inertes. Le volume de phase 

mobile liquide comprend le volume interstitiel (volume hors des pores) et le volume poreux (à 

l'intérieur des pores). En raison de leur volume hydrodynamique et de l’exclusion aux parois des 

pores, les (macro)molécules ont des capacités différentes à explorer le volume poreux. Celles de 

grande taille ne peuvent pas rentrer dans tous les pores et sont éluées plus rapidement. Celles de 

plus petite taille rentrent dans de nombreux pores et sont donc éluées plus lentement. La Figure 12 

illustre le principe de la chromatographie d’exclusion stérique. Lorsque la SEC est associée à des 

détecteurs d’indice de réfraction (RI), d’absorbance (UV), de diffusion de lumière (LS) et de 

viscosité (VIS), elle permet d’accéder à la masse molaire moyenne en poids (Mw), la masse molaire 

moyenne en nombre (Mn), l’indice de polydispersité (PDI), le rayon hydrodynamique (Rh) et à la 

viscosité intrinsèque ([η]). 

 

Figure 12 : Principe de la Chromatographie d'Exclusion Stérique. Diagramme agrandi d'une bille de phase 

mobile et de ses pores (A). Illustration de l'entrée sélective des particules dans les pores en fonction de leur 

volume hydrodynamique (B). Illustration de la différence des vitesses d’élution des différentes molécules 

en fonction du volume hydrodynamique (C). Chromatogramme obtenu (D). Adapté de53. 

 

2.2.4 Calorimétrie différentielle à balayage (DSC) 

La Calorimétrie Différentielle à Balayage (en anglais Differential Scanning 

Calorimetry  (DSC)) est une technique qui exploite la mesure de la variation de chaleur associée à 

la dénaturation thermique d’une molécule lorsque celle-ci est soumise à une rampe de température. 

Les macromolécules telles que les protéines peuvent former des structures tridimensionnelles bien 
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définies. Sous l’effet de la chaleur, les molécules subissent des changements structurels qui se 

traduisent par une absorption de chaleur due à la redistribution des liaisons non covalentes. La DSC 

mesure la chaleur absorbée par un échantillon lors du déploiement des protéines, ce qui permet de 

caractériser la stabilité de la protéine. Deux méthodes de DSC sont connues : 54 

- La première technique est basée sur la différence des échanges de flux de chaleur. 

- La seconde technique est basée sur le principe de la compensation de puissance.  

2.2.4.1 DSC à flux de chaleur  

En DSC à flux de chaleur, l’échantillon et la référence sont placés dans un même four. La 

température du four varie de façon programmée. Une sonde de platine permet d'enregistrer 

l'évolution de la température. Les différences de flux de chaleur entre l'échantillon et la référence 

pendant un cycle de température sont mesurées.  

2.2.4.2 DSC à compensation de puissance 

En DSC à compensation de puissance, l’échantillon et la référence sont placés dans deux 

unités de chauffage indépendantes présentes dans une même enceinte calorifique. Les températures 

de l'échantillon et de la référence sont maintenues égales et sont augmentées ou diminuées de 

manière linéaire. Les énergies absorbées ou dégagées par l’échantillon créent une différence avec 

la référence. La puissance nécessaire pour maintenir la température de l'échantillon égale à la 

température de référence est mesurée. La DSC à compensation de puissance a une sensibilité plus 

faible que la DSC à flux thermique, mais son temps de réponse est plus rapide et la résolution plus 

élevée.  

Le résultat d'une expérience de DSC est une courbe représentant le flux de chaleur ou la capacité 

thermique en fonction de la température, cette courbe est nommée thermogramme. La Figure 13 

représente un thermogramme classique pouvant être obtenu par DSC. La métrique principale 

générée par les mesures DSC est la température médiane de transition thermique (Tm). Ce point 

correspond à la température à laquelle les molécules natives et dénaturées sont présentes en 

quantités égales dans un échantillon. Une Tm plus élevée indique une plus grande stabilité. En 
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pratique, la Tm est facilement accessible à partir des données obtenues en DSC, car elle correspond 

à la température à laquelle un thermogramme affiche sa valeur maximale. L'enthalpie de 

dénaturation qui correspond à l'aire sous la courbe du pic peut, dans certains cas, également être 

calculée à partir du thermogramme. Il est possible pour certaines molécules d’obtenir plusieurs pics 

sur le thermogramme, chacun ayant sa propre Tm. 

 

Figure 13 : Représentation d’un thermogramme classique pouvant être obtenu en DSC : la capacité 

thermique est tracée en fonction de la température. Adapté de55. 

Plus la température médiane de transition thermique est élevée, plus la molécule ou le complexe 

étudié est stable. Si un ligand se lie à un substrat avec une affinité élevée, le complexe substrat- 

ligand peut avoir une forte stabilité thermique, donc une Tm supérieure à celle du substrat libre. A 

l’inverse, un ligand peut aussi déstabiliser un substrat. Dans ce cas, la Tm du complexe sera 

inférieure à celle du substrat seul. Ainsi, la DSC peut être utilisée pour étudier la stabilité d’une 

molécule ou d’un complexe. La Figure 14 montre par exemple que l’utilisation d’un tampon citrate 

contenant du mannitol entraîne un déplacement positif de la température médiane de transition 

thermique d’une protéine notée « protéine X », par rapport à la température médiane de transition 

thermique obtenue pour cette même molécule dans un tampon citrate ne contenant pas de 

mannitol.55 Cela montre que la protéine étudiée est plus stable dans le tampon citrate contenant du 

mannitol.  
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Figure 14 : Superposition de deux thermogrammes obtenus pour une même protéine dans deux tampons 

différents à pH 3,5.55 

La DSC permet de déterminer les énergies de liaison de complexes très étroitement associés et de 

complexes s'équilibrant très lentement. Cependant, la DSC ne permet pas d’analyser des mélanges 

complexes. En effet, le résultat obtenu est une température médiane de transition. Ainsi l’analyse 

d’un mélange contenant un grand nombre de molécules différentes ne pourra pas aboutir à des 

résultats exploitables.  

2.2.5 Diffusion dynamique de la lumière (DLS) 

La diffusion dynamique de la lumière (en anglais Dynamic Light Scattering  (DLS)) est une 

technique non destructive  fondée sur l’analyse des fluctuations dans le temps de l’intensité de la 

lumière diffusée par les particules. Elle permet d'accéder à la taille des particules. La DLS est 

également parfois appelée diffusion quasi-élastique de la lumière. La DLS repose sur le principe 

selon lequel les particules en suspension dans un liquide se déplacent de manière aléatoire, c’est le 

mouvement brownien. Le mouvement des particules est décrit par l'équation de Stokes-Einstein : 

6

B

s h

k T
D

R
=

           (77) 

où D est le coefficient de diffusion, kB est la constante de Boltzmann, T est la température, ηs est 

la viscosité du fluide et Rh est le rayon hydrodynamique de la particule. Les particules de plus 
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grande taille, ayant le rayon hydrodynamique (Rh) le plus élevé, ont les coefficients de diffusion D 

les plus faibles. Le rayon hydrodynamique est le rayon d'une sphère pleine équivalente qui aurait 

le même coefficient de diffusion (et/ou le même coefficient de friction) que la particule considérée 

dans le solvant considéré. Dans un système DLS, un laser hélium-néon de longueur d'onde connue 

éclaire une cuvette contenant des particules en suspension dans un liquide. Une partie du faisceau 

traverse l’échantillon et une partie est diffusée par les particules. Le signal lumineux diffusé est 

mesuré par un détecteur placé à un angle θ. La Figure 15 illustre le montage d'un instrument de 

DLS.  

 

Figure 15 : Représentation schématique d’un système d’analyse par la diffusion dynamique de la lumière.56 

Avant d'atteindre le détecteur, la lumière diffusée par les particules individuelles subit des 

interférences provenant de celles diffusées par d'autres particules qui se déplacent toutes de manière 

aléatoire. Cela entraîne des fluctuations aléatoires dans le temps de l’intensité de la lumière 

diffusée. La Figure 16 montre un graphique typique de l'intensité de la lumière diffusée en fonction 

du temps pour deux tailles de particules. Les plus petites particules diffusent plus rapidement que 

les plus grosses et les fluctuations de l’intensité diffusée sont plus rapides. Pour déterminer le rayon 

hydrodynamique des particules, il est nécessaire de corréler l'intensité de la lumière diffusée au 

coefficient de diffusion des particules. Ceci est fait en utilisant une fonction d'autocorrélation.  
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Figure 16 : Représentation schématique des fluctuations de l'intensité de la lumière diffusée et des fonctions 

d'autocorrélation correspondantes à partir de suspensions de particules de différentes tailles.57 

Les particules de taille importante diffusent de manière bien plus importante que les particules de 

faible taille, l’intensité diffusée variant comme le rayon à la puissance 6. Ainsi, lors de l’analyse 

d’un mélange de particules de différentes tailles, la lumière diffusée par les grosses particules peut 

masquer la lumière des plus petites.  

2.2.6 Microscopie électronique (EM) 

En microscopie électronique un faisceau d’électrons est utilisé pour analyser un échantillon 

et obtenir une image de très haute résolution. Il existe plusieurs types de microscopie électronique. 

Les plus connus sont le microscope électronique en transmission et le microscope électronique à 

balayage. 

2.2.6.1 Microscopie électronique en transmission (TEM) 

La microscopie électronique en transmission (en anglais Transmission Electron 

Microscopy (TEM)) est une puissante technique d’obtention d’images de très haute résolution de 

coupes minces d’un échantillon. Un faisceau d'électrons est transmis à travers un échantillon très 

mince à l’intérieur d’une colonne placée sous vide. Les effets d'interaction entre les électrons et 

l'échantillon permettent la formation d’une image. Des électrons accélérés par une haute tension 

possèdent une longueur d’onde, et donc une résolution, de l’ordre du picomètre. En pratique, les 

aberrations des lentilles en limitent la résolution de l’ordre de l’angström. Les images obtenues 

proviennent essentiellement des électrons diffusés élastiquement. Ces images ne sont généralement 

https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/biologie-microscope-electronique-balayage-7783/
https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/biologie-microscope-electronique-balayage-7783/
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pas explicites et doivent être interprétées.58,59 Le principe de fonctionnement du microscope 

électronique à transmission est présenté sur le schéma de la Figure 17.  

 

Figure 17 : Schéma d’un microscope électronique à transmission.60 

2.2.6.2 Microscope électronique à balayage (SEM) 

Le microscope électronique à balayage (en anglais Scanning Electron Microscopy (SEM)) 

est une puissante technique d’observation de la topographie des surfaces. Un faisceau 

d’électrons primaires très fin balaye la surface de l’échantillon à analyser qui, en réponse, réémet 

principalement des électrons secondaires, mais aussi des électrons rétrodiffusés ainsi que des 

rayons X, et adsorbe certains électrons primaires. Ces particules sont analysées par plusieurs 

détecteurs d’électrons spécifiques et complétés par des détecteurs de photons. Les signaux 

caractéristiques obtenus permettent de reconstruire une image en trois dimensions de la surface. Le 

principe de fonctionnement du microscope électronique à balayage est représenté en Figure 18.  
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Figure 18 : Schéma d’un microscope électronique à balayage.61 

Apparue plus récemment que les deux méthodes énoncées précédemment, la microscopie 

électronique à balayage environnementale permet d’observer la structure des échantillons dans leur 

état naturel sans traitement de déshydratation ou de métallisation préalable. Le principe de 

détection des électrons est différent de la microscopie électronique à balayage classique. Un 

gradient dégressif du vide dans la colonne, depuis le canon jusqu’à la chambre, est obtenu par un 

système de pompage différentiel. Dans cette chambre, les molécules de gaz percutées par les 

électrons jouent le rôle d’amplificateur du signal jusqu’au détecteur d’électrons secondaires en 

phase gazeuse qui est utilisé à la place du système de détection conventionnel. L’imagerie en 

contraste chimique par détection des électrons rétrodiffusés ou des cartographies élémentaires par 

détection des rayons X sont également possibles.62 

2.2.7 Electrophorèse capillaire (CE) 

L'électrophorèse capillaire est une technique séparative basée sur la migration différentielle 

d’espèces chargées sous l’influence d’un champ électrique. Elle est particulièrement adaptée pour 

l’étude des interactions entre deux espèces dont l’une, au moins, est chargée. Les appareils 

d’électrophorèse capillaire sont constitués d’un capillaire de séparation dont les extrémités sont 

immergées dans deux réservoirs d’électrolytes. La Figure 19 présente le montage classique d’une 

électrophorèse capillaire. Pour introduire l'échantillon, l'extrémité du capillaire est plongée dans le 
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flacon contenant l'échantillon, puis est replacée dans le réservoir électrolyte. En appliquant une 

différence de potentiel entre les deux électrodes, un champ électrique est généré à l’intérieur du 

capillaire. Ce champ électrique fait migrer les espèces chargées selon leur mobilité 

électrophorétique qui sont par la suite détectées au niveau de la fenêtre de détection. L’UV est le 

mode de détection le plus utilisé en électrophorèse capillaire. D’autres détecteurs tels que la 

fluorescence, la conductimétrie ou la spectrométrie de masse peuvent également être utilisés.  

 

Figure 19 : Représentation schématique de l’appareillage d’électrophorèse capillaire. Adapté de63. 

Les sections suivantes présentent les différents modes utilisés en CE pour l’étude des interactions. 

 

2.2.7.1 Injection directe en électrophorèse de zone (ID-CZE) 

L’injection directe en électrophorèse de zone, également appelée électrophorèse hors 

équilibre de mélanges équilibrés (en anglais Non Equilibrium Electrophoresis of Equilibrated 

Sample Mixtures), consiste à injecter directement dans un capillaire rempli par un électrolyte, 

quelques nL d’un mélange pré-incubé de substrat (S) et de ligand (L), additionné ou non d’un 

marqueur (M). Dans le cas où les différentes espèces ont des mobilités électrophorétiques 

suffisamment différentes, la migration aboutit à la formation de pics représentatifs de la molécule 

de marqueur, du substrat libre, du complexe et du ligand libre. Un étalonnage de l’aire du pic de 

ligand libre, réalisé par injection du ligand seul, permet ensuite de déduire la concentration en 

ligand libre pour les différents mélanges substrat-ligand injectés. L’accès à la concentration en 

ligand libre permet ensuite, par l’écriture du modèle des équilibres successifs ou du modèle des 
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interactions multi-sites d’énergies identiques, de quantifier l’interaction. La Figure 20 représente 

schématiquement la mise en œuvre expérimentale de ce protocole. 

 

Figure 20 : Représentation schématique de la mise en œuvre expérimentale de la méthode de l’injection 

directe en CE. Etalonnage de l’aire du pic de ligand libre (L) (A). Mélanges substrat-ligand à différentes 

concentrations (B). Adapté de 43. 

L’injection directe nécessite de très faibles quantités en substrat et en ligand, puisque seulement 

quelques nL des deux partenaires sont injectés par essai. Ce mode opératoire peut également 

permettre de suivre la cinétique de complexation par injections répétées au cours du temps d’un 

mélange substrat-ligand. Pour être valide, la méthode de l’injection directe nécessite que les 

complexes formés soient suffisamment stables à l’échelle de temps de la migration 

électrophorétique (généralement, quelques minutes). En effet, l’aire du pic de ligand libre 

quantifiée par CE doit représenter la concentration de ligand libre à l’équilibre dans le mélange 

injecté. Par conséquent, la dissociation du complexe au cours de la migration doit être négligeable, 

c’est à dire cinétiquement lente par rapport au temps de migration.  

Lorsque le complexe se dissocie au cours de la migration, les électrophérogrammes obtenus sont 

en forme de U, entre le pic du complexe et celui du soluté libre. La Figure 21 montre 

l’électrophérogramme obtenu pour un système ADN / protéine pour lequel le complexe analysé se 

dissocie au cours de la migration. Le rapport des aires obtenues permet d’évaluer la constante 

d’équilibre d’association K. Il est également possible de déterminer la constante de vitesse de 

dissociation du complexe. 

 



Chapitre I. Etude bibliographique 

53 

 

 

Figure 21 : Electrophérogramme d’un mélange ADN /protéine SSB (single-strand binding protein) par le 

protocole de l’injection directe. Identification : A1 = aire de l’ADN libre ; A3 = aire du monomère libre 

d’ADN résultant de la dissociation du complexe ADN-SSB ; A2 = aire du complexe. Conditions opératoires 

: non précisées. D’après64 .  

 

2.2.7.2 L’analyse frontale continue par électrophorèse capillaire (FACCE) 

Les deux partenaires d’interactions sont préalablement mis en solution dans le tampon 

d’analyse et laissé en contact jusqu’à ce que l’équilibre soit atteint. Le capillaire est rempli avec le 

tampon seul, puis plongé dans le mélange substrat / ligand. Une tension est ensuite appliquée aux 

bornes du capillaire pour introduire le ligand libre par processus électrophorétique. L’échantillon 

est introduit électrocinétiquement en continu dans le capillaire. La Figure 22 illustre le principe de 

fonctionnement de la FACCE. Idéalement, seul le ligand libre doit entrer dans le capillaire, de 

façon à éviter toute dissociation potentielle du complexe dans le capillaire. 

 

Figure 22 : Principe de fonctionnement de la FACCE. 

S: substrat 
L:ligand 

SL: complexe 
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La quantité de ligand libre introduite dans le capillaire donne lieu à des fronts d’absorbance dont 

la hauteur de plateau est proportionnelle à la concentration de l’espèce correspondante. Une courbe 

de calibration permet de déterminer la concentration en ligand libre et de tracer l’isotherme 

d’adsorption 𝑛̅ = 𝑓([𝐿]) à partir de l’équation (78).  

   

 
 0

0

( )
L L

n f L
S

−
= =          (78) 

où [L] est la concentration du ligand libre, [S]0 est la concentration initiale du substrat et [L]0 est la 

concentration initiale du ligand. Pour n sites indépendants de même énergie, la stœchiométrie 

d'interaction (n) et la constante de site de liaison (k) peuvent être obtenues à partir d’un ajustement 

non-linéaire de l’isotherme en utilisant l’équation (79).  

 
 1

nk L
n

k L
=

+
           (79) 

La Figure 23 présente un exemple de plusieurs électrophérogrammes obtenus en FACCE dans le 

cas de l’interaction entre la poly (L-lysine) (PLL) avec des copolymères statistiques d'acrylamide 

et de 2-acrylamido-2-méthyl-1-propanesulfonate (PAMAMPS), ainsi que l’isotherme d’adsorption 

associée.  

Figure 23 : Exemple de détermination de la stœchiométrie d'interaction (n) et de la constante de site (k) par 

FACCE pour l'interaction entre PLL100-PAMAMPS à 15% à une force ionique de 315 mM. 

Electrophérogrammes montrant les fronts de PLL libre (A) et isotherme d'adsorption associée (B). 

Conditions expérimentales: capillaire de 33,5 cm (8,5 cm au détecteur) x 50 µm i.d. revêtu de PDADMAC. 

Électrolyte: Tris 12 mM, HCl 10 mM, NaCl 305 mM, pH 7,4. Tension appliquée: +1 kV avec une co-

pression hydrodynamique de +5 mbar. Détection à 200 nm. Adapté de65. 
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Un des principaux avantages de la FACCE est que le complexe formé reste à l’équilibre au cours 

de l’analyse. En effet, la quantité de ligand libre injectée dans le capillaire est faible par rapport au 

volume de mélange substrat / ligand placé à l’entrée du capillaire. De plus, la FACCE est moins 

sensible aux problèmes de reproductibilité liés aux interactions entre le ligand et la paroi du 

capillaire, comparée aux autres modes électrophorétiques. Comme pour les autres méthodes 

électrophorétiques, la consommation d’échantillon de la FACCE est faible, de l’ordre de quelques 

µL. La FACCE permet d’étudier des cinétiques de formation lentes car les deux partenaires 

d’interaction sont mis en solution dans le tampon avant l’analyse. Cela permet également de 

facilement étudier l’effet de l’ordre d’addition des partenaires dans les mélanges. Enfin, le temps 

expérimental est généralement inférieur aux mesures réalisées par ITC. En effet, Lounis et al.49 ont 

réalisé une étude comparant ces deux méthodes d’analyses. D’après les essais réalisés au cours de 

cette étude pour les interactions entre PLL et PAMAMPS, le tracé d’une isotherme d’adsorption 

dupliquée nécessite environ 30 h en ITC contre 16 h en FACCE. D’autre part, la FACCE en mode 

de détection par absorbance UV permet de calculer des constantes d’interaction comprises entre 

103 et 108 M-1. Pour des constantes supérieures à 108 M-1, la concentration en ligand libre [L] est 

trop faible pour obtenir des mesures précises par absorbance UV. 

2.2.7.3 L’électrophorèse capillaire d’affinité (ACE) 

L’électrophorèse capillaire d’affinité (en anglais mobility shift 

Affinity Capillary Electrophoresis (ACE)) est basée sur la mesure de la variation de mobilité 

électrophorétique du substrat, sous l’effet de la variation de la concentration en ligand dans 

l’électrolyte. La méthode consiste à conditionner le capillaire avec un électrolyte contenant un des 

partenaires de l’interaction (généralement, le ligand) puis à injecter un faible volume du second 

partenaire d’interaction (généralement, le substrat) afin de déterminer sa mobilité électrophorétique 

en présence de ligand. Ainsi, une étude d’interaction par ACE s’effectue en injectant une quantité 

constante de substrat et en faisant varier la concentration du ligand à l’intérieur du capillaire. Sous 

l’effet de la complexation avec le ligand, une variation de la mobilité électrophorétique du substrat 

est observée. En l’absence du ligand, la mobilité électrophorétique du substrat μep est égale à la 

mobilité apparente du substrat à l’état libre, μS. En présence de ligand, lorsque tout le substrat est 

complexé, la mobilité μep est alors égale à la mobilité μc du substrat à l’état complexé. L’injection 
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du ligand dans un capillaire rempli de substrat peut également être réalisée. La Figure 24 illustre 

l’utilisation de l’électrophorèse capillaire d’affinité.  

 

 

Figure 24 : Schéma illustrant le principe de l’électrophorèse capillaire d’affinité.  

 

2.2.7.3.1  Cas des interactions de stœchiométrie 1:1 

La mobilité électrophorétique apparente effective du substrat μep est déterminée selon l’équation: 

eff tot

ep

m

l L

t V



=


           (80) 

où leff est la longueur effective du capillaire jusqu’au détecteur, Ltot est la longueur totale du 

capillaire, tm est le temps de migration du substrat et V est la tension appliquée. La mobilité effective 

du substrat dans un capillaire rempli de ligand correspond à une combinaison linéaire des mobilités 

électrophorétiques entre le substrat libre µS0 et complexé µSL, pondérées par leur fraction molaire :  

0

0 0

[ ] [ ]

[ ] [ ]
ep S SL

S SL

S S
  = +          (81) 

où ν est un terme correctif prenant en compte la variation de la viscosité de l’électrolyte lors de 

l’augmentation de la concentration en ligand. µS0 est obtenu expérimentalement en mesurant la 

mobilité en absence de ligand dans l’électrolyte. Le terme correctif ν est déterminé par l’équation:  

0

i


=             (82) 

où 𝜂𝑖 est la viscosité de l’électrolyte en présence de ligand, et 𝜂0 est la viscosité de l’électrolyte en 

l’absence de ligand.  
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Dans le cas d’une interaction 1:1, la constante d’interaction s’écrit : 

[ ]

[ ][ ]

SL
K

S L
=            (83) 

Les équations de conservation de masse s’écrivent : 

0[ ] [ ] [ ]S S SL= +
          (84) 

0[ ] [ ] [ ]L L SL= +           (85) 

En combinant les équations (81), (83) et (84) on obtient :  

0
0

1 [ ] [ ]

1 [ ] 1 [ ] 1 [ ]

S SL
ep S SL

K L K L

K L K L K L

 
  

+
= + =

+ + +
      (86) 

L’équation (86) représente une pseudo-isotherme d’adsorption et peut être ajustée de façon non-

linéaire pour déterminer la constante d’interaction K. Elle peut aussi être écrite sous sa forme 

linéaire : 

0
[ ]

S ep

ep SL

K L
 

 

−
=

−
          (87) 

Le tracé de ( )0
[ ]

S ep

ep SL

f L
 

 

−
=

−
permet de déterminer la constante d’interaction à partir du 

coefficient directeur de la droite. L’accès à la valeur expérimentale de [L] dans la zone du substrat 

n’est pas possible. On suppose généralement que [L]= [L]0, où [L]0 est la concentration du ligand 

introduit dans le capillaire. Cela n’est vérifié que si le ligand est introduit dans l’électrolyte en 

excès par rapport à la concentration en substrat injecté, ou bien si la constante d’interaction est très 

faible. D’autres modes de linéarisation peuvent également être utilisés45.  
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2.2.7.3.2 Cas des interactions de stœchiométrie d’ordre 1 :2 

Dans le cas d’une interaction 1 : 2, la mobilité électrophorétique effective du substrat μep 

doit tenir compte des mobilités des deux complexes SL et SL2. Elle peut être décrite en fonction de 

la concentration en ligand L selon l’équation : 

0 2

2

1 1 2

2

1 1 2

[ ] [ ]

1 [ ] [ ]

S SL SL

ep

K L K K L

K L K K L

  


+ +
=

+ +
       (88) 

où K1 et K2 sont les constantes d’interactions successives et μSL et μSL2 sont respectivement les 

mobilités des complexes SL et SL2. L’équation obtenue est une équation du second degré. Le tracé 

de l’isotherme d’adsorption est alors complexe. 

 

2.2.7.3.3 Cas des interactions de stœchiométries d’ordre supérieur  

Dans le cas de complexation d’ordre supérieur, le système substrat–ligand forme des 

complexes successifs SL, SL2, SL3… SLn. La mobilité effective du substrat doit alors tenir compte 

des mobilités des complexes correspondant aux équilibres successifs. L’ajustement non-linéaire de 

la pseudo-isotherme d’adsorption n’est alors plus réalisable compte-tenu du trop grand nombre de 

paramètres (2n paramètres). Il est cependant possible d’étudier les interactions en étudiant le 

rapport de mobilités R défini selon l’équation suivante : 

 Si

S0 pH

µ
R

µ


 
=  

 
          (89) 

où μS0 est la mobilité électrophorétique du substrat libre en absence de ligand et μSi est la mobilité 

électrophorétique du substrat en présence de ligand dans le capillaire.  

Lorsque la mobilité électrophorétique du complexe est supérieure à celle du substrat libre, R 

augmente quand la constante d’interaction augmente. Le rapport de mobilités permet d’obtenir un 

classement quantitatif des interactions. En l’absence d’interaction, le rapport R est égal à 1. On 

remarque que le pH peut changer avec la concentration en ligand lorsque le ligand seul est utilisé 
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comme électrolyte (sans autre espèce tampon). La valeur de μS0 doit alors être déterminée au même 

pH que la mesure de μSi pour prendre en compte et corriger les effets éventuels du pH sur 

l’ionisation du substrat. Il est nécessaire de corriger les mobilités électrophorétiques des effets de 

l’échauffement, de la viscosité (facteur correctif ), et de l’état d’ionisation en travaillant à pH 

constant.  

Ouadah N. et al.66 se sont servis du rapport R pour étudier les interactions entre le chlorhydrate 

d'aluminium (ACH) et différentes protéines dans des conditions expérimentales proches des 

applications industrielles. La Figure 25 présente le rapport de mobilité R en fonction de la 

concentration en ACH. Il apparait que les valeurs de R sont beaucoup plus élevées pour l’albumine 

de sérum bovin (BSA) que pour la lysozyme (Lys). En effet, R varie entre 4,4 et 9,7 pour la BSA 

et entre 0,7 et 1,6 pour la Lys.  Cela montre que l’interaction de la BSA avec l’ACH est beaucoup 

plus forte que l’interaction de la Lys avec l’ACH. L’effet de la force ionique sur le rapport R est 

aussi discuté, sans être corrigé. 

 

Figure 25: Variation du rapport de mobilité R en fonction de la concentration en ACH. Conditions 

expérimentales : capillaire en silice 50 μm I.D. × 38,5 cm (longueur effective 30 cm) revêtement UltraTol 

™ LN. Tension appliquée : -10 kV. Injection hydrodynamique: 50 mbar, 5 s. Détection UV indirecte à 205 

nm.66 

Un des principaux avantages de l’ACE est que le complexe n’est pas placé hors équilibre. De plus, 

l’analyse consomme une très faible quantité de substrat, quelques nL, et une faible quantité de 

ligand, quelques μL. Par ailleurs, le substrat n’a pas besoin d’être pur pour effectuer l’analyse. 

L’ACE nécessite néanmoins que les cinétiques d’association et de dissociation soient rapides, car 

le complexe se crée au cours de l’analyse. 
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2.2.8 Analyse de la dispersion de Taylor (TDA) 

L'analyse de la dispersion de Taylor (en anglais Taylor Dispersion Analysis (TDA)) est une 

technique basée sur l’analyse de la dispersion du profil de concentration d’une bande d’échantillon 

injectée dans un flux laminaire. Cette mesure permet d’accéder au coefficient de diffusion D (ou 

rayon hydrodynamique) des molécules en solution. Quelques nL d’échantillon sont injectés dans 

un flux laminaire de tampon. La bande initiale d’analyte est dispersée sous l’action combinée de la 

diffusion du soluté et de la convection (profil de vitesse dispersif). La détection du profil de 

concentration, ou taylorgramme, est généralement obtenu par détection UV en ligne à travers le 

tube capillaire. Pour un échantillon monodisperse, le signal de détection S(t) en fonction du temps 

t est donné par : 

2

0 0

2

( )
( ) exp

22

S t t
S t

 

 − −
=  

          (90) 

où t0 est le temps moyen d'élution, σ2 est la variance temporelle du profil d'élution et S0 est une 

constante dépendant du facteur de réponse et de la quantité de soluté injectée. Le profil d'élution 

obtenu permet de calculer le coefficient de diffusion moléculaire D et le rayon hydrodynamique Rh 

des molécules en solution selon les relations suivantes : 
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où kB est la constante de Boltzmann, T est la température, Rc est le rayon interne du capillaire et η 

est la viscosité de l'éluant.  Plus Rh est élevé, plus D est faible et plus le pic gaussien est large. La 

Figure 26 montre la dispersion de deux molécules de taille différente et les profils d’élution 

correspondants. Plus les solutés diffusent rapidement, plus ils moyennent rapidement le profil de 

vitesse, et moins le profil d’élution est dispersé. Contrairement à la ‘self-diffusion’, les solutés de 

plus petite dimension mènent aux plus faibles dispersions.  
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Figure 26 : Dispersion des molécules sous l’action de la diffusion et de la convection dans un écoulement 

laminaire (A). Illustration de la différence des profils d'élution obtenus pour deux molécules de différente 

taille (B). 

Pour augmenter la sensibilité de détection, la TDA peut également être mise en œuvre en mode 

frontal, comme l’illustre la Figure 27. Dans ce cas, l'échantillon est injecté de manière continue 

dans le capillaire, ce qui permet de détecter un front au lieu d'un pic.  

 

Figure 27 : Représentation schématique de l'analyse de dispersion de Taylor de polyplexes utilisant le mode 

frontal.67 

En analyse frontale, le signal de détection en fonction du temps est donné par : 

0

0

( ) 1 1

2 2 2

S t t t
erf

S 

− 
= +  

           (93) 

Cette expression mathématique correspond à l’intégrale de l’équation (90). Pour un mélange 

composé de deux populations de différente taille, l’équation (93) devient : 
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où S1 et S2 sont deux constantes dépendant du facteur de réponse et σ1
2 et σ2

2 sont les variances 

temporelles des profils d'élution. 

Les équations (93) et (94) ne sont valables que si les deux conditions suivantes sont remplies : 

- t0 doit être beaucoup plus long que le temps de diffusion caractéristique du soluté dans la 

section transversale du capillaire, c’est-à-dire t0 ≥ 1,25 RC²/D, pour une erreur relative ε sur 

la détermination de D inférieure à 3%.  

- La diffusion axiale doit être négligeable par rapport à la convection, c’est-à-dire 

Pe=Rcu/D>40, pour une erreur relative ε sur la détermination de D inférieure à 3% avec u 

la vitesse moyenne de la phase mobile. 67 

La TDA peut, dans certains cas, permettre de déterminer la concentration en ligand libre. Leclercq 

L. et al. (2015)67  se sont intéressés à l’étude des interactions entre la polylysine PLL (DP 20) et 

l’ADN de saumon. Dans un premier temps, les rayons hydrodynamiques de l’ADN et de la 

polylysine seuls ont été étudiés. Un rayon hydrodynamique de 110 nm a été calculé pour l’ADN et 

un rayon de 0,9 nm pour la polylysine, comme le montre la Figure 28. 

 

Figure 28 : Dérivée première du taylorgramme obtenu en mode frontal pour l'ADN de saumon (A) et pour 

la polylysine (B). Conditions expérimentales : capillaire revêtu HPC, longueur totale 60 cm (51,5 cm au 

détecteur) x 50 μm i.d. Eluant : TRIS 10 mM, HCl pH 7,4. Pression de mobilisation : 50 mbar. Détection 

UV : 200 et 260 nm. Température: 25 ° C.67 

PLL 5 g/L  
dans l’éluant 

R
h
=0.9 nm 

ADN 0,2 g/L  
dans l'éluant 

R
h
=110 nm 
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Par la suite, une solution d'ADN et une solution de polylysine ont été mélangées pour former des 

polyplexes (complexes de polyélectrolytes). La caractérisation du mélange est présentée en Figure 

29 par analyse en mode frontal. La dérivée première obtenue montre la somme de deux pics 

gaussiens à 200 nm. Le pic le plus large correspond au polyplexe formé et le pic plus fin correspond 

à la polylysine libre. En utilisant une courbe d'étalonnage pour la polylysine, le pourcentage de 

PLL libre a pu être calculé, il est égal à 83 ± 1% de la concentration introduite. Ce travail montre 

que la TDA peut donner accès facilement aux caractéristiques du complexe (stœchiométrie et rayon 

hydrodynamique) et permet de déterminer la concentration en ligand libre à l’équilibre. Cette 

méthodologie peut être appliquée à différents systèmes, pourvu que la taille du complexe soit 

différente de celle du ligand libre. On notera, pour que les ligands libres puissent être distingués 

des ligands liés, qu’il faut que les échanges entre ligands libres et liés soient lents à l’échelle de 

l’analyse (10-15 min dans le cas de la Figure 29), c’est-à-dire pour des cinétiques de dissociation 

assez lentes. La TDA est une méthode simple, directe et sans étalonnage qui utilise un faible 

volume d’échantillon, quelques nL. 

 

Figure 29 : Taylorgrammes obtenus pour le mélange PLL (0,6 g/L) / ADN (0,1 g/L) en mode frontal (A) et 

dérivées premières correspondantes (B). Conditions expérimentales : identiques à Figure 28.67 

  

PLL  
R

h
=0.9 nm 
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 Etat de l’art de la caractérisation des interactions antigènes-adjuvants 

Cette partie présente plusieurs exemples de travaux de recherche ayant été effectués ces vingt 

dernières années sur la caractérisation des interactions antigènes-adjuvants pour les adjuvants 

polyacrylate et les sels d’aluminium. 

2.3.1 Adjuvant polyacrylate 

2.3.1.1 Etude des interactions PAA-BSA par SEC 

Topuzogulları M. et al.68 ont étudié la formation de complexes entre l'albumine de sérum 

bovin (BSA, Mw = 70 kDa) et l'acide polyacrylique (PAA, Mw = 100 kDa) à différents rapports 

molaires de mélange, γ = nBSA/nPAA. Bien que l’objectif de cette étude ne soit pas en lien direct avec 

les formulations vaccinales, l’étude des complexes PAA-BSA comme système modèle de 

libération de médicament, nous semble pertinente. Les complexes formés ont été caractérisés par 

chromatographie d'exclusion stérique couplée à quatre détecteurs : RI, UV, LS et VIS. Les mesures 

ont été effectuées dans une solution de chlorure de sodium à 0,15 M.  

Une première étude a été réalisée à pH 7. En augmentant la quantité de BSA dans le mélange, le 

pic associé à la BSA libre augmente de manière linéaire. Il en a été déduit qu’à pH 7,0, les forces 

répulsives entre la protéine chargée négativement et le polyélectrolyte chargé négativement, 

empêchent la formation de complexes stables. La même expérience a été réalisée à pH 5 (voir 

Figure 30). Pour de faibles quantités de BSA introduites dans le mélange, il n’apparait pas de pic 

de BSA libre sur les chromatogrammes. Un nouveau pic correspondant au complexe PAA–BSA 

apparait. En augmentant progressivement la quantité de BSA présente dans le mélange, un pic 

correspondant à la BSA libre apparaît sur les chromatogrammes pour nBSA/nPAA > 5. La Figure 30 

montre les chromatogrammes obtenus à pH 5. 
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Figure 30 : Chromatogrammes RI et UV, LS et VIS obtenus pour des mélanges BSA–PAA à pH 5 en 

fonction du rapport molaire introduit nBSA / nPAA compris entre 0,5 à 50. Conditions expérimentales : colonne 

Shim-Pack Diol 300, longueur 500 mm, diamètre 7,9 mm. Eluant : tampon acétate 0.01 M CH3COOH + 

0,15 M NaCl (pH 5,0). Débit de 1.0 mL/min. Température : 25 ° C. BSA, Mw= 70 kDa ; PAA, Mw 100 

kDa.68 

Pour les complexes solubles formés, le nombre de molécules de BSA liées par chaine de PAA a 

été exprimé par une équation de type Langmuir en fonction de la quantité libre de BSA existant 

dans la solution. Ces résultats ont permis d’obtenir les informations suivantes :  

- le nombre maximal de molécules de BSA liées à une molécule de PAA est d’environ 30. 

- sur un site d’interaction, une molécule de BSA est liée à environ 48 monomères d’acide 

acrylique. 
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La masse molaire moyenne en poids (Mw), la masse molaire moyenne en nombre (Mn) et le rayon 

de giration (Rg) des complexes de PAA–BSA à différents rapports molaires ont été déterminés en 

combinant les résultats obtenus par les détecteurs LS, VIS et RI. Il apparait que la masse molaire 

moyenne en poids et en nombre, ainsi que le rayon de giration (Rg) des complexes BSA–PAA, 

passent par un maximum puis diminuent en fonction du rapport nBSA/nPAA introduit, comme 

l’illustre la Figure 31. 

 

Figure 31 : Valeurs de la masse molaire moyenne en poids (Mw), de la masse molaire moyenne en nombre 

(Mn) et du rayon de giration (Rg) tracées en fonction du rapport molaire nBSA / nPAA introduit. Conditions 

expérimentales : identiques à celles de la Figure 30.68 

Les résultats de la Figure 31 permettent de constater que : 

• pour nBSA / nPAA > 5, une augmentation de nBSA/nPAA entraine une diminution des masses 

molaires et du rayon de giration des complexes BSA–PAA. 

• La diminution des masses molaires et du rayon de giration pourrait s'expliquer par une 

dissociation du complexe BSA–PAA pour nBSA / nPAA > 5. En effet, lors de l’analyse le 

complexe est placé hors équilibre, il peut donc commencer à se dissocier au cours de l’analyse.  

Cet exemple illustre la difficulté de l’interprétation des données expérimentales lorsque le système 

est placé hors équilibre ; ce qui est généralement le cas avec les méthodes séparatives (sauf dans le 

cas de la FACCE où seul le ligand libre est quantifié sans perturbation de l’équilibre).   
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2.3.1.2 Etude des interactions PAA–BSA par SPR 

Akkilic N. et al.69 ont étudié  les interactions entre l'albumine de sérum bovin (BSA) et le 

poly(acide acrylique) (PAA), en temps réel, par résonance plasmonique de surface (SPR), à 

différents pH. L’objectif de ce travail est de pouvoir étudier les modifications structurelles des 

complexes BSA–PAA par SPR. Pour produire les mélanges de polymères et de protéines, 

différentes concentrations de la solution de BSA, dans des tampons phosphate ou acétate, ont été 

ajoutées au PAA. Dans le cas de cette étude, les complexes BSA–PAA sont formés en amont puis 

sont fixés à la surface du capteur. Il est ainsi possible d’observer les changements dans la structure 

des complexes BSA–PAA en temps réel, en changeant le pH de la solution présente dans le système 

d’écoulement microfluidique. La Figure 32 montre le sensogramme obtenu lors de l’analyse au 

rapport molaire nBSA /nPAA = 1. 

 

Figure 32 : Sensogramme du mélange PAA–BSA au rapport nBSA/nPAA = 1 lorsque le pH de la surcouche 

varie entre 7,0  et 3,05. (A) Conditions expérimentales : Dispositif SPR NanoSPR-321 (NanoSPR, USA). 

Lumière laser de 2 mW à 670 nm. Prisme de verre N=1,61. Débit de 15µL/min. Tampon phosphate (50 mM 

phosphate, 150 mM NaCl) pH- 6,0-8,0 et tampon acétate (0.01M CH3COOH, 0,15M NaCl) pH 3,0-5,0 69. 
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La Figure 32 montre que : 

• la réponse SPR augmente lorsque le pH de la solution dans le système d’écoulement micro 

fluidique diminue. 

• la diminution du pH amène le PAA à adopter une conformation plus compacte en raison de la 

formation de liaisons hydrogène intramoléculaires, ce qui entraine une augmentation de la 

réponse SPR.  

 

2.3.1.3 Etude des interactions PAA–BSA par DLS 

Karahan M. et al.70 ont étudié la formation de complexes entre l'albumine de sérum bovin 

(BSA, Mw = 70 kDa) et le poly(acide acrylique) (PAA, Mw = 100 kDa) en présence d'ions 

métalliques par diffusion dynamique de la lumière. L’objectif de cette étude est de caractériser les 

complexes antigènes-adjuvants et de développer des méthodes d’analyse pouvant être utilisées 

pour de nouveaux agents immunogènes synthétiques. Les solutions de PAA utilisées dans l'étude 

ont été préparées dans de l'eau ultra pure à 5°C sous agitation pendant 12 h. Des solutions de 

CuS04.5H20 ont été ajoutées au PAA dissous, puis agitées à 20°C pendant 24 h. La BSA a été 

dissoute dans de l'eau ultra pure, puis ajoutée à la solution comportant le complexe PAA-Cu. Le 

pH a été ajusté à 7 par ajout de NaOH. 

Dans un premier temps la BSA seule et le PAA seul ont été analysés séparément. Puis le mélange 

des deux solutions en présence de Cu2+ a été analysé pour différents rapports molaires nBSA/nPAA. 

La Figure 33 présente les courbes obtenues par DLS. 
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Figure 33 : Distributions en intensité diffusée des diamètres hydrodynamiques obtenues pour l’interaction 

PAA/BSA pour un rapport molaire nCu2+/nAA = 0.1 (A), nCu2+/nAA = 0.4 (B). Courbes : BSA seule (1) 

; PAA seul (2) ; nBSA/nPAA = 0.5 (3) ; nBSA/nPAA = 1.0 (4) ; nBSA/nPAA = 1.5 (5) ; nBSA/nPAA = 

2.0 (6); nBSA/nPAA = 2.5 (7) ; nBSA/nPAA= 3.0 (8). Conditions expérimentales : Zetasizer Nano ZS, laser 

He-Ne 633 nm à 25°C. Angle de détection 173°. Solvant : eau ultra pure ajustée à pH 7,0. Filtration sur 

filtre 0,2 µm avant analyse. BSA, Mw = 70 kDa ; PAA, Mw = 100 kDa. Adapté de70. 

A partir de la Figure 33, il apparait que : 

• la BSA seule a un diamètre hydrodynamique moyen de 9,3 nm (courbe 1). 

• le PAA seul donne un large pic comportant deux sommets correspondant à des molécules 

ayant des diamètres hydrodynamiques moyens de 14,3 et 96,0 nm (courbe 2). Cette 

distribution bimodale du PAA serait due à l’agrégation intermoléculaire.  

• pour nCu2+/nAA = 0,1 (Figure 33A), des complexes PAA-Cu2+-BSA se forment avec un 

diamètre hydrodynamique moyen de 379 nm. Un pic correspondant à une molécule ayant 

un diamètre hydrodynamique de 9 nm est présent et correspond à la BSA libre. 

• pour nCu2+/nAA = 0,4, un seul pic est observé aux alentours de 174 nm correspondant aux 

complexes PAA-Cu2+-BSA. Il n’y a pas de pic correspondant à la BSA libre. La quantité 

de métal est suffisante pour lier toute la BSA au PAA. Ce résultat indique que des 

complexes ternaires solubles et stables sont formés à ce rapport molaire. 

Ces résultats montrent que la solubilité et la stabilité des complexes peuvent être étudiées par DLS.  
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2.3.2 Les sels d’aluminium 

2.3.2.1 Etude des interactions protéine-aluminium par dosage colorimétrique  

Iyer S. et al.71 ont étudié l’effet du degré de substitution en phosphate de l'hydroxyde 

d'aluminium sur l'adsorption de protéines phosphorylées. Un adjuvant d'hydroxyde d'aluminium 

(AlOOH) a été prétraité avec six concentrations différentes de dihydrogénophosphate de 

potassium (K2HPO4) pour produire une série d'adjuvants avec divers degrés de substitution de 

phosphate (Alx(OH)y(PO4)z). Les adjuvants 1-6 ont été agités magnétiquement pendant 16 heures 

à température ambiante avant utilisation. Chaque adjuvant contient 1,7 mg Al/mL. La quantité de 

phosphate adsorbée par la phase solide a été déterminée en calculant la différence entre la quantité 

de phosphate initialement ajoutée et la quantité en phosphate analysée dans le surnageant (après 

centrifugation), comme le montre la Figure 34A. L'analyse du phosphate présent dans le surnageant 

a été réalisée par spectroscopie d'émission atomique à plasma à couplage inductif (ICP-AES, 

Plasma 400, Perkin Elmer, Norwalk, CT) à 396 nm. Afin de tracer les isothermes d’adsorption de 

l’ovalbumine sur les six formulations différentes d’adjuvants, des solutions ont été préparées en 

mélangeant 2,5 mL des formulations d’adjuvants à 2,5 mL d’une solution d’ovalbumine à 

différentes concentrations. La concentration en protéines dans le surnageant a été déterminée par 

la méthode BCA (en anglais BiCinchoninic acid Assay), qui est un dosage colorimétrique. La 

quantité de protéine adsorbée a été déterminée en calculant la différence entre la quantité de 

protéines ajoutée initialement au mélange et la quantité de protéines retrouvée dans le surnageant. 

La Figure 34B représente les isothermes d’adsorption obtenues. 

 

 

 

 

 

Figure 34: Adsorption du phosphate sur l’hydroxyde d’aluminium (A) pour la préparation des adjuvants. 

Isothermes d’adsorption de l’ovalbumine sur les adjuvants 1-6 (B). Conditions expérimentales : ICP-AES à 

396 nm. Chaque adjuvant contient 1,7 mg Al/mL. BiCinchoninic acid Assay : 0,85 mg Al/mL. Solvant : 

eau doublement distillée + 0,1M NaOH (pH 7,4), 25°C.71 
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La capacité d'adsorption et le coefficient d'adsorption ont été calculés à partir de l'équation de 

Langmuir.  

max

[ ]

1 [ ]

Ads

Ads

K L
n Ads

K L
=

+
         (95) 

où Adsmax est la capacité d’adsorption (mg/mg Al) et KAds est le coefficient d’adsorption (mL/mg). 

Le Tableau 3 donne les résultats obtenus pour l’adsorption de l’ovalbumine sur les différentes 

formulations d’adjuvants. Il apparait que la capacité d'adsorption et le coefficient d’adsorption de 

l'ovalbumine diminuent avec l’augmentation du degré de substitution en phosphate de l'hydroxyde 

d'aluminium. Ce comportement semble refléter la diminution du nombre d'atomes d’aluminium 

capables d’échanger un ligand avec l'ovalbumine. Les résultats de cette étude montrent l’impact 

que peut avoir l'exposition de l'hydroxyde d'aluminium au phosphate lors de la préparation d'un 

vaccin. Si un tampon phosphate est utilisé, il convient de faire une étude de l’impact du tampon sur 

la formulation. D’autre part, en observant les courbes de la Figure 34B, il apparaît que les 

isothermes d’adsorption ne semblent pas saturer. On peut se demander si l’équilibre est réellement 

atteint lors de ces expériences, ou si des multicouches de protéines se forment à la surface de 

l’adjuvant. Ainsi, l’utilisation du modèle de l'isotherme d'adsorption de Langmuir n’est peut-être 

pas le plus adapté. 

 

Tableau 3 : Capacités d’adsorption et coefficients d’adsorption de l’ovalbumine sur les adjuvants 

hydroxyde d’Al (1-6) présentés dans la Figure 34.71 

2.3.2.2 Etude des interactions protéine-aluminium par ITC et DSC 

Jones L. S et al.72 ont étudié l'effet de l'adsorption de différentes protéines sur des sels 

d'aluminium. L’objectif de l’étude était de voir l’impact de l’adsorption sur la structure et la 
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stabilité des protéines étudiées. Des solutions de protéines et d'aluminium ont été préparées dans 

un tampon MOPS 10 mM (pH 7,4). Des volumes égaux de la solution mère d’aluminium à 3,4 mg 

Al / mL et des solutions de protéines à différentes concentrations ont été mélangées dans des tubes 

eppendorf® de 1,5 mL. L’adjuvant Alhydrogel® (gel d’aluminium hydroxide) a été utilisé avec des 

solutions d'ovalbumine, tandis que l’adjuvant Adju-Phos® (gel de phosphate d'aluminium) a été 

utilisé pour les solutions de lysozyme. Les solutions ont été mélangées pendant 15 à 30 min. Les 

échantillons ont ensuite été centrifugés à 14 000 g pendant 2 à 5 min. La concentration des protéines 

présentes dans le surnageant a été déterminée par mesure de l'absorbance à 280 nm. La quantité de 

protéine adsorbée a été déterminée en soustrayant la quantité de protéine analysée dans le 

surnageant à la quantité de protéine ajoutée initialement à la solution. La Figure 35 présente les 

isothermes d’adsorption obtenues pour la lysozyme (A) et l’ovalbumine (B) sur les hydroxydes 

d’Al.  

 

Figure 35 : Isothermes d'adsorption de la lysozyme sur l’Adju-Phos® (A) et de l'ovalbumine sur 

Alhydrogel® (B).  Conditions expérimentales : Absorbance à 280 nm. 1,7 mg Al / mL. Tampon MOPS 10 

mM (pH 7,4).72 

Les capacités d’adsorption et les coefficients d'adsorption ont pu être calculés à partir de 

l'équation de Langmuir. Le Tableau 4 présente les résultats obtenus. La valeur expérimentale de la 

capacité d'adsorption de l’ovalbumine est proche de celle calculée dans l’exemple précédent 0,8-

2,7 mg/mg Al71 dans l’eau (pH 7,4) contre 1,4-1,6 mg/mg Al72 dans le tampon MOPS 10 mM (pH 

7,4). Le coefficient d'adsorption expérimental obtenu est inférieur à celui de l’exemple précédent 

(effet du phosphate) : 0,47-1,6 mL/mg72 dans ce travail (tampon MOPS 10 mM, pH 7,4) contre 7-

86 mL/mg71 dans l’exemple précédent  (eau, pH 7,4). 
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Tableau 4 : Capacités d’adsorption et coefficients d'adsorption. Conditions expérimentales: identiques à 

celles de la Figure 35.72 

Des essais complémentaires ont été réalisés par ITC. De l'ovalbumine à 13 mg/mL a été ajoutée à 

1,8 mg d'aluminium/mL d'Alhydrogel®. Deux solutions de lysozyme ont été nécessaires, une 

solution à 13 mg/mL et une solution à 10 mg/mL. Les concentrations correspondantes d'Adju-

Phos® étaient respectivement de 1,0 et 0,4 mg d'aluminium/mL. Tous les titrages ont été effectués 

à 25°C. Le volume d’injection utilisé était de 10 µL et l’échantillon était équilibré pendant 300 s 

entre deux injections. La suspension d'adjuvant dans la cellule de titration a été agitée à une vitesse 

constante de 300 tours/min. Les données pour chaque système protéine/adjuvant ont été ajustées à 

un modèle de n sites indépendants. Les paramètres d’interaction obtenus sont donnés dans le 

Tableau 5. 

Tableau 5 : Paramètres d’interaction obtenus par ITC. Conditions expérimentales : calorimètre de titrage 

isotherme CSC modèle 4200. Ovalbumin : 13 mg/mL pour 1,8 mg Al/mL (Alhydrogel®). Lysozyme : 13 et 

10 mg/mL pour 1,0 et 0,4 mg Al/mL respectivement en Adju-Phos®. Tampon MOPS 10 mM  (pH 7,4), 

25°C 72. 

Ces résultats démontrent que l'adsorption de l'ovalbumine sur l’Alhydrogel® est enthalpiquement 

dirigée et entropiquement défavorable. L'adsorption de lysozyme sur l’Adju-Phos® est à la fois 

favorable sur le plan enthalpique et entropique. Ces résultats révèlent des caractéristiques 

d’interaction différentes pour chaque système protéine-adjuvant.  

La DSC a été utilisée pour déterminer les températures de transition thermique (Tm) de chaque 

protéine en solution et adsorbée sur un adjuvant de sel d'aluminium. Un calorimètre à balayage 

différentiel capillaire à haut débit (MicroCal LLC, Northampton, MA) a été utilisé pour les 

mesures. Des expériences de DSC ont été effectuées en utilisant du lysozyme et de l'ovalbumine 
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dans un tampon MOPS 10 mM (pH 7,4) à 0,5, 1,0 et 1,0 mg / mL. Une vitesse de balayage de 90°C 

/ h a été utilisée pour balayer le lysozyme entre 10°C et 90°C et entre 10°C et 100°C pour 

l'ovalbumine. Les thermogrammes obtenus sont donnés en Figure 36. La Tm du lysozyme diminue 

de 10°C (de 73 à 59°C) lorsque la protéine est adsorbée sur l'Adju-Phos®. Les valeurs de Tm 

obtenues pour l'ovalbumine en solution et pour l'ovalbumine adsorbée sur l’Alhydrogel® sont très 

proches, mais l’aspect du profil de transition est significativement modifié. 

Ces mesures montrent que les protéines adsorbées à la surface des sels d'aluminium ont des 

stabilités thermiques réduites par rapport aux protéines en solution. La déstabilisation observée 

pour les antigènes protéiques à la surface des adjuvants de sels d’aluminium soulève des 

inquiétudes quant à la stabilité du vaccin. Il est essentiel que la stabilité à long terme de l'antigène 

soit évaluée, non seulement en solution mais aussi en interaction avec l'adjuvant. 

 

Figure 36 : Thermogrammes comparant les stabilités thermiques des protéines en solution aux protéines 

adsorbées. (A.i.), lyszoyme en solution 7,4. 0,5, 1,0 et 1,0 mg/mL. (A.ii.), 0,5 mg/mL lysozyme adsorbé sur 

1 mg Adju-Phos®  (B.i.), ovalbumine en solution 7,4. 0,5, 1,0 et 1,0 mg/mL. (B.ii.), 1,0 mg/mL ovalbumine 

adsorbée sur 4 mg Ahydrogel®. Conditions expérimentales : calorimètre à balayage différentiel MicroCal 

LLC, Northampton, MA. Vitesse de balayage : 90°C/h. Tampon MOPS 10 mM (pH 7,4).72 
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2.3.2.3 Développement d’une plateforme de criblage à haut débit (HTS) pour étudier la capacité 

d'adsorption d’antigènes sur des gels d’aluminium.  

Jully V. et al.73,74 ont étudié les mécanismes d'adsorption d'antigènes sur un adjuvant 

d’hydroxyde d'aluminium en utilisant une plateforme de criblage à haut debit. Les solutions ont été 

préparées à l’aide d’une station de manipulation de liquides TECAN dans des plaques de 

polypropylène (PP) à 96 puits. Les mélanges ont été agités durant 2 h, puis centrifugés à 2000 

tr/min durant 15 min. Les surnageants ont été transférés dans une plaque 96 puits transparente aux 

UV à l’aide d’un pipetteur 96 canaux. Enfin, l’analyse des surnageants a été effectuée par mesure 

d’absorbance à 280 nm. La Figure 37 représente les isothermes d’adsorption obtenues. 

 

Figure 37 : Isothermes d’adsorption de protéines et d’antigènes adsorbés sur de l’hydroxyde d’aluminium. 

Isothermes d’adsorption de la BSA (a), de la -caséine (b), de l’OVA (c) et de l’HBsAg (d) sur de l’AH. 

Conditions expérimentales : absorbance à 280 nm (96x96 DPI). 170 µg/mL Al. Tampon MOPS 10 mM. pH 

7,0. Adapté de74. 

Les résultats de la Figure 37 ont permis d’étudier l’impact de certains électrolytes sur la capacité 

d'adsorption de l'AH comme le montre le Tableau 6. Le Tableau 6 indique que la BSA (chargée 

négativement en milieu neutre) a été adsorbée sur l'AH (chargée positivement), principalement par 

des interactions électrostatiques, comme l’indique la diminution de la capacité d'adsorption lors de 
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l’augmentation de la force ionique sur la Figure 37. Il apparaît que les isothermes d’adsorption de 

la BSA en présence de tampon phosphate et de fluorure de sodium ne sont pas montrées car elles 

ne suivent pas le modèle de Langmuir. Ce modèle n’est peut-être pas approprié à l’étude de ces 

interactions. D’autre part, l’interprétation semble basée sur la hauteur du plateau à saturation, 

correspondant à la stœchiométrie n à saturation et non sur les constantes d’interaction k. Or, une 

stœchiométrie plus importante ne signifie pas forcément une interaction plus forte.  

 

Tableau 6 : Impact de certains électrolytes sur la capacité d'adsorption de l'AH (mg/mg Al). Etude des 

mécanismes d'adsorption. Adapté de74. 

La β-caséine est une protéine également chargée négativement en milieu neutre. La capacité 

d'adsorption de la β-caséine sur l’AH reste inchangée avec l'augmentation de la force ionique. Cela 

indique que les interactions électrostatiques ne sont pas le mécanisme d’adsorption prédominant. 

La diminution de l'adsorption de la β-caséine après traitement au tampon phosphate et fluorure de 

sodium montre que l'échange phosphate-ligand est le mécanisme prédominant pour l'adsorption de 

la β-caséine sur l'AH.  

L'OVA est également une protéine chargée négativement en milieu neutre. L'augmentation de la 

force ionique en augmentant la concentration en chlorure de sodium a un impact considéré faible 

sur l’adsorption de l’OVA. Cela montre que les interactions électrostatiques ne sont pas le seul 

mécanisme contribuant à l'adsorption de l'OVA sur l'AH. Le traitement au tampon phosphate a 

nettement désorbé l'OVA de l'AH, ce qui montre que l'adsorption de l'OVA sur l'AH est moins 

forte que celle de la β-caséine sur l'AH et que l'échange de ligand est également le mécanisme 

prédominant pour l'adsorption de l’OVA sur l'AH. Il semble cependant que les isothermes 

d’adsorption de l’OVA en présence de NaCl 750mM ne sont pas fournies sur la Figure 37. Cela 
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rend difficile d’estimer l’impact de la force ionique sur l’adsorption de façon équivalente aux autres 

antigènes, notamment la BSA.  

Enfin, l'HBsAg est également chargé négativement en milieu neutre. L'adsorption de l’HBsAg sur 

l’AH diminue avec l'augmentation de la concentration en tampon phosphate. L'adsorption de 

HBsAg n'est pas affectée par le fluorure de sodium, ni par le chlorure de sodium. L'échange ligand-

phosphate est identifié comme étant le mécanisme prédominant pour l'adsorption de l’HBsAg sur 

l'AH. 
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3 Caractérisation des formulations vaccinales ARNm-LNP 

 Différents types d’ARN 

L’ARN messager (ARNm) ne représente qu’un type parmi les nombreux types d’ARN 

présent dans les cellules. Trois types d'ARN participent principalement à la formation d’une 

protéine. L'ARN messager transporte le code génétique, copié de l’ADN, aux ribosomes. L'ARN 

de transfert (ARNt) transfère les acides aminés aux ribosomes pendant la synthèse des protéines. 

Enfin, les ribosomes eux-mêmes sont en grande partie constitués de molécules d'ARN ribosomal 

(ARNr). Mais les ARN ne jouent pas seulement un rôle dans la synthèse des protéines. De 

nombreux types d'ARN effectuent des réactions biochimiques similaires aux enzymes et d’autres 

variétés d'ARN ont des fonctions de régulation dans les cellules.75,76 Les ARNm peuvent eux-

mêmes être subdivisés en plusieurs sous catégories.  

 

3.1.1 ARN non réplicatif (ARNm) 

Les ARN non réplicatifs correspondent aux ARNm conventionnels. Les ARNm non 

réplicatifs sont moins complexes à développer que les deux catégories suivantes.  

 

3.1.2 ARN auto-réplicatif (en anglais self-amplifying, saRNA) 

Les saRNA sont semblables aux ARNm conventionnels mais ont, en plus, une capacité 

d'auto-amplification, augmentant ainsi la production de protéines.77,78 Les saRNA imitent une 

infection virale, mais sans la création de particules infectieuses. Ils utilisent partiellement la 

séquence d’un alphavirus ou d’un flavivirus qui ont la capacité de s’auto-répliquer. Par rapport à 

un ARN non réplicatif codant pour une même protéine, la taille des saRNA est considérablement 

augmentée en raison de l'ajout de la machinerie de réplication virale.79 L’utilisation de saRNA peut 

permettre de réduire la dose injectée nécessaire à la production des protéines en quantité 

suffisante.14 Cependant les saRNA sont moins stables que les ARNm non réplicatifs et plus 

difficiles à synthétiser, purifier et produire à grande échelle.  
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3.1.3 ARN trans-réplicatif (en anglais trans-amplifying, taRNA) 

Les taRNA sont semblables aux saRNA : la séquence provient d'un ARN auto-réplicatif, à 

partir duquel la réplicase a été supprimée. L'activité de réplication est cette fois-ci fournie par une 

deuxième molécule.80 Les taRNA permettent la production d’antigènes à des taux supérieurs à ceux 

produits par des ARN non réplicatifs. 

 

Enfin, deux sous-catégories d’ARN font également l'objet d'un intérêt de recherche intense: les 

small interfering ARN (siRNA) et les microARN (miRNA). Les siRNA et les miRNA sont de 

petits ARN d'environ 20 à 26 nucléotides qui bloquent l'expression génique en s’appareillant aux 

ARN messager inhibant la traduction. La principale différence entre les deux catégories est que les 

siRNA sont très spécifiques avec une seule cible d'ARNm, tandis que les miRNA ont plusieurs 

cibles. Les siRNA et miRNA sont actuellement étudiés en tant que nouvelles classes d'agents 

thérapeutiques pour le traitement d'un large éventail de maladies, y compris de nombreux cancers.81  

 

 Synthèse des ARNm 

Les vaccins à ARNm sont fabriqués à l'aide de processus définis représentés en Figure 38 : 

(1) un antigène cible est identifié,  

(2) la séquence de l’ARNm est conçue numériquement en utilisant un algorithme,  

(3) la synthèse de l'ARNm réalisée dans un système acellulaire par transcription in vitro (IVT) en 

utilisant un ADN plasmidique comme matrice, une ARN polymérase et des nucléosides. 

L'ARNm est coiffé à l’extrémité 5’ puis purifié pour éliminer les impuretés générées pendant 

l'IVT en utilisant des techniques de chromatographie ou de purification par affinité.14 Enfin, 

l’ARNm est généralement encapsulé dans des nanoparticules lipidiques (LNP). 

(4) la production doit être adaptée à grande échelle et les contrôles de la qualité du produit doivent 

être effectués. 

Ce processus en 4 étapes est le même quel que soit l'antigène codé par l'ARNm, ce qui permet 

d’avoir une plateforme commune pour la fabrication de plusieurs antigènes vaccinaux, simplifiant 

ainsi la production des vaccins, le contrôle qualité et les délais de développement. 
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Figure 38. Schéma simplifié du processus de développement d'un vaccin à ARNm79. 

 Éléments structurels  

L'ARNm transcrit in vitro (IVT) est conçu pour ressembler structurellement aux ARNm 

naturellement présents dans le cytoplasme des cellules eucaryotes.82 Ainsi, l'ARNm est un simple 

brin avec une coiffe 5', une région non traduite (UTR= untranslated region) 5', un cadre de lecture 

ouvert (ORF) codant la protéine d'intérêt, une UTR 3' et une queue (Poly-A) 3', comme présenté 

en Figure 39.83 

Chacun de ces éléments est essentiel pour l'activité de l'ARNm et peut être modifié pour améliorer 

la stabilité de l’ARNm, l'efficacité de la traduction et la durée d'expression des protéines. 



Chapitre I. Etude bibliographique 

81 

 

 

Figure 39 : Structure de l’ARNm IVT 

3.3.1 Coiffe 5′ 

La coiffe à l'extrémité 5' de l'ARNm a plusieurs fonctions. Premièrement, elle empêche en 

partie que l'ARNm soit rapidement dégradé par les exonucléases. Deuxièmement, elle est 

essentielle pour l’initiation de la traduction des ARNm.84  Les ARNm mal coiffés ne sont pas 

reconnus et ne peuvent pas être traduits. Une approche pour coiffer l'ARNm consiste à ajouter un 

analogue synthétique dans la réaction de transcription in vitro et donc à effectuer le coiffage et la 

transcription in vitro en une seule étape. L'autre approche, consiste à effectuer une deuxième étape, 

après la synthèse initiale, en utilisant des enzymes.82,84  

3.3.2 Open reading frame (ORF)  

Le cadre de lecture ouvert code la protéine d'intérêt. La composition de l’ORF affecte 

l'efficacité de la traduction de l’ARNm. Le remplacement de codons rares par des codons plus 

courants synonymes peut améliorer grandement le rendement de la traduction82. En règle générale, 

les optimisations de codons sont effectuées en comparant la production de protéines à partir de la 

séquence initiale à la séquence optimisée. Cependant, certaines protéines nécessitent une traduction 

lente, qui est assurée par des codons rares, pour obtenir une bonne conformation spatiale85.  

3.3.3 Queue poly(A) 

La queue poly(A) régule la stabilité et l'efficacité de traduction de l'ARNm en synergie avec 

la coiffe 5' et d'autres déterminants. La queue poly(A) est ajoutée soit directement dans la matrice 

à partir de laquelle l’ARNm est transcrit, soit par une réaction en deux étapes utilisant la poly(A) 

polymérase recombinante. La transcription in vitro de l'ARN à partir d'une matrice d'ADN donne 

un ARN avec une longueur de queue poly (A) bien définie, et est donc préférée, en particulier si 
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l'ARNm est destiné à des applications cliniques. Des analyses ont montré qu'une queue poly(A) 

proche de 120 nucléotides tend à augmenter l'expression des protéines.14,86 

3.3.4 UTRs 5′ et 3′ 

Les nucléotides dans ces régions ne sont pas traduits en protéine. L'UTR 5' sert de point 

d'entrée au ribosome tandis que l'UTR 3' joue un rôle essentiel dans la terminaison de la traduction. 

Lors du choix des séquences UTR pour l'ARNm, la stratégie commune implique l'intégration 

d’UTR communs existants qui montrent naturellement des niveaux élevés de traduction et de 

stabilité.8 D’autre part, il a été montré que la longueur de la séquence UTR pouvait moduler la 

demi-vie de l'ARNm. 87  

 Systèmes de délivrance intracellulaire 

3.4.1 Propriétés physiques et chimiques de l'ARNm 

Avec une taille de 105–106 Da, l'ARNm est trois à quatre fois plus grand que les molécules 

qui diffusent facilement dans les cellules. De plus, sa charge négative repousse électrostatiquement 

les membranes cellulaires anioniques.88 L'ARNm est également une molécule intrinsèquement 

instable qui est très sensible à la dégradation par les exonucléases et les endonucléases. Ainsi, 

différentes méthodologies ont été développées pour permettre à l’ARNm d’atteindre le cytoplasme.  

 

3.4.2 Injection in vivo d'ARNm nu 

Malgré les limitations, plusieurs études ont utilisé avec succès l'ARNm nu (sans système de 

délivrance/non encapsulé) pour des immunisations in vivo.89,90 Sahin U. et al. ont montré que des 

immunisations intranodales répétées avec de l'ARN nu codant pour des antigènes associés à une 

tumeur généraient des réponses immunitaires robustes.91 En 2018, le premier essai clinique chez 

l'homme avec un vaccin thérapeutique contre le VIH-1 contenant de l'ARNm nu a été mené et les 

résultats s’avèrent prometteurs.92 Le taux d'absorption cellulaire de l'ARNm nu reste certes 

globalement faible, mais le choix de la méthode d'administration peut permettre d’augmenter 

l'efficacité de l'absorption intracellulaire de l'ARNm.82 
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3.4.3 Systèmes de délivrance physique 

L'électroporation est l'un des plus anciens moyens de transfection. L'électroporation 

augmente la perméabilité de la membrane cellulaire aux acides nucléiques à l'aide d'un champ 

électrique.93 Cette technique est utilisée pour la délivrance de l'ARNm nu dans diverses 

applications telles que l'immunothérapie contre le cancer et le remplacement de protéines.94–96 Une 

autre méthode de transfection est le gene gun, qui projette dans la cellule des particules métalliques 

(par exemple, de l’or) qui ont été recouvertes d’ARNm en surface, propulsées par un gaz porteur 

sous pression.97,98 Les gene gun ont été utilisés pour certaines des premières études thérapeutiques 

sur l'ARNm.99 L’utilisation des méthodes de délivrance physique restent cependant limitée par une 

mort cellulaire accrue et un accès restreint aux cellules ou tissus cibles.  

 

Bien que l'ARNm « nu » et les méthodes de délivrance physique aient connu quelques succès, la 

plupart des applications thérapeutiques nécessitent l’utilisation de vecteurs de délivrance 

intracellulaire. Les propriétés souhaitées de ces vecteurs sont : (1) la protection des acides 

nucléiques contre les nucléases, (2) la libération des acides nucléiques dans le cytoplasme avec un 

rendement de délivrance élevé, (3) une bonne innocuité, (4) une bonne stabilité, et (5) une 

sélectivité cellulaire et tissulaire. 

 

3.4.4 Systèmes à base de lipides (LNPs) 

Les vecteurs à base de lipides sont les vecteurs d'acides nucléiques non viraux les plus 

largement utilisés. Le composant principal des vecteurs lipidiques sont les lipides cationiques, qui 

sont capables d'interagir avec l'ARNm par des interactions électrostatiques, conduisant à la 

formation d'un complexe appelé lipoplexe.100 Le DOTMA (1,2-di-O-octadecenyl-3-

trimethylammonium propane) a été le premier lipide cationique synthétique largement utilisé pour 

complexer les ARNm IVT.101 Bien qu'attrayants du point de vue de l'efficacité de la délivrance, les 

systèmes à base de lipides cationiques présentent une toxicité non négligeable. 

 

Comme alternative, des systèmes lipidiques ionisables ont été développés, qui réduisent la toxicité 

induite par les particules cationiques tout en conservant leurs caractéristiques de transfection 

avantageuses. Alors que les lipides cationiques présentent des groupes ammonium quaternaire 
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alkylés et conservent leur nature cationique quel que soit le pH, les lipides ionisables acquièrent 

des charges positives, en raison de la protonation des amines lorsque le pH diminue. Ces nouveaux 

lipides sont neutres à pH physiologique mais chargés positivement lorsque les valeurs de pH sont 

inférieures à leur pKa. En 2018, la Food and Drug Administration (FDA) et l’European Medicines 

Agency (EMA) ont approuvé ONPATTRO® (patisiran) comme premier médicament commercial 

à base d'ARN pour le traitement de l’amylose à transthyrétine avec polyneuropathie chez l'adulte. 

ONPATTRO® (patisiran), utilise des siRNA formulés dans des LNP avec un lipide ionisable, le 

Dlin-MC3-DMA, souvent appelé MC3.102–104 Suite à ce succès, plusieurs groupes ont utilisé des 

nanoparticules lipidiques avec ce même lipide ionisable comme vecteur de délivrance d’ARNm105. 

En 2021, les nanovecteurs contenant des lipides ionisables sont au premier plan en tant que 

systèmes prometteurs de délivrance d'ARN. 

 

Ces dernières années, de nouveaux systèmes de dérivés lipidiques, connus sous le nom de 

nanoparticules de type lipidique (LLN), ont également été développés pour la délivrance d'ARNm. 

Dans ce contexte, les O-TT3 LLNs sont des nanoparticules de type lipidique qui ont été reconnues 

pour augmenter de manière significative l'efficacité de la transfection de l’ARNm-luciférase.106 

Les TT LLNs sont constitués d'un cycle phényle, de trois groupes de liaison amide et de trois 

chaînes aminolipidiques. Enfin, les transporteurs lipidiques nanostructurés (NLCs) sont un autre 

type de LNP utilisé pour délivrer l'ARNm. Les NLCs sont des structures colloïdales composées 

d'un noyau contenant un mélange de lipides solides et liquides, résultant en une matrice lipidique 

non structurée107. Erasmus et al ont travaillé sur l'administration d'ARN codant pour des antigènes 

du virus Zika formulés dans des NLCs ; les souris inoculées furent complètement protégées contre 

le virus. Cette réalisation représente l’une des approches les plus efficaces à ce jour contre le virus 

Zika108. 

 

3.4.5 Systèmes polypeptidiques 

Les polypeptides sont constitués d’acides aminés et peuvent permettre de formuler des 

systèmes de délivrances biocompatibles et biodégradables. Les protamines sont une famille de 

peptides avec des séquences riches en arginine. L’arginine présente une charge positive, facilitant 

les interactions électrostatiques avec la charge négative des acides nucléiques.109 La condensation 
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d’ARNm avec les protamines les protège contre la dégradation des nucléases. La technologie 

RNActive®, développée par CureVac, est basée sur des complexes protamine/ARNm et est 

actuellement en cours d'évaluation contre différents cancers110 et contre le virus de la grippe111. 

 

3.4.6 Systèmes polymériques 

Les vecteurs à base de polymères sont un autre type de système de délivrance d'ARNm 

souvent utilisé. Les interactions entre les polymères cationiques et les acides nucléiques conduisent 

à la formation de polyplexes. Les systèmes de délivrance à base de polymères cationiques ont 

initialement présenté des problèmes de cytotoxicité, en raison de leur charge cationique.112 Les 

premières tentatives de délivrance de gène reposaient en grande partie sur trois types de polymères 

synthétiques : la poly(éthylèneimine) (PEI), la poly(L-lysine) (PLL) et la poly(amidoamine) 

(PAMAM). L’ajout de chaînes de Polyethylene glycol (PEG) et autres groupements ont permis de 

réduire la cytotoxicité de ce type de vecteurs et a amélioré leur délivrance in vivo.113 Une autre 

préoccupation concernant la structure des polymères est leur biodégradabilité. Ainsi, les vecteurs 

d'ARNm à base de polymères ont évolué vers des vecteurs à base de polyesters comme les 

poly(bêta-amino esters) (PBAE), les poly(amine-co-esters) (PACE), les poly(acide lactiques) 

(PLA), les poly (acide lactique-co-glycolique) (PLGA) et les poly(2-diméthylaminoéthyl 

méthacrylate) (PDMAEMA). Enfin des dérivés de polymères naturels comme le chitosane et le 

dextrane sont également étudiés.114–116 

 

3.4.7 Systèmes hybrides 

Les systèmes hybrides sont constitués d’une combinaison de plusieurs types de vecteurs de 

délivrances. Les lipopolyplexes, composés d’un mélange de polymères et de lipides, ont été parmi 

les premiers systèmes hybrides utilisés pour la délivrance d'ADN et d'ARN.117 La combinaison de 

lipides cationiques et de peptides a également été étudiée pour améliorer la délivrance d'ARNm.118 
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 Constituants des LNPs 

La conception des LNP nécessite la recherche d'un équilibre entre le besoin de stabilité à pH 

physiologique et le besoin de déstabilisation à l'intérieur de la cellule cible pour libérer les 

ARNm.119 

 

3.5.1 Lipides ionisables 

Les lipides ionisables sont chargés positivement à faible pH (permettant la complexation de 

l'ARNm et la libération endosomale) et sont neutres à pH physiologique (réduisant les effets 

toxiques potentiels, par rapport aux lipides chargés positivement).120 Jayaraman et al. ont montré 

que le pKa optimal des lipides ionisables pour maximiser l’immunogénicité des LNP-siRNA se 

situe entre 6,2 et 6,5.121 Tandis que Hasset et al. ont montré que le pKa optimal pour augmenter 

l’immunogénicité des LNP-ARNm se situe entre 6,6 et 6,9.122 

Le DLin-MC3-DMA (MC3) est l'un des lipides cationiques les plus utilisés pour la fabrication de 

nanoparticules lipidiques, servant souvent de référence.6,121,123,124 Cependant, le MC3 a une longue 

demi-vie plasmatique de 72 h, ce qui limite son administration chronique.125 Par conséquent, des 

recherches se portent sur l’ajout de groupes fonctionnels biodégradables qui peuvent faciliter sa 

clairance. 126 

Une façon d’augmenter la biodégradabilité est l'inclusion de groupes esters ou l'ajout de liaisons 

disulfure dans le squelette de la molécule.77 Certains exemples de lipides biodégradables à base 

d'ester se sont déjà avérés être plus performants dans la délivrance de gènes que le MC3.125,126 

Enfin des molécules hybrides dérivées de lipides appelées lipidoïdes sont également utilisées pour 

former des LNPs et s’avèrent prometteuses. Dong et al. ont par exemple utilisé des nanoparticules 

lipopeptidiques avec du cKK-E12 comme système de délivrance d'acide nucléique efficace et 

hautement sélectif.127–129 
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3.5.2 Lipides PEGylants 

L'incorporation d'un lipide PEGylant dans les LNPs augmente leur stabilité colloïdale et leur 

résistance à l'opsonisation et à la clairance in vivo.119 En effet, le PEG représente une barrière 

stérique empêchant la liaison des protéines plasmatiques (opsonines) qui entraîneraient autrement 

la clairance rapide des LNPs par le système réticuloendothélial. Ainsi, la PEGylation entraîne un 

temps de circulation plus long des LNPs. D’autre part, la quantité de PEG-lipide incorporée 

influence de manière significative la taille des particules.105,130 

Cependant, la PEGylation peut inhiber l'internalisation cellulaire et la libération endosomale en 

empêchant la déstabilisation de la membrane lorsque les LNPs sont absorbées par la cellule cible, 

ce qui entraîne une réduction de la délivrance intracellulaire et de l'activité biologique. De plus, 

des expériences ont révélé que lors d’administrations répétées, les LNPs PEGylés peuvent conduire 

à la formation d'anticorps anti-PEG. Les LNPs PEGylés perdent alors leur capacité à circuler sur 

de longues périodes dans la circulation sanguine, un phénomène connu sous le nom de clairance 

sanguine accélérée.131–134 

Différentes stratégies ont été utilisées pour résoudre ces limitations :  

- L’utilisation d’un faible pourcentage de PEG (0,5-1,5%). Cela permet d’augmenter 

l’activité biologique.135,136  

- L’utilisation d’un agent PEGylant avec un ancrage faible, tel que le PEG-C-DMA 130, le 

PEG-CHOL137, le PEG-DSG138 ou le PEG-CS138. L’agent PEGylant est ainsi progressivement 

perdu et la densité de PEGylation est réduite au fil du temps, facilitant l'interaction de la LNP avec 

les cellules cibles après l'endocytose.  

- Le développement de polymères alternatifs qui imitent les propriétés physico-chimiques du 

PEG sans ses limitations.133 Joh et al. ont par exemple utilisé le POEGMA pour minimiser la liaison 

des anticorps anti-PEG.139 Les stratégies bioinspirées, telles que l’utilisation de glucides, lipides et 

protéines, sont étudiées comme alternatives pouvant fournir des effets de protection similaires au 

PEG. Les biomolécules présentent des avantages considérables par rapport à leurs homologues 

synthétiques : elles sont biocompatibles et biodégradables.140  L'albumine sérique (SA) a par 
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exemple été utilisée comme alternative au PEG pour l’administration de nanoparticules à base de 

virus.141,142  Nogueira et al.143 ont développé des LNP à base de polysarcosine (pSar) permettant 

une délivrance efficace d'ARNm sans PEG (brevet144). Enfin, des polymères zwitterioniques ont 

aussi été évalués comme alternative au PEG pour la délivrance de nanoparticules.133,145 

 

3.5.3 Phospholipides  

Les phosphatidylcholines (PC) sont des composants naturels des membranes biologiques. 

Les PC saturés, tels que la distearolyphosphatidylcholine DSPC, ont des températures de fusion 

élevées (Tm) et sont utilisés pour construire des LNPs hautement stables.119  

Une préoccupation concernant les LNPs hautement stables est qu’elles ne facilitent pas la libération 

endosomale, ce qui peut avoir un effet néfaste sur l'efficacité globale. Les LNPs à base de DOPC 

sont plus stables que les formulations à base de DOPE mais sont moins stables que les formulations 

à base de DSPC ; la DOPC peut donc représenter un compromis raisonnable entre la stabilité et la 

libération endosomale.119 Concernant sa localisation, plusieurs études ont montré que la DSPC est 

principalement localisée à la surface des LNPs.105,146 

 

3.5.4 Cholestérol 

Le cholestérol a un rôle structurel et stabilisant en comblant les interstices entre les 

phospholipides dans les LNPs.147 Il a également été démontré que l'inclusion de cholestérol dans 

les formulations de nanoparticules améliore l'efficacité, potentiellement en raison d'une fusion 

membranaire améliorée permettant la libération endosomale.148–150  

Patel et al.151 ont formulé des LNPs avec divers analogues naturels du cholestérol. Ils ont identifié 

une classe d'analogues du cholestérol (substitué par un alkyle en C-24) qui, lorsqu'ils sont 

incorporés à l'intérieur d'un LNP, peuvent entraîner une augmentation importante de la délivrance 

d'ARNm. L’utilisation d’analogues du cholestérol peut ainsi favoriser la déstabilisation des LNP 

et leur fusion avec la membrane endosomale.  
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 Formulation des LNPs 

Depuis les premiers liposomes développés dans les années 1960 par Bangham et al.152, de 

nombreuses méthodes ont été développées pour réaliser des nanoformulations lipidiques. Le 

mécanisme général de production de nanoparticules lipidiques est basé sur une augmentation rapide 

de la polarité lors de la dilution d’une phase éthanolique comprenant les lipides dans une phase 

aqueuse contenant l’ARNm, entrainant ainsi l'auto-assemblage des LNPs. Les nanoparticules 

s'organisent en une structure dans laquelle le noyau contient l'acide nucléique complexé avec les 

lipides ionisables, le cholestérol assurant l'intégrité structurelle. Le DSPC et les lipides-PEG se 

situent principalement à la surface avec une partie des lipides ionisables et du cholestérol, formant 

ainsi l’enveloppe des LNPs.151 La formation initiale des noyaux est dirigée par des interactions 

électrostatiques entre l'acide nucléique anionique et les lipides ionisables, tandis que des 

interactions hydrophobes entrainent la formation de l’enveloppe des LNPs.  

 

3.6.1 Méthodes de formulation 

 

3.6.1.1 Injection d'éthanol 

L'injection d'éthanol est une technique simple et largement utilisée pour produire des 

liposomes. Cette technique consiste à injecter rapidement une solution d'éthanol contenant des 

lipides dans une phase aqueuse simplement à travers une fine aiguille sans appareillage.153 Lorsque 

l'éthanol est dilué dans le tampon aqueux, les vésicules lipidiques s'auto-assemblent.154 Cette 

méthode est facile à mettre en œuvre et l'équipement est peu coûteux, mais les résultats sont parfois 

difficilement reproductibles. De plus, celle méthode donne souvent des nanoparticules hétérogènes 

de grande taille avec une efficacité d'encapsulation d'ARNm faible.155 

 

3.6.1.2 Jonction en T 

Un mélange rapide se produit lorsqu’une phase éthanolique rencontre une phase aqueuse 

dans une jonction en T, voir Figure 40 (A). Le mélangeur à jonction en T fournit un environnement 

de mélange contrôlé par rapport aux méthodes de mélange macroscopique, conduisant à une 

production reproductible de nanoformulations lipidiques.156,157 L'utilisation de cette méthode est 

limitée en recherche en raison des débits élevés nécessaires pour assurer un mélange rapide, ce qui 
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peut être difficile à concilier avec la fabrication de lots de faibles volumes. Néanmoins, le mélange 

par jonction en T est une méthode souvent adoptée pour la production de LNPs à grande échelle.158  

 

3.6.1.3 Focalisation hydrodynamique microfluidique 

La focalisation hydrodynamique microfluidique (en anglais Microfluidic Hydrodynamic 

Focusing, MHF) est une technique à flux continu, où les lipides dissous dans l’éthanol sont 

focalisés de manière hydrodynamique à l'aide d'une phase aqueuse, voir Figure 40 (B).159 Les 

techniques MHF peuvent être adaptées pour produire de faibles volumes mais aussi des volumes 

importants. L'écoulement à l'intérieur du système est laminaire, ce qui permet une interface bien 

définie entre les phases organique et aqueuse et permet de produire des particules peu 

polydisperses.160 

 

3.6.1.4 Staggered Herringbone Mixing (SHM) 

Le mélange microfluidique par advection chaotique utilisant un SHM pour la production de 

LNPs a été mis au point par le groupe de Pieter Cullis et a ensuite été commercialisé par Precision 

Nanosystems sous le nom de Nanoassemblr™.130,161,162 Il existe actuellement plusieurs modèles 

commerciaux de mélangeur microfluidique SHM de différentes échelles. La caractéristique 

principale de cette technique est le mélange contrôlé en quelques millisecondes de l'éthanol et du 

tampon aqueux. La structure du mélangeur permet un enroulement efficace des fluides l'un autour 

de l'autre résultant en un élargissement exponentiel de l'interface entre les deux fluides et assurant 

un mélange rapide, voir Figure 40 (C). 

 

 

 

 

 

 

Figure 40 : Illustration schématique des méthodes de mélange microfluidique : A) mélange à jonction en 

T, B) Focalisation hydrodynamique microfluidique C) Staggered Herringbone Mixer. La phase aqueuse est 

illustrée en bleu, la phase organique en rouge et le mélange résultant contenant des particules en violet.158 
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3.6.1.5 Paramètres impactant la formulation  

Les paramètres opératoires de la formulation affectent les attributs physicochimiques des 

nanoformulations lipidiques, en particulier la taille et la distribution de taille.  

 

 

Figure 41 : Illustration schématique du Débit total (total flow rate, TFR) et rapport de débit (flow 

rate ratio, FRR) lors d’une formulation de LNPs 

3.6.1.5.1 Rapport de débit (flow rate ratio, FRR) et débit total (total flow rate, TFR)  

Le rapport de débit (FRR) est l'un des paramètres les plus importants à prendre en compte 

lors de la formulation de nanoparticules lipidiques par microfluidique. En effet, les LNPs se 

forment lors du mélange entre les phases organique et aqueuse, les lipides s'auto-assemblent pour 

réduire le contact de leurs chaînes hydrophobes avec la phase aqueuse, et se referment en vésicules 

sphériques, voir Figure 41. Plus le rapport de débit est élevé, plus la concentration d'alcool 

diminuera rapidement et moins les disques lipidiques auront du temps pour se rassembler et se 

stabiliser. Par conséquent, plus le FRR est élevé, plus les nanoparticules lipidiques sont 

petites.163,164 De même, une augmentation du TFR entraine une dilution plus rapide et une 

diminution de la taille des LNPs. 
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3.6.1.5.2 Température 

La température à laquelle la formulation est réalisée peut avoir un impact significatif sur la 

formation des complexes lipidiques.165,166 Arun Radhakrishnan et al. ont par exemple montré que 

des complexes cholestérol-phospholipide se forment à 13°C et non à température ambiante ce qui 

peut avoir un impact au moment de la formulation.165 

 

3.6.1.5.3 Géométrie du dispositif  

La conception du micromélangeur tel que sa géométrie, la taille de ses microcanaux et 

l’orientation des canaux d'entrée ont également un impact significatif sur les tailles et la distribution 

des tailles des LNPs obtenues167.  

 

 Délivrance intracellulaire des LNPs 

Pour une vaccination efficace, l’ARNm doit atteindre le cytoplasme où il peut alors être 

traduit afin d’obtenir l’antigène d’intérêt, déclenchant ainsi une immunité contre cet antigène. 

L'entrée cellulaire des LNPs est principalement médiée par l'endocytose, qui est le mécanisme au 

cours duquel la membrane d'une cellule enveloppe et absorbe une particule, voir Figure 42.77 

L'endocytose est initiée par des interactions dynamiques non covalentes entre la membrane 

plasmique et la nanoparticule lipidique à proximité des cellules. Après l'endocytose, les 

nanoparticules internalisées sont transportées vers les endosomes précoces, suivis de la maturation 

en endosomes tardifs. Les endosomes tardifs progressent encore vers les lysosomes, où la plupart 

des nanotransporteurs sont dégradés par les enzymes digestives. En parallèle, une partie importante 

des nanoparticules internalisées sont éliminées par des voies de recyclage lors du trafic 

endolysosomal, limitant la délivrance dans le cytoplasme du matériel génétique168. 

 

Seul un très faible nombre de nanoparticules internalisées ne sont pas dégradées et permettent à 

l’ARNm d’atteindre le cytoplasme. Gilleron et al. ont démontré que seuls 1 à 2% des siRNA 

encapsulés dans des LNPs à base de MC3 parviennent à s'échapper vers le cytoplasme169. Plus 

récemment, Sabnis et al. ont montré que les LNP à base de lipides ionisables MC3 et « lipide 5 » 

encapsulant de l'ARNm présentent respectivement des efficacités de délivrance endosomale de 

2,5% et 15%. 125 Le processus de délivrance endosomale reste l'un des processus les moins connus 
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et l’un des plus importants obstacles à la réussite de la délivrance de gènes8,151. Indépendamment 

du matériel de délivrance et du mécanisme mis en œuvre, l'efficacité de délivrance endosomale 

reste extrêmement faible, ce qui nécessite le développement de nouvelles méthodes pour mieux 

comprendre les mécanismes mis en jeu. 

 

 

Figure 42 : Délivrance intracellulaire de l’ARNm : (1) Interaction entre le système de délivrance et la 

membrane cellulaire, (2) endocytose, (3) échappement endosomique et libération de l'ARNm pour démarrer 

le processus de traduction.100 

Le changement physicochimique le plus évident de la voie endolysosomale est la diminution du 

pH8,77,170. Pour cette raison, la principale approche pour faciliter la fuite endosomale a été de rendre 

les nanotransporteurs sensibles à l'acidification des endosomes. À mesure que le pH endosomal 

diminue, les lipides ionisables dans les LNP deviennent chargés positivement, ce qui favorise les 

interactions électrostatiques avec la membrane endosomale chargée négativement et donc perturbe 

l'intégrité de la membrane et déclenche la libération d'acide nucléique dans le cytoplasme171,172.  

 

 Caractéristiques physicochimiques affectant la délivrance intracellulaire 

 

Les propriétés physicochimiques des nanovecteurs telles que leur taille, forme, charge et 

composition de surface, affectent la délivrance intracellulaire des ARNm.77,173  
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3.8.1 Taille 

La taille des nanovecteurs est connue pour affecter l'efficacité de la délivrance 

intracellulaire.174,175 La taille a une contribution significative à de nombreux paramètres 

fonctionnels, elle détermine la voie d’entrée des LNPs dans les cellules.176–179 La taille des LNP 

peut également être optimisée pour cibler spécifiquement certains organes.180–183 Les exigences de 

taille dépendent donc fortement de la voie d'administration et de l'organe cible.  

Dans le cadre des vaccins ARNm, une taille de 10 à 200 nm est souvent recherchée pour une 

absorption cellulaire optimale. Les petites molécules de taille <10 nm sont absorbées par les 

capillaires sanguins drainant le site d'injection.184 La limite de taille supérieure n'est pas strictement 

définie, mais rester en dessous de 200 nm permet un filtration stérile.158 Des études récentes ont 

montré que le ciblage des cellules présentatrices d'antigène (APC, antigen-presenting cells) dans 

les ganglions lymphatiques pourrait être une stratégie efficace pour améliorer la réponse 

immunitaire.185,186 Dans ce cas une taille de 10 à 100 nm serait recommandée. Il est également 

intéressant de noter que la taille de nombreux virus se situe entre 20 et 100 nm.187 

Zhang et al.188 et Gao et al.189 ont développé des modèles théoriques pour déterminer la taille 

optimale de nanoparticules pour l’internalisation cellulaire par les cellules vivantes. Les deux 

études ont conclu que la taille optimale se situe entre 50 et 60 nm. D'autre part, Yyuan et al.190 ont 

montré que les nanoparticules plus petites que 30 nm ne sont pas en mesure d’être enveloppées 

efficacement par la membrane lors de l’endocytose pour des raisons enthalpiques ; leur étude 

rapporte également une taille optimale pour une absorption maximale de 50 à 60 nm.  

Cependant dans une étude récente Hassett et al.191 ont étudié plusieurs formulations de LNPs-

ARNm de 60 à 200 nm avec la même composition lipidique et ont montré que toutes les tailles de 

particules testées ont donné une réponse immunitaire robuste chez les primates non humains 

(NHP). D’autre part, Bao et al.192 ont montré que l’activité des siRNA-LNPs de plus grande taille 

(~ 130 nm) avec 0,5 % mol de lipide-PEG donnent de meilleurs résultats que des LNP plus petits 

avec des quantités plus élevées de PEG ; cela a été attribué à une meilleure capacité de perturbation 

de la membrane de l'endosome une fois dans la cellule.  
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Enfin, il est également intéressant de noter que l'exposition des nanoparticules lipidiques à un 

milieu biologique provoque la formation de couronnes de protéines autour les LNPs, augmentant 

ainsi leur taille d'environ 20%.193,194 Enfin, la lyophilisation des nanoparticules peut entraîner une 

augmentation très importante de la taille des LNPs et peut également entrainer une réorganisation 

des lipides.195,196 

 

3.8.2 Charge 

La charge des nanovecteurs joue un rôle déterminant, dictant le transport des objets à travers 

les barrières biologiques. En effet, la charge détermine la présence d’interactions électrostatiques 

entre les particules et la force de ces interactions. Elle impacte également la stabilité des 

particules.197 La charge est contrôlée par les lipides présents dans les LNPs et par la composition 

et le pH du tampon aqueux.198 

Les nanoparticules anioniques peuvent difficilement entrer dans l'espace intracellulaire en raison 

de la charge négative des membranes cellulaires. Les vecteurs de délivrance cationiques peuvent 

eux entrer dans l'espace intracellulaire plus aisément mais ils montrent une cytotoxicité en raison 

d'associations non désirées avec des biomolécules chargées négativement.112 Pour éviter cette 

cytotoxicité, les vecteurs de délivrance d'ARN ont évolué pour avoir une charge de surface 

relativement neutre. Cependant, la présence d’une charge de surface positive semble toujours 

nécessaire pour la libération endosomique de l'ARNm encapsulé, mais cette charge ne doit pas être 

persistante. Par conséquent, les nanovecteurs ont été conçus de manière à n'acquérir une charge 

positive qu'en entrant dans l'endosome.  

Plusieurs études ont montré que la charge de surface des nanoparticules a un impact significatif sur 

leur mobilité et leur transport à travers différentes membranes et dans différents organes.199–

201 Kranz et al. ont montré que les cellules dendritiques pouvaient par exemple être ciblées avec 

précision et efficacité in vivo en ajustant de manière optimale la charge nette des lipoplexes-ARN 

administrés par voie intraveineuse.202 Cheng et al. ont développé une stratégie appelée ciblage 

sélectif des organes (en anglais Selective Organ Targeting SORT) dans laquelle l'ajustement de la 

charge interne des LNPs, par ajout de molécules supplémentaires dans la formulation, permet une 

délivrance spécifique de l’ARNm.203  
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3.8.3 Forme 

La forme est une autre propriété essentielle des nanovecteurs qui joue un rôle important dans 

l’efficacité de l’internalisation cellulaire.204 Des modèles théoriques ont mis en évidence les 

avantages de l'utilisation de particules non sphériques pour améliorer la délivrance 

intracellulaire.205,206 Plusieurs études expérimentales ont confirmé l’impact de la forme des 

particules dans l’internalisation cellulaire.207–209 Cao et al. ont formulé les LNPs en forme d’étoile 

utilisant des phosphatidylcholines avec différentes longueurs de chaines et ont montré que ces 

LNPs  présentent une absorption cellulaire grandement améliorée par rapport aux LNPs 

sphériques.210 En effet, la forme peut affecter les interactions avec l'environnement biologique et 

modifier la nature de ces interactions avec les membranes cellulaires et endosomales.77  

 

3.8.4 Composition de surface 

L'efficacité de la délivrance intracellulaire de l'ARNm est également affectée par la 

composition de surface des nanovecteurs. Un exemple important de modification de surface est 

l'incorporation de PEG. La PEGylation des nanoparticules modifie le transport des nanovecteurs, 

permettant ainsi de prolonger leur demi-vie et d’améliorer leur délivrance intracellulaire211.  

3.8.5 Taux d’encapsulation 

Les molécules d’ARNm non encapsulées, libres, sont susceptibles d’être dégradées par des 

exo et endonucléases ; de plus, leur pénétration intracellulaire est extrêmement faible. Ainsi, le 

taux d’encapsulation est un paramètre clef impactant la délivrance intracellulaire des ARNm. 

L’objectif est d’obtenir un taux d’encapsulation le plus élevé possible pour augmenter les chances 

que l’ARNm rejoigne le cytoplasme. 

 

 Méthodes de caractérisation 

Bien que les nanoparticules lipidiques présentent de nombreux avantages pour une 

administration d’acides nucléiques efficace, elles présentent de nombreux défis dans la 

caractérisation en raison de leurs propriétés physicochimiques complexes. 
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3.9.1 Taille 

 

3.9.1.1 Dynamic Light Scattering (DLS) 

La DLS est l'approche la plus courante pour l'analyse de la taille et la distribution en taille 

des nanoparticules ayant des diamètres de 1 à 1000 nm212. Les paramètres variables pour les 

mesures en DLS comprennent la température, la viscosité et l'indice de réfraction du solvant. Ces 

paramètres doivent être prédéterminés pour calculer avec précision la taille des particules. Plusieurs 

points peuvent cependant limiter la précision des résultats obtenus par DLS : les échantillons 

doivent souvent être fortement dilués, ce qui peut déstabiliser certaines formulations. La taille 

moyenne en intensité diffusée donne plus de poids aux grosses particules car elles diffusent plus 

de lumière que leurs homologues plus petites, ce qui peut introduire des biais de mesure.212 C'est 

pourquoi la DLS n'est recommandée que pour le contrôle d’échantillons avec des polydispersités 

relativement faibles. Enfin, les distributions de taille sont calculées en supposant un certain modèle 

de forme de particule, qui n’est pas toujours exact. Ainsi, le guide sur les formulations 

pharmaceutiques contenant des nanomatériaux de la U.S. FDA indique que pour remédier aux 

imprécisions liées aux techniques utilisées, il est recommandé d'utiliser plusieurs méthodes 

complémentaires pour mesurer la taille de nanoobjets.213 

 

3.9.1.2 Transmission Electron microscopy (TEM) 

La taille des particules peut être directement visualisées par plusieurs techniques 

microscopiques.  

La TEM à coloration négative (utilisant de l'acétate d'uranyle ou de l'acide phosphotungstique) peut 

être utilisée pour vérifier la taille des nanoparticules. Cependant, étant donné que les échantillons 

doivent être séchés avant la coloration, le processus de coloration peut provoquer un rétrécissement 

ou une agrégation des LNPs.212 

La microscopie électronique à cryotransmission (Cryo-TEM) est devenue la technologie de pointe 

pour l'imagerie d'échantillons biologiques à l'échelle nanométrique tels que les LNPs. En Cryo-

TEM des films aqueux sont directement vitrifiés pour l’imagerie. La Cryo-TEM révèle la diversité 

de la taille des particules et peut permettre d’observer les couches lipidiques. Bien que l'analyse 



Chapitre I. Etude bibliographique 

98 

 

Cryo-TEM présente des avantages évidents, l'adoption de la Cryo-TEM pour la caractérisation des 

nanoparticules a été entravée par plusieurs facteurs tels que le coût important des systèmes 

d'imagerie, la préparation complexe des échantillons et le faible débit d'acquisition et d’analyse 

d'images.214 De plus, les images en Cryo-TEM souffrent d'un bruit de fond important, d'un éclairage 

parfois non uniforme et d'artefacts, ce qui rend l'identification des particules et leur analyse 

automatique difficile.  

3.9.1.3 Size exclusion chromatography (SEC) 

La SEC peut être utilisée pour déterminer la taille et la distribution en taille des LNPs. Des 

colonnes de gels de Sepharose (agarose à gros pores) et Sephadex (dextrane réticulé) ont été 

utilisées pour la SEC des nanoparticules lipidiques, mais leurs limites d'exclusion ne permettent 

pas de séparer les populations de particules de taille supérieure à 100 nm.215 Alternativement, le 

Sephacryl S-1000 (copolymère allyl-dextran méthylène bisacrylamide) a été utilisé pour séparer 

des liposomes jusqu'à 200-300 nm de diamètre.216 Enfin, des colonnes de gel TSK (polyéther 

hydroxylé semi-rigide) ont été développées, la colonne TSK-G6000PW montrant une haute 

résolution pour l'analyse des liposomes de 20 à 500 nm de diamètre.217,218 Pour mesurer la taille 

des particules à l'aide de la SEC, un étalonnage peut être effectué à l'aide de standards tels que des 

billes de latex, des virus ou des liposomes avec une taille bien définie. Cependant, lorsque la SEC 

est couplée à un détecteur viscosimétrique et un détecteur de concentration, la distribution peut être 

mesurée sans avoir besoin de standards, on parle dans ce cas de calibration universelle.212 La pré-

saturation des colonnes SEC avec des LNPs vides peut être utile lorsque la quantité d'échantillon 

est faible. Cependant les pressions appliquées ainsi que les potentielles interactions avec la phase 

stationnaire peuvent entrainer une déformation des liposomes. 

 

3.9.1.4 Nanoparticle tracking analysis (NTA) 

 La NTA est une méthode basée sur l’analyse de particules uniques. Des particules en 

suspension dans un liquide sont éclairées par un faisceau laser et le mouvement brownien des 

particules est mesuré. De nombreuses particules sont analysées individuellement et simultanément, 

leurs diamètres hydrodynamiques sont calculés en utilisant l'équation de Stokes-Einstein. La NTA 

permet également d’accéder à la concentration des particules basées sur le nombre.219 Filipe et al. 

ont réalisé une étude comparative complète mesurant des particules de diamètre allant de 60 à 1000 
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nm par DLS et NTA, et ont trouvé que les résultats obtenus en NTA sont particulièrement utiles 

dans le cas de particules polydisperses et pour l’observation de la présence d’agrégats.220 

Cependant, la NTA nécessite souvent des dilutions importantes pour que le champ d'observation 

ne soit pas trop encombré, ce qui peut déstabiliser les formulations. Enfin, comme en DLS, la NTA 

a également une résolution restreinte pour les petites particules.  

 

3.9.1.5 Asymmetric-flow field-flow fractionation (AF4) 

L'AF4 couplée à plusieurs détecteurs optiques en ligne (MD-AF4) est une approche 

polyvalente et robuste pour la caractérisation des nanoparticules. L’AF4 a été utilisée avec succès 

pour mesurer la taille, la polydispersité et la stabilité physique de nanoparticules lipidiques.221 

 

3.9.1.6 Taylor dispersion analysis (TDA) 

La TDA est une autre méthode prometteuse pour l’analyse de la taille de LNPs.222 La TDA 

permet la détermination de diamètres hydrodynamiques de 0,2 à 250 nm.223 La TDA à l’avantage 

de pouvoir être réalisée sans dilution et sans altération de l’échantillon.224 Franzen et al. ont utilisé 

l’analyse de la dispersion de Taylor pour déterminer la taille de formulations liposomales 

PEGylées.198,222 

 

3.9.2 Charge 

3.9.2.1 Laser Doppler electrophoresis (LDE) 

La charge des nanoparticules est le plus souvent déterminée par LDE et exprimée par le 

potentiel zêta, qui représente le profil de charge d'une particule associée à une couche diffusive. 

Les mesures de taille et de potentiel zêta sont généralement effectuées sur le même instrument par 

DLS et LDE. Le système mesure des mobilités électrophorétiques et calcule les potentiels zêta 

associés en utilisant généralement l'équation de Smoluchowski ou de Hückel.225 Plusieurs études 

ont indiqué que le potentiel zêta des nanoparticules lipidiques dépend fortement du pH, de la 

température et de la force ionique du milieu.226,227 Des potentiels zêta inférieurs à -30mV ou 

supérieurs à 30mV sont généralement conseillés pour les nanoparticules chargées afin de maintenir 

une répulsion inter-particules suffisante et une suspension stable.197 L’ajout de PEG peut également 

permettre de stabiliser stériquement les formulations de nanoparticules lipidiques non 

chargées.228 Kumar et al. ont par ailleurs étudié l'effet de la densité du PEG sur les propriétés 
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physicochimiques des nanoparticules.229 La mesure du potentiel zêta a été réalisée à pH 5,5 

(pH<pKa du lipide ionisable) pour assurer la protonation des lipides ionisables de surface, dans de 

l'eau déminéralisée pour éliminer l’écrantage de charge par les contre-ions et l’effet de force 

ionique. Le potentiel zêta a chuté de +32 mV (pour les LNPs avec 1,5% de lipide-PEG) à +24 (pour 

les LNPs avec 5% de lipide-PEG) et à +18 mV (pour les LNPs avec 10% de lipide-PEG). 

 

3.9.2.2 Capillary electrophoresis (CE) 

La CE peut également être utilisée pour la mesure de la charge de surface de nanoparticules 

lipidiques.198 Les mobilités électrophorétiques déterminées par CE et par LDE ont été comparées 

dans le cas de liposomes PEGylés et les résultats se sont avérés concordants (μe= −4,14×10−9m2V−1 

s−1 pour la CE et μe= −3,08×10−9m2V−1 s−1 pour la LDE).222  Bien que ces résultats soient très 

proches, d'autres études sur différentes formulations de LNPs comparant ces deux techniques sont 

nécessaires.198 La détermination des mobilités électrophorétiques par CE nécessite de faibles 

volumes d'échantillons et les analyses ont l’avantage d’être facilement automatisables. De plus, la 

CE est une méthode séparative permettant la séparation des différentes espèces chargées.  

 

3.9.2.3 Autres méthodes 

Le potentiel de surface absolu des liposomes peut également être mesuré par marquage 

fluorescent229,230 et par génération de seconde harmonique.231 

 

3.9.3 Forme et structure 

 

3.9.3.1 Cryogenic Transmission Electron Microscopy (cryo-TEM) 

La cryo-TEM est devenue un outil indispensable pour la caractérisation des LNPs, en plus 

d’informations sur leur taille elle permet également d’étudier leur forme et leur structure en 

détail.232 Eygeris et al. ont utilisé la cryo-TEM pour étudier la structure de LNPs contenant des 

dérivés naturels du cholestérol.233 Ils ont constaté que l'incorporation d'analogues du cholestérol 

affecte de manière significative la morphologie des LNPs et permettent d’améliorer l'absorption 

cellulaire. Une meilleure compréhension de la structure des LNPs peut conduire à de nouvelles 

conceptions permettant d’optimiser la délivrance cellulaire. 
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3.9.3.2 Small-angle X-ray scattering (SAXS) 

La diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS) est une technique expérimentale qui 

permet d’étudier les propriétés structurelles des matériaux à une échelle allant de 1 à 100-150 nm. 

Cette technique se base sur l’interaction élastique des photons avec les nuages électroniques. Les 

photons sont diffusés en traversant l’échantillon et fournissent des informations sur la fluctuation 

des densités électroniques dans la matière hétérogène. La SAXS fournit non seulement des 

informations sur la forme et la taille des nanoparticules, mais également sur la structure interne. 

Arteta et al. et Kulkarni et al. ont utilisé la SAXS en combinaison avec la cryo-TEM pour étudier 

la structure interne d’ARNm-LNPs.105,234 De plus, SAXS permet d’obtenir des informations sur le 

nombre de bicouches lipidiques (lamellarité) des LNPs.  

 

3.9.3.3 Atomic force microscopy (AFM) 

La microscopie à force atomique est un type de microscopie à très haute résolution qui permet 

de créer des micrographies tridimensionnelles avec une résolution allant jusqu'à l'échelle 

nanométrique.235 L'AFM repose sur la détection de forces de surface répulsives ou attractives entre 

les atomes de l'échantillon et ceux de la pointe, qui balaye la surface de l'échantillon. L'AFM permet 

l'imagerie simultanée et la mesure de la rigidité des LNP individuels.236 De plus, l'AFM peut être 

utilisée pour examiner l'interaction des LNP avec des biomolécules ou cellules. 

 

3.9.3.4 Nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR) 

La spectroscopie RMN est une autre méthode de pointe permettant de sonder la structure et 

la morphologie d’assemblages lipidiques. Viger-Gravel et al. ont utilisé la spectroscopie RMN à 

polarisation nucléaire dynamique (DNP) pour déterminer la structure de nanoparticules lipidiques 

chargées et vides (LNPs).146 De plus, les analyses RMN ont permis de déterminer l'emplacement 

des acides nucléiques encapsulés dans les LNPs. D’après l’étude, les LNPs présentent un noyau 

homogène avec une superposition de DSPC et lipide-PEG en surface. 
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3.9.4 Quantification de l'encapsulation  

3.9.4.1 Fluorescence 

Le réactif RNA RiboGreen® est un colorant d'acide nucléique fluorescent ultra-sensible très 

largement utilisé pour quantifier l'ARN en solution237. Pour déterminer l’efficacité d’encapsulation, 

la concentration en ARN libre est tout d’abord calculée en marquant la formulation de LNPs, puis 

les LNPs sont déformulées en utilisant un surfactant destructurant tel que le Triton, ce qui permet 

de calculer la quantité globale d’ARN. Enfin, le taux d’encapsulation est calculé par différence 

entre l’ARN non encapsulé et l’ARN total. Bien que l’utilisation du réactif RNA RiboGreen® est 

la méthode la plus utilisée pour déterminer le taux d’encapsulation d’ARNm dans des LNPs, 

d’autres méthodes pourraient s’avérer prometteuses. 

 

3.9.4.2 High performance liquid chromatography (HPLC) 

L’HPLC peut être utilisée pour déterminer le taux d’encapsulation de substances 

médicamenteuses dans des nanoparticules lipidiques. Itoh et al. ont montré que l’utilisation de 

colonne de silice monolithique permet l’analyse rapide de la quantité d’amphotéricine B et 

d’irinotécan encapsulés dans des nanoparticules. Ils ont également travaillé sur la modification de 

la surface de la silice avec différents polymères pour réduire l'adsorption des liposomes sur la phase 

stationnaire.238,239 Yamamoto et al.240 ont mis au point une méthode de mesure rapide de l'efficacité 

d'encapsulation de liposomes chargés en doxorubicine par HPLC. La doxorubicine non encapsulée 

a été mesurée en utilisant une colonne de nPEC modifiée par de la N-vinylpyrrolidone. Seulement 

5 μL d'une suspension liposomale et un temps d'analyse de 3 min sont nécessaires pour la 

détermination de la quantité de doxorubicine non encapsulée. Cependant, ces études ne concernent 

pas directement la quantification de l‘encapsulation d’ARNm par HPLC.  

 

3.9.4.3 Capillary electrophoresis (CE) and Taylor dispersion analysis (TDA) 

Plusieurs études montrent que l'électrophorèse capillaire peut être utilisée pour calculer le 

taux d'encapsulation et suivre la libération de médicaments.198 Franzen et al. ont développé une 

méthode de CE pour caractériser une formulation liposomale encapsulant de l’oxaliplatine. La 

détermination des concentrations d'oxaliplatine libre et totale dans la formulation liposomale a été 

réalisée avec succès, permettant le calcul du taux d’encapsulation241. Nguyen et al. ont étudié la 

stabilité d'une formulation de liposomes chargés de cisplatine dans le plasma par CE-ICP-MS. Ils 
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ont étudié simultanément la libération des médicaments et leur liaison aux protéines 

plasmatiques242. Ansar et al. ont developpé une méthode permettant de déterminer l'efficacité 

d'encapsulation de la doxorubicine dans des formulations liposomales par CE243. Enfin, Chamieh 

et al. ont étudié la libération de peptides à partir de nanovecteurs lipidiques par analyse de 

dispersion de Taylor244. Cependant, aucune de ces études ne s’est directement intéressée à 

l’encapsulation de l’ARNm.    

 

3.9.4.4 Analytical ultracentrifugation (AUC)  

L’AUC est également une technique qui permet de calculer le taux d’encapsulation de 

formulations médicamenteuses. Mehn et al. ont utilisé l’ultracentrifugation analytique pour 

mesurer le taux d’encapsulation de liposomes chargés en doxorubicine dans le sérum humain. Ils 

ont montré qu’en une seule analyse, il est possible de mesurer à la fois les quantités de médicaments 

libres, encapsulés dans les liposomes et liés aux protéines du serum245. Enfin, Henrickson et al. ont 

utilisé l’AUC pour mesurer le taux d’encapsulation d'acide nucléique dans des formulations de 

nanoparticules lipidiques246. 

 

3.9.5 Stabilité 

Les formulations de nanoparticules lipidiques doivent être à la fois physiquement et 

chimiquement stables : 

- les nanoparticules doivent maintenir une distribution de taille homogène et un niveau 

constant d'encapsulation de l’ARNm 

- les lipides et les ARNm ne doivent pas se dégrader. 

 

3.9.5.1 Stabilité physique 

Les nanoparticules lipidiques peuvent fusionner et former des particules plus grosses pendant 

le stockage. La fusion peut induire une séparation de phase qui entraine une fuite des ARNm 

encapsulés. C’est pourquoi la taille et le taux d’encapsulation sont des paramètres qui doivent être 

contrôlés lors des études de stabilité. 

 



Chapitre I. Etude bibliographique 

104 

 

3.9.5.2 Stabilité chimique 

Les formulations de LNPs doivent retenir les ARNm chargés pendant leur stockage in vitro 

et durant leur circulation in vivo avant de le délivrer à la cellule cible. Selon les directives sur les 

formulations de doxorubicine liposomale de la FDA américaine, la libération du médicament 

encapsulé doit être testée dans : (1) 50% de plasma humain à 37 °C pendant 24 h pour mesurer la 

stabilité de la circulation sanguine ; (2) différents tampons de pH (7,5, 6,5 et 5,5) à 37 °C pendant 

24 h pour imiter respectivement la libération de médicament dans les tissus normaux, les tissus 

cancéreux et les cellules ; (3) des températures élevées (43, 47, 52 et 57°C) pour évaluer les 

transitions de phase lipidique ; et (4) dans un environnement ultrasonore basse fréquence (20 

kHz).247 

Xu et coll. ont mis au point une méthode de dialyse inversée en deux étapes pour les tests de 

libération in vitro d'un produit médicamenteux liposomal. La première étape du test consiste à 

imiter la circulation des liposomes dans le corps, tandis que la deuxième étape consiste à imiter le 

processus de libération au niveau de la cellule cible.248 Alternativement, l’utilisation de 

microdialyses a été développée pour étudier la libération d’ARNm.249,250 

 

 Applications thérapeutiques  

3.10.1 Immunothérapie 

L'induction d'une réponse immunitaire à l'aide d'ARNm a été l'une des principales 

applications parmi les thérapies à base d'ARNm. Un certain nombre de vaccins à ARNm sont 

actuellement évalués dans des essais cliniques contre des maladies infectieuses100. D’autre part, 

l'immunisation passive par l'ARNm codant pour des anticorps monoclonaux présente également 

un grand intérêt biomédical. Compte-tenu de la croissance rapide du marché des anticorps 

monoclonaux thérapeutiques et du coût élevé de ce type de médicaments, l'industrie 

pharmaceutique est à la recherche d'approches alternatives. L'ARNm est considéré comme une 

bonne option, en raison de sa synthèse plus simple. Enfin, plusieurs études ont montré que les 

vaccins ARNm peuvent être utilisés pour prévenir les réactions allergiques de type 1251,252. 
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3.10.2 Immunothérapie anticancéreuse  

L'immunothérapie contre le cancer repose sur la génération d'une réponse immunitaire anti-

tumorale. Il existe deux principaux types d'immunothérapie anticancéreuse à ARNm. Le premier 

fonctionne au niveau cellulaire de la même manière qu'un vaccin à ARNm sauf que l'ARNm code 

pour des antigènes associés à une tumeur. La deuxième classe d'immunothérapie anticancéreuse 

dirigée par l'ARNm implique la modification des lymphocytes T avec des récepteurs antigéniques 

chimériques (CARs).8,253  

 

3.10.3 Remplacement de protéines 

Certaines maladies sont caractérisées par une production insuffisante de protéines et 

nécessite une production plus importante, d'autres sont causées par une production aberrante de 

protéines et nécessite un remplacement.  

Depuis la première étude préclinique concernant l’utilisation d’ARNm IVT pour le remplacement 

de protéines en 1992 par Jirikowski et al. sur le diabète4, l’ARNm a été utilisé pour produire 

plusieurs protéines. Kormann et al. ont testé l’utilisation de l'ARNm IVT dans le cas d’une maladie 

pulmonaire mortelle congénitale causée par le manque de protéine SPB. L'administration par 

aérosol d'ARNm de SPB dans les poumons deux fois par semaine a protégé les souris de 

l'insuffisance respiratoire et a prolongé leur durée de vie254. Les principales applications de cette 

thérapie sont les maladies génétiques et rares. L'ARNm IVT thérapeutique peut coder pour une 

protéine manquante ou sous-exprimée responsable de la maladie et associée à des anomalies 

génomiques100. 

3.10.4 Médecine régénérative et génie cellulaire 

 

La médecine régénérative vise à réparer ou remplacer les cellules, organes ou tissus lésés ou 

perdus en rétablissant leur fonction255. Zangi et al. ont montré que l'injection intramyocardique 

d'ARNm codant pour le facteur de croissance endothélium vasculaire, améliore la fonction 

cardiaque et augmente la survie à long terme dans un modèle de souris d'infarctus du myocarde256. 
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 Directives des agences règlementaires 

3.11.1 FDA  

L’agence américaine des produits alimentaires et médicamenteux (FDA) a publié en 2018 un 

guide pour l'industrie concernant les produits pharmaceutiques utilisant des liposomes.257 Ce guide 

décrit les informations qui doivent être présentes pour toute soumission d’un nouveau produit 

pharmaceutique à base de liposomes. Bien que ce guide ne fournisse pas de recommandations 

spécifiques aux LNPs, de nombreuses spécifications décrites dans ce guide peuvent également 

s'appliquer à ces produits. 

 

Les attributs de qualité critiques (CQAs) sont des caractéristiques chimiques, physiques, 

biologiques et microbiologiques qui doivent être définis, mesurés et contrôlés pour garantir la 

qualité des produits. Selon le guide de la FDA les CQAs des produits pharmaceutiques à base de 

liposomes sont : 

 

- La taille et la distribution en taille  

- La morphologie 

- La charge nette 

- La viscosité  

- La température de transition de phase 

- Les changements d'intégrité en réponse à des changements tels que la concentration en 

sel, le pH, la température ou l'ajout d'autres excipients 

- Les caractéristiques de surface (ex : PEGylation) 

- La structure (méthodes spectroscopiques ou autres méthodes analytiques) 

 

Spécifications supplémentaires liées au produit médicamenteux : 

- Quantité libre, quantité encapsulée, quantité totale 

- Libération in vitro de la substance médicamenteuse dans des conditions expérimentales 

décrites 

- Stabilité 

- Produits de dégradation  

- Solvants résiduels 

- Stérilité et absence de pyrogènes ou d'endotoxines bactériennes 

 

Spécifications supplémentaires des composants lipidiques : 

- Test d'identité  

- Teneur en lipides 

- Stabilité 

- Analyse des impuretés (acide gras trans, acide gras libre, peroxydes, lysophospholipides, 

solvants, catalyseurs) 

- Teneur en contre-ions et limites sur les cations divalents  

- Degré d'insaturation des chaînes latérales d'acides gras 
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3.11.2 EU 

La commission européenne en collaboration avec la direction européenne de la qualité, du 

medicament & soins de santé (edqm) et de conseil de l’Europe ont également publié une directive 

concernant les vaccins à ARNm.258 Dans cette directive la liste suivante d’analyses est 

recommandée pour ces vaccins : 

 

-apparence 

-pH 

- osmolalité 

- taille des LNPs 

- polydispersité des LNPs 

- taux d’encapsulation d'ARN 

- concentration en ARN 

- concentration des composants des LNP 

- impuretés (si applicable) 

- identité des composant des LNP 

- volume extractible 

- identité de la séquence codée par l'ARN 

- expression in vitro 

- intégrité / pureté de l'ARN 

- impuretés d'ARN (si applicable) 

- solvants résiduels (si applicable) 

- teneur en endotoxines 

- test de stérilité 
 

3.11.3 OMS 

L'Organisation mondiale de la Santé (OMS) a également publié des considérations 

réglementaires pour l’évaluation de la qualité, de l'innocuité et de l'efficacité des vaccins à ARN 

messager pour la prévention des maladies infectieuses.259 Dans ce rapport la liste suivante 

d’analyses est recommandée pour les LNPs : 

 

- identité, quantité et pureté des lipides  

- taille et polydispersité des LNPs 

- taux d'encapsulation d'ARN  

- propriétés de surface (par exemple, la charge) 

- rapport molaire des lipides  

 

Dans son rapport l’OMS déclare également que la justification du choix des méthodes analytiques 

pour la détermination de divers paramètres doit être envisagée, en particulier lorsqu'un résultat 

différent peut être obtenu en utilisant des techniques alternatives - par exemple, la mesure de la 

taille des particules à l'aide de différentes méthodes. C'est pour cette raison que l’utilisation de 

méthodes orthogonales est recommandée. D’autre part il est précisé que certains aspects des LNP 

doivent être très soigneusement caractérisés tels que la taille des nanoparticules déterminée par 

différentes techniques analytiques.  
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4 Conclusion 

Il est important d’étudier les interactions entre les antigènes et les adjuvants, car ces 

interactions peuvent avoir un impact significatif sur l’efficacité des vaccins. Très peu d’articles 

sont présents dans la littérature concernant l’étude des interactions entre antigènes et adjuvants 

dans les vaccins. Ces interactions sont difficiles à étudier en raison de la complexité de chacun des 

partenaires et de leur faible concentration dans les formulations vaccinales. Les méthodes 

électrophorétiques telles que la FACCE, la CZE et la TDA ont déjà fait leurs preuves pour l’analyse 

de protéines et l’étude des interactions entre de nombreux systèmes physico-chimiques différents. 

A notre connaissance, les techniques FACCE et TDA n'ont jamais été employées pour l'étude des 

interactions entre les antigènes et les adjuvants présents dans des vaccins. Mais ces méthodes 

semblent pouvoir être tout à fait adaptée à leur analyse.  

 

Les vaccins à ARN messager ont révélé leur potentiel durant la pandémie de COVID-19. Ces 

vaccins ont pu être développés à une vitesse record grâce au travail en amont de nombreux 

chercheurs qui ont pendant plusieurs décennies étudié les ARN messager et leurs moyens de 

délivrance. Ces nouvelles technologies vaccinales ont soulevé un élan d’espoir pour la prévention 

et le traitement de nombreuses maladies pour lesquelles les solutions thérapeutiques sont 

actuellement encore limitées. Le développement de ces nouvelles technologies nécessite le 

développement de nouvelles méthodes analytiques pour étudier et caractériser les ARN messager 

et les formulations vaccinales associées. De plus, le développement de méthodes orthogonales aux 

méthodes existantes est nécessaire pour mieux comprendre les limites des méthodes analytiques 

actuelles et les challenger. L’électrophorèse capillaire et l’analyse de la dispersion de Taylor ont 

leur rôle à jouer dans la caractérisation de ces nouveaux vaccins. 
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Chapitre II. Etude des interactions antigens/adjuvants 

par analyse frontale continue en électrophorèse 

capillaire (FACCE) 

 

La première partie expérimentale de ce travail de thèse a consisté à développer une 

méthodologie d'analyse frontale continue en électrophorèse capillaire (FACCE) pour l'étude des 

interactions entre un adjuvant de type polyacrylate de sodium anionique et différentes protéines 

cationiques incluant un antigène en développement pour le traitement du staphylocoque doré. Les 

polymères d'acide acrylique ont déjà montré leur efficacité comme adjuvants dans plusieurs 

vaccins vétérinaires1 et sont d'un grand intérêt pour le développement de nouveaux vaccins 

humains.2 L’objectif de ce premier chapitre expérimental est de développer une nouvelle méthode 

d’analyse permettant d’étudier les interactions entre ce type d’adjuvant et des antigènes, et de 

pouvoir suivre l’impact de paramètres physicochimiques de la sur les interactions. La FACCE s’est 

déjà avérée prometteuse pour l’étude de différents systèmes de polyélectrolytes3,4, mais n’a, à notre 

connaissance, jamais été appliquée à l’étude d’un couple antigène-adjuvant.  

 

(1)  Charerntantanakul, W. Adjuvants for Swine Vaccines: Mechanisms of Actions and Adjuvant Effects. Vaccine 
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with Triple Detection. Anal. Bioanal. Chem. 2017, 409 (8), 2083–2092. https://doi.org/10.1007/s00216-016-
0155-z. 

(3)  Lounis, F. M.; Chamieh, J.; Leclercq, L.; Gonzalez, P.; Cottet, H. Modelling and Predicting the Interactions 
between Oppositely and Variously Charged Polyelectrolytes by Frontal Analysis Continuous Capillary 
Electrophoresis. Soft Matter 2016, 12 (48), 9728–9737. https://doi.org/10.1039/C6SM01811D. 

(4)  Sisavath, N.; Leclercq, L.; Le Saux, T.; Oukacine, F.; Cottet, H. Study of Interactions between Oppositely 
Charged Dendrigraft Poly-l-Lysine and Human Serum Albumin by Continuous Frontal Analysis Capillary 
Electrophoresis and Fluorescence Spectroscopy. J. Chromatogr. A 2013, 1289, 127–132. 
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Abstract 

Vaccine adjuvants are used to enhance the immune response induced by antigens that have 

insufficient immunostimulatory capabilities. The present work aims at developing frontal analysis 

continuous capillary electrophoresis (FACCE) methodology for the study of antigen-adjuvant 

interactions in vaccine products. After method optimization using three cationic model proteins, 

namely lysozyme, cytochrome C and ribonuclease A, FACCE was successfully implemented to 

quantify the free antigen and thus to determine the interaction parameters (stoichiometry and 

binding constant) between an anionic polymeric adjuvant (polyacrylic acid, SPA09), and a cationic 

vaccine antigen in development for the treatment of Staphylococcus aureus. The influence of the 

ionic strength of the medium on the interactions was investigated. A strong dependence of the 

binding parameters with the ionic strength was observed. The concentration of the polymeric 

adjuvant was also found to significantly modify the ionic strength of the formulation, the extent of 

which could be estimated and corrected.  
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Graphical abstract 

 

1

 Introduction 

Vaccination combined with clean water access, improved hygiene practices and antibiotics 

allowed to drastically reduce mortality from infectious diseases during the last century1. A report 

from the World Health Organization states that vaccines saves up to 2-3 million lives per year2. In 

addition to preventing deaths, vaccines also massively reduce diseases and disabilities. 

Despite huge advancement in vaccine development, many challenges remain, and the list of unmet 

medical needs is still long3. Moreover, epidemics caused by viral infections are emerging almost 

every year. Those outbreaks, characterized by their unpredictability, high morbidity, exponential 

spread, and significant social impact require a rapid development of new vaccines4,5. In addition, 

the increasing spread of antibiotic resistance in bacterial pathogens is also a growing threat to public 

health6,7. Thus, vaccines against antibiotic-resistant bacteria are being developed8,9. Furthermore, 

vaccines have today the potential to prevent or treat not only communicable diseases, but also 

diseases considered noncommunicable such as cancer and neurodegenerative disorders10–14. Put 

together, some 240 vaccine candidates are currently under development15.  

Adjuvants have a key role to play in the new vaccine developments, they are used to enhance and 

modulate the immunogenicity of antigens that have insufficient immunostimulatory 

capabilities16,17. The strength of the antigen-adjuvant interaction has been shown to be able to 

increase or to decrease  vaccines immunogenicity18–20. In that respect, Hansen B. et al. showed 

that the antibody production can be reduced when the antigen is too strongly adsorbed on the 

adjuvant21–23. Thus, the development of new analytical methods to characterize the antigen-

adjuvant interactions is crucial to better understand the mode of action of adjuvants and their impact 
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on the immunogenicity24,25. A better understanding of these interactions will allow to optimize 

vaccine efficacy and stability26.  

Among existing adjuvants, polymers including acrylic acid units have been used since the 

1970s27,28. Since then, many studies have confirmed the adjuvant activity of polyacrylic acid 

polymers and their derivatives29–33. Cross-linked polyacrylic acid polymers sold under the name 

Carbopol® are already used as effective adjuvants in several veterinary vaccines34–36. Polyacrylic 

acid polymers are also of great interest for the development of new human vaccines37–39. Indeed, 

the search for new vaccines antigens and more effective vaccines requires the search for new potent 

adjuvants40,41. SPA09, a purified linear polyacrylic acid polymer, has in particular been identified 

as a new promising human adjuvant42,43. 

Some analytical techniques are already commonly used to study antigen-adjuvant interactions: 

Isothermal Titration Calorimetry (ITC) is based on the measurement of the heat released or 

absorbed during a binding event between two entities ITC gives access to the enthalpy changes 

(∆H), the entropy change (ΔS), the binding site constant (k) and the interaction stoichiometry (n)44–

46. Differential Scanning Calorimetry (DSC) gives access to the melting temperature (Tm) by 

measuring the heat variation associated with the thermal denaturation of a molecule or a complex 

when it is subjected to a temperature ramp. Thus, DSC can give information on the presence or 

absence of interaction as well as on the structure and stability of antigen-adjuvant complexes47,48. 

More recently, Surface Plasmon Resonance (SPR)  and Bio Layer Interferometry (BLI) have 

become methods of great interest for interactions studies. SPR and BLI measure the changes in 

refractive index and the shift of the interference pattern, respectively, when a receptor binds to or 

separates from a ligand immobilized at the surface of a biosensor49. SPR and BLI allows to access 

to the kinetic constants of association (kon) and dissociation (koff) and to the equilibrium dissociation 

constant (Kd). 

However, none of these methods gives direct access to the free ligand concentration, which is the 

parameter of choice to determine the isotherm of adsorption, and consequently, by curve fitting, 

the parameters of interaction (namely, the intrinsic binding constant and the stoichiometry of 

interaction). 



Chapitre II. Etude des interactions antigènes/adjuvants par FACCE 

127 

 

Conversely, Frontal analysis continuous capillary electrophoresis (FACCE) is a straightforward 

technique allowing to quantify the free ligand concentration at equilibrium in a ligand/substrate 

mixture50. FACCE has been applied to many different systems such as oppositely charged 

polyelectrolytes51, small molecule-polyelectrolyte52–54, protein-polyelectrolyte55–60 or protein-

drug61–67 binding. However, to our knowledge, this promising technique has never been used for 

the study of antigen-adjuvant interactions in vaccines. The principle of FACCE consists in applying 

a continuous voltage in the substrate-ligand equilibrated mixture, in order to selectively introduce 

in the capillary and to quantify the free ligand concentration. Generally, the analytical strategy is 

to limit as much as possible the entrance of the interacting complex in the capillary in order to: (i) 

avoid any complex dissociation in the capillary; and (ii) avoid the occurrence of undesirable 

adsorption onto the capillary wall. Since the amount of free ligand which selectively enter in the 

capillary is very low compared to the total ligand amount contained in the inlet vial, the equilibrium 

is not perturbed. Among the main advantages of this technique which seems attractive for the study 

of antigen-adjuvant interactions, one can cite: (i) the interaction study in conditions close to the 

conditions of formulation and/or biologically relevant; (ii) the possibility to wait for the equilibrium 

of the mixture before analysis; (iii) the relatively low volume/quantity of material required (nL 

injected, dozens of µL prepared per mixtures). 

The present study aims at developing FACCE methodology under physiological conditions for the 

study of interactions between an anionic vaccine adjuvant SPA09 and a cationic vaccine antigen in 

development for the treatment of Staphylococcus aureus (PrSA). Staphylococcus aureus is a 

common human commensal organism which is a major cause of nosocomial infections worldwide. 

The method was first optimized using three cationic model proteins lysozyme, cytochrome c (Cyt 

C) and ribonuclease A (RNase A). From an analytical point of view, the challenge was to find the 

suitable experimental conditions allowing to avoid any interaction of the partners on the capillary 

wall during the FACCE analysis ensuring good reliability of the results. The final objective is to 

determine the binding parameters, i.e. the intrinsic binding constant (k), the first successive binding 

constant (K1), and the stoichiometry of the antigen-adjuvant complex at saturation (n). The 

influence of the ionic strength and the adjuvant concentration on the antigen-adjuvant interactions 

were also thoroughly investigated, since they are strongly related parameters which can be varied 

in the final vaccine formulation.  
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2 Materials and methods 

 

2.1  Chemicals     

SPA0942 (polyacrylic acid, Mw = 590 kDa, PDI = 2.2) was provided by Sanofi Pasteur 

(Marcy-l'Étoile, France) at 17.8 g/L in phosphate-buffered saline buffer (PBS) (ionic strength 165 

mM, pH = 7.4). PrSA (peptidyl-prolyl cis-trans isomerase from Staphylococcus aureus, Mw = 35 

kDa, pI = 9) at 2.5 g/L in tris(hydroxymethyl)aminomethane (TRIS) buffer (ionic strength 165 

mM, pH = 7.4) was provided by Sanofi-Pasteur (Marcy-l'Étoile, France).  Lysozyme from chicken 

egg white (Mw = 14 kDa, pI = 11), Cyt C from bovine heart (cytochrome c, Mw = 12 kDa, pI = 10), 

RNase A from bovine pancreas (ribonuclease A, Mw = 14 kDa, pI = 9), TRIS ((CH2OH)3CNH2, Mw 

= 121 g/mol) and polybrene (PB, hexadimethrine bromide, Mw = 15 kDa) were purchased from 

Merck (Darmstadt, Germany). PAA190 (polyacrylic acid, Mw = 190 kDa, PDI = 1.2) was 

purchased from Polymer Source. Inc. (Montreal, Canada). Deionized water was further purified 

with a Milli-Q system from Millipore (Molsheim, France). The SPA09 provided by Sanofi-Pasteur 

was dialyzed against Milli-Q water in order to eliminate the PBS buffer using Slide-A-Lyzer 

Dialysis Cassette G2 3 500 MwCO (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA), and then freeze-

dried. All the other chemicals were used without any further treatment. 

2.2  Sample preparation 

Stock solutions of SPA09, lysozyme, Cyt C and RNase A were prepared in TRIS buffer (80 

mM TRIS, 68 mM HCl, 97 mM NaCl) at pH 7.4. The stock solution concentration of SPA09 was 

set at 2 g/L, lysozyme at 1.6 g/L, Cyt C and RNase A at 3.2 g/L. PrSA was already in solution in 

TRIS buffer at 2.5g/L. All the stock solutions were subsequently diluted to the desired 

concentrations in TRIS buffer. These solutions were used for the calibration curves and for the 

preparation of the antigen-adjuvant mixtures. These mixtures were obtained by mixing 150 µL of 

antigen solution and 150 µL of adjuvant solution. Final solutions were homogenized by manual 

agitation before analysis by FACCE. 
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2.3  FACCE 

In the case of lysozyme, Cyt C and RNase A, FACCE experiments were carried out on a 

7100 CE Agilent system (Waldbronn, Germany). This system is equipped with a diode array 

detector. Bare fused silica capillaries were purchased from Polymicro Technologies (Phoenix, 

USA). Capillaries of 50 µm i.d. × 33.5 cm total length (8.5 cm to the detector) were used. To reduce 

the migration times, the sample was introduced from the short-end (8.5 cm to the detection point). 

The temperature of the capillary cartridge was set at 25°C. The capillary was coated with polybrene 

using successive flushes of: 0.5 % (w/w) polybrene in water (7 min), Milli-Q water (1 min), and 

background electrolyte composed of 80 mM TRIS buffer (1 min). The capillary was flushed with 

a 0.5 M NaOH containing 2 M NaCl mixture to remove the polybrene coating from the capillary 

(7 min), and then coated again using the previous protocol between each analysis. FACCE 

experiments were performed by applying a voltage of - 7.5 kV  and a co-pressure of - 30 mbar (as 

stated in the chemstation software, i.e. from the long-end side of the capillary) to permit the 

entrance and the quantification of the (cationic) free protein, while avoiding the entrance of the 

negatively charged adjuvant and the protein-adjuvant complex. Free proteins were continuously 

and electrokinetically introduced into the capillary.  

In the case of PrSA, FACCE experiments were carried out on a PA800 CE system from SCIEX 

(Framingham, USA). Bare fused silica capillaries were purchased from SCIEX (Framingham, 

USA). Capillaries of 50 µm i.d. × 30 cm total length (10 cm to the detector) were used. Analyzes 

were performed on PB-coated capillaries using the same coating and rinsing procedures as 

described in the previous paragraph.  

All FACCE experiments were performed in triplicates. 

3  Theoretical background 

 

3.1  Isotherm of adsorption 

A straightforward way to study antigen-adjuvant interactions is to plot the isotherm of 

adsorption associated to these interactions68,69. In this study, the polymeric adjuvant SPA09 is 
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considered as the substrate (S) and the protein model or the vaccine antigen is considered as the 

ligand (L). The isotherm of adsorption of the ligands onto the substrate is defined as the graphical 

representation of the average number of bound ligands per substrate 𝑛̅ versus the free ligand 

concentration [L]. n  can be obtained experimentally from the determination by FACCE of the 

free ligand concentration in different equilibrated ligand / substrate mixtures, according to equation 

(1): 

0

0 0 0

[ ] [ ] [ ][ ]

[ ] [ ] [ ]

boundL L LL s
n

S S S

−−
= = =        (1) 

where [L]bound is the concentration of bound ligand, [S]0 is the initial substrate concentration 

introduced in the mixture and [L]0 is the initial ligand concentration introduced in the mixture. The 

adjustment of the curve n  = f ([L]) using a suitable mathematical model gives access to the desired 

binding parameters. 

3.2  Model of n independent sites of equal energy 

In the model of n independent sites of equal energy, we assume that the substrate (S) 

contains n independent sites (-s) of equal energy. The occupation of one site does not influence the 

occupation of the other sites. The interaction between one site (-s) on the substrate and the ligand 

(L) is described by the equilibrium (2): 

              (2) 

 

The intrinsic binding site constant k related to this equilibrium is defined by equation (3): 

[ ]

[ ][ ]

L s
k

s L

−
=

−
           (3) 

where [L-s] is the concentration of occupied sites, [-s] is the concentration of free sites and [L] is 

the concentration of free ligands. In the framework of this model, the isotherm of adsorption is 

described by the Langmuir model according to equation (4): 

k
L s L s⎯⎯→+ − −⎯⎯
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[ ]

1 [ ]

k L
n n

k L
=

+
           (4) 

where n and k can be obtained by nonlinear curve fitting of the experimental isotherm of adsorption. 

When the entire isotherm can be obtained experimentally, the maximum number of interacting sites 

n corresponds to the value of 𝑛̅ at saturation of the isotherm. If, for any experimental reason, the 

saturating part of isotherm is not accessible, the slope at the origin of the isotherm can give access 

to the first successive binding constant K1 = n×k as demonstrated by the first derivative of equation 

(4): 

12[ ] 0 [ ] 0
lim lim

(1 [ ])[ ]L L

dn nk
nk K

k Ld L→ →
= = =

+
          (5) 

The intrinsic binding constant k should not be confused with the first successive binding constant 

K1 defined as: 

1

1

K
S L SL⎯⎯→+ ⎯⎯       (6)  

3.3  Scatchard representation  

The model of n independent sites of equal energy can be linearized for an easier 

determination of the binding parameters. The Scatchard representation is one method of 

linearization of the Langmuir adsorption isotherm which consists in plotting 
[ ]

n

L
 as a function of 

n  according to equation (7):  

 

            (7) 

The slope of the line gives access to the binding constant k, while the y-intercept estimates 

K1 = n×k.  

[ ]

n
nk kn

L
= −
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3.4  Free ligand concentration  

Once the n and k parameters have been estimated/determined experimentally, it is then 

possible to calculate the free ligand concentration for any ligand-substrate mixing ratio, according 

to equation (8): 

 
   ( )    ( )  

2

0 0 0 0 0
1 1 4

2

nk S k L k L nk S k L
L

k

− − + + − + +
=

    (8) 

Ionic strength dependence of the binding constant  

Taking into account the release of the counter-ions associated with the first successive equilibrium, 

the chemical equilibrium (6) can be written as (9): 

( ) ( )
0
1

Na Cl
N N Na Cl

K
L N NS SL Na Cl 

+ −
+ −

+ + − −
+ + +⎯⎯→⎯⎯      (9) 

where 𝐾1
0 is the first interaction constant of the equilibrium which takes into account the release of 

counter-ions. NNa+ and NCl
-
 are the number of counter-ions condensed onto the substrate and the 

ligand, respectively, before association. χ+ and χ- are the fractions of the counter-ions Na+ and Cl- 

released after the association.  

The relationship between 𝐾1 and 𝐾1
0 is given by equation (10)51: 

0
1 1

[ ] [ ]Na Cl
N N

K K Na Cl
 + −

+ −+ − =         (10) 

which can be rewritten as equation (11): 

( ) ( )0
1 1log log log [ ]

Na Cl
K K N N I 

+ −

+ −
−= +       (11) 

where I represents the ionic strength of the medium, assuming that [Na+] = [Cl-] = [I]. 

Equation (11) shows that a linear dependency is expected between the logarithm of the first 

successive interaction constant K1 and the logarithm of the ionic strength [I]. The slope of this 
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linear dependence represents the number of the counter-ions that are released from the association 

of one ligand with the substrate.  

4  Results and Discussion 

 

4.1  Development and optimization of the FACCE methodology 

Before studying interactions between vaccine antigens and SPA09 adjuvant, three model 

proteins were used to develop the FACCE method, namely, lysozyme, Cyt C and RNase A. These 

proteins are positively charged at pH 7.4 (see Table 1), and thus were supposed to interact, at least 

electrostatically, with the polymeric adjuvant which is negatively charged at pH 7.4. As the 

adjuvant charge density is much higher than the charge density of the proteins, the protein-adjuvant 

complexes are supposed to be negatively charged70.  

Table 1. Isoelectric point (pI), molar mass (M), weight-average hydrodynamic radius (Rh) and effective 

electrophoretic mobility (µep) of the studied model proteins and vaccine antigens. Experimental conditions 

for Rh data (Taylor Dispersion Analysis):  HPC-coated capillary of 58.5 cm total length (50 cm to the 

detector) × 100 μm i.d. Buffer: 20 mM TRIS-HCl, 148 mM NaCl, pH 7.4. Co-hydrodynamic pressure: 20 

mbar. Experimental conditions for µep data: PB-coated capillary of 33.5 cm total length (8.5 cm to the 

detector) × 50 μm i.d. Buffer: 20 mM TRIS-HCl, 148 mM NaCl, pH 7.4. Applied voltage: -7.5 kV. Co-

hydrodynamic pressure: -30 mbar. a Theoretical pI according to the protein sequence. 

 

 pI 
M 

(kDa) 

Rh
 

(nm) 

µep 

(10-9 m2 V-1s-1) 

Lysozyme 1171 14 2.0 10.6 

Cyt C 1072 12 1.8 8.8 

RNase A 973 14 2.1 3.5 

PrSA 9a 35 3.5 3.6 

 

The goal of the FACCE methodology is to quantify the free antigen concentration in various 

equilibrated antigen/adjuvant mixtures in order to plot the isotherm of adsorption at physiological 

pH 7.4 and 165 mM ionic strength. For that, the antigen/adjuvant mixture was placed at the outlet 

end of the capillary to reduce the analysis time, and the free antigen is electrokinetically and 

continuously introduced in the capillary (frontal mode). As shown in Figure 1A, the positively 
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charged free antigen migrates to the negative pole, whereas the negatively charged antigen-

adjuvant complexes remain at the positive pole in the outlet vial. The effective electrophoretic 

mobilities of the proteins studied in this work are given in Table 1. To get repeatable results, the 

nature of the capillary coating, the capillary rinsing protocol and the composition of the electrolyte 

were carefully investigated. Lysozyme is well-known to be particularly difficult to analyze because 

it strongly adsorbs on the capillary walls even with capillary coatings74. Therefore, lysozyme was 

used to test different capillary coatings to limit adsorption phenomena on the capillary wall. Neutral 

and cationic coatings were compared: Hydroxypropylcellulose (HPC), Ultratrol® LN, 

Polydiallyldimethylammonium chloride (PDADMAC), hexadimethrine bromide (polybrene, PB), 

a multilayer coating PB- Polystyrene sulfonate (PSS) -PB capillary and two ready-to-use 

capillaries from Agilent Technologies µ-SIL FC and DB-WAX were tested. The best results in 

term of baseline stability and repeatability on migration times were obtained with the cationic PB 

coating. Lysozyme exhibited non-negligible absorption on all the neutral capillaries coatings tested 

leading to drift of the UV plateau in FACCE.  

With a cationic coating, a co-pressure was applied to compensate the electroosmotic flow and to 

allow the protein migration to the detection window. The applied co-pressure was a crucial 

parameter which was carefully investigated to obtain stable baseline and repeatable measurements, 

as presented in detail in Figure SI1. The applied co-pressure should be neither too low nor too high 

to avoid the migration of the negatively charged complexes into the capillary. The selected co-

hydrodynamic pressure giving the best results was - 30 mbars.  

The capillary rinsing steps were also very important to avoid baseline drift, as presented in Figure 

SI2. So, the concomitant use of 0.5 M NaOH and 2 M NaCl allows a complete removing of the PB 

coating and the possibly adsorbed proteins from the capillary surface, within a minimum of time. 

The washed capillary can then be re-coated by PB for subsequent analysis. The overall rinsing 

protocol between analysis is about 16 min, while the electrophoretic step lasts about 4 min, leading 

to a total analysis time of 20 min for one equilibrated mixture and a total analysis time of 12 hours 

to achieve a 12-points adsorption isotherm in triplicate.  

Seeking to improve the method repeatability, a variation of pH in the 300 µL equilibrated mixture 

during the FACCE experiment was observed due to the electrolysis reactions in the sample vial 
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and due to the relatively low volume of sample used for the FACCE experiments. As shown in 

Table 2, in the case of 20 mM TRIS buffer in a 300 µL sample volume, the pH drops from 7.4 to 

4.4 in 15 minutes under 224 V/cm electric field, which corresponds to the separation time required 

to perform three repetitions of the same sample. pH variations modify the charge of the ligand and 

the substrate and can thus impact the interactions. TRIS concentration was thus increased up to 80 

mM to limit the pH drift to about ~0.1 pH unit (see Table 1). For those who would be interested in 

working with lower sample volume (i.e. 150 µL), increasing the TRIS concentration was not 

sufficient unless setting very high concentrations (200 mM, see Table 1), it is preferable to switch 

to HEPES buffer which has a higher buffer capacity than TRIS at pH 7.4.  In the case of the present 

study, TRIS buffer was still chosen as it most commonly used in vaccines formulations. 

Table 2. Variation of the pH of the buffer as a function of the exposure duration at 224 V/cm electric field. 

Applied voltage: -7.5 kV on 33.5 cm capillary length. Buffers: TRIS HCl or HEPES NaOH at various 

concentrations as indicated in the Table + NaCl to set the ionic strength at 165 mM. Temperature: 22°C. 

Sample volume: 0.15 mL or 0.3 mL as indicated in the Table. The sample vials were only filled with the 

buffers and did not contained antigen-adjuvant mixtures. n = 3 repetitions for TRIS 80 mM and n = 1 for 

the others. 

 

Buffer 

(mM)  

Volume 

(µL)  

Duration under electric field 

0 min 5 min 10 min 15 min 
∆ pH 

for 15 min 

TRIS 20 300 7.4 7.2 6.9 4.4 -3.0 

TRIS 60 300 7.4 7.4 7.3 7.2 -0.2 

TRIS 80 300 7.4 7.4 7.3 7.3 -0.1 

TRIS 20 150 7.5 6.9 3.4 2.6 -4.9 

TRIS 100 150 7.4 7.3 7.2 7.1 -0.3 

TRIS 200 150 7.4 7.4 7.3 7.3 -0.1 

HEPES 100 150 7.4 7.4 7.3 7.3 -0.1 

 

The optimized FACCE experimental conditions led to flat and repeatable fronts for the three model 

proteins and for the vaccine antigen. The method was first used to make calibration curves with the 

proteins alone. Very good linearities (R2 between 0.98 and 1.00) were obtained for the three model 
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proteins and the vaccine antigen. In all protein / adjuvant mixtures, the SPA09 concentration 

remains constant fixed at 1g/L and the protein concentration varies. As only the free protein 

migrates into the capillary, the height of the fronts obtained allows the quantification of the free 

protein. For instance, Figure 1B displays the electropherograms obtained in triplicate for the 

different equilibrated lysozyme / SPA09 mixtures. One can observe that the three measurements 

performed for each mixture overlap very well reflecting good repeatability of the method. 

  

Figure 1. Schematic representation of the free antigen migration by FACCE (A) and the corresponding 

electropherograms (B) obtained for the detection of the free protein in different equilibrated protein/adjuvant 

mixtures (Lysozyme/SPA09). Veo represents the velocity of the electroosmotic flow, Vep is the velocity due 

to the effective electrophoretic mobility of free antigen and Vp is the velocity due to the applied co-pressure. 

Experimental conditions: PB-coated capillary of 33.5 cm total length (8.5 cm to the detector) × 50 μm i.d. 

Buffer: 80 mM TRIS-HCl, 97 mM NaCl, pH 7.4 (167 mM ionic strength). Applied voltage: -7.5 kV (from 

inlet). Co-hydrodynamic pressure: -30 mbar (from inlet). UV detection: 214 nm. Temperature: 25 °C. 

Samples (300 µL) were prepared in the background electrolyte and placed at the outlet end of the capillary. 

SPA09 concentration in the final mixtures: 1 g/L. Protein concentration in the final mixtures: see the inset. 

 

4.2  Adsorption isotherms  

From the quantification of the free protein, the average number of bound proteins per 

adjuvant, n , can be calculated using equation (1) and the adsorption isotherm can be plotted. If 

the mixtures are at equilibrium, the addition order should not modify the results70. The adsorption 

isotherms between SPA09 and lysozyme were plotted for both addition orders: SPA09 added into 

lysozyme and lysozyme added into SPA09. As shown in Figure SI2, the addition order did not 
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influence the results. Therefore, it was assumed that the equilibrium in the sample mixture was 

reached. It is worth noting that the incubation time did not change the results that were obtained. 

Based on this FACCE methodology, the adsorption isotherms of the three model proteins 

(lysozyme, Cyt C and RNase A) were plotted in the basis of triplicates for 12 different 

concentrations, as displayed in Figure 2A. It can be observed that the three adsorption isotherms 

do not display any saturation plateau. Higher protein concentrations could not be reached 

experimentally due to protein solubilization limitations and precipitation concerns. For that reason, 

the n value could not be directly obtained from the n  value at saturation. To determine the binding 

parameters (k and n) in the framework of the model of independent site of equal energy, the first 

successive interaction constants K1 were obtained from the slope at the origin of the isotherm (see 

equation (5)). This experimental determination allows a first ranking of the interactions: K1 Cyt C ≈ 

K1 RNase A > K1 Lysozyme. K1 represents the n × k product. To get the n and k values independently, the 

Scatchard representation was used to linearize the adsorption isotherm. A straight line was 

obtained, and the corresponding slope gave the intrinsic binding site constant k, as shown in Figure 

2B. The obtained k values varied between 6.7 × 103 M-1 for lysozyme up to 1.3 × 104 M-1 for RNase 

A. Knowing K1, it was possible to estimate the number of independent interaction sites of the equal 

energy (n) which varied between 75 for lysozyme and 149 for Cyt C. At saturation, this 

stoichiometry corresponds to m = 2.2 g for lysozyme and 3.0 g for Cyt C of protein per g of 

adjuvant. By replacing n and k in the expression of the Langmuir equation (4), the fits of the 

isotherms were represented by the dotted lines in Figure 2A, showing very good agreement with 

the experimental points. 

Using the n and k experimental values, the free protein concentration can be calculated for any 

initial concentrations of protein and adjuvant introduced in the mixtures, using equation (8). For 

typical vaccine formulation having an initial antigen concentration of 0.4 g/L and an adjuvant 

concentration of 1 g/L, the free protein concentrations were determined for each model protein 

(expressed in percentage of the free form relative to the introduced concentration) and varied 

between 33% and 55%, see Table 3. The average number of proteins n  with these initial 

conditions are also given in Table 3 and varied between 6 and 13 proteins per polymer chain for 

lysozyme and Cyt C, respectively. Of course, this stoichiometry depends on the molar mass of the 
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polymer chain, and it is convenient to express it in mass ratio m  corresponding to 0.18 to 0.26 g 

of protein per g of adjuvant for lysozyme and Cyt C, respectively. 

   

Figure 2. Isotherms of adsorption obtained by FACCE for the interaction between three model cationic 

proteins (lysozyme, RNase A, Cyt C) and anionic SPA09 (Mw = 583 kDa) adjuvant (A) and the 

corresponding Scatchard plots (B). Fitting curves (dotted lines) were plotted with the k and n values reported 

in Table 2 using the model of independent sites of equal energy (equation (4)). Experimental conditions: 

SPA09 concentration in the final mixtures: 1 g/L. Cyt C and RNase A concentrations in the final mixtures: 

0.08; 0.10; 0.15; 0.20; 0.30; 0.40; 0.60; 0.80; 1.00; 1.20; 1.40 and 1.60 g/L. Lysozyme concentrations in the 

final mixtures: 0.04; 0.05; 0.08; 0.10; 0.15; 0.20; 0.35; 0.40; 0.50; 0.60; 0.70 and 0.80 g/L. Other 

experimental conditions as in Figure 1. Each experimental data point was obtained in triplicate. Error bars 

are ± one SD (generally too small to be seen). The tangent to the origin of the isotherms are represented in 

Figure 2A, the slope of which are related to K1. 

 

4.3  Impact of the ionic strength on antigen-adjuvant interactions  

A strong dependence of protein/polyelectrolyte interactions with the ionic strength has been 

reported in the literature75–77. To study the impact of the ionic strength on the interaction, five 

buffers were prepared at pH 7.4, with different ionic strengths ranging from 118 to 268 mM.  The 

different ionic strengths were obtained by varying the NaCl concentration while keeping the TRIS 

concentration fixed at 80 mM. The calibration curves obtained with the five buffers had good 

linearities (R2 between 0.98 and 1.00). For an equivalent lysozyme (0.4 g/L) / SPA09 (1g/L) 

mixture: less than 17% free lysozyme was detected at 118 mM ionic strength while more than 93% 

was detected at 268 mM ionic strength. These results show the strong impact of the ionic strength 

on the interaction. This strong dependency can be visualized by the decreasing of the slope of the 
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tangent at the origin (representing the first successive interactions constants K1) in Figure 3A. 

Indeed, Figure 3A shows that at 118 mM ionic strength K1 = 3.15×106 M-1, while at 268 mM ionic 

strength K1 = 5.18×104 M-1. By plotting K1 against the ionic strength I in double logarithmic scales 

(see Figure 3B), the slope of the line obtained is an estimation of the number of released counter-

ions during the association of one protein onto an adjuvant chain (see equation (11)). In the case of 

lysozyme/SPA09 interaction, a -5 power law was obtained: 

16 5

1 4.90 10bK aI I− −= =           (12) 

where K1 is expressed in M-1 and I in mM.  

This means (see equation 11) that 5 counter-ions are released during the association of the first 

protein onto the adjuvant. A maximum in the protein/polyelectrolyte binding constant has been 

reported in the literature at 10-50 mM ionic strength75–77. This maximum was explained by the 

balance between repulsive and attractive electrostatic forces due to the dipolar nature of proteins 

having positive and negative patches75. In our study, it would have been difficult to observe this 

maximum because the K1 binding constant would be too high to be measurable around 10-50 mM 

ionic strength and below.   
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Figure 3. Impact of the ionic strength of the buffer on the isotherms of adsorption of lysozyme onto SPA09 

(A) and the corresponding dependence of K1 with the ionic strength (B). Experimental conditions: PB-coated 

capillary of 33.5 cm total length (8.5 cm to the detector) × 50 μm i.d. Buffer: 80 mM TRIS-HCl, pH 7.4, 

with various NaCl concentrations to set the ionic strength as indicated on the graphs. Applied voltage: -7.5 

kV. Co-hydrodynamic pressure: -30 mbar. UV detection: 214 nm. Temperature: 25 °C. Samples were 

prepared in the background electrolyte by 50/50 (v/v) dilutions of SPA09 and lysozyme stock solutions. 

SPA09 concentration in the final mixtures: 1 g/L. Lysozyme concentrations in the final mixtures: 0.04; 0.05; 

0.08; 0.10; 0.15; 0.20; 0.35; 0.40; 0.50; 0.60; 0.70 and 0.80 g/L.  

 

4.4  Impact of the adjuvant concentration on the interactions  

Theoretically, the adjuvant concentration should not affect the adsorption isotherm since the 

isotherm of adsorption should be valid whatever the initial concentrations in protein and adjuvant 

introduced in the mixtures, as far as the mixture remains at equilibrium. As the adjuvant 

concentration is a parameter which is often modified and adjusted during the formulation of a 

vaccine it is interesting to look at the results obtained with another adjuvant concentration. Two 

adsorption isotherms were plotted at 1 g/L and 4 g/L of SPA09 in the mixture and at 165 mM ionic 

strength (see Figure 4). However, by plotting the two adsorption isotherms at 1g/L and 4g/L of 

SPA09 in the mixture at 165 mM, no overlapping was observed, as shown in Figure 4. This 

discrepancy can be explained by the change in ionic strength brought by the polymeric adjuvant 

itself, since this contribution was not taken into account in the calculation of the ionic strength. In 

order to estimate the ionic strength increment provided by the difference in SPA09 concentration 
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of 3 g/L, the K1 value obtained experimentally at 4 g/L SPA09 was represented in Figure 3, and 

the increment of ionic strength ∆I can be directly estimated from the ionic strength dependence 

obtained in the previous section (see Figure 3) according to: 

 

1
4 /

1

at PAA g L b

BGE

K
I I

a

−
= 

 = − 
 

         (13) 

where IBGE is the ionic strength of the BGE without taking into account the SPA09 contribution 

(here 165 mM). Taking 
4 /

1

at PAA g LK =
= 2.78×105 M-1 and IBGE = 165 mM in equation (13) leads to 

the conclusion that an addition of 3 g/L SPA09 is equivalent to an increase in the ionic strength of 

∆I~26 mM. To confirm this result, a buffer solution with an ionic strength of 165-26 = 139 mM 

was then prepared to determine the isotherm of adsorption of lysozyme with 4 g/L SPA09. Figure 

4 shows that the adsorption isotherm describing the interactions between lysozyme and SPA09 at 

4 g/L in a 139 mM ionic strength buffer is very close to the adsorption isotherm using SPA09 at 1 

g/L in a 165 mM ionic strength buffer, with difference in slope less than 2%. These results validate 

both the ionic strength dependence found in the previous section and the way to experimentally 

estimate the SPA09 adjuvant contribution to the ionic strength.  
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Figure 4. Influence of the SPA09 concentration on the isotherm of adsorption of lysozyme on SPA09. 

Experimental conditions: PB-coated capillary of 33.5 cm total length (8.5 cm to the detector) × 50 μm i.d. 

Buffer: 80 mM TRIS-HCl, pH 7.4, with various NaCl concentrations to the ionic strength indicated on the 

graph (SPA09 contribution to the ionic strength is not considered). Applied voltage: -7.5 kV. Co-

hydrodynamic pressure: -30 mbar. UV detection: 214 nm. Temperature: 25 °C. SPA09 concentration in the 

final mixtures: 1 g/L or 4 g/L. Lysozyme concentrations in the final mixtures: 0.04; 0.05; 0.08; 0.10; 0.15; 

0.20; 0.35 and 0.40 g/L for the isotherm obtained with SPA09 at 1 g/L, 0.08; 0.10; 0.20; 0.30; 0.40; 0.70 

and 0.80 g/L for the isotherm obtained with SPA09 at 4 g/L.  

 

4.5  Impact of the adjuvant molar mass  

The results obtained with SPA09 adjuvant provided by Sanofi-Pasteur (polyacrylic acid, 

Mw = 590 kDa) were compared to those obtained with a polyacrylic acid of lower molar mass 

(PAA190, Mw = 190 kDa) purchased from Polymer Source. The adsorption isotherms of lysozyme, 

Cyt C and RNase A are plotted in Figure 5 for the two polyacrylic acids. The isotherms were 

distinct when the stoichiometry n  was expressed in mol/mol (Figure 5A), which was expected 

since longer polyacrylic acid chain can interact with more proteins. In contrast, the differences 

between isotherms vanished when n was replaced by m expressed in g/g (Figure 5B). These 

results demonstrate that the parameters of interaction determined with a polyacrylic acid of given 

molar mass can be used for various polyacrylic acid as far as the isotherm of adsorption is expressed 

in g/g; and can be recalculated in mol/mol if the average molar mass of the polyacrylic acid is 

known. 
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Figure 5. Influence of the adjuvant molar mass on the isotherm of adsorption of lysozyme onto polyacrylic 

acid for stoichiometries expressed in mol/mol (A) or in g/g (B). Experimental conditions as in Figure 1. 

 

4.6  The case of the vaccine antigen in development 

The same FACCE method was applied to study interactions of SPA09 adjuvant with a 

vaccine antigen in development for the treatment of Staphylococcus aureus (PrSA). The calibration 

curve showed very good linearity (R2 = 1.00). As expected, due to the positive protein charge at pH 

7.4, less than 40% free PrSA was quantified on the concentration range studied, confirming the 

presence of PrSA – SPA09 interactions. The adsorption isotherm was plotted with triplicate 

measurements for each experimental point, as shown in Figure 6. The binding parameters were 

determined as described in previous section, leading to K1 = 1.5 × 106 M-1, n = 28, and 

k = 5.2 × 104 M-1, see Table 3. Comparing these results to the previously obtained results, it appears 

that the interaction parameters K1 and k obtained for PrSA are both higher to those obtained for the 

three model proteins while the maximum stoichiometry is in the order nCyt C > nlysozyme ≈ nRNase A > 

nPrSA. The ranking of the number of independent interaction sites (n) is inversely proportional to 

the proteins size (see Table 1), which can be partly explained by the steric hindrance. Nevertheless, 

if we consider the maximum stoichiometry expressed in g of protein per g of adjuvant (m) the 

results are much closer, around 2 g of protein per g of adjuvant. 
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Figure 6. Isotherm of adsorption obtained by FACCE for the interaction between PrSA antigen and anionic 

SPA09 adjuvant. Experimental conditions: SPA09 concentration in the final mixtures: 1 g/L. PrSA 

concentrations in the final mixtures: 0.08; 0.15; 0.20; 0.30; 0.40 and 0.60 g/L. Fitting curve using the model 

of independent sites of equal energy is represented in dotted lines. Other experimental conditions as in 

Figure 1.  

 

Table 3. Binding parameters (k, n) determined from the adsorption isotherms (see Figure 2) using the model 

of independent sites of equal energy. K1 = n × k is the first successive interaction constant and was 

determined from the slope at the origin of the isotherms. k was obtained using the Scatchard representation 

(from the slopes of the lines in Figure 2B). Experimental conditions as in Figure 1. a [antigen]0 = 0.4 g/L, 

[adjuvant]0 = 1g/L. 

 Cyt C RNase A Lysozyme PrSA 

% free antigen in 

formulation a 
 

33.9 ± 1.0 38.1 ± 1.4 55.2 ± 0.2 29.2 ± 0.7 

n  (mol/mol) in 

formulation a 
 

13.0 ± 0.2 10.4 ± 0.2 6.4 ± 0.1 4.9 ± 0.1 

m  (g/g) in 

formulation a 
 

(2.6 ± 0.1) × 10-1 (2.5 ± 0.1) × 10-1 (1.8 ± 0.1) × 10-1 (2.9 ± 0.1) × 10-1 

K1 (M-1) (1.2 ± 0.1) × 106 (1.1 ± 0.1) × 106 (5.0 ± 0.6) × 105 (1.5 ± 0.1) × 106 

k (M-1) (8.4 ± 2.1) × 103 (1.3 ± 0.1) × 104 (6.7 ± 1.6) × 103 (5.2 ± 2.0) × 104 

n (mol/mol) 149 ± 51 86 ± 12 75 ± 26 28 ± 12 

m (g/g) 3.0 ± 1.0 2.0 ± 0.3 2.2 ± 0.7 1.7 ± 0.7 
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5  Conclusion 

This work showed the suitability of FACCE method to study antigen-adjuvant interactions 

in vaccine products. FACCE gives a rapid and direct access to the percentage of free antigens and 

to the average number of bound antigens per adjuvant in vaccine formulations. Mathematical 

models allowed to further determine the maximum stoichiometry and the intrinsic binding constant, 

which are key parameters characterizing the interactions. FACCE method can also be used to 

follow vaccines stability and to optimize vaccines formulations, by monitoring the impact of the 

physicochemical parameters (excipients, adjuvant concentration, pH, ionic strength) on the 

interaction stoichiometry and intrinsic binding constant. Ionic strength was found to be a crucial 

parameter having a considerable impact on the interaction parameters. It was also shown that the 

polymeric adjuvant itself significantly contributes to the ionic strength of the medium, and 

therefore, to the strength of the interactions. Its contribution could be estimated and corrected when 

formulating a vaccine product. 

Regarding its limitations, the methodology developed in this work is well suited for the study of 

non-specific interactions with intrinsic binding site constant k in the order of 103 - 106 M-1. For 

higher affinity binding site constant, a fluorescent detector would be required (with fluorescent 

antigen / protein) to lower the limit of quantification. Moreover, this methodology is only 

applicable when the free antigen/protein and the complex have significantly different 

electrophoretic mobilities. This methodology could also be used to study negatively charged 

antigens or other types of charged polymer adjuvants (cationic or neutral), but the method should 

be adapted especially by changing the capillary coating to avoid any undesirable adsorptions. 

FACCE methodology is, of course, not limited to antigen / adjuvant interaction, and can be applied 

for other applications in biomacromolecular science. 

The study of antigen-adjuvant interactions can allow a better understanding of adjuvants mode of 

action and their impact on the immunogenicity. Understanding antigen-adjuvant interactions at 

molecular level is necessary for the development of new adjuvants which goes hand in hand with 

the development of new vaccines. 
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6  Supporting information 

 

6.1  Influence of the co-hydrodynamic pressure on the adsorption 

Figure SI 1.  Influence of the co-hydrodynamic pressure on the adsorption. Same sample was analyzed 

three times at different co-hydrodynamic pressures: see the inset. PB-coated capillary (A). PB-PSS-PB-

coated capillary (B). Experimental conditions: capillary of 33.5 cm total length (8.5 cm to the detector) × 

50 μm i.d. Buffer: 20 mM TRIS, HCl, 148 mM NaCl, pH 7.4. Applied voltage: -7,5 kV. UV detection: 214 

nm. Temperature: 25 °C. Lysozyme concentration: 1 g/L.  

6.2  Optimization of the capillary washing conditions 

 

Figure SI 2. Optimization of the capillary washing conditions. 10 min washing duration with various 

NaOH-NaCl mixtures, concentrations: NaCl 2M, NaOH see the inset (A). Various washing durations (3, 7 

or 16 min) with NaOH 0.5 – NaCl 2M mixture (B). Experimental conditions: PB-coated capillary of 33.5 

cm total length (8.5 cm to the detector) × 50 μm i.d. Buffer: 20 mM TRIS, HCl, 148 mM NaCl, pH 7.4. 

Applied voltage: -7.5 kV. UV detection: 214 nm. Temperature: 25 °C. Lysozyme concentration in the 

sample: 1 g/L.  
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6.3  Adsorption isotherms of lysozyme on SPA09 for both addition orders 

 

Figure SI 3. Adsorption isotherms of lysozyme on SPA09 for both addition orders (SPA09 added into 

lysozyme and lysozyme added into SPA09). Experimental conditions: PB-coated capillary of 33.5 cm total 

length (8.5 cm to the detector) × 50 μm i.d. Buffer: 80 mM TRIS-HCl, 97 mM NaCl, pH 7.4 (167 mM ionic 

strength). Applied voltage: - 7.5 kV (from inlet). Co-hydrodynamic pressure: -30 mbar (from inlet). UV 

detection: 214 nm. Temperature: 25 °C. Samples (300 µL) were prepared in the background electrolyte and 

placed at the outlet end of the capillary. SPA09 concentration in the final mixtures: 1 g/L. Lysozyme 

concentration in the final mixtures: 0.04; 0.05; 0.08; 0.10; 0.15; 0.20; 0.30; 0.40; 0.50; 0.60; 0.70 and 0.80 

g/L. Other experimental conditions as in Figure 1. Error bars are ± one standard deviation on 3 repetitions. 
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Chapitre III. Etude des interactions antigens / 

adjuvants par analyse de dispersion de Taylor : 

caractérisation de la taille et paramètres de liaison 

 

Le couple antigène-adjuvant étudié dans le chapitre 1 a été, dans un second temps, étudié 

par analyse de la dispersion de Taylor (TDA). Dans le cas d’un mélange composé de deux 

populations de taille différente (antigène libre et antigène lié à l’adjuvant), si les échanges sont 

lents entre les antigènes libres et complexés, la TDA permet d'obtenir le rayon hydrodynamique 

des deux populations individuelles constituants le mélange.1 D’autre part, il a été montré que la 

TDA peut également permettre de quantifier l’antigène libre à l’équilibre contenu dans le mélange.2 

L’accès à la concentration en antigène libre permet de tracer une isotherme d’adsorption et 

d’accéder aux paramètres d’interactions (stœchiométrie, constante d’interaction). A notre 

connaissance, aucune étude n’est allée jusqu’à la détermination des paramètres d’interaction entre 

deux espèces de charges opposées par TDA. L’objectif de ce travail est d’utiliser la TDA pour 

obtenir simultanément la taille des complexes antigène/adjuvant et des informations sur les 

paramètres d’interaction.  

 

(1)  Cottet, H.; Biron, J.-P.; Cipelletti, L.; Matmour, R.; Martin, M. Determination of Individual Diffusion 

Coefficients in Evolving Binary Mixtures by Taylor Dispersion Analysis: Application to the Monitoring of 

Polymer Reaction. Anal. Chem. 2010, 82 (5), 1793–1802. https://doi.org/10.1021/ac902397x. 

(2)  Leclercq, L.; Reinhard, S.; Chamieh, J.; Döblinger, M.; Wagner, E.; Cottet, H. Fast Characterization of 

Polyplexes by Taylor Dispersion Analysis. Macromolecules 2015, 48 (19), 7216–7221. 

https://doi.org/10.1021/acs.macromol.5b01824. 
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Abstract 

Vaccine adjuvants are immunostimulatory substances used to improve and modulate the 

immune response induced by antigens. A better understanding of the antigen-adjuvant interactions 

is necessary to develop future effective vaccine. In this study, Taylor dispersion analysis (TDA) 

was successfully implemented to characterize the interactions between a polymeric adjuvant 

(poly(acrylic acid), SPA09) and a vaccine antigen in development for the treatment of 

Staphylococcus aureus. TDA allowed to rapidly determine both (i) the size of the antigen-adjuvant 

complexes under physiological conditions, and (ii) the percentage of free antigen in the 

adjuvant/antigen mixture at equilibrium, and finally get the interaction parameters (stoichiometry 

and binding constant). The complex sizes obtained by TDA were compared to the results obtained 

by transmission electron microscopy (TEM) and the binding parameters were compared to results 

previously obtained by frontal analysis continuous capillary electrophoresis (FACCE).  

Graphical abstract 
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1 Introduction 

Used for over 100 years, vaccination remains one of the most impactive developments of 

modern medicine, allowing today to prevent several infections that once plagued humanity1. Yet, 

many infectious diseases are still lacking effective treatment and new diseases are emerging every 

year. Furthermore, vaccines have now the potential to not only prevent infectious diseases but also 

treat diseases such as cancer and neurodegenerative disorders2–4.  

Most vaccines in development are based on well-defined purified antigens. However, the immune 

response induced by these purified antigens alone is often insufficient5,6. The induction of an 

immune response of sufficient magnitude and duration may require the co-administration of an 

adjuvant. An adjuvant is an immunostimulatory substance used to modulate and enhance the 

immune response induced by an antigen7. Therefore, the development of new adjuvants goes hand 

in hand with the development of new vaccines. Choosing a suitable adjuvant to increase the 

immune response of a new antigen is often complex since knowledge about adjuvant activity is 

still limited8. Ideally, future vaccines should be developed with adjuvants of predictable activity. 

To reach that goal, the development of new analytical methods allowing to characterize antigen-

adjuvant interactions is crucial to better understand the mode of action of the adjuvants and to 

improve the effectiveness of future vaccines.  

Among other parameters, the size of the antigen-adjuvant complexes has been shown to have a 

significant impact on the immunity9,10. Some analytical techniques are already commonly used to 

study the size of proteins and their complexes with adjuvants: dynamic light scattering (DLS), size 

exclusion chromatography (SEC) coupled with multiple detections, analytical ultracentrifugation 

(AUC) and direct visualization techniques, such as transmission electron microscopy (TEM). 

However, all of these techniques have their own limitations, as the sensitivity to small quantities 

of larger molecules or dusts for DLS, the expensive cost of the instrumentation for AUC or TEM, 

the undesirable interactions with stationary phase and abnormal elution profiles for SEC and the 

long duration of analysis.   

Taylor dispersion analysis (TDA) has recently paid more and more attention and appears as a 

competitive and alternative technique for the determination of diffusion coefficients and 
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hydrodynamic radii of proteins, macromolecules, nanoparticles, and their assemblies11–17. TDA is 

an absolute method based on the analysis of the dispersion of a solute plug in a capillary under a 

laminar Poiseuille flow, due to the combined action of convection and molecular diffusion. From 

the elution profile, it is possible to determine the molecular diffusion coefficient (D) and therefore 

the hydrodynamic radius (Rh) of solutes ranging from angstroms to submicrons18,19. In the case of 

mixtures composed of two populations of different sizes, which are both stable at the time scale of 

the analysis, TDA signal is the sum of two Gaussian peaks. The fitting of the elution profile allows 

to get the hydrodynamic radius of the two individual populations constituting the mixture and their 

relative proportions20,21. The access to the free ligand proportion allows to determine the isotherm 

of adsorption, and by curve fitting, the parameters of interaction (intrinsic binding constant and 

stoichiometry of interaction)22. TDA can also be used to study substrate/ligand interactions at 

equilibrium, when the two entities in interaction are in fast exchange at the time scale of the 

analysis. Due to fast kinetics of exchange, the taylorgram is a simple Gaussian peak which can be 

fitted to determine the binding constant by monitoring the change in diffusivity (or size) according 

to the ligand concentration introduced into the capillary23–27. 

Polymers including acrylic acid units have been used as vaccine adjuvant since the 1970s28. Since 

then, high molecular weight, crosslinked polyacrylic acid polymers are used as effective adjuvants 

in several veterinary vaccines29,30 and are studied for the development of new human vaccines31,32. 

SPA09 is a purified linear polyacrylic acid (PAA) polymer, which has been identified as a 

promising human adjuvant33,34. Staphylococcus aureus is the most frequently isolated bacterial 

pathogen from patients with hospital-acquired infections35. Treatment of Staphylococcus aureus 

infections is challenging as the strains are increasingly resistant to antibiotics. To counter antibiotic 

resistance new treatment strategies need to be developed with a focus on vaccine 

development36,37. After a method optimization using three model proteins (Cyt C, RNase A and 

BSA), TDA was successfully implemented to determine the size of the complexes and the 

interaction parameters between a polymeric adjuvant (SPA09) and a vaccine antigen in 

development for the treatment of Staphylococcus aureus (PrSA). 
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2 Experimental section 

 

2.1  Chemicals and Materials  

SPA0933 (PAA, Mw = 590 kDa, PDI = 2.2) at 17.8 g/L and PrSA (peptidyl-prolyl cis−trans 

isomerase from S. aureus, Mw = 35 kDa, pI = 9) at 1.6 g/L were provided by Sanofi Pasteur (Marcy-

l'Étoile, France) in phosphate-buffered saline buffer (PBS). Cytochrome C from bovine heart (Cyt 

C, Mw = 12 kDa, pI = 10), ribonuclease A from bovine pancreas (RNase A, Mw = 14 kDa, pI = 9), 

bovine serum albumin (BSA, Mw = 66 kDa, pI = 5), TRIS ((CH2OH)3CNH2, Mw = 121 

g/mol), hydroxypropyl cellulose (HPC, Mw = 1 × 105 g/mol), phosphoric acid (H3PO4, Mw = 98 

g/mol) and monobasic sodium phosphate (NaH2PO4, Mw = 120 g/mol) were purchased from Merck 

(Darmstadt, Germany). Dimethylformamide (DMF, Mw = 73 g/mol) was purchased from Carlo 

Erba Reagents (Val-de-Reuil, France). Bare fused silica capillaries were purchased from Molex 

Polymicro Technologies (Phoenix, USA). Polyvinyl Alcohol (PVA) and Polyethylene glycol (DB-

WAX) coated capillaries were purchased from Agilent Technologies (Santa Clara, USA). 

Deionized water was further purified with a Milli-Q system from Millipore (Molsheim, France). 

The SPA09 provided by Sanofi-Pasteur was dialyzed against Milli-Q water in order to eliminate 

the PBS buffer using Slide-A-Lyzer Dialysis Cassette G2 3 500 MwCO (ThermoFisher Scientific, 

Waltham, USA), and then freeze-dried. All the other chemicals were used without any further 

treatment. 

2.2  Sample preparation  

Stock solutions of Cyt C, RNase A and BSA were prepared at 3.2 g/L in TRIS buffer (20 

mM TRIS, 148 mM NaCl) at pH 7.4. PrSA was provided at 1.6 g/L in PBS buffer (10 mM PBS, 

150 mM NaCl) at pH 7.2. Two stock solutions of SPA09 at 2 g/L were prepared: one in TRIS 

buffer at pH 7.4 and one in PBS buffer at pH 7.2. All the stock solutions were subsequently diluted 

to the desired concentrations in TRIS or PBS buffer. The antigen-adjuvant mixtures (× 1) were 

obtained by mixing 150 µL of antigen solution and 150 µL of adjuvant solution. The diluted 

mixtures (× 0.75) were prepared by taking 150 µL of the mixtures (× 1) and adding 50 µL of the 

analysis buffer. Final solutions were homogenized by manual agitation before analysis. 
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2.3 Capillary coating 

Bare fused silica capillaries of 100 µm i.d. × 58.5 cm total length (50 cm to the detector) 

were used. Capillaries coatings were performed based on a previously published protocol38. HPC 

was dissolved in water at room temperature to a final concentration of 5% (w/w). The capillaries 

were flushed 30 min with the polymer solution using the capillary electrophoresis system and then 

heated in a gas chromatography oven (GC-14 A, Shimadzu, France) under a nitrogen stream of 

30 kPa. The temperature program was: 60°C for 10 min, then a 5°C/min gradient from 60°C to 

140°C and finally, 140°C for 20 min. Before use and between two samples, the coated capillaries 

were rinsed 4 min with water and then 4 min with the analysis buffer.  

2.4 TDA  

All experiments were carried out on a 7100 CE Agilent system (Waldbronn, Germany). This 

system is equipped with a diode array detector (DAD). The temperature of the capillary cartridge 

was set at 25°C. TDA experiments were performed in triplicates using 12 mbar mobilization 

pressure in the frontal mode (continuous injection of the sample in a capillary prefilled with the 

background electrolyte). The fronts obtained by TDA experiment were derived using Origin 

software (version 6.0). In case of antigen-adjuvant mixtures analysis, the first derivative of the 

elution profile was then fitted with two Gaussian functions having the same maximum at a time t0 

corresponding to the maximum of the derived signal, using a home-developed Excel spreadsheet 

and the Excel solver. The curve fitting was done only on the left part of the first derivative of the 

elution front, as residual adsorption can distort the right side of the signal. More details about the 

theoretical background on TDA are given in section 1 of the supporting information.  

2.5  Transmission electron microscopy (TEM) 

Solutions of RNase A and SPA09 were prepared at 8 mg/L and 20 mg/L respectively in TRIS 

buffer (20 mM TRIS, 150 mM NaCl) at pH 7.4. Antigen-adjuvant mixture was prepared by diluting 

in TRIS buffer a 50/50 (v/v) mixture of RNase A and SPA09 initially at 0.4 g/L and 1 g/L 

respectively, to a concentration of 8 mg/L and 20 mg/L respectively.   
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3 µL of the samples were adsorbed onto a carbon continuous coated 300 mesh copper grid (EM 

Sciences, USA) and incubated for 1 min, the copper grid was previously ionized 90 s with an 

ELMO ionizer (Cordouan, France). The excess of solutions was removed with filter paper. Then 

the samples were negatively stained using 2% uranyl acetate. The samples were subsequently air-

dried prior to imaging. Electron microscopy data were acquired on a FEI Tecnai G20 

(ThermoFisher Scientific, USA) transmission electron microscope operated at 200 kV with a 

magnification of 50000×. All micrographs were recorded at electron doses between 10 and 15 

e−/Å2 using a Ultrascan 4k x 4k slow-scan CCD camera (Gatan, USA).  

Micrographs statistical analysis was performed using ImageJ processing program39 by using an 

automatic thresholding and ellipse fitting to determine minimum and maximum ellipse diameters. 

The following procedure was used to compare TEM measurements to Taylor diffusion values: (i) 

minor and major ellipse diameter frequency distributions were calculated between 0 and 72 nm 

with a 2 nm step; (ii) the frequency distribution of circular objects was determined as the product 

of the probability of occurrence of a given diameter for each axis of the ellipse; (iii) each frequency 

was weighted by the total sum of the values; (iv) diameter values were transformed in radius. 

3 Results and discussion 

 

3.1 Development and optimization of TDA for the study of antigen/adjuvant 

interactions 

In a first series of experiments, SPA09 adjuvant, the model proteins and PrSA were 

analyzed separately. TDA analyses were carried out in frontal mode and the first derivatives were 

fitted according to equation (S1), (see section S1). Compared to plug mode, frontal mode showed 

a better sensitivity of detection, a better repeatability of the elution profiles and a better symmetry 

of the elution profile. An hydrodymanic radius (Rh) of 23 ± 3 nm was determined for SPA09, 1.8 

± 0.1 nm for Cyt C, 2.1 ± 0.1 nm for RNase A and 3.5 ± 0.2 nm for PrSA (see Table 1), according 

to equations (S-3 and S-4). The results obtained for the model proteins Cyt C and RNase A are 

consistent with the values found in literature40,41. In a second set of experiments, Cyt C-SPA09 

interactions were studied by injecting a mixture of 0.8 g/L Cyt C and 1 g/L SPA09 in 20 mM TRIS, 
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148 mM NaCl, pH 7.4 (thereafter called TRIS buffer). The signal obtained by the first derivative 

of the elution profile was not symmetrical, as seen in Figure 1A. As the size of the Cyt C / SPA09 

complexes was not known, this asymmetrical shape could suggest a partial non-Taylor regime, 

which can occur for large entities when the analysis time is close or smaller than the characteristic 

diffusion time in the cross-section of the capillary (i.e. when equation (S6) is not verified)19. Thus, 

different hydrodynamic pressures have been tested to observe the evolution of the peak shape and 

symmetry, and different capillary coatings have been also tested to verify that the peak deformation 

was not due to interactions onto the capillary wall. Figure S2 shows that whatever the 

hydrodynamic pressure applied, the selected capillary coating (DBWAX, PVA, HPC) or the 

capillary i.d (50, 75, 100 µm); a deformation of the peak symmetry was observed. These results 

suggested that the peak deformation was not due to adsorption, nor to convective non-Taylor 

conditions (i.e. large solutes) since the deformation was still observed for smaller capillary i.d. 

Lastly, we found that this deformation was due to the difference in composition between the 

analyzed sample mixture that is continuously introduced in the capillary and the buffer that pre-fill 

the capillary before injection. As a matter of fact, the addition of SPA09 significantly modifies the 

viscosity and the ionic strength of the buffer. Moreover, the Cyt C-SPA09 complex is out of 

equilibrium in the front of the elution profile by dilution effect due to the inherent dispersion during 

the Taylor analysis. To avoid this effect, and notably to limit the perturbation of the equilibrium, 

the capillary was first filled with a diluted Cyt C-SPA09 mixture (× 0.75 dilution with the buffer) 

before injecting the non-diluted (×1) Cyt C-SPA09 mixture, as shown in Figure 1B. The derivative 

of the second front obtained is symmetrical and can be subsequently used to determine the size of 

the constituents of the mixture. 



Chapitre III. Etude des interactions antigènes/adjuvants par TDA 

160 

 

 

Figure 1: Schematic representation of the Taylor dispersion analysis of antigen-adjuvant mixtures in frontal 

mode (up) and the corresponding experimental UV traces (down) (triplicate overlays). The capillary is 

previously filled with the buffer before injection of the concentrated front (×1) (A). A first front of the 

diluted mixture (×0.75) is injected before the injection of the concentrated antigen-adjuvant mixture (×1) 

(B). Experimental conditions: HPC-coated capillary of 58.5 cm total length (50 cm to the UV detector) × 

100 μm i.d. Buffer: 20 mM TRIS, 148 mM NaCl, pH 7.4. Mobilization pressure: 12 mbar. UV detection: 

214 nm. Temperature: 25°C. Concentration in the final mixture (×1): 0.8 g/L Cyt C, 1 g/L SPA09 in the 

TRIS/NaCl buffer. 

3.2  Determining the complex size and the free antigen concentration 

 Two Gaussian curves were required at 214 nm to get a good fitting of the first derivative of 

the frontal elution profile obtained between (× 0.75) and (× 1) Cyt C-SPA09 mixtures (see Figure 

2A and 2B). This bimodal distribution corresponds to the coexistence of Cyt C-SPA09 complex 

and free Cyt C antigen, as SPA09 does not absorb at 214 nm. The detection of two distinct peaks 

for each population proves that the kinetics of dissociation of the complex is slow compared to the 

time scale of the analysis (~15-20 min). Regarding the sizes of the components in the mixture, one 

of the two Gaussian peaks led to a hydrodynamic radius of 1.8 ± 0.1 nm, which corresponds to the 

size of the free Cyt C (see Table 1). The second Gaussian peak led to a size of 12.5 ± 0.2 nm for 
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the Cyt C-SPA09 complex. The fit is only performed on the left side of the Taylorgrams as the 

right side may be disturbed by adsorption. Fitting the right part of the Taylorgram could lead to 

overestimated Rh. 

  

Figure 2: Frontal mode taylorgram and its first derivative (triplicate overlays) obtained for the successive 

continuous injection of a (0.75) and (1) Cyt C-SPA09 mixture (A) and the corresponding zoom (B). 

Graph (B) shows the fit of the first derivative of the taylorgram with two Gaussian functions according to 

equation (S2). Experimental conditions as in Figure 1. 

It is worth to highlight that the determination of the hydrodynamic radius Rh was obtained using 

the Stokes−Einstein relation (see equation (S4)), and thus requires the bulk viscosity. This 

macroscopic viscosity increases of about 1.5 times due to the presence of 1 g/L SPA09 polymer 

adjuvant in the buffer (ηTRIS =0.90 cP; ηSPA09(× 0.75) =1.26 cP; ηSPA09 (× 1) =1.37 cP). Therefore, the 

question arises about which apparent viscosity value should be used for the application of the 

Stokes-Einstein equation in the case of frontal TDA analysis between (× 0.75) and (× 1) diluted 

sample mixtures. To answer that question, the size determination of two test molecules (BSA and 

DMF) was performed in both TRIS buffers with and without SPA09 (see Figure S3). Indeed at pH 

7.4, these test molecules do not interact with SPA09 as DMF is a small neutral molecule and BSA 

is negatively charge (pI = 4.8-5.642) as SPA09. The results demonstrate that the size of BSA and 

DMF obtained in TRIS (3.5 nm and 0.25 nm, respectively) are recovered in the presence of SPA09 

in the medium with the viscosity value of the diluted mixture (×0.75), i.e. the mixture which is first 

introduced in the capillary (see Table S1). Taking the viscosity of the (1×) diluted mixture would 

lead to about 10% lower Rh values than the expected one. Reversely, taking the viscosity of the 

TRIS buffer would overestimate the Rh value by a factor of +40%.  
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The same methodology was applied to the RNase A-SPA09 mixture and to the PrSA-SPA09 

mixture. Knowing the size of the antigens alone, the temporal variance of one Gaussian was fixed 

in order to reduce the number of degrees of freedom for the curve fitting. The Peclet number (Pe) 

and the characteristic time (τ) where calculated to check the validity of the TDA calculations. As 

detailed in Table 1, the calculations were validated since τ > 1.25 and Pe > 4043,44 (see equations 

(S5) and (S6)). The hydrodynamic radius of the antigen-adjuvant complexes, the percentage of 

free antigen in the mixtures and the average number (resp. mass) of antigen bound per adjuvant 

molecule ( n ) (resp. 𝑚̅), for 0.4 g/L antigen / 1 g/L SPA09 mixtures are reported in Table 1. The 

average number of bound antigens per adjuvant molecule 𝑛̅ was calculated using the free antigen 

concentration [L] at equilibrium in the mixture, according to equation (1): 

1
0

0 1 2

0 0 0

[ ] (1 )
[ ] [ ] [ ]

[ ] [ ] [ ]

bound

A
L

L L L A A
n

S S S

−
− +

= = =

      (1) 

where [L]bound is the molar concentration of the bound antigen, [S]0 is the initial SPA09 molar 

concentration in the mixture, [L]0 is the initial molar antigen concentration in the mixture, A1 is the 

free antigen peak area and A2 the complexed antigen peak area obtained from the taylorgram fitting 

(see equation (S2)). At equilibrium, in these mixtures in physiological conditions, an average 

number of about 𝑛̅ =11-13 antigens per adjuvant SPA09 molecule (𝑚̅ ~ 3 g antigen per g of 

SPA09) was determined for RNase A and Cyt C, while 5 PrSA antigens were quantified per SPA09 

molecule (𝑚̅ ~ 3 g antigen per g of SPA09). The sizes of the complexes were similar for the three 

antigens (~12 nm). The percentage of free antigen determined was similar for Cyt C and RNase A 

(~33%) and lower for PrSA (~ 21%).  
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Table 1: Molar mass (M), weight-average hydrodynamic radius (Rh) of the antigens and of the antigen-

adjuvant complexes, percentage of free antigen in the mixtures, the average number (resp.  mass) of bound 

antigens per adjuvant molecule (𝑛̅) (resp. 𝑚̅), characteristic time (τ) and Peclet number (Pe) calculated for 

free antigen and complex, determined from the fitting of the first derivative of the frontal elution profile 

with two Gaussians (see Figure 2B). Experimental conditions:  Buffer: 20 mM TRIS, 148 mM NaCl, pH 

7.4 for Cyt C and RNase A. 10 mM PBS, 150 mM NaCl, pH 7.4 for PrSA. Concentrations in the final 

mixture: 0.4 g/L antigen, 1g/L SPA09. Other experimental conditions as in Figure 1. Experiments were 

performed in triplicates (error bars = ± one SD). 

 Cyt C+SPA09 RNase A+SPA09 PrSA+SPA09 

Free antigen M (kDa) 12 14 35 

Free antigen Rh (nm) 1.8 ± 0.1 2.1 ± 0.1 3.5 ± 0.2 

Complex Rh (nm) 12.5 ± 0.2 12.3 ± 0.5 11.8 ± 1.9 

% free antigen 32.8 ± 2.3 33.1 ± 0.8 21.4 ± 2.7 

n  (mol/mol) 13.3 ± 0.8 11.3 ± 0.1 5.3 ± 0.2 

𝑚̅ (g/g) (2.7 ± 0.2) × 10-1 (2.7 ± 0.1) × 10-1 (3.2 ± 0.1) × 10-1 

τ (antigen) 41 ± 1 35 ± 1 20 ± 1 

Pe (antigen) 317 ± 2 368 ± 4 610 ± 4 

τ (complex) 6 ± 1 6 ± 1 6 ± 1 

Pe (complex) 2176 ± 4 2145 ± 8 2045 ± 9 

 

3.3  Size comparison between TDA and TEM 

Transmission electron microscopy (TEM) was used as an orthogonal method to compare 

with the results obtained by TDA. Figure 3A-C shows the micrographs obtained by TEM for RNase 

A, SPA09 and the mixture of the two components. Figure 3D shows the results of the statistical 

analysis and gives the distribution of the radii of the measured objects. RNase A present a large 

predominant peak at 2 nm in radius with some larger objects between 4 and 6 nm, which may 

correspond to groups of dimers-trimers RNAse A molecules. These results are consistent with those 

observed in TDA, giving an average hydrodynamic radius of 2.1 ± 0.1 nm for RNase A (see Table 

1). Three peaks are observed for SPA09 on Figure 3D at 13, 17 and 22 nm. These values, taking 

into account possible artifacts induced by negative staining approach, can be considered close to 

the average hydrodynamic radius determined by TDA of 23 ± 3 nm. For the RNase A-SPA09 

complexes, a peak ranging from 7 to 16 nm with a maximum centered on 12 nm is observed on 
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Figure 3D. These results are in agreement with TDA, giving an average hydrodynamic radius of 

12.3 ± 0.5 nm for the same RNase A/SPA09 ratio. In addition to these major forms, large 

micrometric aggregates in small numbers have been observed by TEM. Overall, the results 

obtained by the two orthogonal methods are consistent and TEM confirmed that the radii of RNase 

A-SPA09 complexes tend to be smaller than the radius of SPA09 alone, as observed for polyplexe 

formation21. The TEM data obtained should however be taken with caution as structural artifacts 

due to staining, dehydration and imaging under a non-native environment may affect particle size 

distribution. TEM methodology remains useful and continues to be widely used45,46.  

  

Figure 3: TEM micrographs of RNase A (A), SPA09 (B) and RNase A-SPA09 mixture (C). Chart (D) 

shows the radii distribution of automatic selected objects. Experimental conditions: Samples were prepared 

in TRIS buffer (20 mM TRIS, 150 mM NaCl) at pH 7.4. RNase A concentration alone (A) and in the mixture 

(C) is 8 mg/L. SPA09 concentration alone (B) and in the mixture (C) is 20 mg/L. Samples were stained with 

uranyl acetate. TEM was operated at 200 kV, magnification of 50000×, electron doses between 10 and 15 

e−/Å2. Arrows point to a selected object example. 

 

3.4  Adsorption isotherms 

The access to the percentage of free antigen owing to TDA methodology allows to calculate 

the average number of bound antigens per adjuvant for different introduced antigen/adjuvant ratios 

and to plot the adsorption isotherm of the antigens onto the adjuvant. The adsorption isotherm is 

the graphical representation of the average number of bound antigens per adjuvant 𝑛̅ as a function 

of the free antigen concentration [L]. Adsorption isotherms of the two model proteins (Cyt C and 
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RNase A) and the vaccine antigen PrSA on SPA09 were plotted in the basis of triplicates analysis 

on different antigen/adjuvant ratios (see Figure 4A). The raw data (taylorgrams) are displayed in 

Figure S4. BSA-SPA09 mixtures were also analyzed as a control for the absence of interaction. As 

expected, 100% of free BSA has been detected in the mixture (single Gaussian curve fitting due to 

the absence of interaction). For the other antigens, all the taylorgrams were fitted with two Gaussian 

curves according to equation (S2).  

Langmuir adsorption model was used to fit the obtained isotherm. In Langmuir model, it is assumed 

that the substrate (or adjuvant, S) contains n independent interaction sites of equal energy and the 

occupation of one site does not influence the occupation of the other. In the framework of this 

model, the adsorption isotherm is described by equation (2): 

[ ]

1 [ ]

nk L
n

k L
=

+
           (2) 

where k is the intrinsic binding site constant and n the maximum number of interacting sites. n and 

k can be obtained by nonlinear curve fitting of the experimental isotherm (see dotted lines in Figure 

4A).  

When the entire isotherm can be obtained experimentally, the best way to get the interaction 

parameters is a nonlinear curve fitting. The maximum number of interacting sites n corresponds to 

the value of 𝑛̅ at saturation of the isotherm. It can be observed on Figure 4A that the three adsorption 

isotherms obtained do not display any saturation plateau on the concentration range studied. It is 

worth noting that it was not possible to further increase the antigen concentration, and thus reach 

the saturation plateau, due to solubility issues. Thus, the n value could not be directly obtained 

from the isotherm plateau. However, the slope at the origin of the isotherm can give access to the 

first successive binding constant K1 = n×k as demonstrated by the first derivative of equation (3): 

2[ ] 0 [ ] 0
lim lim

(1 [ ])[ ]L L

dn nk
nk

k Ld L→ →
= =

+
           (3) 

The experimental determination of K1 = n×k allows a first ranking of the interactions: K1PrSA > 

K1Cyt C ≈ K1RNase A, (see Table 2). It should be noted that K1 represents the equilibrium constant 
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between a free substrate (or adjuvant) and a substrate interacting with only one antigen (whatever 

the position of the antigen on the adjuvant). It should not be confused with k the intrinsic binding 

site constant, which is the equilibrium constant associated to one interacting site (free vs occupied 

interacting site). An estimation of the k value, can be derived from the slope of the Scatchard 

representation which consists in plotting 
[ ]

n

L
 as a function of n  according to equation (4):  

 

            (4) 

The Scatchard representation obtained for the Cyt C-SPA09, RNase A-SPA09 and PrSA-SPA09 

mixtures are presented in Figure 4B. The obtained k values varied between 5.2× 103 and 8.8× 104 

M-1 and ranked as followed: kPrSA > kRNase A > kCyt C. Knowing K1 and k, allows to estimate the total 

number of interaction sites (n) which varied between 27 for PrSA and 250 for Cyt C. By replacing 

n and k in the expression of the Langmuir model equation (1), the fits of the isotherms were 

represented by the dotted lines in Figure 4A, showing good agreement with the experimental points.  
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n
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Figure 4: Isotherms of adsorption obtained by TDA for the interaction between Cyt C, RNase A and PrSA 

and SPA09 adjuvant (A) and the corresponding Scatchard plots (B). The first successive interaction constant 

K1=nk is determined from the slope at the origin of the isotherm in Figure 4A. The intrinsic binding site 

constant k was obtained from the slopes of the Scatchard representation in Figure 4B. Fitting curves (dotted 

lines represented in Figure 4A) were plotted with the k and n values using Langmuir model of independent 

sites of equal energy (equation (9)). Introduced concentrations in the mixtures: 1g/L SPA09, Cyt C and 

RNase A: 0.15; 0.20; 0.30; 0.40; 0.60; 0.80; 1.00; 1.20; 1.40 and 1.60 g/L, PrSA: 0.15; 0.20; 0.35; 0.40; 

0.50; 0.60; 0.70 and 0.80 g/L. Other experimental conditions as in Figure 1. 

3.5 TDA / FACCE comparison 

The interactions between Cyt C, RNase A, PrSA and SPA09 have already been studied in a 

previous work by frontal analysis continuous capillary electrophoresis (FACCE)22. The binding 

parameters determined by TDA in this work are compared with those previously obtained by 

FACCE in Table 2. The percentage of free antigen, the average number of bound antigen per 

adjuvant molecule 𝑛̅ and the average mass of bound antigen per g of adjuvant  𝑚̅ for a 0.4 g/L 

antigen + 1g/L SPA09 mixture, and the first successive interaction constant K1 measured by TDA 

and FACCE were in very good agreement. The values obtained for the intrinsic binding site 

constant k and the stoichiometry at saturation (expressed in number (n) or in mass (m)) obtained 

by TDA and FACCE were also comparable even if larger discrepancies could be observed for the 

n (or m) values, notably for Cyt. C, due to the uncertainty of the determination by extrapolation / 

linearization. These values nevertheless remained of the same order of magnitude between the two 

methods.  
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The analyses carried out allows to highlight the advantages and disadvantages of each 

methodology. One advantage of the FACCE methodology is that it gives direct access to the 

concentration of free antigen by the measurement of the height of the front. Data analysis is 

therefore easier and faster. Moreover, in the case of the FACCE it is not necessary to pre-fill the 

capillary with a diluted fraction (0.75×) of the mixture and thus the sensitivity of detection is better 

in FACCE. On the other side, TDA gives not only access to the binding parameters (𝑛̅, n, k) but 

also to the constituents’ size (including the complex size), which is not accessible by FACCE. TDA 

is also more straightforward and more robust, since there is no electric field to apply, no possible 

electroosmotic flow fluctuations and no redox reactions at the electrodes (i.e. no pH alteration of 

the analysis sample). In addition, TDA is an absolute method which does not require calibration 

(neither for the size determination, nor for the ligand free proportion). 

Table 2: Comparison of the percentage of free antigen, the average number (resp.  mass) of bound antigens 

per adjuvant molecule (𝑛̅, resp. 𝑚̅), the first successive interaction constant K1, the intrinsic binding site 

constant k and the stoichiometry of the interaction at saturation expressed in number of interaction sites (n) 

and in mass ratio (m) obtained by TDA and by FACCE using Langmuir model of independent sites of equal 

energy. a Concentration in the final mixture: 0.4 g/L antigen, 1g/L SPA09. b 20 mM TRIS, 148 mM NaCl, 

pH 7.4c
. 10 mM PBS, 150 mM NaCl, pH 7.2. 

 Cyt C+SPA09 RNase A+SPA09 PrSA+SPA09 

 FACCE b TDA b FACCE b TDA b FACCE b TDA c 

% free 

antigen a  
33.9 ± 1.0 32.8 ± 4.3 38.1 ± 1.4 33.1 ± 0.8 29.2 ± 0.7 21.4 ± 2.7 

𝑛̅ (mol/mol) 
a  

13.0 ± 0.2 13.3 ± 0.8 10.4 ± 0.2 11.3 ± 0.1 4.9 ± 0.1 5.3 ± 0.2 

𝑚̅ (g/g) a  
(2.6 ± 0.1) × 

10-1 

(2.7 ± 0.2) 

× 10-1 

(2.5 ± 0.1) × 

10-1 

(2.7 ± 0.1) 

× 10-1 

(2.9 ± 0.1) 

× 10-1 

(3.2 ± 0.1) 

× 10-1 

K1 = nk 

(M-1) 

(1.2 ± 0.1) × 

106 

(1.3 ± 0.1) 

× 106 

(1.1 ± 0.1) × 

106 

(1.3 ± 0.1) 

× 106 

(1.5 ± 0.1) 

× 106 

(2.4 ± 0.1) 

× 106 

k (M-1) 
(8.4 ± 2.1) × 

103 

(5.2 ± 2.2) 

× 103 

(1.3 ± 0.1) × 

104 

(1.1 ± 0.3) 

× 104 

(5.2 ± 2.0) 

× 104 

(8.8 ± 2.9) 

× 104 

n (mol/mol) 149 ± 51 250 ± 125 86 ± 12 116 ± 42 28 ± 12 27 ± 10 

m (g/g) 3.0 ± 1.0 5.1 ± 2.6 2.0 ± 0.3 2.7 ± 1.0 1.7 ± 0.7 1.6 ± 0.6 
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4  Conclusions 

The aim of this work was to develop a new methodology to characterize the interactions 

between vaccine antigens and adjuvants. TDA method was found to be an excellent way to 

simultaneously determine the size of the antigen-adjuvant complexes, and the percentage of free 

antigen in the mixture, under physiological conditions. The determination of percentage of free 

antigen allowed to plot the adsorption isotherms and determine the binding constants and 

stoichiometry of the interaction using Langmuir model of independent sites of equal energy. The 

average hydrodynamic radius of the antigen-adjuvant complexes obtained by TDA were confirmed 

by TEM measurements (both ~12 nm). The binding parameters (k and n) were compared to those 

obtained in a previous study by FACCE and were in relatively good agreement. The same 

methodology could be used with fluorescently labeled antigens to study lower concentrations and 

stronger binding constant. Due to its simplicity, the absence of size calibration, the low sample 

consumption and the high degree of automation, TDA has the potential to be a method of reference 

to characterize antigen-adjuvant interactions in future vaccines. 

5  Supporting information 

5.1 Theoretical background on TDA 

TDA is based on the analysis of the dispersion of a solute plug in a capillary under a laminar 

Poiseuille flow. Because of the parabolic velocity profile, molecules move along the capillary with 

different velocities depending to their positions in the tube cross section. The molecules are 

redistributed along the capillary cross-section owing to molecular diffusion. The combined action 

of convection and molecular diffusion results in a special form of elution profile named Taylor-

Aris dispersion47,48. The temporal variance of the elution profile σ2 makes it possible to calculate 

the molecular diffusion coefficient D and therefore the hydrodynamic radius Rh
49 of the injected 

molecules. The elution profile is generally obtained by online UV detection through the capillary 

at a certain distance from the injection point. σ2 can be calculated by fitting the elution peak by a 

Gaussian function, using equation (S1): 

𝑆(𝑡) =
𝐴0

𝜎√2𝜋
𝑒𝑥𝑝

−(𝑡−𝑡0)2

2𝜎2   (S1) 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517319300742#e0005


Chapitre III. Etude des interactions antigènes/adjuvants par TDA 

170 

 

where S(t) is the absorbance signal, t0 the average elution time, σ2 the temporal variance and A0 a 

constant that depends on the response factor and the injected quantity of solute. t0, σ0
2 and A0 are 

the three adjusting parameters obtained by nonlinear least square regression.  

For mixtures composed of populations of two different sizes, it is possible to fit the global 

signal S(t) by the sum of the two Gaussian curves, equation (S1) becomes: 

𝑆(𝑡) =
𝐴1

𝜎1√2𝜋
𝑒𝑥𝑝

−(𝑡−𝑡0)2

2𝜎1
2 +  

𝐴2

𝜎2√2𝜋
𝑒𝑥𝑝

−(𝑡−𝑡0)2

2𝜎2
2       (S2) 

This fit involves five unknown parameters, namely t0, σ1, σ2, A1 and A2. In the case of an antigen / 

adjuvant mixture, it is possible to reduce the number of unknown parameters since σ1 can be 

measured through a first Taylor experiment with a solution containing only the antigen alone. Also, 

t0 is generally directly obtained from the position of the maximum absorbance.  

The diffusion coefficient Di of each solute is related to 𝜎𝑖
2 by equations (S3): 

𝐷𝑖 =
𝑅𝑐

2𝑡0

24𝜎𝑖
2   (S3) 

where Rc is the capillary radius. The hydrodynamic radius Rh,i is further obtained using the 

Stokes−Einstein equation (S4): 

𝑅ℎ,𝑖 =
𝑘𝐵𝑇

6𝜋𝜂𝐷𝑖
  (S4) 

where kB is the Boltzmann constant, T the temperature, and η the viscosity of the eluent.  

The previous equations (S1-S4) are valid when the conditions (S5) and (S6) are fulfilled, for a 

relative error on the determination of D lower than 3%43,44,50. The first condition states that the 

axial diffusion is negligible compared to Taylor dispersion, which leads to equation (S5): 

𝑃𝑒 =
𝑢𝑅𝑐

𝐷
≥ 40  (S5) 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517319300742#e0010
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were Pe is the Peclet number and u is the linear mobile phase velocity. The second condition states 

that the average elution time must be much longer than the characteristic time of diffusion of the 

analyte in the cross section of the capillary, which leads to equation (S6): 

𝜏 =
𝐷𝑡0

𝑅𝑐
2 ≥ 1.25  (S6) 

where τ is an adimensional parameter proportional to the characteristic time. 

5.2 Gaussian fit of the first derivative of the elution front  

  

 

Figure S1. First derivative of the elution front obtained by TDA and gaussian fit for Cyt C (A), RNase A 

(B), PrSA (C) and SPA09 (D). Experimental conditions:  HPC-coated capillary of 58.5 cm total length (50 

cm to the UV detector) × 100 μm i.d. Buffer: 20 mM TRIS, 148 mM NaCl, pH 7.4 for Cyt C, RNase A and 

SPA09. 10 mM PBS, 150 mM NaCl, pH 7.4 for PrSA. Mobilization pressure: 12 mbar. UV detection: 194 

nm for SPA09 and 214 nm for Cyt C, RNase A and PrSA. Temperature: 25°C. Protein concentrations in 

buffers: SPA09 at 1 g/L; Cyt C, RNase A and PrSA at 0.8 g/L.   
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5.3 Influence of capillary coatings and mobilization pressures  

 

Figure S2. First derivative of the elution front obtained by TDA for the continuous injection of Cyt C-

SPA09 mixtures on different capillaries and at different mobilization pressures. Experimental conditions:  

Capillaries of 58.5 cm total length (50 cm to the UV detector) with capillary coating as indicated on the 

graph. Buffer: 20 mM TRIS, 148 mM NaCl, pH 7.4. Mobilization pressure: see the graph. UV detection: 

194 nm. Temperature: 25°C. Concentrations in the mixture: Cyt C 0.8g/L, SPA09 1 g/L in 20 mM TRIS, 

148 mM NaCl, pH 7.4.   



Chapitre III. Etude des interactions antigènes/adjuvants par TDA 

173 

 

5.4 Study of viscosity impact  

 

Figure S3. Frontal mode taylorgrams and their first derivatives (triplicate overlays) obtained for BSA in 

TRIS buffer alone (A) or in presence of SPA09 (C) and for DMF in TRIS buffer alone (B) or in presence of 

SPA09 (D). In C and D, a first front of the diluted BSA/DMF-SPA09 mixtures (×0.75) is injected before 

the injection of the more concentrated mixtures (×1). Experimental conditions:  HPC-coated capillary of 

58.5 cm total length (50 cm to the UV detector) × 100 μm i.d. Mobilization pressure: 12 mbar. UV detection: 

214 nm. Temperature: 25°C. Concentration in the final mixture (×1): SPA09 1g/L, BSA 0.8 g/L, DMF 0.04 

g/L. 

 

  

Injection of 

solute in TRIS 

vs TRIS 

Injection of solute in SPA09 (× 1) 

vs solute is SPA09 (× 0.75) 

Solutes 

Viscosity η used for TDA calculation (Pa.s) 

ηTRIS = 

0.90 x 10-3 

ηTRIS = 

0.90 x 10-3 

ηSPA09(× 0.75) = 

1.26 x 10-3 

ηSPA09 (× 1) = 

1.37 x 10-3 

BSA 3.55 ± 0.34 nm 4.85 ± 0.42 nm 3.46 ± 0.31 nm 3.19 ± 0.28 nm 

DMF 0.25 ± 0.01 nm 0.35 ± 0.02 nm 0.25 ± 0.02 nm 0.23 ± 0.02 nm 

Table S1. Size determination of BSA and DMF in TRIS buffer without SPA09 and in TRIS buffer with 

SPA09. Experimental conditions:  HPC-coated capillary of 58.5 cm total length (50 cm to the UV detector) 

× 100 μm i.d. Capillary pre-filled with BGE: 20 mM TRIS, 148 mM NaCl, pH 7.4 or SPA09 at 0.75 g/L in 

TRIS as indicated in the Table. Mobilization pressure: 12 mbar. Continuous injection of the solute (BSA at 

0.8 g/L or DMF at 0.04 g/l) in TRIS or SPA09 as indicated in the Table. UV detection: 214 nm. Temperature: 

25°C. The experimental taylorgrams are presented in SI 3. The first derivatives of the frontal taylorgrams 

were fitted according to equation (S-1). 
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5.6 Taylorgrams obtained for the isotherm of adsorption  

 

 

 

Figure S4: Frontal mode taylorgrams and their first derivatives (triplicate overlays) obtained for the 

successive continuous injection of a (0.75) Cyt C / SPA09 mixture followed by a (1) Cyt C / SPA09 

mixture (A), RNase A / SPA09 mixture (B), PrSA / SPA09 mixture (C), BSA / SPA09 mixture (D). 

Experimental conditions:  HPC-coated capillary of 58.5 cm total length (50 cm to the UV detector) × 100 

μm i.d. Mobilization pressure: 12 mbar. UV detection: 214 nm. Temperature: 25°C. Concentration in the 

final mixture (×1): SPA09 1g/L, antigens: see insets for the initial antigen concentration in g/L. 
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Chapitre IV. Séparation de trois souches de poliovirus 

par électrophorèse capillaire et étude de leur 

interaction avec l'oxyhydroxyde d'aluminium. 

Dans un troisième temps, les interactions entre un mélange d’antigènes et l'oxyhydroxyde 

d'aluminium (AlOOH) ont été étudiées. Les sels d'aluminium sont des adjuvants utilisés depuis une 

centaine d’années, et sont présents dans plus d’une centaine de vaccins homologués et ont été 

administrés à des milliards de personnes.1 Ces adjuvants sont efficaces avec de nombreux antigènes 

et sont amenés à être utilisés dans de futures combinaisons vaccinales. Les combinaisons vaccinales 

permettent de lutter contre plusieurs maladies différentes ou plusieurs souches d’une même maladie 

en une seule injection. Il s’agit d’un outil puissant pour limiter les contraintes associées aux 

injections multiples. En effet, réduire le nombre d'injections permet de gagner du temps en 

réduisant les visites vaccinales, d’augmenter la couverture vaccinale et de réduire les coûts associés 

liés au stockage, au transport des vaccins et aux salaires du personnel médical.2 L’objectif de cette 

étude est donc de développer une méthode permettant d’analyser simultanément les interactions de 

plusieurs antigènes avec l’AlOOH. Les méthodes immuno-enzymatiques utilisées classiquement 

demandent souvent un temps de préparation important et nécessitent des réactifs onéreux. 

L’électrophorèse capillaire de zone (CZE) peut être une méthode alternative de choix pour 

l’analyse simultanée de plusieurs antigènes présents dans une combinaison vaccinale et l’étude des 

paramètres d’interaction.  

 

(1)  HogenEsch, H.; O’Hagan, D. T.; Fox, C. B. Optimizing the Utilization of Aluminum Adjuvants in Vaccines: 

You Might Just Get What You Want. Npj Vaccines 2018, 3 (1), 1–11. https://doi.org/10.1038/s41541-018-

0089-x. 

(2)  Lauer, K. B.; Borrow, R.; Blanchard, T. J. Multivalent and Multipathogen Viral Vector Vaccines. Clin. 

Vaccine Immunol. CVI 2017, 24 (1), e00298-16. https://doi.org/10.1128/CVI.00298-16. 
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Abstract 

The development of combination vaccines is essential to reduce the number of injections, 

shorten vaccination schedules and increase vaccination coverage. Vaccine adjuvants are used to 

modulate and enhance the immune response induced by the antigens. To support the development 

of combination vaccines, the study of antigen-adjuvant interactions in the final vaccine 

formulations is required as interaction competitions may take place between the different antigens. 

In the present work, a capillary zone electrophoresis (CZE) methodology was firstly optimized on 

six model proteins, namely bovine serum albumin, β-lactoglobulin, myoglobin, ribonuclease A, 

cytochrome C and lysozyme. A cationic dynamic coating (polybrene) and a zwitterionic amino 

acid additive (β-alanine) in the background electrolyte were used to reduce the phenomena of 

protein adsorption on the inner wall of the capillary and thus optimize the separation efficiency of 

the proteins. The developed methodology was then used to separate three strains from inactivated 

polio virus, each strain being a whole virus composed of copies of 4 viral proteins and study their 

interaction with aluminum oxyhydroxide. The antigen-adjuvant interactions could be modulated 

by addition of phosphate ions playing the role of competitors for the poliovirus.  
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1 Introduction 

Three centuries after the first formal vaccination trials by Edward Jenner, vaccination 

remains one of the most impactful developments in medicine, lengthen life, in particular by 

reducing infant mortality [1,2]. As the number of new vaccines increased, the immunization 

schedule became more and more challenging [3]. Combination vaccines are vaccines that are 

designed to protect against two or more diseases or against one disease caused by different strains 

or serotypes of the same organism. These vaccine are powerful tools to limit the burden associated 

with multiple vaccine injections [4]. Reducing the number of injections by combining multiple 

antigens of one or several pathogens into a single syringe allows to reduce vaccination visits and 

saves time for patients and doctors. The simplification of vaccination schedules allows to increase 

vaccine coverage, which decreases the risk of epidemic outbreaks. Combination vaccines also 

allow to reduce health costs, as a large proportion of vaccination costs arises from maintaining cold 

chains, storage, transport and salaries of medical staff [5]. As the number of medical needs without 

suitable treatment remains high and as new infectious diseases are periodically emerging, the 

development of new vaccines, as well as the optimization of existing vaccines, represent a 

significant medical need requiring new combination vaccines. 

Vaccine antigens alone have sometimes insufficient immunostimulatory capabilities. Adjuvants 

are substances that are added into vaccine formulations to modulate and enhance the immune 

response induced by the antigen [6,7]. In 1926, Glenny et al. showed the potential of aluminum 
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salts to increase the production of antibodies [8]. Since then, aluminum salts have been the adjuvant 

of choice in more than 100 licensed vaccines, incorporated into billions of doses [9,10]. Aluminum 

adjuvants will continue to be used in future vaccines as they are known to be effective with many 

of the various antigens and present good track record of safety [11]. The strength of the interaction 

between antigens and adjuvants impacts the immune response [12–14]. A strong antigen-adjuvant 

interaction is not always desired as the immunogenicity can be reduced when the antigen is too 

strongly adsorbed on the adjuvant [15–17]. In the case of combination vaccines, interaction 

competitions may take place between the different antigens with the adjuvant. This is why 

interactions studies between antigens and adjuvant are important for the development of 

combination vaccines and have to be performed on the final formulations. The quantification of 

the free antigens is desired for the study of antigen-adjuvant interactions. However, accurate 

simultaneous quantification of multiple antigens in combination vaccines is crucial and challenging 

[18]. 

Capillary zone electrophoresis (CZE) is a technique largely used for the separation of proteins; it 

is simple, fast, automatic and requires only a few nanoliters of samples, with relatively low 

analytical costs [19–22]. Despite these advantages the use of CZE for the analysis of vaccine 

formulations is still limited [23–26]. An important issue concerning protein analysis by CZE is the 

possible adsorption onto the negatively charged surface of bare fused silica capillaries. Indeed, it 

is known that adsorption severely degrades separation performances due to peak broadening [27]. 

In order to reduce protein adsorption, an effective approach is to use coated capillaries. Capillary 

coatings can be categorized as dynamic (generally a polymeric or a surfactant additive added to the 

background electrolyte), semi-permanent (physically adsorbed modifier with a need for repeated 

flushing of the capillary with the coating agent) or permanent (strongly physically adsorbed or 

covalently bonded). Due to their ease of use, neutral semi-permanent coatings, such as 

hydroxypropylmethylcellulose (HPMC) [28–30], hydroxypropylcellulose (HPC) [31–33], 

ultratrolTM LN [34], and polyethylene oxide (PEO) [35],  or cationic semi-permanent coatings, such 

as polybrene (PB) [36,37] and polydiallyldimethylammonium chloride (PDADMAC) [38] can be 

used. Using ε-aminocaproic acid (EACA) as zwitterionic additive in the background electrolyte 

(BGE) was also reported to improve separation efficiency for the separation of monoclonal 
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antibodies (mAb) [39–42]. These two approaches reduce but do not eliminate adsorption [43] and 

can be combined to achieve good separation efficiency.  

In this work, a CZE method, initially optimized for the separation of six model proteins (bovine 

serum albumin (BSA), β-lactoglobulin (BLG), myoglobin (MB), ribonuclease A (RNase A), 

cytochrome C (Cyt C) and lysozyme (LYZ)) was successfully applied to separate three 

inactivated poliomyelitis vaccine (IPV) strains, enabling the characterization of their interactions 

with aluminum oxyhydroxide. The impact of phosphate ions on the antigen / adjuvant interaction 

was also discussed.  

2  Experimental section 

2.1  Chemicals and Materials  

Aluminum oxyhydroxide (AlOOH) and three inactivated poliomyelitis vaccine strains 

(IPV1, IPV2, IPV3) were provided by Sanofi Pasteur (Marcy-l'Étoile, France). Bovine serum 

albumin (BSA), β-lactoglobulin from bovine milk (BLG), myoglobin from equine skeletal muscle 

(MB), ribonuclease A from bovine pancreas (RNase A), cytochrome C from bovine heart (Cyt C), 

lysozyme from chicken egg white (LYZ), ε-aminocaproic acid (6-aminohexanoic acid, EACA), β-

alanine (3-aminopropionic acid, β-ala), tris(hydroxymethyl)aminomethane (TRIS), phosphate 

buffered saline (PBS), and polybrene (hexadimethrine bromide, PB) were purchased from Sigma-

Aldrich (Merk, Darmstadt, Germany). Formic acid (HCOOH) was purchased from VWR 

(Fontenay-sous-bois, France). Bare fused silica capillaries were purchased from Molex Polymicro 

Technologies (Phoenix, USA).  Deionized water was further purified on a Milli-Q system from 

Millipore (Molsheim, France).  

 

2.2 Sample preparation  

Stock solutions of BSA, BLG, MB, RNase A, Cyt C and LYZ were prepared at 4 g/L in 

ultrapure water. Protein mixture at 0.67 g/L final concentration for each protein was then obtained 

by mixing an equivalent volume of each of these stock solutions. Protein mixture at 0.33 g/L for 

each protein was also prepared in the same way in TRIS buffer (10 mM TRIS, 8.5 mM HCl, 157 
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mM NaCl, pH 7.4). AlOOH solution was prepared at 1 g/L in TRIS buffer and also in PBS buffer 

(10 mM PBS, 157 mM NaCl, pH 7.4). A mixture of the three inactivated poliovirus strains 

(IPV123) at 0.1 g/L for IPV1 and IPV3 and 0.2 g/L for IPV2 was prepared in TRIS buffer and also 

in PBS buffer. TRIS (10 mM) and PBS (10 mM) are commonly used buffers in vaccine 

formulations. NaCl is added to the buffers to reach physiological ionic strength. 

 

2.3 Capillary coating 

Bare fused silica capillaries of 50 µm i.d. × 50 cm or 75 cm total length were used. The 

capillaries were coated with polybrene using the following successive flushes: ultrapure water (1 

min), 0.5 % (w/w) polybrene in water (7 min), ultrapure water (1 min), background electrolyte (1 

min). The coated capillaries were systematically rinsed with a 0.5 M NaOH - 2 M NaCl mixture (7 

min) and then coated again using the previous protocol before use and between two successive 

runs. 

2.4  CE  

Experiments were carried out on a 1600 CE Agilent system (Santa Clara, USA) (Figure 1 

and 2), on a PA800 CE system from SCIEX (Framingham, USA) (Figure 2) and on a 7100 CE 

Agilent system (Santa Clara, USA) (Figure 4 and 5). The systems were equipped with diode array 

detectors (DAD). Capillaries dimensions and injections conditions are stated in the figures caption. 

 

3.  Results and discussion 

3.1 Optimization of the separation of multiple proteins/antigens by CZE 

The first step of this work was to develop a CZE method allowing to simultaneously analyze 

multiple antigens. A mixture of six model proteins (BSA, BLG, MB, RNase A, Cyt C and LYZ) 

in water was first used as model antigen mixture. The method has been implemented on proteins 

with a wide range of isoelectric points (pI) so that the method can be adapted for different antigens. 

Table 1 gathers the pI, molar mass and effective electrophoretic mobility (μep) of the different 

studied proteins. A dynamic polybrene cationic coating was used to prevent protein adsorption onto 
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the capillary surface, leading to improved separation efficiencies and better migration time 

repeatabilities compared to bare fused silica capillaries. Analyses were carried out at pH below 4.7 

in order to keep all the proteins positively charged and to avoid electrostatic interactions with the 

cationic capillary coating. Separations were performed in counter electroosmotic mode: proteins 

were detected in increasing order of their effective mobilities. The choice of the BGE constituents 

was also a key parameter to optimize for improved separation efficiencies. As shown in Figure 1A, 

the baseline resolution of the different proteins was poor at pH 2.6 in 50 mM HCOOH BGE. In 

contrast, Figure 1B displays a significantly improved separation of the same protein mixture 

analyzed at pH 4.6 in 175 mM HCOOH BGE containing 400 mM EACA. Indeed, EACA is known 

to reduce protein adsorption by competitive adsorption of the zwitterion EACA amino acid onto 

the capillary wall [39,44]. In the literature, EACA was often used at pH 4.6-6.0 [41], however at 

pH 4.6 the acidic group of EACA (pKa: 4.4 (-COOH), 10.8 (-NH2)) [45] becomes partially 

protonated leading to increased conductivity of the BGE (current intensity ~ -70 µA at -20 kV) and 

lower proportion of zwitterionic forms. Alternatively, to work at pH 4.6, we propose to use β-

alanine (pKa: 3.6 (-COOH), 10.2 (-NH2)) [46] instead of EACA, since its pI (6.9) is lower of about 

one pH unit compared to EACA. As shown in Figure 1C, the separation of the six proteins at pH 

4.6 in 50 mM HCOOH with 400 mM β-ala was baseline resolved in a shorter time (within 10 min) 

than for EACA, due to lower conductivity (lower ionic strength, generated current of -19 µA at -

20 kV). Indeed, it is well known that the electroosmotic mobility increases faster with decreasing 

ionic strength compared to protein electrophoretic effective mobility [47,48]. It can be observed 

that the resolution of MB (peak 3) and RNase A (peak 4), was better in HCOOH – β-ala BGE than 

in HCOOH – EACA BGE. As a first conclusion, the use of β-ala allows to perform electrophoretic 

separation at lower pH than EACA, with reasonable BGE conductivity and modest Joule heating. 

Consequently, HCOOH – β-ala based electrolytes were retained for the following experiments.  
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Table 1. Isoelectric point (pI), molar mass (M) and effective electrophoretic mobility (μep) of the model 

proteins. Experimental conditions for μep determination: PB-coated capillary, 50 cm total length (41.5 

cm to the detector) × 50 μm i.d. BGE: HCOOH 50 mM + β-Ala 400 mM pH 4.6. Hydrodynamic injection: 

42 mbar, 6 s. Applied voltage: −20 kV (from inlet). UV detection: 214 nm. Temperature: 25 °C. Proteins 

concentration: 0.67 mg/mL in water. 

 BSA LGB MB RNase A Cyt C LYZ 

M (kg/mol) 66.5 18.4 17.6 13.7 12.3 14.3 

pI 
4.7 – 5.6 

[49] 

5.1 – 5.5 

[49] 

6.5 – 7.2 

[50] 

8.9 – 9.6 

[49] 

9 – 10 

[51] 

10.7 

[52] 

μep 

(10−9 m2 V−1 s−1) 
2.2 5.8 10.1 10.7 13.9 14.8 

 

 

Figure 1: Influence of the addition of EACA or β-Ala on protein separation using a PB-coated 

capillary. Electropherograms obtained in: 50 mM HCOOH, pH 2.6 (A), 175 mM HCOOH + 400 mM 

EACA, pH 4.6 (B), 50 mM HCOOH + 400 mM β-Ala, pH 4.6 (C). Experimental conditions: PB-coated 

capillary, 50 cm total length (40 cm to the detector) × 50 μm i.d. Hydrodynamic injection: 42 mbar, 6 s. 

Applied voltage: −20 kV (from inlet). UV detection: 214 nm. Temperature: 25 °C. Proteins concentration: 

0.67 mg/mL in water. Peak identification: BSA (1), LGB (2), MB (3), RNase A (4), Cyt C (5), LYZ (6). 
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The net charge of the proteins, and therefore their electrophoretic mobility, directly depends on the 

pH of the BGE and can change the selectivity of the separation. Mixtures of 400 mM β-Ala with 

different concentrations of HCOOH at pH below or equal to 4.7 have been tested (see Figure 2). 

At pH 4.7 the intensity of peaks 1 and 2 was low, most likely due to some protein adsorption. At 

pH lower than 4.6, the separation of peaks 3 and 4, and of peaks 5 and 6 decreased, leading to 

overlapping peaks. The pH was therefore set at 4.6, considered as the optimal value in the 

following. 

 

Figure 2: Influence of the pH of the BGE on the separation of six model proteins. Electropherograms 

obtained in: β-Ala 400 mM + HCOOH: 80 mM (A), 70 mM (B), 60 mM (C), 50 mM (D), 40 Mm (E). 

Experimental conditions: PB-coated capillary, 51.6 cm total length (41.5 cm to the detector) × 50 μm i.d. 

capillary. Other experimental conditions as in Figure 1. Peak identification: BSA (1), LGB (2), MB (3), 

RNase A (4), Cyt C (5), LYZ (6). 

Intra-capillary repeatability was investigated in Figure 3 using a PB coated capillary and two 

different rinsing conditions between successive runs.  As shown in Figure 3A, when rinsing the 

capillary for 1 min with water and 4 min with BGE, migration times increased, and separation 

efficiency decreased with the repetitions. In contrast, when the rinsing protocol include a rinsing 

step with a mixture of NaOH 1 M and NaCl 2 M [49] followed with a PB coating of the capillary, 

the intra-capillary repeatability improved (from 14 % to 0.5 % for the RSD on migration times, 

n=5 repetitions). 
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Figure 3: Influence of rinsing conditions between successive runs on the intra-capillary repeatability. 

Experimental conditions: PB coated capillary, 50 cm total length (41.5 cm to the detector) × 50 μm i.d. 

capillary. Rinsing steps: 1 min H2O, 4 min BGE (A), 1 min H20, 7 min NaOH 0.5 M + NaCl 2 M, 1 min 

H2O, 7 min PB, 1 min H20, 4 min BGE (B). BGE: HCOOH 50 mM + β-Ala 400 mM pH 4.6.  Other 

experimental conditions as in Figure 1. Peak identification: BSA (1), LGB (2), MB (3), RNase A (4), Cyt 

C (5), LYZ (6). 

3.2. Monitoring multiple protein interaction with aluminum oxyhydroxide by CE 

The interactions between the six model proteins with aluminum oxyhydroxide were studied by 

injecting the protein mixture (initial concentration of 0.17 g/L for each protein) after two hours of 

contact with aluminum oxyhydroxide (0.5 g/L) in TRIS buffer at pH 7.4, and after centrifugation 

(see experimental part for more details). Figure 4A compares the electrophoretic separation of the 

protein’s solution before (upper trace) and after (lower trace) interaction with AlOOH. In the latter 

case, the supernatant resulted from the centrifugation of the protein-AlOOH mixtures was injected. 

It is worth noting that centrifugation prevents the capillary from clogging with AlOOH. Figure 4B 

compares the protein peak area normalized to the area of the TRIS ion (noted T on the 

electropherogram) before and after interaction with AlOOH. The electropherogram of the 

supernatant shows that BSA (1) and LGB (2) peaks were not detected (Figure 4A), demonstrating 

a complete adsorption of these proteins on AlOOH. On the contrary, MB (3), RNase A (4), Cyt C 

(5) and LYZ (6) proteins did not interact with AlOOH since the peak area did not significantly 
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change before /after the AlOOH addition (see peak area ratio in Figure 4B). These results are in 

agreement with electrostatic interactions. Indeed, AlOOH (pI ~ 11 [50,51]) is positively charged at 

pH 7.4, while BSA and LGB are negatively charged (pI < 5.6), MB is almost neutral, and RNase 

A, Cyt C and LYZ are positively charged (pI > 8.9, see Table 1).  

 

 

Figure 4: Monitoring multiple protein interactions with AlOOH. Electropherograms before and after 

addition of AlOOH (A) and the corresponding histograms of the normalized protein peak area relative TRIS 

(B). Experimental conditions: PB-coated capillary, 50 cm total length (41.5 cm to the detector) × 50 μm i.d. 

BGE: HCOOH 50 mM + β-Ala 400 mM pH 4.6. Hydrodynamic injection: 42 mbar, 6 s. Applied voltage: 

−20 kV (from inlet). UV detection: 214 nm. Temperature: 25 °C. Proteins concentration: 0.17 mg/mL in 

TRIS buffer. Peak identification: BSA (1), LGB (2), MB (3), RNase A (4), Cyt C (5), LYZ (6), TRIS ion 

(T). 

3.3. Application to monitoring of interaction between inactivated poliovirus strains 

and aluminum oxyhydroxide by CE 

The optimized method was next applied to the separation of three inactivated poliovirus strains 

(IPV1, IPV2 and IPV3), which are made up of several copies of four different viral proteins (VP1, 

VP2, VP3 and VP4). Keeping all the experimental parameters as previously defined for the 

separation of the six model proteins, the separation between polio strains 1 and 2 was not baseline 

resolved, as shown in Figure 5A (at -20 kV). Reducing the applied voltage to -10 kV led to a better 

separation of the three strains (Figure 5A) in good agreement with recent results showing that 
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reducing the separation voltage increased the separation efficiency of proteins even in the presence 

of very weak residual adsorption [43]. The capillary was also lengthened from 50 cm (41.5 cm to 

the detector) up to 75 cm (66.5 cm to the detector) to get baseline resolution between IPV1 and 

IPV2, as shown in Figure 5B.  

The interaction between the three IPV strain and AlOOH was then investigated. The IPV-AlOOH 

mixing protocol was the same the one used for the model proteins. In the TRIS buffer (10 mM 

TRIS, 157 mM NaCl, pH 7.4), the polio strains were not detected after their contact with AlOOH, 

which can be explained by the fact that the three antigens are negatively charged at pH 7.4 (pI 

varying in the 6.1-6.4 range) and thus interacted with AlOOH. In contrast, when conducting the 

experiment in the PBS buffer (10 mM PBS, 157 mM NaCl, pH 7.4), the three IPV could be detected 

meaning that the interaction with AlOOH was suppressed in presence of phosphate ions which are 

known to strongly interact with AlOOH [52–54]. This example clearly demonstrates the interest of 

the developed method to study antigen / adjuvant interactions in vaccine formulations and the effect 

of excipients (nature of buffering ions, aminoacids, additives, preservatives…). 
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Figure 5: Electrophoretic separation of the three inactivated poliovaccine antigen (IPV). 

Electropherograms with different applied voltage (A) and before (upper trace) and after interacting with 

AlOOH (middle trace in TRIS buffer, lower trace in PBS buffer) (B). Experimental conditions: PB-coated 

capillary, 50 cm total length (41.5 cm to the detector) × 50 μm i.d.  (A), 75 cm total length (66.5 cm to the 

detector) × 50 μm i.d. (B) Separation voltage: as indicated on the figure (A), -10 kV (B). Hydrodynamic 

injection: 42 mbar, 6 s. UV detection: 214 nm. Temperature: 25 °C. Peak identification: IPV3 (1), IPV1 (2), 

IPV2 (3). 

4. Conclusions 

A dynamic polybrene capillary coating was used in combination with β-alanine a zwitterionic 

amino acid additive to reduce protein adsorption on the capillary wall and to optimize separation 

efficiency. It has been shown that β-alanine can be advantageously used as an alternative to EACA 

in the background electrolyte to improve protein separation at lower pH ranges. The developed 

methodology led to baseline separation between the three poliovirus strains and allowed to 

individually study their interaction with aluminum oxyhydroxide adjuvant. By giving a rapid and 

direct access to the percentage of free antigens in a combination vaccine the methodology can be 

used to optimize vaccine formulations by monitoring the impact of the physico-chemical 

parameters on the interactions and to follow vaccine stability.  
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This work illustrates the suitability of capillary zone electrophoresis (CZE) to study interactions 

between antigens and adjuvants in the case of vaccines containing mixtures of several antigens. 

CZE is inexpensive, easily automated, and allows to work under physiological conditions using 

small amounts of sample. With regard to its limitations, CZE with UV detection has detection 

limits close to 0.01 g/L in antigen concentration. The protein concentrations studied in this work 

are in the high range of the concentrations usually used in vaccines products. A fluorescent detector 

with fluorescent responding antigens or stacking conditions at the injection step with UV detection, 

would be required to lower the antigen quantification limit.  

The methodology developed allowed to analyze whole polioviruses without denaturation and could 

be applied to the analysis of viral vectors systems for gene therapy products.  
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Chapitre V. Caractérisation de la taille et de la charge 

des nanoparticules lipidiques pour les vaccins à ARNm 

Les vaccins à base d’ARN messager ont récemment émergé comme une alternative 

prometteuse aux approches vaccinales classiques, notamment par la possibilité d’un 

développement rapide dans le cas d’épidémies. En effet, les vaccins à ARNm sont fabriqués en 

utilisant des procédés de fabrication définis, quel que soit l'antigène codé, ce qui permet de réduire 

les délais de développement et de mise sur le marché de ce type de vaccins.1 Le développement des 

vaccins ARNm a longtemps été freiné par la difficulté de délivrer l’ARNm intact dans le 

cytoplasme des cellules. Des avancées récentes concernant les nanoparticules lipidiques (LNPs) 

comme vecteurs de délivrance d’ARNm ont permis de surmonter ces difficultés. La taille et la 

charge des LNPs sont des paramètres critiques impactant leur comportement in vivo et 

l’internalisation cellulaire.2 Ainsi, l’objectif de cette partie est de développer de nouvelles 

méthodologies analytiques pour la caractérisation de la taille et de la charge des LNPs.  

 

(1)  Gebre, M. S.; Brito, L. A.; Tostanoski, L. H.; Edwards, D. K.; Carfi, A.; Barouch, D. H. Novel 
Approaches for Vaccine Development. Cell 2021, 184 (6), 1589–1603. 
https://doi.org/10.1016/j.cell.2021.02.030. 

(2)  U.S. FDA. Liposome Drug Products: Chemistry, Manufacturing, and Controls; Human 
Pharmacokinetics and Bioavailability; and Labeling Documentation. 2018. 
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Abstract 

Messenger RNA vaccines have come into the spotlight as a promising and adaptive 

alternative to conventional vaccine approaches. The efficacy of mRNA vaccines relies on the 

ability of mRNA to reach the cytoplasm of cells, where it can be translated into proteins of interest 

allowing to trigger the immune response. However, unprotected mRNA is unstable, susceptible to 

degradation by exo and endonucleases, and its negative charges are electrostatically repulsed by 

the anionic cell membranes. Therefore, mRNA needs a delivery system that protects the nucleic 

acid from degradation and allows it to enter into the cells. Lipid nanoparticles (LNPs) represent the 

non-viral leading vector for mRNA delivery. Physicochemical parameters of LNPs, including their 

size and their charge, directly impact their in vivo behavior and, therefore, their cellular 

internalization. In this work, Taylor Dispersion Analysis (TDA) was used as a new methodology 

for the characterization of the size and polydispersity of LNPs, and capillary electrophoresis (CE) 

was used for the determination of LNPs global charge. The results obtained were compared with 

those obtained by dynamic light scattering (DLS) and Laser Doppler Electrophoresis (LDE).  

Graphical abstract 
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1 Introduction 

mRNA (messenger ribonucleic acid) was discovered in 1961, eight years after DNA 

(deoxyribonucleic acid).1 In the first decades after its discovery, the main focus was on 

understanding its structural and functional aspects. In 1990, Wolff et al. demonstrated that direct 

injection of in vitro transcribed (IVT) mRNA into mice skeletal muscle resulted in the expression 

of the protein encoded by the mRNA.2 For the first time, the possibility of using IVT mRNA for 

therapeutic purposes was shown. Unlike strategies based on plasmid DNA, mRNA does not need 

to enter into the cell nucleus but only into the cytoplasm to be translated into proteins of interest 

by ribosomes, allowing to trigger the immune response.3 Since then, mRNA has shown promise 

for the treatment of a wide range of diseases and different types of cancer.4–7 These advances have 

been enabled by a better understanding of the structure of IVT mRNA, as well as the development 

of new delivery system.8 Lipid nanoparticles (LNPs) are currently the most clinically advanced 

non-viral delivery vehicle for RNA-based drugs.9 The efficacy of mRNA-based vaccines highly 

depends on the ability of LNPs to enter cells and deliver mRNA. The physicochemical parameters 

of LNPs including their size, shape, charge and surface composition, directly impact their cellular 

internalization.10  

The size of nanovectors is known to affect intracellular delivery and therefore vaccine efficacy.11,12 

Indeed, size has a significant contribution to many functional parameters, in particular it determines 

the entry route of particles into the cells.13–16 Furthermore, LNPs size can be optimized to target 

certain organs.17–20 Size requirements are therefore highly dependent on the route of administration 

and the targeted organ. In all cases, LNPs size must be finely characterized. Regulatory agencies 

such as the World Health Organization21, the European Commission22 and the U. S. Food and Drug 

Administration23 qualify LNPs size and size distribution as Critical Quality Attributes (CQA) of 

messenger RNA vaccines products. Moreover, the regulatory agencies recommend the use of 

orthogonal methods for LNPs size determination to address technique-related differences.21,24  

DLS is a rapid method based on the study of Brownian motion of particles in a liquid. However, 

critical points can limit the precision of the results obtained by DLS: (i) the samples must often be 

strongly diluted, which can destabilize some formulations; (ii) the size derived from the scattered 

light intensity gives more weight to large particles because the scattered intensity scales as the 

hydrodynamic radius to the power 625 and (iii) the size distributions are calculated assuming some 
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pattern of particle shape, which is not always accurate. Therefore, DLS is generally only 

recommended for the control of samples with relatively low polydispersities. Nanoparticle 

Tracking Analysis (NTA) is another method also based on the analysis of Brownian motion of 

particles.26 Many particles are analyzed individually and simultaneously, their hydrodynamic 

diameters are calculated using the Stokes-Einstein equation. NTA appears to be more accurate than 

DLS for polydisperse particles and for detecting the presence of aggregates.27 However, NTA that 

is based on the same principle as DLS, also shares some similar limitations, such as important 

dilutions required and restricted resolution for small particles. Otherwise, Cryogenic Transmission 

Electron Microscopy (Cryo-TEM) has become a leading technology for imaging nanoscale 

biological samples such as LNPs.28 Cryo-TEM can reveal detailed size, morphology and structure 

information at high resolution. Although Cryo-TEM analysis has obvious advantages, the large 

adoption of Cryo-TEM for the characterization of nanoparticles is hampered by several factors, 

such as the high cost of imaging systems, the complex sample preparation and the low image 

acquisition and analysis rate.25 Moreover, Cryo-TEM images suffer from high background noise, 

sometimes non-uniform lighting and artefacts, which makes automatic particle identification 

difficult. 

Charge is another crucial physicochemical parameter cited by the regulatory agencies21–23. Charge 

plays a key role in cellular internalization, dictating the transport of objects across biological 

barriers.29,30 The charge of the nanocarriers is controlled by the lipids present in the LNPs, in 

particular ionizable lipids, and by the composition of the aqueous buffer. Ionizable lipids must be 

positively charged at low pH allowing mRNA complexation during formulation, LNPs self-

assembly and endosomal release (likely). In the meantime, these ionizable lipids must be neutral 

at physiological pH to avoid potential toxic effects due to unwanted interactions.31–33 Moreover, 

studies have shown that the charge of nanoparticles can be optimized to target different organs.34,35 

The charge of nanoparticles is mostly determined by Laser Doppler Electrophoresis (LDE) and 

generally expressed in terms of Zeta potential, which represents the potential difference between 

the dispersion medium and the stationary layer of fluid attached to the particle.36 The Zeta potential 

strongly depends on the pH, temperature and ionic strength of the medium37,38, and it was reported 

that the surface charge density can be instead preferably reported39,40. Capillary electrophoresis 

(CE) is another method for determining the surface charge density of nanoparticles.41 Several 
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studies have focused on the study of the electrophoretic mobility of liposomes.42–45 It is worth 

noting that LDE and CE are both based on the determination of electrophoretic mobilities, which 

are then transformed into Zeta potential and/or surface charge density using electrophoretic 

mobility modelling. The determination of electrophoretic mobilities by CE requires small sample 

volumes and the analyses have the advantage of being easily automated. In addition, CE is a 

separative method allowing getting information on charge density distributions. 

In this work, Taylor Dispersion Analysis (TDA) was used as a new alternative method to determine 

the size and size distribution of LNPs encapsulating mRNA. TDA is an absolute method which 

requires very little sample, is easily automated and has the advantage to be performed without any 

alteration of the sample (analysis performed in the sample matrix). Chamieh et al. used TDA to 

determine the size of micelles and microemulsions,46–48 while Franzen et al. used TDA to determine 

the size of PEGylated liposomal formulations.42 Moreover, the size distribution of nano-objects 

can be derived from the experimental Taylorgram using Regularized Linear Inversion (CRLI) 

approach.49 To our knowledge, TDA has never been used for the characterization of lipid 

nanoparticles encapsulating mRNA. This work presents an optimized TDA methodology to access 

to the size and size distribution of LNPs and a comparison with the results obtained by DLS. Using 

the same equipment, the charge of the lipid nanoparticles was determined by capillary 

electrophoresis and the results were compared with those obtained by LDE. 

2 Experimental Section 

2.1 Chemicals and Materials   

FLuc (Cyanine 5 Firefly Luciferase) mRNA (1929 nucleotides) was purchased from TriLink 

BioTechnologies (San Diego, USA). DLin-MC3-DMA ((6Z,9Z,28Z,31Z)-heptatriacont-

6,9,28,31-tetraene-19-yl 4-(dimethylamino)butanoate) was purchased from Sai Life Sciences Ltd. 

(Telangana, India). DSPC (1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine), Chol (cholesterol), 

DMG-PEG-2000 (1,2-dimyristoyl-rac-glycero-3-methoxypolyethylene glycol-2000), trisodium 

citrate dihydrate HOC(COONa)(CH2COONa)2 · 2H2O, (Mw = 294.1 g/mol), citric acid 

monohydrate HOC(COOH)(CH2COOH)2 · H2O (Mw = 210.1 g/mol)  and Hellmanex III were 

purchased from Sigma-Aldrich (St. Quentin Fallavier, France).  PBS (phosphate-buffered saline) 

10X buffer was purchased from Eurobio Scientific (Les Ulis, France). Absolute ethanol was 
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purchased from Carlo Erba Reagents (Val de Reuil, France). Bare fused silica capillaries were 

purchased from Molex Polymicro Technologies (Phoenix, USA). µSIL-FC (fluorocarbon 

polymer), PVA (polyvinyl alcohol), DB-1 (polydimethylsiloxane) and DB-WAX (polyethylene 

glycol) coated capillaries were purchased from Agilent Technologies (Santa Clara, USA). Ultratrol 

LN was purchased from Target Discovery (Santa Clara, USA). PEO (poly(ethylene oxide), Mv ~ 

4,000,000 Da), DLPC (1,2-dilauroyl-sn-glycero-3-phosphocholine) and DDAB 

(dimethyldioctadecylammonium bromide salt) were purchased from Sigma-Aldrich (St. Quentin 

Fallavier, France). DMF (dimethylformamide) was purchased from Carlo Erba Reagents (Val-de-

Reuil, France). Deionized water was further purified with a Milli-Q system from Millipore 

(Molsheim, France).  

 

2.2 Formulation of LNPs  

The formulation of LNPs involved the rapid mixing of an ethanolic phase composed of 

DLinMC3-DMA:DSPC:Chol:DMG-PEG-2000 (50:10:38.5:1.5 molar ratio, see Figure S1 for the 

molecular structure of the LNP constituents) with a 50 mM citrate aqueous phase at pH 4 containing 

the mRNA at 0.25 mg/mL. Stock solutions of lipids were previously prepared in absolute ethanol 

at the following concentrations:  DLinMC3-DMA 100 mg/mL, DSPC 30 mg/mL, Chol 18 mg/mL, 

DMG-PEG-2000 30 mg/mL. The mixture was carried out using a NanoAssemblr® system from 

Precision NanoSystems (Vancouver, Canada) at 4 mL/min total flow rate with 3:1 (aqueous 

phase:ethanolic phase) flow rate ratio. After formulation, 3 dialysis steps were carried out in order 

to remove ethanol from the formulation and raise the pH to physiological in PBS buffer, 3.2 mL of 

mRNA-LNP solution were recovered after the last dialysis step. 

2.3 Taylor Dispersion Analysis (TDA)  

All experiments were carried out on a 7100 CE Agilent system (Waldbronn, Germany). 

This system is equipped with a diode array detector (DAD). All the measurements were performed 

at 200 nm. The temperature of the capillary cartridge was set at 25°C. The LNPs formulations were 

injected without prior dilution into the capillaries filled with PBS buffer. TDA experiments were 

performed using 60 mbar mobilization pressure of a sample plug injected at 20 mbar for 6 s. The 
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elution peak obtained was fitted using the sum of two Gaussians according to equation (1) using a 

home-developed Excel spreadsheet and Excel solver: 

𝑆(𝑡) =
𝐴1

𝜎1√2𝜋
𝑒𝑥𝑝

−(𝑡−𝑡0)2

2𝜎1
2

+  
𝐴2

𝜎2√2𝜋
𝑒𝑥𝑝

−(𝑡−𝑡0)2

2𝜎2
2

      (1) 

where S(t) is the absorbance signal, t0 is the average elution time, σ1 and σ2 are the temporal 

variances and A1 and A2 are two constants that depended on the response factor and the injected 

quantity of solute. σ1, σ2, A1 and A2 are four adjusting parameters obtained by nonlinear least square 

regression. t0 is directly obtained from the position of the maximum absorbance. One of the two 

populations (the largest in size) represents the LNPs, and the other (the smallest) represents the 

presence of detected small molecules.  

The temporal variance σi derived from the elution profile allows to calculate the molecular 

diffusion coefficient Di of each population according to equation (2), from which the hydrodynamic 

diameter Dh,i can be determined using Stokes–Einstein equation (3): 

𝐷𝑖 =
𝑅𝑐

2𝑡0

24𝜎𝑖
2    (2) 

where Rc is the capillary radius.  

𝐷ℎ,𝑖 =
𝑘𝐵𝑇

3𝜋𝜂𝐷𝑖
   (3) 

where kB is the Boltzmann constant, T is the temperature, and η is the eluent viscosity.  

To go further in the data analysis of the Taylorgram, the elution profile was fitted using a second 

approach based on Regularized Linear Inversion (CRLI) algorithm49 to get a continuous 

distribution of the diffusion coefficient or of the hydrodynamic radius according to equation (4): 

𝑆(𝑡) = ∫ 𝐶𝑀(𝐷)𝜌(𝐷)√𝐷
∞

0
𝑒𝑥𝑝 [

−(𝑡−𝑡0)212𝐷

𝑅𝑐
2𝑡0

] 𝑑𝐷      (4) 

where C is an instrumental constant, M(D) and ρ(D) are the mass and the molar concentration of 

the objects with the diffusion coefficient D, respectively. The polydispersity of the sample can be 

determined using equations (5) and (6): 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517319300742#e0005
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          (6) 

 

2.4 Dynamic Light Scattering (DLS) and Laser Doppler Electrophoresis 

(LDE)  

All experiments were carried out on a Malvern Panalytical Zetasizer Nano ZS system 

(Palaiseau, France). For both analyses, the temperature of the cuvettes was set at 25°C. For DLS 

measurements, the LNPs formulations were diluted by adding 10 µL of the formulation into 1 mL 

PBS buffer prior to analysis. DLS experiments were performed using 173° measurement angle. 

Cumulant fit was used to fit the experimental data of the autocorrelation function. For LDE 

measurements, the LNPs formulations were diluted by adding 100 µL of the formulation into 400 

µL PBS buffer prior to analysis. 

2.5 Capillary Electrophoresis.  

All experiments were carried out on a 7100 CE Agilent system (Waldbronn, Germany) 

equipped with a diode array detector (DAD). µSIL-FC capillaries of 50 cm total length (41.5 cm 

to the UV detector) × 50 μm i.d. were used. The temperature of the capillary cartridge was set at 

25°C. The capillaries were presaturated before use with LNPs formulations for 10 min at 60 mbar. 

Before each sample injection the capillaries were flushed for 2 min with Mili-Q water at 960 mbar 

followed by 2 min 10 mM PBS at 960 mbar. LNPs samples were hydrodynamically injected with 

20 mbar pressure for 6 s. CE experiment were performed applying 14 kV voltage and 7 mbar 

pressure. The UV detection was performed at 200 nm. 
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3 Results and Discussion 

3.1 TDA method development for the characterization of LNP size and size 

distribution 

Lipid nanoparticles (LNPs) are usually composed of four lipids serving to encapsulate 

mRNA: an ionizable lipid, a phospholipid, cholesterol, and a PEG-lipid, as schematically depicted 

in Figure 1. The ionizable lipid used in this study was DLin-MC3-DMA, which is often used as a 

reference after its success in the first RNA-based drug (named ONPATTRO® (patisiran)) approved 

by the Food and Drug Administration (FDA) and the European Medicines Agency (EMA) in 

2018.50 This drug uses siRNAs encapsulated into LNPs for the treatment of hereditary 

transthyretin-mediated (hATTR) amyloidosis.51,52 Ionizable lipids are positively charged at low 

pH, allowing mRNA complexation, and are neutral at physiological pH reducing potential toxic 

effects.53 The phospholipid used in this study was DSPC, whose role is to increase the stability of 

the LNPs.54 The PEG-lipid used was DMG-PEG-2000, whose incorporation in LNPs increases 

their colloidal stability and their resistance to in vivo opsonization and clearance.54 Finally, 

cholesterol provided structural integrity to the LNPs.33,54 The inclusion of cholesterol in 

nanoparticle formulations has also been shown to improve efficacy, potentially due to improved 

membrane fusion allowing endosomal release.33,55,56 The chemical formulas of the different lipids 

are given in Figure S1. 

 

Figure 1. Hypothetical structure of mRNA-LNPs. The PEG-lipid along with DSPC resides 

primarily on the LNPs surface, while the ionizable lipid and cholesterol are distributed throughout 

the LNPs. 57,58 
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After formulation, the first step of this work was to perform a screening of different coated 

capillaries in order to select the appropriate coating for the analysis of LNPs. Bare fused silica and 

DB-1 (polydimethylsiloxane), DB-WAX (PEG), µSIL-FC (fluorinated polymer) and PVA coated 

capillaries are commercial capillaries. PEO, Ultratrol LN and DLPC-DDAB coated capillaries 

were dynamically produced according to the protocols described in Section 2 of the Supporting 

Information. A plug of LNPs formulation was first injected into the different capillaries after 

simply rinsing the capillaries with PBS buffer. Results are presented in Figure 2A. It appears that 

without presaturation of the capillary with the LNPs formulation, DB-WAX coating was the only 

capillary coating that allowed to observe a symmetrical Taylorgram. Yet, this coating was not 

retained, due to relatively poor repeatability of the measurements. A very important absorption was 

observed on all the other capillaries. It is interesting to note that no peak was observed on silica, 

DB1 and µSIL capillaries, suggesting that the injected sample was totally adsorbed on the capillary 

wall. On the contrary, after presaturation of the capillaries by performing a pre-frontal injection of 

LNPs formulations (60 mbar for 10 min), a peak was observed on all the different capillaries (see 

Figure 2B). The presaturation allows to saturate the interaction sites within the capillary surface 

and creates a dynamic coating inside the capillary. For all the studied coated capillaries, the peak 

appeared more symmetrical after presaturation, suggesting a reduced LNP adsorption. The coating 

which was selected for the rest of the study was the µSIL-FC coating, as it gave the most 

symmetrical gaussian peak and the best baseline return after presaturation (see Figure 2B). 
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Figure 2. Screening of different capillary coatings without capillary presaturation (A) and with capillary 

presaturation (B). Experimental conditions: 50 cm total length (41.5 cm to the UV detector) × 50 μm i.d. 

capillaries. Buffer: PBS, pH 7.4. Capillary conditioning: H2O for 2 min at 960 mbar followed by 2 min PBS 

at 960 mbar (A), H2O for 2 min, LNP for 10 min at 60 mbar followed by 2 min PBS at 960 mbar (B). 

Injection of LNP: 20 mbar, 6 s.  Mobilization pressure: 60 mbar. Sample: lipid nanoparticles (DLin-MC3-

DMA:DSPC:Chol:DMG-PEG-2000 at 50:10:38.5:1.5 molar ratio) encapsulating Firefly Luciferase 

(FLuc) mRNA. UV detection: 200 nm. Temperature: 25°C. Capillary conditioning: H2O for 2 min at 960 

mbar followed by 2 min PBS at 960 mbar.  

In order to improve the repeatability of the measurements, rinsing steps were also optimized. 

Between two successive runs, capillaries were simply rinsed for 1 min with water and 2 min with 

PBS buffer. The repeatability of 10 successive runs was shown in Figure 3A. After each analysis 

sequence capillaries were rinsed for 5 min with 1% Hellmanex in water, 10 min with isopropanol 

and 5 min with water. Capillaries were presaturated again at the start of each new sequence by 

injecting a front of the sample (60 mbar for 10 min).    
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Figure 3. Repeatability on 10 successive runs (A) and an example of two-Gaussian fit (B) of the 

Taylorgrams obtained for LNP size characterization. Experimental conditions: µSIL-FC coated capillaries 

of 50 cm total length (41.5 cm to the UV detector) × 50 μm i.d. Buffer: 10 mM PBS, pH 7.4, η = 0.9×10-3 

Pa.s. Capillary presaturation: LNP for 10 min at 60 mbar. Capillary preconditioning: H2O for 2 min at 960 

mbar followed by 2 min PBS at 960 mbar. Injection of LNP: 20 mbar, 6 s. Mobilization pressure: 60 mbar. 

Sample: lipid nanoparticles (DLin-MC3-DMA:DSPC:Chol:DMG-PEG-2000 at 50:10:38.5:1.5 molar ratio) 

encapsulating Firefly Luciferase (FLuc) mRNA. UV detection: 200 nm. Temperature: 25°C. 

 

Figure 3B displays an example of two-Gaussian fit obtained for one repetition of the LNP sample. 

The two-Gaussian fit was performed only on the left half of the elution peak to avoid any impact 

of peak tailing on the size measurement. Two-Gaussian fit was required due to the presence of UV 

absorbing small molecules in the LNP sample, appearing as the small peak on the top of the signal. 

The calculation of the LNP hydrodynamic diameter requires to know the viscosity of the analysis 

buffer, which can be easily derived by measuring the elution time of UV absorbing marker in a 

prefilled capillary (see section 3 in Supporting Information for more details). Using the determined 

viscosity of PBS (η = 0.90 10-3 Pa.s-1), the hydrodynamic diameter obtained by Gaussian fit for the 

LNPs analyzed by TDA was 86 ± 1 nm (average over the 10 runs presented in Figure 3).  

A more advanced data processing of the Taylorgram based on Regularized Linear Inversion (CRLI) 

algorithm49 was performed to get a continuous distribution of the diffusion coefficient (see Figure 
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S3 for example of experimental fit). The size distribution could be determined by CRLI as 

exemplified in Figure 4A.  

 

 

Figure 4. Size distributions (three repetitions) obtained by TDA (A) and by DLS (B). Same experimental 

conditions for TDA as in Figure 3. Experimental conditions for DLS: 10 µL LNP solution into 1 mL of 10 

mM PBS, pH 7.4, η = 0.9×10-3 Pa.s. Measurement angle: 173°C. Temperature: 25°C.  

 

3.2 Comparison between TDA and DLS for LNPs size analysis  

The size distributions obtained by TDA (CRLI) were compared with those obtained by DLS using 

Cumulant fit (Figure 4B). The size distributions obtained by DLS [50-300 nm] were wider than 

those obtained in TDA [50-150 nm]. Accordingly, the mean hydrodynamic diameter obtained by 

DLS was higher than the one obtained by TDA (128 ±1 nm vs 86 ±1) and the polydispersity index 

was higher in DLS than in TDA (0.112 vs 0.011). These differences can be explained by the fact 

that the two techniques are not sensitive to the same size distributions. Intensity average 

distributions obtained by DLS give more weight to the larger entities (see Figure 5), since the 

distribution is weighted by the scattered intensity which basically scales as the hydrodynamic 

radius to the power 6. In contrast, the size distribution derived from TDA is basically related to the 

weight-average distribution, which means that each LNP should contribute to the distribution in 



Chapitre V. Caractérisation de la taille et de la charge des LNP 

208 

 

proportion to their mass content in the mixture. To stress the differences between the two methods, 

an example of the differently weighted distributions is provided in Figure 5 taking as an example 

a bimodal mixture containing 5% in number of large particles (200 nm) and 95% of smaller one 

(80 nm), which could mimic an example of LNP mixture containing a minor content of larger 

particles. Clearly, the intensity-based distribution (DLS) is weighting more the larger particles than 

the weight counterpart (TDA). These differences demonstrate the complementarity of the two 

techniques which do not determine the same size distributions. Of course, for truly monodisperse 

samples, both techniques should converge; otherwise the discrepancy between the average values 

and the distributions are indicative of the sample size heterogeneity. However, it should be noted 

that it is generally not straightforward to convert the intensity based DLS distribution into a mass-

weighted (or a number-weighted) size distribution because the scattered intensity is depending on 

the size and the shape of the solutes59. For such transformations, strong assumptions are required 

such as the spherical shape and the homogeneity of the solutes, and may be restricted to a limited 

range of sizes. Moreover, due to the intensity based response of the light scattered intensity, the 

signal due to the smallest solutes can be so weak that it is not detected, especially in the case of 

polydisperse samples. This is a reason why orthogonal sizing methods are requested by the 

regulation authorities in the case of polydisperse samples. 
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Figure 5. Distributions in number, in weight (as determined by TDA for mass sensitive detection) and in 

intensity (as determined by DLS) considering a bimodal mixture containing 3% in number of large particles 

(150 nm) and 97% of smaller ones (70 nm). The mass proportion, obtained in TDA for mass sensitive 

detection, is proportional to the number of particles multiplied by the hydrodynamic size to the power 3 

(volume). We assume as a first approximation that the density of the particles is the same for both particle 

sizes. The scattered intensity obtained in DLS is proportional to the number of particles multiplied by the 

hydrodynamic size to the power 6. 

 

3.3 Characterization of LNPs global charge by CE 

  Finally, the charge of the LNPs was studied by capillary electrophoresis (CE) using 

a µSIL coated capillary as for TDA analysis. Figure 6A displays a Taylorgram (no electric field, 

see blue trace) where the marker (DMF at 0.1 g/L in water) is detected at the same elution time as 

the LNPs, but with a narrower profile compared to the broad LNP elution profile. By applying an 

electric field and reducing the mobilization pressure from 30 mbar (orange trace) to 7 mbar (green 

trace), it was possible to separate the two peaks and to calculate the effective electrophoretic 

mobility of the LNPs (μep= -1.86×10-9 m²V-1s-1). The applied co-pressure (7 mbar) allows to speed 



Chapitre V. Caractérisation de la taille et de la charge des LNP 

210 

 

up the analysis with a limited impact on the peak broadening of the LNPs peak, and without 

changing the LNP effective mobility. Knowing the hydrodynamic diameter and the electrophoretic 

mobility of LNPs, it was possible to calculate the electric charge density ( OWO ) using the O'Brien-

White-Ohshima (OWO) mathematical model39,60,61, according to equation (7): 
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where ɛr is the relative electric permittivity, ɛ0 is the electric permittivity of vacuum, e is the 

elementary electric charge, ζ is the Zeta potential and κ is the Debye–Hückel parameter (κ = 1.28 

nm-1, 165 mM ionic strength in the present work). The surface charge density is the total surface 

charge of the particle divided by the total surface of the particle at the plane of shear. The 

determination of OWO  requires the determination of the Zeta potential ζ knowing μep and Dh. This 

can be done using graphical representations of equation (8): 
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m+ and m− are dimensionless ionic drag coefficients, accessible from the limiting conductances of 

the cation 0

+  and the anion 0

−  
in the electrolyte considered: 
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where NA is the Avogadro’s number and m+ = 0.263, m− = 0.172 for NaCl electrolyte. Equation 

(8) takes the relaxation effect into account and is valid for ζ ≤ 100 mV.  f1, f3 and f4 are functions 

given by equations (10), (11) and (12): 
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https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021967312007121?via%3Dihub#eq0045
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021967312007121?via%3Dihub#eq0050
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Thus, for the formulation of LNPs studied in this work, the Zeta potential determined by graphical 

representation was ζLNP = -2.5 mV (see Figure S4 with  hR = 55), which allowed to calculate the 

lipid nanoparticles electric charge density, σLNP = -2.4×10-3 Cm-2= - 0.015 elementary charge per 

nm2. This negative charge at physiological pH is relatively low but is desired to reduce unwanted 

interactions during circulation in the body. Such surface charge density corresponds to an overall 

effective charge of about 350 elementary charges per LNP entity. Because the charge density is 

low, relaxation phenomena is expected to be negligible, and it is therefore possible to apply the 

approximated Henry equation, which is a more straightforward way to determine the Zeta potential 

from the effective electrophoretic mobility using eq. (13)62: 
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+ −
. Numerical application to LNP leads to =2.5, 

0.958
ep





= , ζLNP 

= -2.47 mV and finally to the same values of σLNP = -2.4×10-3 Cm-2= - 0.015 elementary charge per 

nm2 as those previously obtained with OWO modeling.  

It is worth noting that the surface charge density is a much more robust parameter to characterize 

solute charge compared to Zeta potential, as previously demonstrated for nanoparticles and 

nanolatexes.39,40 Indeed, Zeta potential is strongly dependent on the ionic strength due to the 

compaction of the electrical double layer with increasing ionic strength, which is not the case for 

surface charge density39,40. The electrophoretic mobility value obtained by CE can also be 
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compared to the one determined by Laser Doppler electrophoresis (LDE) μep= -5.00×10-9 m²V-1s-

1, which is of the same order of magnitude as the one determined by CE (μep= -1.86×10-9 m²V-1s-

1) and allows to determine the Zeta by graphical representation using OWO model ζLNP = -6.5 mV, 

see Figure S4. The difference between the two values can nevertheless be explained by the fact that 

the electrophoretic mobility determined by LDE strongly depends on the other ions present in the 

matrix since LDE is a non-separative method.  

It is worth noting that it is also important to know which electrophoretic modelling is used to 

convert the effective mobility into Zeta potential and at which ionic strength the measurement was 

performed. Strong differences can arise depending on the retained modelling (Nernst-Einstein, 

Hückel, Smolukowski, Henry, OWO, modified Yoon and Kim modelling) depending on the 

solute’s characteristics. OWO and modified Yoon and Kim modelling are the most accurate one 

since they take into account both the electrophoretic effect (counter ion friction) and the relaxation 

effect (distortion of the counterion cloud)61. We also recommend, for the reasons previously 

explained, to express all the results in terms of surface charge density using equation (7) instead of 

Zeta potential. 

  

Figure 6. Taylorgram (A) and electropherograms (B, C) obtained for a mixture of LNP and DMF. 

Experimental conditions: µSIL-FC capillaries of 50 cm total length (41.5 cm to the UV detector) × 50 μm 

i.d. Buffer: 10 mM PBS, pH 7.4, η = 0.9×10-3 Pa.s.. Capillary presaturation: LNP for 10 min at 60 mbar. 

Capillary preconditioning: H2O for 2 min at 960 mbar followed by 2 min PBS at 960 mbar. Injection of 

LNP: 20 mbar, 6 s. Mobilization pressure and separation voltage: as indicated on the graph. Sample: lipid 

nanoparticles (DLin-MC3-DMA:DSPC:Chol:DMG-PEG-2000 at 50:10:38.5:1.5 molar ratio) encapsulating 

Firefly Luciferase (FLuc) mRNA. UV detection: 200 nm. Temperature: 25°C.  
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4 Conclusions 

This work aimed at developing a new methodology to characterize the average size and the 

size distribution, as well as the charge density, of lipid nanoparticles (LNPs) used as delivery 

vehicle for mRNA vaccines. The TDA method developed in this work was found to reach this goal 

with direct injection of the samples (no dilution, no filtration). It appeared that the presaturation of 

the capillary with the LNP sample and the capillary rinsing were crucial steps that significantly 

decreased the adsorption of LNPs onto the capillary wall and considerably improved the 

repeatability. The comparison between TDA and DLS shows that the hydrodynamic diameters 

obtained by TDA were smaller (mass-weighted) than those obtained by DLS (intensity-weighted), 

as expected. Both methods are therefore complementary and allow a better characterization of the 

LNP size. TDA shows promise to be widely used as it is an absolute method (no calibration) that 

consumes little sample volumes, it is easy and straightforward to use, and it can be easily 

automated. TDA performed on a CE equipment can also easily provide the viscosity of LNPs 

formulations, which can be useful when low amounts of product are available. Finally, CE, 

implemented on the same equipment as TDA, can be used for the charge characterization of LNPs 

using O'Brien-White-Ohshima or Henry electrophoretic mobility modelling. Thus, a single 

equipment can give access to important information on critical LNPs physicochemical parameters. 
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5 Supporting information 

5.1 Chemical formula of the lipids used in the formulation  

 

Figure S1. Chemical formula of the 4 lipids used in the formulation of the lipid nanoparticles. 

5.2 PEO, Ultratrol LN and DDAB-DLPC capillary coating protocols 

The coatings were performed on bare fused silica capillaries of 50 cm total length and 50 μm i.d. 

PEO dynamic capillary coatings were performed by the following successive flushes at 950 mbar: 

2 min with 1 M HCl, 5 min with 0.2% (w/w) PEO 4M in 0.1 M HCl, 2 min with water, as described 

by Iki et al1. 

Ultratrol LN dynamic capillary coatings were performed by the following successive flushes at 950 

mbar: 2 min with 1 M NaOH, 2 min with 0.1 M HCl, 2 min with water, 2 min with UltraTrol LN 

solution (without any dilution), wait for 5 min, 2 min with water, as described by Ouadah et al.2 

Two separate solution of 100% DDAB and 100% DLPC at 0.1 mM each were prepared in 20 

mM Tris–HCl, 20 mM CaCl2 buffer at pH 7.4. DLPC-DDAB dynamic capillary coatings were 

performed by the following the successive flushes at 950 mbar: 15 min with an 90% DLPC-10% 

DDAB solution mixture, and 2 min with 20 mM Tris–HCl, pH 7.4, as described by Baryla et al.3,4  
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5.3 Calculation of the viscosity of PBS and LNP solutions 

The viscosity of the PBS buffer was determined by filling the capillary with the analysis 

buffer, then by injecting a plug of 0.1 g/L DMF solution in PBS, and finally by comparing the 

elution time of DMF with the elution time obtained in water (ηPBS = ηH2O × tPBS / t H2O). The same 

methodology was used to calculate the viscosity of the lipid nanoparticles formulation, by filling 

the capillary with the formulation, then by injecting a plug of DMF, and finally by comparing the 

elution time to the same molecule in water (see Figure S2 and Table S1).  

 

 

Figure S2. DMF traces (3 repetitions) obtained for the calculation of the viscosity of PBS and LNP 

solutions. The capillary is filled either with water (A), or with 10 mM PBS buffer (B), or with a solution of 

LNPs (DLin-MC3-DMA: DSPC: Chol: DMG-PEG-2000 at 50:10:38.5:1.5 molar ratio) encapsulating FLuc 

mRNA (C). The migration time of the DMF peak allows to calculate the viscosity of the solution. 

Experimental conditions: µSIL-FC capillaries of 50 cm total length (41.5 cm to the UV detector) × 50 μm 

i.d. Mobilization pressure: 60 mbar. UV detection: 200 nm. Temperature: 25°C. Sample: DMF at 0.1 g/L 

into water. 
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Capillary matrix H20 PBS buffer LNP 

DMF detection time 

(min) 
5.71 5.78 6.47 

η (10-3 Pa.s) 0.89 0.90 1.01 

Table S1. Calculation of the viscosity of PBS and LNP solutions,  

η(PBS or LNP) = ηH2O × t(PBS or LNP) / t H2O. 

5.4 CRLI Fit 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure S3. Left part of the experimental Taylorgram in blue and the corresponding CRLI fit in green 

obtained for LNP loaded with FLuc mRNA. Experimental conditions: µSIL-FC capillaries of 50 cm total 

length (41.5 cm to the UV detector) × 50 μm i.d. Buffer: PBS 10 mM, pH 7.4, η = 0.9 × 10-3 Pa.s. 

Mobilization pressure: 60 mbar. UV detection: 200 nm. Temperature: 25°C. Sample: lipid nanoparticles 

(DLin-MC3-DMA:DSPC:Chol:DMG-PEG-2000 at 50:10:38.5:1.5 molar ratio) encapsulating Firefly 

Luciferase (FLuc) mRNA. 
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5.5 Graphic Representation μep = f(κRh) The Debye length k-1 is given by the 

following equation: 
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where I is the ionic strength expressed in M. A convenient expression of the Debye length in water 

at 20°C is given by: 
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I
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Figure S4. Electrophoretic mobility μep as a function of κRh for different zeta potential (ζ) values according 

to O’Brien–White–Ohshima model (OWO).  
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Chapitre VI. Analyse de la dispersion de Taylor pour le 

développement des formulations de nanoparticules 

lipidiques pour les vaccins à ARNm 
 

La taille des nanoparticules lipidiques est un paramètre critique qui dicte la 

pharmacocinétique et la voie d'internalisation cellulaire des nanoparticules. De plus, l’optimisation 

de la taille des LNPs peut servir à cibler spécifiquement certains organes. Enfin, le contrôle de la 

taille est un paramètre majeur lors des études de stabilité pour vérifier qu'il n'y a pas d'agrégation, 

de fusion ou de dégradation des LNPs. Nous avons montré que la TDA peut être utilisée pour 

accéder au diamètre hydrodynamique et à la polydispersité des LNPs. L’objectif de cette étude est 

de montrer que la TDA peut être employée en support à la formulation pour optimiser la taille des 

LNPs et également pour obtenir des informations supplémentaires sur le taux d’encapsulation de 

l’ARNm au sein des LNPs et leur intégrité par TDA. En effet, le degré d'encapsulation est 

également un attribut critique car l'ARNm non encapsulé peut être facilement dégradé et pénètre 

difficilement dans les cellules en raison de sa charge négative. L'intégrité de l'ARNm est également 

d’importance majeure, car une fois dégradé, l’ARNm ne peut plus être traduit en protéine d'intérêt. 

Ainsi, l'efficacité vaccinale dépend fortement du taux d'encapsulation et de l'intégrité de l'ARNm 

encapsulé. 
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Abstract  

Lipid nanoparticles (LNPs) are currently the most advanced non-viral clinically approved 

messenger ribonucleic acid (mRNA) delivery systems. The ability of a mRNA vaccine to have a 

therapeutic effect is related to the capacity of LNPs to deliver the nucleic acid intact into cells. The 

role of LNPs is to protect mRNA, especially from degradation by ribonucleases (RNases) and to 

allow it to access the cytoplasm of cells where it can be translated into the protein of interest. LNPs 

enter cells by endocytosis and their size is a critical parameter impacting their cellular 

internalization. In this work, we studied different formulation process parameters impacting LNPs 

size. Taylor dispersion analysis (TDA) was used to determine the LNPs size and size distribution 

and the results were compared with those obtained by Dynamic Light Scattering (DLS). TDA was 

also used to study both the degradation of mRNA in the presence of RNases and the encapsulation 

rate of mRNA within LNPs. 

Graphical abstract 
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1 Introduction 

Prophylactic vaccines stimulate the immune system to produce immunity against a specific 

pathogen, protecting the person from future infections. Thereby, during the last century, 

conventional vaccine approaches have drastically reduced the mortality and morbidity associated 

with infectious diseases.1,2 Despite this success, the number of untreated medical needs remains 

high and new infectious diseases are periodically appearing.3 The development of new vaccine 

strategies is therefore required.  

Messenger ribonucleic acid (mRNA) vaccines have emerged as promising and versatile 

alternatives to conventional vaccine approaches.4 These vaccines do not carry a typical antigen but 

rather the information for producing it using the cell machinery and turning the body into its own 

antigen factory. This is close to the process of natural viral infections, where viral genetic material 

is used to produce viral proteins from within a host cell. The use of mRNA vaccine has several 

beneficial features over whole inactivated, live-attenuated, subunit or DNA-based vaccines. 

Indeed, mRNA is a non-infectious platform that does not need to enter into the cell nucleus to be 

effective5 and has the potential for rapid development and manufacturing. mRNA vaccines are 

manufactured using defined processes, regardless of the antigen encoded by the mRNA, which 

allows to simplify vaccine production and quality control and therefore reduce development and 

validation timelines.6 The first report of successful use of in vitro transcribed (IVT) mRNA was 

published in 1990, when mRNAs were injected into mice and protein production was detected.7 

However, until recently, use of mRNA vaccine has been hold back by mRNA instability, high 

innate immune activation and inefficient intra cellular delivery.8 Recent advances on IVT-mRNA 

structure and RNA delivery systems have allowed to overcome these issues, and mRNA vaccines 

show now considerable promises for both prophylactic and therapeutic vaccines.9 Onpattro® 

(patisiran) was the first RNA-based drug approved by the Food and Drug Administration (FDA) 

and the European Medicines Agency (EMA) in 2018.10 This drug uses small interfering RNA 

(siRNAs) encapsulated into lipid nanoparticles (LNPs) for the treatment of hereditary transthyretin-

mediated (hATTR) amyloidosis.11,12 Since then, other highly effective RNA-based vaccines using 

LNPs have been developed and approved in a record time during the COVID-19 epidemic.13 This 

opens the way and the hope for the acceleration of the development of new vaccines based on 
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mRNA vaccine technology.14 Yet, some points still need to be optimized such as the stability of 

the formulations15,16, the endosomal escape efficiency17,18, the reduction of reactogenicity and 

adverse events after injection19 and the precise targeting of certain organs20–22.  

LNPs are not simple carriers, they play an active role in the vaccine efficacy.23 Among other 

physicochemical parameters, the size of the LNPs is a critical parameter that has an important effect 

on their in vivo behavior. Particle size is known to influence the pathway of cell internalization and 

intracellular processing.24–27 Size also influences the pharmacokinetics of the nanoparticles.28,29 

The size of LNPs can therefore be optimized to specifically target certain organs.30–34 Moreover, 

size characterization is also of major importance during stability studies as it is necessary to verify 

that there is no aggregation, fusion or degradation of the LNPs and that their size remains stable.15 

Optimizing mRNA-based vaccine formulations requires the development of new analytical 

methods to better understand current limitations and to challenge existing analytical methods.35 

In this work, Taylor dispersion analysis (TDA) was used as a powerful tool for the optimization of 

LNPs formulations. LNPs of different sizes were formulated by modifying three parameters: (i) 

the PEG-lipid content, (ii) the total flow rate (TFR) which is the fluid volume which passes per 

unit of time and (iii) the flow rate ratio (FRR) between the aqueous and the organic phase. The 

sizes and size distribution obtained by TDA were then compared to those obtained by Dynamic 

Light Scattering (DLS) which is a method widely used for the monitoring of LNPs 

formulations.28,36 TDA was also used to follow the degradation of mRNA in the presence of 

ribonucleases and to determine the encapsulation rate of mRNA within the LNPs. 

2 Materials and Methods 

2.1 Chemicals and Materials  

FLuc (Cyanine 5 Firefly Luciferase) mRNA (1929 nucleotides) at 1 mg/mL in 1 mM sodium 

citrate pH 6.4 was purchased from TriLink BioTechnologies (San Diego, CA, USA). RNase-free 

water DEPC treated was purchased from Thermo Fisher Scientific (Illkirch-Graffenstaden, 

France). Trisodium citrate dihydrate HOC(COONa)(CH2COONa)2 ·2H2O, (Mw = 294.1 g/mol) and 

citric acid monohydrate HOC(COOH)(CH2COOH)2 ·H2O (Mw = 210.1 g/mol) were purchased 

from Merk (Darmstadt, Germany). DLin-MC3-DMA ((6Z,9Z,28Z,31Z)-heptatriacont-6,9,28,31-

tetraene-19-yl 4-(dimethylamino)butanoate) was purchased from Sai Life Sciences Ltd. 
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(Telangana, India). DSPC (1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine), Chol (cholesterol) and 

DMG-PEG-2000 (1,2-dimyristoyl-rac-glycero-3-methoxypolyethylene glycol-2000) were 

purchased from Sigma-Aldrich (St. Quentin Fallavier, France).  Absolute ethanol was purchased 

from Carlo Erba Reagents (Val de Reuil, France). PBS (phosphate-buffered saline) 10X buffer was 

purchased from Eurobio Scientific (Les Ulis, France). Slide-A-Lyzer™ dialysis cassettes, 10K 

MWCO, 3 mL, were purchased from Thermo Fisher Scientific (Illkirch-Graffenstaden, France). 

µSIL-FC (fluorocarbon polymer) coated capillaries were purchased from Agilent Technologies 

(Santa Clara, CA, USA). Invitrogen™ Quant-iT™ RiboGreen™ RNA Assay Kit and Pierce™ 

White Opaque 96-Well Plates were purchased from Thermo Fisher Scientific (Illkirch-

Graffenstaden, France). Ribonuclease A from bovine pancreas (RNase A, Mw = 14 kDa, pI = 9) 

and Triton™ X-100 were purchased from Merk (Darmstadt, Germany). Deionized water was 

further purified with a Milli-Q system from Millipore (Molsheim, France).  

 

2.2 Formulation of LNPs  

Lipid nanoparticles (LNPs) self-assemble by the rapid dilution of an organic phase 

containing lipids in an aqueous phase containing the mRNA. The organic phase was prepared by 

mixing the 4 lipids in absolute ethanol at the following molar ratio DLinMC3-

DMA:DSPC:Chol:DMG-PEG-2000 (50:10:40-x:x). Stock solutions of lipids were previously 

prepared in absolute ethanol at the following concentrations: DLinMC3-DMA 100 mg/mL, DSPC 

30 mg/mL, Chol 18 mg/mL, DMG-PEG-2000 30 mg/mL. The aqueous phase was prepared by 

diluting mRNA at 0.25 g/L in 50 mM RNase free citrate buffer, pH 4. The mixing step was 

performed using NanoAssemblr® IgniteTM instrument from Precision NanoSystems (Vancouver, 

Canada). One syringe was filled with the aqueous solution and another one with the ethanolic 

solution. LNPs are then produced setting up the NanoAssemblr® software with the following 

parameters: Flow Rate Ratio (FRR) and Total Flow Rate (TFR). Both parameters varied according 

to each formulation, as summarized in Table 1. 2 mL solution were involved per formulation with 

0.45 mL of start waste volume and 0.05 mL of end waste volume, resulting in 1.5 mL per LNP 

formulation. After formulation step, each LNP-mRNA sample was immediately dialyzed one night 

against 500 mL of 50 mM citrate buffer, pH 4 using Slide-A-Lyzer dialysis cassette 10K MWCO. 

This first dialysis was performed to remove residual ethanol. After that, two successive dialysis of 
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one day and one night long in total were performed against 500 mL PBS buffer at pH 7.4 to raise 

the pH to physiological value. The size of the different LNPs formulations was then determined by 

DLS and the formulations were filtered using 0.2 or 0.45 micrometer filters according to their size. 

The formulations were then stored at +5°C.  

2.3 Taylor Dispersion Analysis (TDA)  

The equipment used for TDA experiments was a 7100 Capillary Electrophoresis Agilent system 

(Waldbronn, Germany). This system was equipped with a diode array detector (DAD) and with 

a Zetalif LED induced fluorescence (LEDIF) detector purchased from Adelis (Grabels, France), 

both connected in series. The UV measurements were performed at 200 nm. The fluorescent 

measurements were performed with excitation at 480 nm (for RiboGreen® RNA dye). The 

temperature of the capillary cartridge was set at 25°C. The LNP formulations were injected without 

prior dilution into the capillaries filled with PBS buffer. TDA experiments were performed using 

60 mbar mobilization pressure of a sample plug injected at 20 mbar for 6 s. The elution peaks 

obtained were fitted using two Gaussians, depending on the number of objects in the solution, 

according to equation (1) using a home-developed Excel spreadsheet: 

𝑆(𝑡) = ∑
𝐴𝑖

𝜎𝑖√2𝜋
𝑒𝑥𝑝

−(𝑡−𝑡0)2

2𝜎𝑖
2

2
𝑖=1         (1) 

where S(t) is the absorbance signal, σi is the temporal variance, Ai is a constant that depended on 

the response factor and the injected quantity of solute and t0 is the average elution time. t0 is directly 

obtained from the position of the maximum of absorbance and σi, and Ai are adjusting parameters 

obtained by nonlinear least square regression using Excel solver.  

The temporal variance σi allows to calculate the molecular diffusion coefficient Di 

according to equation (2):  

𝐷𝑖 =
𝑅𝑐

2𝑡0

24𝜎𝑖
2
  (2) 

where Rc is the capillary radius. Stokes–Einstein equation (3) allows then to determine the 

hydrodynamic diameter Dh,i: 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517319300742#e0005
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𝐷ℎ,𝑖 =
𝑘𝐵𝑇

3𝜋𝜂𝐷𝑖
  (3) 

where kB is the Boltzmann constant, T is the temperature, and η is the eluent viscosity.  

To get the size distribution, the elution profile can be fitted using a second approach based on 

Regularized Linear Inversion (CRLI) algorithm37 according to equation (4): 

𝑆(𝑡) = ∫ 𝐶𝑀(𝐷)𝜌(𝐷)√𝐷
∞

0
𝑒𝑥𝑝 [

−(𝑡−𝑡0)212𝐷

𝑅𝑐
2𝑡0

] 𝑑𝐷      (4) 

where C is an instrumental constant, M(D) and ρ(D) are the mass and the molar concentration of 

the objects with the diffusion coefficient D, respectively. The polydispersity of the sample can 

further be determined using equations (5) and (6): 

𝜎𝐷ℎ
2 =  

∫ (𝐷ℎ−𝐷ℎ̅̅ ̅̅ )2𝑃(𝐷ℎ)𝑑𝐷ℎ
𝐷ℎ𝑚𝑎𝑥

𝐷ℎ𝑚𝑖𝑛

∫ 𝑃(𝐷ℎ)𝑑𝐷ℎ
𝐷ℎ𝑚𝑎𝑥

𝐷ℎ𝑚𝑖𝑛

        (5) 

𝑃𝐷𝐼 =  (
𝜎𝐷ℎ

𝐷ℎ̅̅ ̅̅
)

2

          (6) 

 

2.4 Dynamic Light Scattering (DLS)  

The equipment used for DLS experiments was a Malvern Panalytical Zetasizer Nano ZS system 

(Palaiseau, France). LNPs formulations were diluted by adding 10 µL of the formulation into 1 mL 

PBS buffer. The temperature of the cuvettes was set at 25°C. The measurement angle was 173°. 

Cumulant fit was used to fit the experimental data of the autocorrelation function and to get the 

intensity average hydrodynamic diameter.  

2.5 Encapsulation efficiency by Ribogreen assay  

To determine mRNA encapsulation efficiency, two calibration curves were first performed with 

unformulated mRNA. The first curve was determined with mRNA diluted in 1X RNase free TE 

buffer and the second one in 1X RNase free TE buffer with 0.5% (v/v) Triton X-100 in a 96-well 

plate. Quant-iT RiboGreen fluorescent reagent was then added to each well and the fluorescence 
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signal (excitation/emission: 480/520 nm) was quantified using SpectraMax® i3k from Molecular 

Devices (San Jose, CA, USA). 

LNP-mRNA formulations were then diluted in 1X RNase free TE buffer and in 1X RNase free 

TE buffer with 0.5% (v/v) Triton X-100, followed by Quant-iT RiboGreen reagent addition. mRNA 

encapsulation was determined by comparing the fluorescence in the presence and in the absence of 

Triton X-100. In the absence of Triton X-100, the signal only comes from the free (unencapsulated) 

mRNA while, in the presence of Triton X-100, the signal comes from the total mRNA as the 

detergent allows to break the LNPs. The encapsulation efficiencies (ee%) were therefore calculated 

according to equation (7): 

𝑒𝑒% = (1 −
𝑓𝑟𝑒𝑒 𝑚𝑅𝑁𝐴 (𝑤𝑖𝑡ℎ𝑜𝑢𝑡 𝑇𝑟𝑖𝑡𝑜𝑛)

𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑚𝑅𝑁𝐴 (𝑤𝑖𝑡ℎ 𝑇𝑟𝑖𝑡𝑜𝑛)
) × 100      (7) 

 

3 Results 

3.1 Lipid nanoparticles (LNPs) formulation  

Nine formulations of lipid nanoparticles (LNPs) were produced by dilution of an ethanolic 

phase containing the lipids in an aqueous citrate buffer containing mRNA, as shown in Figure 1. 

The first three formulations [F1-F3] have been formulated with mRNA in the citrate buffer and the 

next six [F4-F9] without mRNA but with the same other parameters of formulation. Three 

formulation parameters have been studied: (i) the PEG-lipid content, (ii) the total flow rate and (iii) 

the flow rate ratio between the aqueous and the organic phase, as summarized in Table 1.  
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Figure 1: Schematic representation of lipid nanoparticles (LNPs) formulation by rapid dilution of an 

ethanolic phase containing lipids in an aqueous phase containing mRNA. At low pH, the ionizable lipids 

are positively charged and electrostatic interactions between the negatively charged mRNA and the 

ionizable lipids result in the formation of the LNPs nuclei. At the same time, hydrophobic interactions 

between the lipids and the aqueous phase cause the lipids to group, avoiding contact with the aqueous phase, 

and resulting in the formation of the LNPs envelope. 

 

3.2 Characterization of LNPs size and size distribution by TDA and DLS 

The formulations were analyzed in triplicates by TDA and the mean hydrodynamic diameters 

were calculated by fitting the elution peaks obtained with two gaussian curves using a home-

developed Excel spreadsheet (see Figure S1 to visualize the taylorgram fits). Two-Gaussian fitting 

is used for taking into account the LNP population and the presence of small molecules in the 

samples (represented by the small sharp peak at the top of the elution profile). Figure 2A shows 

that decreasing the PEG-lipid content from 5 to 0.5% led to an increase in the hydrodynamic 

diameters of the LNPs from 52 to 216 nm, respectively, leading to broader elution profiles. Figure 

2B shows that a decrease in the total flow rate from 6 to 1 mL/min resulted in an increase in the 

hydrodynamic diameters from 83 to 121 nm, respectively. Figure 2C shows that a decrease in the 

flow rate ratio from 5:1 to 2:1 also resulted in an increase in the hydrodynamic diameters from 79 

to 100 nm, respectively.  
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Figure 2: Taylorgrams obtained for LNPs size characterization. Impact of formulation parameters: PEG-

lipid content (A), Total Flow Rate (TFR) (B), Flow Rate Ratio (FRR) (C). Experimental conditions: µSIL-

FC coated capillaries of 61 cm total length (52.5 cm to the UV detector) × 50 μm i.d. Buffer: 10 mM PBS, 

pH 7.4, η = 0.9×10-3 Pa.s. Capillary presaturation: LNPs for 10 min at 60 mbar. Capillary preconditioning: 

H2O for 2 min at 960 mbar followed by 2 min PBS at 960 mbar. Injection of LNPs: 20 mbar, 6 s. 

Mobilization pressure: 60 mbar. Sample: LNPs (DLin-MC3-DMA:DSPC:Chol:DMG-PEG-2000 at 

50:10:40-x:x molar ratio) empty or encapsulating Firefly Luciferase (FLuc) mRNA. UV detection: 200 nm. 

Temperature: 25°C. All results are presented in triplicates. 

 

The mean hydrodynamic diameters and the polydispersity indices of all LNPs formulations were 

also measured by DLS for comparison (see Table 1). The size distributions obtained by DLS and 

by TDA using Regularized Linear Inversion (CRLI) algorithm37 were given in Figure S2 and 

Figure S3, respectively, and the corresponding polydispersity indices (PDI) were gathered in Table 

1. The results obtained by TDA and DLS were compared and the sizes and PDI obtained by TDA 

were systematically lower than those obtained by DLS for all the LNPs formulations, due to 

intrinsic differences in these two techniques. 
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Table 1: Summary of the formulation parameters of the nine studied formulations and comparison of the 

hydrodynamic diameters (Dh) and the polydispersity indices (PDI) obtained by both TDA and DLS 

(see materials and methods). 

  F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 

F
o

rm
u

la
ti

o
n

 

p
ar

am
et

er
s 

% PEG 5 1.5 0.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 

TFR 

(mL/min) 
4 4 4 6 4 2 1 4 4 

FRR 3:1 3:1 3:1 3:1 3:1 3:1 3:1 5:1 2:1 

mRNA yes yes yes no no no no no no 

R
es

u
lt

s 

Dh TDA (nm) 
52 

± 2 

86 

± 3 

216 

± 4 

83 

± 5 

97 

± 4 

114 

± 3 

121 

± 5 

79 

± 4 

102 

± 5 

PDI TDA 
0.004 

± 0.002 

0.011 

± 0.007 

0.017 

± 0.005 

0.011 

± 0.007 

0.009 

± 0.003 

0.015 

± 0.015 

0.032 

± 0.023 

0.001 

± 0.001 

0.064 

± 0.006 

Dh DLS (nm) 
93 

± 3 

128 

± 2 

239 

± 3 

85 

± 2 

117 

± 2 

144 

± 1 

191 

± 6 

91 

± 3 

132 

± 2 

PDI DLS 
0.148 

± 0.041 

0.112 

± 0.045 

0.099 

± 0.048 

0.152 

± 0.036 

0.171 

± 0.012 

0.166 

± 0.022 

0.151 

± 0.035 

0.156 

± 0.024 

0.141 

± 0.008 

 

Figure 3A displays the size distributions (in triplicates) obtained by TDA for formulation F1, F3 

and for a 50/50 (v/v) F1-F3 mixture. Figure 3B displays the size distributions of the same samples 

obtained by DLS for comparison. In DLS, the size distributions of the two formulations analyzed 

separately were shown to overlap with [30-300] nm for F1 and [110-600] nm for F2, which was 

not the case in TDA, [35-70] nm for F1 and [160-280] nm for F2. When analyzing the F1-F3 

mixture, a single population with a very broad peak of [30-600] nm and an average size of 211 nm 

was observed in DLS, while two distinct populations of [40-70] nm and [160-240] nm could be 

distinguished in TDA. 
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Figure 3: Size distributions obtained by TDA (A) and DLS (B) for formulations F1, F3 and a 50/50 (v/v) 

mixture of F1 and F3. TDA experimental conditions as in Figure 2. DLS experimental conditions: 10 mM 

PBS buffer, pH 7.4, η = 0.9×10-3 Pa.s. Sample: LNPs (DLin-MC3-DMA:DSPC:Chol:DMG-PEG-2000 at 

50:10:40-x:x molar ratio) empty or encapsulating Firefly Luciferase (FLuc) mRNA. Sample dilution: 10 µL 

of the formulation into 1 mL PBS buffer. Temperature: 25°C. Measurement angle: 173°. All results are 

presented in triplicates. 

 

3.3 Study of the degradation of mRNA in the presence of ribonucleases 

Subsequently, TDA was used to study the degradation of mRNA in presence of ribonuclease 

A (RNase A). Figure 4A shows the analysis of naked mRNA (unencapsulated) at 0.5 g/L in PBS 

buffer (without RNase A, see blue trace) giving an average hydrodynamic diameter of 43 nm 

(mRNA Length: 1929 nucleotides). Repeating the same operation after addition of RNase A at 5 

mg/L (below RNase A UV detection limit in TDA) in the mRNA solution, led to much a thinner 

peak (see green trace), the hydrodynamic diameter being only 1.4 nm. The same experiment was 

then carried out on a LNP formulation encapsulating mRNA. No significant difference in size was 

observed with or without the presence of RNase A, the hydrodynamic diameters being similar (82 

and 84 nm, respectively). Finally, a 50/50 (v/v) mixture of a LNPs solution and a free mRNA 

solution was prepared. In the absence of RNase A, two populations were distinguished by TDA, 

one of 43 nm corresponding to the free mRNA and one of 84 nm corresponding to LNPs (see blue 

trace). In the presence of RNase A, a population of 1.4 nm, corresponding to the naked mRNA 
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degraded by RNase A, and another one of 86 nm, corresponding to LNPs, were observed. The 

Gaussian fits of the elution profiles are presented in Figure S4. 

  

 

Figure 4: Taylorgrams obtained in the absence (blue trace) or in the presence (green trace) of RNase A for: 

free mRNA (A), mRNA loaded LNP formulation F2 (B) a mixture of free mRNA and LNP formulation F2 

(C). Experimental conditions: free mRNA is Firefly Luciferase (FLuc) mRNA. LNP formulation F2 is 

DLin-MC3-DMA:DSPC:Chol:DMG-PEG-2000 at 50:10:38.5:1.5 molar ratio encapsulating FLuc mRNA. 

RNase A concentration in the final samples: 2.5 mg/L. Other conditions as in Figure 2. All results are 

presented in triplicates. 

 

3.4 Calculation of mRNA encapsulation efficiency by TDA 

In order to access the integrity of the mRNA encapsulated within the LNPs and to calculate 

the encapsulation rate, RiboGreen® Reagent was used with a fluorescence detector on the capillary 

electrophoresis equipment. This fluorescent reagent does not enter LNPs and allows to label the 

free mRNA (red traces in Figure 5). A first visual observation of the free mRNA peaks obtained 

for the two formulations F1 and F3 in Figure 5, shows that F1 has a higher rate of free mRNA than 

F3. To access the amount of total mRNA, the LNPs were deformulated by adding a powerful 

surfactant Triton X-100 at 0.5% (v/v) (see purple traces in Figure 5). The ratio between the two 

peak areas (free mRNA/total mRNA) directly gave access to the encapsulation rate. Encapsulation 

rates of 79% and 95% were obtained for F1 and F3, respectively. To confirm these results, the 

encapsulation efficiencies of the two formulations were also calculated by Ribogreen assay using 

SpectraMax® i3k, (see materials and methods). This orthogonal method gave similar 

encapsulation rates (75% and 94% for F1 and F3, respectively). 
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Figure 5: Taylorgrams obtained for the determination of mRNA encapsulation rate and free mRNA 

hydrodynamic diameters for formulation F1 (A) and formulation F3 (B). Use of RiboGreen® fluorescent 

Reagent to label the free (unencapsulated) mRNA (red traces) and the total mRNA after deformulation of 

the LNP with Triton X-100 (purple traces). Experimental conditions: µSIL-FC coated capillaries of 61 cm 

total length (40 cm to the fluorescence detector) × 50 μm i.d. Buffer: TE buffer (10 mM Tris-HCl, 1 mM 

EDTA, pH 7.5). Capillary presaturation: LNP for 10 min at 60 mbar. Capillary preconditioning between 

runs: H2O for 2 min at 960 mbar followed by 2 min TE buffer at 960 mbar. Injection: 20 mbar, 6 s. 

Mobilization pressure: 60 mbar. Sample: LNP formulations F1 and F3 with RiboGreen® fluorescent 

Reagent and with (purple trace) or without (red trace) Triton X-100 at 0.5% (v/v) in the sample. 

Fluorescence excitation at 480 nm, emission light wavelength ranges from 515 to 760 nm. All results are 

presented in triplicates. 

 

Additionally, it was possible to access the size of the mRNA by TDA, giving information on its 

integrity, by fitting the elution profile before and after LNP deformulation using Triton X-100. In 

the case of formulation F1, the average hydrodynamic diameter was 28 nm and 37 nm for the free 

mRNA (before deformulation) and the total mRNA (after deformulation), respectively. In the case 

of formulation F2, the average hydrodynamic diameter was 10 nm and 42 nm for the free mRNA 

and the total mRNA, respectively. 

Finally, using calibration curves performed with naked mRNA, as presented in Figure S5, it was 

possible to access the concentration of the total mRNA and free mRNA present in one formulation. 
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12.3 µg/mL free mRNA and 60.7µg/mL total mRNA were found for formulation F1 and 3.2 µg/mL 

free mRNA and 62.1µg/mL total mRNA were found for formulation F3. 

4 Discussion 

The size of LNPs is a critical parameter for cellular uptake.33,38 In this work, three 

parameters impacting LNPs size were studied. First, the PEG-lipid content was shown to have a 

significant impact on the size of LNPs, as a decrease from 5% to 0.5% multiplies the hydrodynamic 

diameter by 4. The strong influence of the PEG-lipid content has already been reported in the 

literature and the results obtained are in agreement with those of Belliveau et al.39 and Yanez Arteta 

et al.40 Furthermore, Bao et al.41 showed that LNPs with higher PEG-C-DMA amount altered gene 

silencing efficacy by potentially reducing endosomal disruption. In addition, several studies 

reported the presence of anti-PEG antibodies42,43, therefore the development of new strategies to 

optimize or replace the PEG-lipid were explored.44–48 But its replacement is tricky and other 

strategies must be considered for size optimization, especially trying to obtain small-sized LNPs 

with diameter <100 nm.  

Two other parameters of the formulation that have also been reported to have an impact on LNP 

size49 were studied, namely the TFR and the FRR. It appeared in this work that the higher the TFR 

and the FRR, the smaller the LNPs size. Indeed, the faster the dilution of the ethanol phase in the 

aqueous phase, the less time needed for lipids to group and stabilize, and the smaller the LNPs size. 

Therefore, the system used for mixing the organic and the aqueous phases is also a critical point 

for controlling the LNPs size. To obtain small LNPs of well-defined size, the system must allow a 

rapid and homogeneous dilution of the ethanolic phase into the aqueous phase by maximizing the 

contact interface between the two fluids.50,51  

The sizes, size distributions and polydispersity indices of the LNPs formulations measured by TDA 

using CRLI fit52 were compared to the ones obtained by DLS using Cumulant fit. The size 

distributions obtained by TDA were all narrower and shifted towards smaller sizes than those 

obtained by DLS. Therefore, the mean hydrodynamic diameters and the polydispersity indices 

obtained by TDA were smaller than those one obtained by DLS. These differences can be explained 

by the fact that the two techniques do not determine the same size distributions. The size 
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distribution obtained by TDA is related to the weight-average (or mass-average) distribution for a 

detection sensitive to the mass concentration53, each LNP contributing to the distribution relative 

to their mass proportion in the mixture. In contrast, the size distribution obtained by DLS is related 

to the intensity-average distribution, that gives more weight to the larger entities, since the 

distribution is weighted by the scattered intensity scaling as the hydrodynamic radius to the power 

6. As the size distributions obtained by DLS are wider than those obtained by TDA, it is thus more 

difficult to distinguish two populations in DLS than in TDA. This was confirmed by the analysis 

of a 50-50 mixture of two LNP formulations of different hydrodynamic diameters (52 and 216 nm). 

Indeed, DLS experiments showed a single mode distribution with an average size close to the one 

of the largest LNP in the mixture, while TDA was able to identify the presence of two LNP 

populations. These differences show the complementarity of the two methods for a better 

characterization of LNP size distributions. For instance, DLS can easily detect the presence of few 

quantities of larger or aggregated LNP in the sample, while TDA brings a distribution relative to 

the mass proportion of each nanoparticle in the mixture, and consequently a non-biased mass-

average size. Moreover, the complementary use of these two methods comply with the US FDA 

recommendation about the use of orthogonal methods to address technique-related differences for 

critical drug product parameters.54 

Subsequently, TDA was used to study the degradation of mRNA in the presence of ribonucleases. 

Degradation of mRNA is one of the main reasons why mRNA should be encapsulated into 

LNPs.55,56 It was observed that the addition of small amounts of RNase A is able to cut mRNA into 

small pieces as its hydrodynamic diameter instantly drops from 43 to 1.4 nm. TDA thus allowed a 

clear observation of mRNA degradation. Concerning the mRNA loaded LNPs, no visible 

degradation was directly observed by TDA after RNase addition. 

It was demonstrated that TDA can be also used to determine the encapsulation rate of mRNA within 

LNPs and the size integrity of the encapsulated mRNA. The results obtained were consistent with 

those obtained by Ribogreen assay using a microplate reader. The degree of encapsulation is an 

important parameter, as unencapsulated mRNA can easily be degraded and hardly penetrate into 

the cytoplasm of cells due to its negative charge. For the two studied formulations, the size of the 

free mRNA obtained by TDA was smaller than the one of the encapsulated mRNA, which shows 
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a potential degradation of the free mRNA when the formulations are stored in non-RNase free 

conditions. mRNA integrity is a critical parameter, as in case of degradation, it can no longer be 

translated into the protein of interest. Therefore, the vaccine efficacy highly depends on the rate of 

encapsulation and on mRNA integrity. 

Finally, this study showed that a single capillary electrophoresis equipment is able to provide 

valuable and complementary information on mRNA-LNP formulations. As TDA is easy to 

automatize, inexpensive and allow to work under physiological conditions, it could be 

advantageously used for quality control and stability studies to control LNPs size and mRNA size 

integrity. As it requires small volumes (nL are injected, 20 µL typically handled), TDA can also be 

used for research purpose to optimize LNP formulations parameters.  
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5 Supporting information 

5.1 Two-Gaussian fit of the elution profiles obtained by TDA  

 Figure S1: Experimental Taylorgrams (blue traces) obtained for the nine studied LNPs formulations and 

the corresponding two-Gaussian fits (green traces) allowing to calculate the LNPs hydrodynamic diameters. 

The Gaussian fits are performed only on the left half of the elution peak to avoid any impact of peak tailing 

on the size measurement. Experimental conditions: µSIL-FC coated capillaries of 61 cm total length (52.5 

cm to the UV detector) × 50 μm i.d. Buffer: 10 mM PBS, pH 7.4, η = 0.9×10-3 Pa.s. Capillary presaturation: 

LNPs for 10 min at 60 mbar. Capillary preconditioning: H2O for 2 min at 960 mbar followed by 2 min PBS 

at 960 mbar. Injection of LNPs: 20 mbar, 6 s. Mobilization pressure: 60 mbar. Sample: LNPs (DLin-MC3-

DMA:DSPC:Chol:DMG-PEG-2000 at 50:10:40-x:x molar ratio) empty or encapsulating Firefly Luciferase 

(FLuc) mRNA. F1 (A), F2 (B), F3 (C), F4 (D), F5 (E), F6 (F), F7 (G), F8 (H), F9 (I). UV detection: 200 

nm. Temperature: 25°C. 
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5.2  Polydispersity curves obtained by DLS 

Figure S2: Size distribution of the nine studied LNPs formulation obtained by DLS. Experimental 

conditions: Buffer: 10 mM PBS buffer, pH 7.4, η = 0.9×10-3 Pa.s. Sample: LNPs (DLin-MC3-

DMA:DSPC:Chol:DMG-PEG-2000 at 50:10:40-x:x molar ratio) empty or encapsulating Firefly Luciferase 

(FLuc) mRNA. Sample dilution: 10 µL of the formulation into 1 mL PBS buffer. Temperature: 25°C. 

Measurement angle: 173°. Results presented in superposed triplicates. 
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5.3 Polydispersity curves obtained by TDA 

Figure S3: Size distribution of the nine studied LNPs formulation obtained by TDA using Regularized 

Linear Inversion (CRLI) algorithm. Experimental conditions: the same as in Figure S1. Results presented 

in superposed triplicates. 
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5.4 Study of mRNA degradation with voluntary addition of RNase A 

 

Figure S4: Experimental Taylorgrams (blue traces) obtained and the corresponding two-Gaussian fits 

(green traces) allowing to calculate the hydrodynamic diameters of: naked mRNA in the absence (A) or in 

the presence (B) of RNase A, LNPs formulation in the absence (C) or in the presence (D) of RNase and a 

mixture of naked mRNA and LNPs formulation in the absence (E) or in the presence (F) of RNase A. 

Experimental conditions: Samples: naked mRNA: Firefly Luciferase (FLuc) mRNA, LNPs formulation: 

DLin-MC3-DMA:DSPC:Chol:DMG-PEG-2000 at 50:10:38.5:1.5 molar ratio encapsulating Firefly 

Luciferase (FLuc) mRNA. RNase A concentration in the final solutions 2.5 mg/L. Other experimental 

conditions: as in Figure S1. 
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Conclusion générale et perspectives 

Le premier objectif de cette thèse était d’évaluer les performances de l’électrophorèse 

capillaire (CE) et de l’analyse de la dispersion de Taylor (TDA) pour l’étude des interactions 

antigène-adjuvant. Trois publications ont été rédigées sur ce sujet.  

Dans la première publication, nous nous sommes intéressés à l’étude des interactions entre un 

adjuvant polymérique anionique (acide polyacrylique, SPA09), et un antigène vaccinal cationique 

en développement pour le traitement du staphylocoque doré (Staphylococcus aureus) par FACCE. 

La FACCE a permis d’accéder rapidement et de façon directe au pourcentage d'antigènes libres et 

au nombre moyen d'antigènes liés par adjuvant dans une formulation vaccinale. Cela a permis de 

tracer les isothermes d'adsorption et de déterminer les constantes d’interaction et la stœchiométrie 

à saturation, en utilisant le modèle de Langmuir des n sites indépendants de même énergie. La force 

ionique s'est avérée être un paramètre crucial ayant un impact considérable sur les paramètres 

d'interaction. Il a également été montré que l'adjuvant polymérique lui-même contribue 

significativement à la force ionique du milieu, et donc à la force des interactions. Sa contribution 

peut être estimée et corrigée lors de la formulation d'un produit vaccinal.  

Dans la seconde publication, le même couple antigène-adjuvant a été étudié par TDA. La TDA a 

été mise en œuvre avec succès et a permis de déterminer simultanément la taille des complexes 

antigène-adjuvant dans des conditions physiologiques et le pourcentage d'antigène libre dans le 

mélange adjuvant/antigène à l'équilibre. Le rayon hydrodynamique moyen des complexes 

antigène-adjuvant obtenu par TDA a été confirmé par celui mesuré par TEM et les paramètres 

d’interaction ont été en accord avec ceux obtenus dans l’étude précédente par FACCE.  

Dans la troisième publication, nous nous sommes focalisés sur l’étude des interactions 

antigènes/adjuvants dans le cadre de vaccins contenant un mélange de plusieurs antigènes. Il a été 

montré que la combinaison de l’utilisation de la β-alanine dans l'électrolyte avec un revêtement de 

capillaire en polybrène a permis d’améliorer significativement l'efficacité de la séparation en 

réduisant l'adsorption des protéines sur la paroi des capillaires. La méthodologie développée a 

permis la séparation de trois souches de poliovirus inactivé, sans dénaturation, et l’étude 
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individuelle et simultanée de leur interaction avec l'oxyhydroxyde d'aluminium (AlOOH). Elle a 

également permis d’observer l’impact de l’ajout d’ions phosphate jouant le rôle de compétiteurs 

pour les poliovirus sur les interactions avec l’adjuvant.  

L’ensemble de ce travail a montré toute la pertinence des méthodes électrophorétiques et de 

l’analyse de la dispersion de Taylor pour la caractérisation physicochimique des interactions 

antigène-adjuvant. Ces méthodes peu onéreuses permettent de travailler de manière automatisée, 

dans des conditions physiologiques, tout en utilisant de faibles quantités/volumes d’échantillon. 

Ainsi, les méthodes développées peuvent être employées pour optimiser les formulations 

vaccinales en étudiant l'impact des paramètres physico-chimiques (force ionique, pH, excipients, 

concentration en adjuvant) sur les paramètres d’interactions et sur la taille des complexes 

antigène/adjuvant. Ces méthodes peuvent également être utiles pour suivre la stabilité des vaccins 

et pour contrôler les procédés de fabrication.  

En ce qui concerne les limitations de ces techniques, l’adsorption des molécules/antigènes sur la 

paroi interne des capillaires demeure la limitation majeure. En effet, la sélection du revêtement de 

capillaire et du tampon d’analyse adéquats pour diminuer l’adsorption peut demander du temps. 

Enfin, en détection UV, la limite de détection des protéines est souvent aux alentours de 0,01 g/L. 

Pour abaisser cette limite de détection, une détection par fluorescence nécessitant un marquage des 

protéines est envisageable. 

Le second objectif de cette thèse était d’étudier et de caractériser les formulations vaccinales à 

ARN messager (ARNm) par CE et TDA. Deux publications ont été rédigées sur ce deuxième sujet. 

Dans la première publication, nous avons développé une méthode d’analyse de la taille et de la 

polydispersité des LNPs par TDA. La pré-saturation du capillaire s’est avérée être une étape 

cruciale pour diminuer significativement l'adsorption des LNPs sur la paroi interne du capillaire. 

Une comparaison entre les distributions de tailles obtenues par TDA et par DLS a montré que les 

distributions obtenues en DLS étaient plus larges et décalées vers les grandes tailles que celles 

obtenues par TDA. Cette différence s'explique par le fait que les deux techniques ne donnent pas 

accès aux mêmes informations. En effet, la TDA permet d’obtenir la distribution moyenne en 

poids, avec une détection sensible à la concentration massique. Tandis que, la DLS permet 

d’accéder à la distribution moyenne en intensité, qui donne un poids plus important aux grandes 
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particules, puisque la distribution est pondérée par l'intensité diffusée qui varie comme le rayon 

hydrodynamique à la puissance 6. Ainsi, les deux méthodes sont complémentaires. La DLS peut 

facilement détecter la présence de faibles quantités de LNP agrégées dans l'échantillon, tandis que 

la TDA donne une taille moyenne moins biaisée par la présence d’une faible quantité de particules 

de plus grande taille. L'utilisation orthogonale de ces deux méthodes est conforme aux 

recommandations de la Food Drug Administration (FDA), qui préconise d’utiliser plusieurs 

méthodes pour caractériser des paramètres critiques des formulations de LNPs pour pallier les 

limites de chacune des techniques. Par ailleurs, la TDA permet également d’accéder facilement à 

la viscosité des formulations de LNPs, ce qui peut être utile lorsque de faibles quantités de produit 

sont disponibles. Enfin, la CE a également été utilisée pour déterminer la densité de charge 

surfacique des LNPs en utilisant la modélisation de la mobilité électrophorétique développée par 

O'Brien-White-Ohshima.  

Dans la seconde publication, la TDA a été employée en support au développement de formulations 

de LNPs. Trois paramètres de formulation impactant la taille des LNPs ont été étudiés : le taux de 

PEG-lipides, le débit total de la formulation et le rapport de débit entre la phase aqueuse et la phase 

organique. Il a ainsi été montré qu’une augmentation du taux de PEG-lipides entraine une 

diminution du diamètre hydrodynamique des LNPs et qu’une augmentation du débit total de la 

formulation, ainsi qu’une augmentation du rapport de débit entre la phase aqueuse et la phase 

organique, permettent de diminuer la taille des LNPs. En effet, plus la dilution de la phase 

organique dans la phase aqueuse est rapide, moins les lipides ont le temps de se grouper et se 

stabiliser, et plus la taille des LNPs est petite. Une comparaison entre les diamètres 

hydrodynamiques obtenus par TDA et par DLS sur les 9 formulations réalisées a confirmé que les 

diamètres hydrodynamiques et les distributions de tailles obtenues en DLS étaient respectivement 

plus grands et plus larges que ceux obtenus en TDA, ce qui rend la discrimination de deux 

populations de LNP plus difficiles en DLS qu'en TDA. Par la suite, la TDA a été utilisée pour 

étudier la dégradation de l'ARNm en présence de ribonucléases et pour déterminer le taux 

d'encapsulation de l'ARNm dans les LNPs ainsi que la taille de l'ARNm encapsulé. Les résultats 

obtenus étaient cohérents avec ceux obtenus par le dosage Ribogreen à l'aide d'un lecteur 

fluorescent de microplaques.  
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L’ensemble de ce travail a montré qu'un équipement d'électrophorèse capillaire permet à lui seul 

d’obtenir de nombreuses informations sur les formulations de vaccins ARNm. Notamment, il est 

possible d’accéder à la taille, à la distribution de tailles et aux indices de polydispersité des LNPs, 

et aussi à leur charge. La TDA est également utile pour le calcul de la viscosité des formulations 

de LNPs, la détermination du taux d’encapsulation de l’ARN messager et le contrôle de son 

intégrité. Par sa simplicité, son faible coût et sa faible consommation d’échantillon, la TDA est une 

méthode de choix qui a le potentiel d’être utilisée à différentes étapes du développement de vaccins.  

Les méthodologies développées dans cette thèse peuvent servir à étudier l’impact de différents 

paramètres physicochimiques (force ionique, pH, température…) sur les formulations de vaccins à 

ARNm et à mieux comprendre le processus d’auto-assemblage des LNPs. La TDA peut également 

servir en support au développement de nouvelles formulations notamment pour le screening de 

différents excipients, mais aussi pour suivre la stabilité de ces formulations. Enfin, la TDA pourrait 

permettre d’étudier et de quantifier les interactions entre les LNPs et différentes molécules 

présentes dans le sérum sanguin comme l’albumine. En effet, plusieurs études rapportent la 

formation de couronnes de protéines autour des LNPs, modifiant la taille de ces dernières et leurs 

interactions avec les cellules.1,2 

Pour aller plus loin, il serait également intéressant de poursuivre le développement de nouveaux 

revêtements neutres afin d’aboutir à un revêtement de capillaire ne nécessitant pas de pré-saturation 

pour l’étude des formulations de LNPs. Enfin, l’amélioration de l’automatisation du traitement des 

données obtenues par TDA serait aussi pertinent pour faciliter et développer son utilisation. 
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Résumé en Français 

Electrophorèse capillaire et analyse de la dispersion de Taylor pour l’étude des interactions 

antigènes/adjuvants dans les vaccins et la caractérisation des formulations vaccinales à ARN 

messager 

Ce travail de thèse vise à développer de nouvelles méthodes analytiques pour caractériser les formulations 

vaccinales.  

Le premier objectif a été d’évaluer les performances de l’électrophorèse capillaire (CE) et de l’analyse de 

la dispersion de Taylor (TDA) pour l’étude des interactions antigènes-adjuvants dans les vaccins. Comme 

ces interactions peuvent avoir un impact significatif sur la réponse immunitaire, le développement d’un 

candidat vaccin implique l’étude précise des mélanges antigènes-adjuvants et de leurs potentielles 

interactions. Premièrement, l’étude des interactions entre un adjuvant polymérique anionique (polyacide 

acrylique, SPA09), et un antigène vaccinal cationique en développement pour le traitement 

du staphylocoque doré a été réalisée par analyse frontale continue en électrophorèse capillaire (FACCE). 

Cette technique a permis d’accéder directement au pourcentage d'antigènes libres et au nombre moyen 

d'antigènes liés par adjuvant, à partir desquels les isothermes d'adsorption ont pu être tracées et les 

constantes d’interactions ont pu être déterminées. La taille des complexes antigènes-adjuvants a pu être 

déterminés par TDA dans des conditions physiologiques et la TDA a également permis d’accéder aux 

constantes d’interaction. Les rayons hydrodynamiques moyens (Rh) des complexes obtenus par TDA ont été 

confirmés par microscopie électronique en transmission (TEM) et les paramètres d’interaction mesurés par 

TDA étaient comparables à ceux précédemment obtenus par FACCE. Enfin, l’électrophorèse capillaire de 

zone (CZE) a permis d’étudier les interactions antigènes-adjuvants dans le cadre des vaccins contenant des 

mélanges de plusieurs antigènes. Après optimisation des conditions d’analyse, trois souches de poliovirus 

inactivé ont pu être séparées, sans dénaturation, et leurs interactions avec l'adjuvant d’oxyhydroxyde 

d'aluminium (AlOOH) ont été étudiées. 

Le second objectif a été de développer de nouvelles méthodes analytiques pour la caractérisation des 

formulations vaccinales à ARN messager (ARNm). Dans ces vaccins, les ARNm sont encapsulés dans des 

nanoparticules lipidiques (LNPs) qui les protègent de la dégradation et leur permettent d’entrer dans le 

cytoplasme des cellules. Dans ce contexte, une méthode d’analyse par TDA de la taille et de la distribution 

en tailles des LNPs et des ARNm a été mise au point. Une comparaison entre les tailles obtenues par TDA 

et par diffusion dynamique de la lumière (DLS) a été réalisée et les deux méthodes se sont avérées être 

complémentaires pour la caractérisation des LNPs. Ainsi, la TDA a pu être employée pour étudier différents 

paramètres de formulation impactant la taille des LNPs. Par la suite, la TDA a également été utilisée pour 

étudier la dégradation de l'ARNm en présence de ribonucléases et pour évaluer l’efficacité d'encapsulation 

de l'ARNm dans les LNPs ainsi que la taille de l'ARNm encapsulé. Enfin, la TDA a permis également 

d’accéder facilement à la viscosité des formulations de LNPs tandis que la CE a permis de déterminer la 

densité de charge surfacique des LNPs.  

 

Mots clés : vaccins, interactions, analyse de la dispersion de Taylor (TDA), électrophorèse capillaire (CE), 

ARN messager, nanoparticules lipidiques (LNPs).   
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Résumé en Anglais 

Capillary electrophoresis and Taylor dispersion analysis for the study of antigen / adjuvant 

interactions in vaccine products and the characterization of messenger RNA vaccine 

formulations 

 

This thesis work aims at developing new analytical methods to characterize vaccine formulations. 

The first objective was to evaluate the performances of capillary electrophoresis (CE) and Taylor 

dispersion analysis (TDA) for the study of antigen-adjuvant interactions in vaccine products. As 

these interactions can have a significant impact on the immune response, the development of a 

vaccine candidate involves the precise study of antigen-adjuvant mixtures and their potential 

interactions. First, the study of the interactions between an anionic polymeric adjuvant (polyacrylic 

acid, SPA09), and a cationic vaccine antigen under development for the treatment of 

Staphylococcus aureus was carried out by frontal analysis continuous capillary electrophoresis 

(FACCE). This technique provided direct access to the percentage of free antigens and to the 

average number of antigens bound per adjuvant, from which the adsorption isotherms were plotted 

and the interaction constants were determined. The size of the antigen-adjuvant complexes could 

be determined by TDA under physiological conditions and TDA also gave access to the interaction 

constants. The mean hydrodynamic radii (Rh) of the complexes obtained by TDA were confirmed 

by transmission electron microscopy (TEM) and the interaction parameters measured by TDA were 

comparable to those previously obtained by FACCE. Finally, capillary zone electrophoresis (CZE) 

allowed to study the antigen/adjuvant interactions in vaccines containing several antigens. After 

optimization of the analysis conditions, three strains of inactivated poliovirus were separated, 

without any denaturation, and their interaction with the adjuvant aluminum oxyhydroxide 

(AlOOH) were studied. 

The second objective was to develop new analytical methods for the characterization of messenger 

RNA (mRNA) vaccine formulations. In these vaccines, mRNA is encapsulated into lipid 

nanoparticles (LNPs) which protect it from degradation and allow it to access the cytoplasm of 

cells. In this context, a method for analyzing the size and the sizes distribution of LNPs and mRNA 

by TDA was developed. A comparison between the sizes obtained by TDA and by dynamic light 

scattering (DLS) was realized and both methods were found complementary for the 

characterization of LNPs. Consequently, TDA methodology was used to study different 

formulation parameters impacting the size of LNPs. Subsequently, TDA was also used to follow 

the degradation of mRNA in the presence of ribonucleases and to determine the encapsulation 

efficiency of mRNA within LNPs as well as the size of the encapsulated mRNA. Finally, TDA also 

provided easy access to the viscosity of LNP formulations, whereas CE allowed the determination 

of the surface charge density of LNPs. 

 

Keywords: vaccines, interactions, Taylor dispersion analysis (TDA), capillary electrophoresis 

(CE), messenger RNA, lipid nanoparticles (LNPs) 


