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Liste des abréviations

LISTE DES ABREVIATIONS

um : micrometre
UM : micromolaire

AcsGalNAz : N-azidoacétylgalactosamine-
tetraacylated

AcsGIcNAz : N-azidoacétylglucosamine-
tetraacylated

AcsManNAz : N-azidoacétylmannosamine-
tetraacylated

ACT : Adoptive Cell Transfert

ATCC : American Type Culture Collection
BARAC : biarylazacyclooctynone

BCN : bicyclononyne

BCR : B Cell Receptor

BTN : butyrophiline

CAR : Chimeric Antigenic Receptor

CD : Cluster of Differentiation

CMH : Complexe Majeur d'Histocompatibilité
CMV : Cytomégalovirus

CTLA4 : Cytotoxic T-lymphocyte-associated
protein 4

CuAAC: Copper(l)-catalysed Alkyne-Azide
Cycloaddition

DAPI : 4',6-diamidino-2-phénylindole
DBCO / DIBAC : dibenzocyclooctyne
DNAM-1 : DNAX accessory molecule-1
DOT : Delta One Tcell

Doxp : 1-désoxy-D-xylulose-5-phosphate
EBV : Epstein-Barr Virus

EDTA : acide éthyléne diamine tétra-acétique
EPCR : Endothelial Protein C Receptor

EPR : Enhanced Permeation and Retention
FACS : Fluorescence Activated Cell Sorting
FAM-DBCO : DBCO couplé a la fluorescéine
FasL : Fas Ligand

FVS: Fixable Viability Staining

GalNAc : N-acétyl-D-galactosamine

GalNAz : N-azidoacetylgalactosamine
GBM : glioblastome
GIcNAc : N-acétyl-D-glucosamine

GIcNAc-1-P : N-acétyl-D-glucosamine-1-
Phosphate

GIcNACc-6-P : N-acétyl-D-glucosamine-6-
Phosphate

GIcNAz : N-azidoacetylglucosamine

GM-CSF : Granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor

GNE : UDP-GIcNAc 2-épimérase/ManNAc
kinase

HBV : Virus de |I'Hépatite B
HLA : Human Leukocyte Antigen

HMBPP : hydroxymethy-but-2-enyl
pyrophosphate

HSPC : cellules souches hématopoiétiques/pro
génitrices

HSV : Herpes simplex Virus

ICAM : Intercellular Adhesion Molecule
ICOS : Inducible T-cell COStimulator
ICOSL : Inducible T-cell COStimulator Ligand
IFNy : Interféron gamma

lg : Immunoglobuline

IL: interleukine

IPP : isopentenyl pyrophosphate

kDa : KiloDalton

KIR : K cell Inhibition Receptors

LAG-3 : Lymphocyte Activation gene 3
LB : lymphocyte B

LCPO : Laboratoire de Chimie des Polymeres
Organiques

LFA-1: Lymphocyte  function-associated

antigen 1

LMA : Leucémie Myéloide Aigué
LT : lymphocyte T

LThl : Lymphocytes T helper 1
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Liste des abréviations

LTy6 : lymphocytes Tyd

MAIT : mucosa-associated invariant T cells
ManNAc : N-acétyl-D-mannosamine
ManNAz : N-azidoacetylmannosamine
MDSC : Myeloid Derived suppressor Cell
MFI : Median of Fluorescence Intensity
MICA : MHC class I-chain related proteins A
MICB : MHC class I-chain related proteins B

MIP-1a : Macrophage Inflammatory Protein-1
alpha

MIP-1B : Macrophage Inflammatory Protein-1
beta

MR1 : MHC class I-related protein

Mtb : Mybobacterium tuberculosis

Ns : azide

NANP : Neu5Ac-9-P-phosphatase

NANS : N-acétylneuraminate synthase
NCR : Natural Cytotoxicity Receptors
NeuNAc : N-acetylneuramine

NeuNAz : N- azidoacetylneurosamine

NIH : National Institute of Health

NK : Natural Killer
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Introduction, Chapitre 1

INTRODUCTION

Chapitre 1 : Chimie Click et Polymersome : des innovations au service de la thérapie ciblée

1. Concept de nanotechnologie et nanomédecine

Le terme « nano-» vient du grec vavog signifiant « nain ». Il correspond a tout matériau
retrouvé a I'échelle nanométrique, c’est-a-dire entre 1 et 1000nm. Bien que nous en n’ayons
pas conscience, notre planéete est une source importante de nanomatériaux naturels comme
la poussiére ou les minéraux. L'intérét pour le domaine du nanométrique s’est développé avec
le temps afin d’adapter ces matériaux nanométriques a une potentielle utilisation en

physique, en électronique ou encore en médecine.

1.1. Découverte des nanotechnologies

La définition de nanotechnologie repose sur la manipulation ou l'auto-assemblage d'atomes,
de molécules ou d'amas moléculaires individuels en structures afin de créer des matériaux et
des dispositifs aux propriétés nouvelles ou trés différentes de ce qui existe a taille usuelle.
L'utilisation de ces objets et matériaux de taille nanométrique peut étre retrouvée dans le
domaine de I'électronique, de la physique, de la chimie ou de la biologie. Ce concept a été
introduit pour la premiére fois en 1959 par le physicien américain Richard Feynman [1],
récompensé par le prix Nobel de physique en 1965 [2]. Il a suggéré qu’il serait possible de
manipuler la matiére au niveau des atomes individuels pour miniaturiser un moteur électrique
ou encore un livre. Toutefois, ce n’est que 15ans plus tard, en 1974 que ce concept a été
réellement défini par Norio Taniguchi [3]. Selon I'Institut National de la Santé (NIH), « la
nanotechnologie est définie comme la compréhension et le contréle de la matiere a des
dimensions d'environ 1 a 100 nanometres, une échelle a laquelle émergent des propriétés
uniques des matériaux qui peuvent étre utilisées pour développer de nouvelles technologies
et produits ». L'industrie électronique a fait partie des premiers domaines tentant de
miniaturiser des objets en créant des outils pour des appareils électroniques plus compacts.
Des outils chirurgicaux ont également subi ces miniaturisations afin d’améliorer la précision
lors des opérations, de minimiser les traumatismes corporels et d'améliorer le rétablissement

des patients [4]. L'objectif des nanotechnologies est donc de développer des nouveaux
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dispositifs possédant des propriétés nouvelles ou améliorées comparé a ce qui existe déja

dans le but d’outrepasser les problématiques rencontrées avec les dispositifs actuels.

1.2. Des nanotechnologies aux nanomédecines

La branche des nanotechnologies s’intéressant a la biologie et au domaine du médical est
apparentée a la nanomédecine. La nanomédecine offre de nouvelles possibilités en matiere
de détection, de diagnostic et de traitement par le biais des nanoparticules, c’est-a-dire des
particules de taille nanométrique. La « Forward Look on Nanomedicine » de la Fondation
Européenne de la Science a défini les nanomédicaments comme des « systemes complexes a
I'échelle nanométrique, composés d'au moins deux composants, dont |'un est l'ingrédient
actif » [5]. Ces ingrédients actifs peuvent étre des sondes de détection, des fluorochromes ou
des molécules thérapeutiques par exemple. Les nanomédecines ont suscité un fort intérét ces
derniéres années notamment a propos de I'élaboration de nouvelles nanoparticules ayant
pour but d’améliorer le transport de ces « ingrédients actifs ». Divers types, formes et
techniques de formulation ont été développés pour répondre aux exigences du domaine
d’utilisation qu’il soit a but thérapeutique ou lors d’imagerie. Les nanoparticules sont réputées
pour délivrer des principes actifs sur des sites cellulaires spécifiques, améliorant |'efficacité
de la molécule choisie tout en réduisant le risque d’effets secondaires associés a cette
derniére [6]. En effet, 'un des avantages notables des nanoparticules est leur capacité de
protéger la molécule encapsulée d’une dégradation et d’'une élimination prématurée en
limitant son interaction avec I'environnement biologique. Elles permettent également
d’améliorer l'infiltration et la pénétration du composé dans les tissus et donc de mieux
controéler sa pharmacocinétique et sa biodistribution pour obtenir un résultat ciblé aux cellules
d’intérét, limitant donc les effets secondaires potentiels de la molécule sur les cellules

adjacentes [7].

Pour répondre a toutes ces exigences de ciblage, de protection du composé mais aussi du
systéme biologique contre une potentielle toxicité, les nanoparticules doivent respecter un
certain nombre de criteres concernant leur formulation. En effet, ces nanoparticules ne sont
pas toujours créées a base de composés naturels ce qui signifie qu’elles peuvent apparaitre
comme toxiques pour I'environnement biologique dans lequel elles se trouvent. Afin de

limiter cette toxicité, il est nécessaire d’utiliser des matériaux biocompatibles. Cela leur
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permet donc de circuler pendant un temps suffisamment long dans le systéme sanguin sans
étre détectées par le systeme immunitaire pour avoir le temps de s’accumuler suffisamment
et sélectivement sur leur site cible. C'est ce que I'on appelle le contréle de la biodistribution.
Ensuite, elles doivent étre capables de contenir une charge élevée de molécules tout en
conservant une structure stable afin d’avoir la meilleure efficacité possible. Pour finir, elles

doivent étre capables de libérer les molécules chargées de maniére controlée [7].

Pour résumer, le but général des nanoparticules est de transporter des principes actifs sur un
site d’intérét. La conception de ce systéeme idéal correspond alors a (i) un nano-assemblage
de composés biocompatibles encapsulant une charge utile d’ingrédients actifs (sondes,
fluorochromes, molécules thérapeutiques), (ii) des ligands a la surface de la membrane pour
le ciblage spécifique du site et une non-toxicité/non-détection par le systeme immunitaire,
(iii) une membrane modulable qui permet la libération du médicament a la demande sur le
site souhaité pour améliorer sa biodistribution. Le design de ce systeme de transport doit étre
réfléchi comme une combinaison parfaite entre une nanoparticule de choix encapsulant une
molécule spécifique au contexte étudié, un systeme de ciblage le plus efficace possible et une
méthode d’association de ces deux entités biocompatible et pérenne. Les critéres de sélection
de la nanoparticule, de son vecteur et du systeme d’association seront discutés dans les

chapitres suivants (Figure 1).

Association des deux entités
« Interaction spécifique et pérenne
* Biocompatible
« Conservation des actions des deux entités

C2 W
S \

Nanoparticule encapsulant un principe actif Choix du vecteur
« Composition modulable de la « Forte capacité de ciblage
membrane « Spécifique au ligand

« Importante capacité d'encapsulation
« Biodégradable et biocompatible

Figure 1: Schéma simplifié représentant les critéres importants lors de la production d’un
systéme de transport de principe actif.

Représentation des trois composantes principales du systéme de transport idéal d’un principe actif avec les
critéres a respecter. La nanoparticule choisie doit étre biodégradable et biocompatible. Elle doit également étre
capable d’encapsuler une forte concentration de principes actifs ayant des propriétés diverses. Sa membrane doit
étre modulable que ce soit a propos de son épaisseur, de sa formulation, de sa flexibilité et de sa taille. Le vecteur
doit étre choisi avec grand intérét. Il doit étre spécifique au ligand ciblé présent sur le site d’intérét. Pour finir,
I’association des deux entités doit étre pérenne, spécifique et biocompatible. En outre, cette liaison ne doit en
aucun cas modifier ou altérer I'activité des deux entités qu’elle relie. Créée avec BioRender.com
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1.3. Développement des nanoparticules

La sélection des matériaux utilisés lors de la formulation a été le premier point de levier dans
le développement des nanoparticules. Les premiéres ont été créées a base de matériaux non
organiques comme l'or. Par la suite, l'utilisation de composés organiques s’est développée

avec l'utilisation de nanoparticules lipidiques ou polymériques (Figure 2).

Liposome PEGylation: Polymersome

! o
)
=i\
T3
Nanoparticule Thérapie Micelle Particule Liposome
d'or colloidal cellulaire.  polymérique  polymérique PEGylé % 2 -
N $ — 1, N
[ /-\\\ (ﬁ
@ AL
. & g 4
I I | | I I I
1850 1930 1960 1970 1980 1990 2000

Figure 2 : Chronologie du développement des nanoparticules d’or, lipidiques et
polymériques.

Les nanoparticules d’or colloidales ont été les premiéres nanoparticules a avoir été utilisées en nanomédecine et
ont été longtemps considérées comme une base dans le développement des nouvelles générations. Les
nanoparticules lipidiques et polymériques sont apparues bien plus tard et possédent des propriétés membranaires
et d’encapsulation toutes autres. Modifiée d'apreés [8]. Créée avec BioRender.com

1.3.1. Les nanoparticules d’or

Les nanoparticules d’or colloidales font partie des premiéres nanoparticules a avoir été
décrites en 1857 [9]. Aujourd’hui, leur utilisation au niveau médical est extrémement vaste,
allant de la génomique a I'administration ciblée de médicaments, d'ADN et d'antigenes tout
en passant par la détection et la photothermolyse de micro-organismes et de cellules
cancéreuses. C'est grdce a leurs propriétés physico-chimiques uniques qu’elles peuvent
répondre aux besoins du diagnostic médical mais aussi de la thérapie, la prévention ou encore
I’hygiene [10]. Une de leurs caractéristiques majeures est leur propriété thermique. En raison
de la forte absorption optique de I'or, les nanoparticules métalliques se comportent comme
des nanosources de chaleur pouvant étre contrélées en modifiant la forme et la taille des

particules. C'est pourquoi leur plus grande utilisation concerne le domaine de la thérapie ou
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de I'imagerie photothermique [11]. Cependant, I'utilisation de I'or en thérapeutique peut

poser de nombreux probléemes de toxicité comme le présente cette revue de Lansdown [12].

1.3.2. Les nanoparticules lipidiques

Le développement de matériaux organiques a permis 'arrivée de nouvelles nanoparticules
avec une biocompatibilité plus intéressante que les nanoparticules a base de matériaux non-
organiques. Les nanoparticules lipidiques font partie des plus employées et sont déja
approuvées pour une utilisation clinique. Les lipides sont déja naturellement présents dans le

systeme biologique rendant ces nanoparticules biocompatibles et peu toxiques.

Différents systemes lipidiques existent et la plupart sont faits a base de phospholipides. Ces
derniers sont de nature amphiphile et peuvent s’auto-assembler en une simple couche pour
former des micelles ou en double couche pour former des liposomes ou des disques [13]

(Figure 3).

A B
Micelles lipidiques Disque lipidique Liposome

Figure 3 : Représentation schématique de différentes formes de nanoparticules lipidiques.

Les nanoparticules lipidiques possedent une membrane composée de phospholipides. Ces derniers sont de nature
amphiphile et peuvent s’auto-assembler. Ils peuvent ainsi former (A) des micelles lorsqu’ils s’assemblent en simple
couche ou (B) des liposomes ou des disques lorsqu’ils s’assemblent en double couche. Créée avec BioRender.com

Les liposomes ont été décrits pour la premiére fois en 1964 [14] et sont caractérisés pas leur
corps aqueux entouré d’une bicouche lipidique contribuant a I'encapsulation et la délivrance
de tout type de composé, qu’il soit hydrophile ou hydrophobe ou méme les deux en méme
temps si leur formulation le permet [15]. Cependant, ce systéeme peut présenter divers
inconvénients limitant son utilisation lors d’administration de molécules. lls sont rapidement
repérés par le systéme immunitaire comme du non-soi provoquant leur élimination avant
méme d’atteindre leur site cible. Ces particules, préparées a partir de matériaux exogénes,

vont attirer des composants du plasma, notamment des immunoglobulines et des opsonines,
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et former une couronne protéique en trés peu de temps aprés son administration. Les
osponines représentent toutes les molécules capables de se lier a la membrane induisant la
phagocytose de la nanoparticule [16]. Cette conformation va augmenter la susceptibilité des
nanoparticules a étre séquestrées par les cellules du systéme réticulo-endothélial (ou systeme
de phagocytes mononucléaires) possédant des macrophages spécialisés dans I’élimination du
non-soi : les cellules de Kupffer. Une fois absorbées, ces nanoparticules vont étre détruites et
éliminées, c’est ce que I'on appelle la clairance. Dans la majeure partie des cas, moins de 5%
des nanoparticules nues réussissent a atteindre leur cible [17]. C’'est pourquoi leur surface
peut étre modifiée par I'ajout de ligands ou de molécules hydrophiles (Cf 1.3.2.) afin
d’améliorer leur demi-vie ainsi que leurs capacités de ciblage des sites d’intérét [18]. De plus,
des études ont montré que ce systeme pouvait manquer de stabilité chimique, physique et
biologique impactant sa capacité d’encapsulation mais également la conservation de la

molécule d’intérét a I'intérieur de la nanoparticule [19].

2. Les polymersomes : des nanoparticules de choix

Le développement de la structure des polymersomes a été basé sur |'élaboration des
liposomes. La membrane du polymersome s’appuie sur |'association de copolyméres
amphiphiles. Comme leur nom l'indique, ces copolymeéres sont constitués de deux polymeres,
un hydrophobe et un hydrophile. Les copolymeéres vont alors pouvoir s’auto-assembler afin
de former une bicouche polymérique, entourant un corps aqueux, créant ainsi un
polymersome (Figure 4). Cette membrane, composée de deux types de polyméres distincts,
procure une meilleure stabilité, comparé au liposome, avec une membrane plus épaisse ce
qui améliore les caractéristiques pharmacocinétiques des molécules encapsulées. De plus,
cette structure compartimentée permet le transport d’un grand nombre de composés, qu’ils
soient hydrophobes, via une liaison directe a I'intérieur de la membrane, ou hydrophiles avec
une encapsulation dans le corps aqueux [20] (Figure 4). Cette caractéristique permet alors
d’incorporer plusieurs molécules ayant des propriétés physiques différentes dans un méme
polymersome. Dans le cas de transport de composés thérapeutiques, cette administration
simultanée peut améliorer I'efficacité du traitement mais également réduire les effets

secondaires et limiter le développement de résistances par la multiplication d’injection [21].
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2.1. Une composition modulable

Un des plus gros avantages du polymersome est la liberté de composition de sa membrane
nous permettant de jouer avec son épaisseur, constante primordiale concernant la libération
de la molécule encapsulée, sa fluidité, lui permettant une bonne circulation, mais aussi avec
toutes les autres caractéristiques physico-chimiques Iui permettant une bonne

biocompatibilité [20]. L'importance de ces critéres va étre discutée dans cette partie.

A R B
( Polymere
hydrophobe
-
o=
Copolymére ey —
Polymeéres
L hydrophiles
c Coeur aqueux encapsulant

des molécules hydrophiles

@ Molécules hydrophiles

@ Molécules hydrophobes

Bicouche polymérique encapsulant
des molécules hydrophobes

Figure 4 : Représentation schématique d’un polymersome.

Un polymersome s’appuie sur l’association de copolymeres amphiphiles, eux-mémes constitués de deux
polymeéres, un hydrophobe et un hydrophile (A). Cet assemblage va former une bicouche polymérique conférant
aux polymersome une membrane flexible, stable et modulable. Le polymersome a la capacité d’encapsuler des
molécules hydrophiles a I'intérieur du corps aqueux mais aussi des molécules hydrophobes a l'intérieur de la
bicouche lipidique (C). Créée avec BioRender.com

2.1.1. Sélection du copolymere hydrophobe

Divers copolymeres hydrophobes sont employés pour la formulation des polymersomes et,
ces derniéres années, une attention particuliére a été accordée aux polyméres biodégradables
reconnus pour leur faible toxicité in vivo tels que le poly(carbonate de triméthyléne) (PTMC)
[22], le poly(oxyde de propyléne) (PPO) ou encore le poly(oxyde de butylene) (PBO). Une
étude de 2020 de Wehr et al. a montré que le PBO avait une cytocompatibilité ainsi qu’une
hydrophobie élevées, une fabrication simple associée a une membrane fluide et flexible ce qui

le place comme étant un copolymeére hydrophobe trés avantageux [23]. Dans le cadre de ce
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projet, nous avons utilisé le copolymére commercial Poly(butadiene) : Pbut (Figure 5). Ce
copolymere a été largement étudié pour mieux comprendre sa morphologie, sa formulation
en fonction des techniques utilisées ou encore sa stabilité [24], [25], [26], ce qui a conduit a
son utilisation en tant que cargo/vecteur afin de transporter des molécules thérapeutiques

lors de traitements anti-cancéreux [27].

A B
| |
C=—C
v AN b/k\/OMCI
CH; CH,
n n m o)
N

Poly(butadiéne) : Pbut Pbut-b-PEG

Figure 5 : Représentation moléculaire des composants du polymersome.

La composition de la membrane du polymersome est modulable. Divers polymeéres hydrophobes peuvent étre
utilisés et le Poly(butadiéne) a été choisi lors de ce travail (A). Son association avec un polymére hydrophile tel
que le PEG (B) lui confere une caractéristique de « furtivité » face au systéme immunitaire prolongeant ainsi la
demi-vie de la nanoparticule.

La premiere génération de nanoparticules n’était simplement qu’un assemblage de
copolymeres. Son administration par voie intraveineuse entrainait une dégradation et une
élimination rapide par le systeme de clairance du corps du fait de sa reconnaissance par les
cellules du systeme immunitaire comme étant du non-soi (Cf 1.3.2). En 1990, une étude de
Chiannilkulchai et al. [28] a réussi a tirer un avantage de cette clairance par les cellules de
Kupffer dans le but d’améliorer le traitement du cancer du foie. Des nanoparticules
poly(cyanoacrylate) encapsulant de la doxorubicine ont été injectées chez des souris
porteuses de métastases de sarcome. lls ont alors remarqué une accumulation des
nanoparticules dans les cellules de Kupffer, créant une diffusion massive et prolongée du
médicament libre vers le tissu néoplasique. Bien que cet exemple illustre un avantage de la
clairance dans certaines situations, la plupart des traitements doivent rester indétectables par

le systeme immunitaire afin d’avoir suffisamment de temps pour atteindre leur site cible.

2.1.2. Protection par un copolymeére hydrophile

Comme souligné précédemment, une des caractéristiques cruciales pour former une

nanoparticule idéale est la furtivité, c’est-a-dire I'échappement au systeme immunitaire et

page 14 sur 153



Introduction, Chapitre 1

donc au systeme de clairance. Afin de favoriser cette propriété, une seconde génération liant
de maniere covalente un polymere hydrophile au polymére hydrophobe a été créé. Cette
association permet la présentation du composé hydrophile a la surface. Le
poly(éthyléne glycol) (PEG), décrit pour la premiére fois en 1977 par Abuchowski et ses
collégues [29], [30] et plus fortement développé dans le milieu de années 1990 [31], est I'un
des polyméres hydrophiles les plus couramment utilisés. L'utilisation de ce composant
hydrophile dans la formation des polymersomes est appelée « PEGylation ». Ce polymere,
dont la taille est ajustable, peut interférer avec les opsonines par répulsion stérique, rendant
les polymersomes plus furtifs face au systeme immunitaire, prolongeant leur demi-vie et

améliorant donc leur efficacité [22], [23], [32].

Dans notre étude, nous avons combiné cette molécule de PEG avec notre copolymeére
hydrophobe, le Pbut, afin d’obtenir ces avantages de « furtivité ». Cette association nous
donnant alors le polymersome Poly(butadiéne)- b-poly(éthylene glycol): Pbut-b-PEG

(Figure 5).

2.2. Controle de la biodistribution

Comme énoncé précédemment, le contréle de la biodistribution est une des composantes
importantes dans I'élaboration de la nanoparticule idéale. Les nanoparticules sont, dans la
majeure partie des cas, injectées dans le systéme sanguin pour transporter les molécules
d’intérét vers les sites cibles. Il est donc nécessaire de controler ce transport pour obtenir une
efficacité optimale et éviter que ces dernieres stagnent dans la circulation sanguine favorisant

potentiellement sa détection par le systeme de clairance et donc son élimination.

2.2.1. Ciblage passif

L'amélioration de la demi-vie des nanoparticules grace a la PEGylation a mis en évidence leur
capacité de ciblage passif et notamment leur accumulation au niveau des sites tumoraux. Lors
d’un développement tumoral, des mécanismes d’angiogenése se mettent en place entrainant
une vascularisation anormale et chaotique de la tumeur. Cette architecture irréguliere
provoque un élargissement des jonctions entres les cellules endothéliales, facilitant ainsi

I'entrée et l'accumulation des polymersomes au site tumoral du fait de leur taille
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nanométrique. Une fois accumulés, les polymersomes ne peuvent plus étre éliminés en raison
d’un systéme lymphatique restreint. L’utilisation de ces particules dans ce cadre a défini ce
gue I'on nomme I'effet EPR pour « Enhanced Permeation and Retention » [32], [33] (Figure 6).
Pour tirer parti de ce phénomene, les polymersomes doivent répondre a quelques criteres,
tels que ne pas dépasser un poids moléculaire de 40kDa (seuil de clairance rénal) et ne pas
étre immunogéniques afin d’éviter toute interaction avec les cellules immunitaires [34]. C'est
dans ce contexte de non-immunogénicité que la PEGylation devient cruciale, soulignant ainsi

I’avantage du développement de cette deuxieme génération de polymersomes.

Tissu sain Tissu tumoral
Cellule Cellule ' Cellule SESSE. Vascularisation
épithéliale Polymersome endothéliale . tumorales™ % #*%  anormale
B .
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Figure 6 : Role de I'effet EPR sur la biodistribution des polymersomes.

Dans un tissu sain (gauche), la vascularisation est organisée et les cellules endothéliales et épithéliales sont
jointes. Les polymersomes vont alors circuler dans le sang périphérique de fagon continue. Lors d’un
développement tumoral (droite), des mécanismes d’angiogenése se mettent en place développant une
vascularisation anormale et chaotique de la tumeur. Cette architecture irréguliére provoque un élargissement des
jonctions entre les cellules endothéliales, facilitant ainsi I’entrée et I’'accumulation des polymersomes au site
tumoral du fait de leur taille nanométrique. Une fois accumulés, les polymersomes ne peuvent plus étre éliminés
en raison d’un systeme lymphatique restreint. Ce phénomeéne correspond a I’effet EPR (« Enhanced Permeation
and Retention »). Créée avec BioRender.com

Toutefois, il a été rapporté qu’environ 95% des nanoparticules sont séquestrées puis éliminées
par le systéeme réticulo-endothélial avant d’atteindre leur cible [17]. Cela nécessite
I’administration de doses élevées afin de maximiser les chances de succes, ce qui peut

favoriser une potentielle toxicité.
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2.2.2. Ciblage actif

Afin de réduire les doses administrées tout en maintenant une efficacité optimale, une
troisieme génération de polymersomes a été développée visant a cibler activement les cellules
et les sites d'intérét pour accroitre leur accumulation et donc les bénéfices thérapeutiques.
Les polymersomes « PEGylés » sont fonctionnalisés, c’est-a-dire que diverses molécules telles

qgue des anticorps, des peptides ou encore des vitamines, vont étre ajoutées a leur surface

(Figure 7).
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Figure 7 : Exemple de fonctionnalisation des nanoparticules.

Il est possible de fonctionnaliser les nanoparticules afin d’améliorer leur ciblage des sites d’intérét. Différentes
approches peuvent étre envisagées en fonction du contexte, de la cible choisie et du degré de spécificité souhaité.
Par exemple, il est possible de fonctionnaliser les polymersomes avec des anticorps, des peptides, des

fluorochromes, des enzymes, des vitamines ou encore des fonctions chimiques. Ce schéma illustre de maniere
exhaustive de diverses options. Créée avec BioRender.com

Ces molécules choisies sont capables de reconnaitre spécifiquement leurs antigénes, ligands
ou récepteurs surexprimés par les cellules cibles, permettant ainsi de diriger les
nanoparticules directement vers les sites d’intérét, tumoraux ou infectieux [35]. Cependant,
il est crucial de sélectionner de maniere rigoureuse ce couple de molécules. En effet, il est
nécessaire que la molécule a la surface des polymersomes soit disposée en quantité suffisante
mais aussi que le ligand choisi soit suffisamment exprimé par les cellules cibles afin d’avoir un
ciblage efficace tout en limitant les phénomeénes non spécifiques. Diverses études ont été
menées sur la fonctionnalisation de nanoparticules de polyester (PLA-PEG) et ont montré que

la quantité de molécules fonctionnelles a ajouter a la surface des polymersomes était
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pleinement dépendante du couple choisi et du contexte pathologique étudié. Par exemple,
Mackiewicz et al. ont montré qu’une fonctionnalisation des polymersomes de l'ordre de 15 a
20% avec de I'acide folique et de la biotine était suffisante pour obtenir une affinité maximale
envers des cellules de carcinome cervical [36] tandis que Nagasaki et al. ont trouvé qu’une
fonctionnalisation par des molécules de lactose nécessitait un taux de I'ordre de 80% pour
qgue son efficacité soit intéressante pour fixer la lectine [37]. Ceci met en évidence
I'importance de la sélection des molécules fonctionnelles en fonction du contexte

d’application.

Par ailleurs, il est important de préserver les propriétés biologiques de ces molécules lors de
leur liaison a la surface du polymersome et de conserver la stabilité de la nanoparticule [38].
Une des stratégies envisageables pour éviter une surexpression de molécules sur le
polymersome, et ainsi prévenir sa saturation et sa déstabilisation, consiste a inclure plusieurs
ligands différents ciblant plusieurs récepteurs présents sur des cellules (Figure 8). Par
exemple, Zheng et al. ont montré qu’une double fonctionnalisation de nanoparticules
polymériques par les ligands de galactose, de l'acide lactobionique et de I'acide
glycyrhétinique renforgait leur capacité de ciblage ainsi que leur absorption par les cellules
cibles [39]. L'utilisation d'un ligand multivalent a faible affinité, capable de cibler différents
récepteurs, peut également permettre d'éviter le ciblage des cellules non tumorales
exprimant les mémes récepteurs séparément comme a pu le mettre en évidence I'étude de
Acosta-Gutiérrez et al.[40] (Figure 8). Toutes ces études confirment I'importance du contrdle
de la biodistribution a I'aide de molécules fonctionnalisant les nanoparticules pour obtenir un

systéme complet et idéal afin d’avoir la meilleure efficacité possible.

Une autre possibilité de ciblage actif est |'utilisation de cellules immunitaires comme vecteurs
des polymersomes. Cette méthode est particulierement attrayante pour améliorer le ciblage
des sites cibles du fait des caractéristiques spécifiques de ces cellules. Leurs avantages ainsi
gue les mécanismes permettant le couplage de ces deux entités seront présentés plus en

détail lors de ce chapitre.
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Figure 8 : Fonctionnalisation des nanoparticules a I'aide de différents ligands ou de ligands
multivalents.

Il est important d’optimiser le ciblage des sites d’intérét tout en limitant la saturation ainsi que la déstabilisation
de la membrane du polymersome. Pour cela, il est envisageable de fonctionnaliser les nanoparticules a I'aide de
différents ligands pouvant reconnaitre différentes cibles toutes deux présentes sur les cellules d’intérét (A). Cette
stratégie limite ainsi de potentiels ciblages non spécifiques. Il est également possible d’utiliser des ligands
multivalents, c’est-a-dire des ligands pouvant étre reconnus par plusieurs récepteurs présents sur une cellule
unique (B). Créée avec BioRender.com

2.2.3. Libération contrdlée des molécules encapsulées

Bien que ce nouveau systeme de ciblage actif des nanoparticules montre des résultats
prometteurs, certaines limites doivent encore étre surmontées pour montrer un bénéfice
indéniable face a I'hétérogénéité des cibles biologiques et la faible accessibilité des tissus avec
une grande variabilité de I'effet EPR. Pour améliorer cette accumulation locale, il est pertinent
de se concentrer non seulement sur le vecteur, mais aussi sur |'accessibilité et la libération du
principe actif. C'est dans cette optique qu'une quatrieme génération de polymersomes
sensibles a des stimuli externes (température et lumiére) ou a des stimuli endogenes, tels que
(pH ou enzymes) est développée [20]. Par exemple, une étude menée par Zhou et al. a
présenté un polymersome multicouche encapsulant de la doxorubicine ainsi que du paclitaxel
dans deux compartiments distincts [41]. Cette structure confére au polymersome une double
sensibilité a la température et au pH, permettant une libération séquentielle des deux

principes actifs prolongeant ainsi la durée du traitement.
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Dans cette partie, nous avons résumé les avantages que les polymersomes peuvent procurer
lors de leur utilisation comme vecteurs de principes actifs. Tout d’abord, ils possédent une
membrane modulable, que ce soit concernant la composition, I'épaisseur ou la taille, et
adaptable au contexte dans lequel ils sont utilisés. De plus, les polyméres constituant la
membrane sont biocompatibles et donc peu toxiques lors de leur injection dans un systéeme
biologique. Ensuite, I'ajout aisé de PEG a leur surface leur permet d’acquérir un critére de
« furtivité » auprés du systeme immunitaire leur procurant une demi-vie plus longue et donc
une meilleure efficacité. Pour finir, il est possible d’améliorer leur capacité de ciblage en
accrochant des ligands, voire des cellules, a leur membrane considérés comme spécifiques des
cellules ou des sites cibles. Nous pouvons donc dire que les polymersomes regroupent de
nombreux criteres nécessaires a I"élaboration du systeme idéal décrit plus haut: une
membrane modulable, un évitement efficace du systeme immunitaire et un ciblage spécifique

du site cible a I'aide d’une fonctionnalisation aisée.

3. Association des nanoparticules a la biologie cellulaire

Comme expliqué précédemment, le développement d’un systeme idéal passe par plusieurs
critéres. Une fois la sélection du polymersome et de sa composition effectuée, il est primordial
de choisir correctement I'entité a utiliser pour cibler les sites d’intérét. Les cellules
immunitaires représentent une méthode particulierement intéressante pour répondre a ce
besoin. En effet, lors d'une inflammation tissulaire, d'une lésion ou d'un cancer, un
recrutement massif des cellules immunitaires est observé. De plus, I'action synergique entre
les cellules immunitaires et les composés thérapeutiques pourrait produire des résultats
prometteurs. Leur utilisation comme vecteur pour les nanoparticules constitue donc une
approche attrayante pour améliorer le transport actif des molécules thérapeutiques vers les
tissus cibles. Deux moyens sont envisageables pour associer les cellules avec les
nanoparticules, une internalisation des nanoparticules par la cellule, ou leur liaison, directe

ou indirecte a la membrane cellulaire.
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3.1. Utilisation des cellules immunitaires comme vecteurs de nanoparticules

Le systeme immunitaire est composé de beaucoup de cellules différentes ayant des
caractéristiques et des modes d’action différents. Nous allons discuter ici des différents
modeles utilisables et déja utilisés, leurs avantages mais également leurs potentiels

inconvénients en fonction du contexte étudié.

3.1.1. Erythrocytes

Les érythrocytes, communément appelés globules rouges, représentent le type cellulaire le
plus abondant chez les mammiféeres. Ce sont des cellules concaves, mesurant entre 6 et 8um
de diamétre avec une demi-vie relativement longue allant jusqu’a 120 jours chez I'adulte [42].
Leur grande flexibilité leur permet de traverser les capillaires afin de transporter |'oxygéne, le
dioxyde de carbone, les électrolytes, le glucose et les acides aminés, substances essentielles
au métabolisme humain. De plus, ils jouent un r6le dans la phagocytose, I'adhérence
immunitaire ou encore dans la défense contre les infections. Une caractéristique intéressante
de ce type cellulaire est gu’elles sont dépourvues de noyau et donc de matériel génétique, ce
qui les rend insensibles aux dérives génétiques, aux développements anormaux ou cancéreux
[43]. Grace a leur biodistribution étendue, leur longue demi-vie et |'absence de matériel
génétique, des études ont été menées pour les utiliser comme vecteurs pour les
nanoparticules, pouvant étre encapsulées ou attachées a leur surface [44]. La premiere étude
établissant leur potentiel a été menée en 1973 par llher et ses collégues [45] dans laquelle ils
ont montré que des érythrocytes pouvaient encapsuler de la béta-glucosidase et de la béta-
galactosidase dans un but de thérapie de remplacement enzymatique. Aujourd’hui, les
techniques les plus communément utilisées pour lier les nanoparticules aux érythrocytes sont
I’encapsulation par choc hypotonique, la conjugaison chimique, les interactions par affinité, la

modification génétique des progéniteurs ou la liaison enzymatique [44].

Bien que les érythrocytes apparaissent comme un type cellulaire prometteur pour le transport
des nanoparticules, de nombreuses limites restreignent leur potentiel d’action. Tout d’abord,
ces cellules ne sont pas connues pour pénétrer efficacement dans les tissus et ne peuvent
donc interagir qu'avec un sous-ensemble de cellules présentes dans le plasma. En outre,

I'internalisation des nanoparticules au sein des érythrocytes peut réduire considérablement
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leur potentiel thérapeutique. En effet, ces cellules ne libérent pas spontanément les composés
encapsulés ce qui limite leur interaction aux molécules capables de pénétrer les cellules via
des transporteurs sur la membrane cellulaire. Les érythrocytes contrélent ainsi étroitement
I'entrée et la sortie des molécules extérieures ou de la nanoparticule encapsulée limitant
fortement leur accessibilité et donc le potentiel thérapeutique de cette méthode. Or, la
conjugaison de ces nanoparticules a la surface ne se révéele pas nécessairement plus probante
car elle nécessite un nombre élevé de copies de molécules associées a la surface des globules
rouges. Cette abondance peut affecter leur demi-vie car une trop grande modification des
composants membranaires peut compromettre l'intégrité de la membrane et accroitre la
reconnaissance immunitaire, comme l'ont démontré Murciano et al [46]. Pour finir, leur
capacité de charge de nanoparticules, qu’il s’agisse de charge intracellulaire ou de surface,

reste faible comparé aux autres types cellulaire [44].

3.1.2. Leucocytes

Les leucocytes, habituellement appelés globules blancs, regroupent toutes les cellules
produites dans la moelle osseuse puis retrouvées dans la circulation sanguine. Ces cellules

immunitaires sont essentielles dans le contréle de diverses pathologies.

3.1.2.1. Neutrophiles

Les neutrophiles sont les leucocytes les plus abondants représentant 50 a 70% des globules
blancs. Ils sont caractérisés par une transmigration et une mobilité extrémement rapide avec
une capacité de multiplication importante lors d’inflammation, compensant leur faible durée
de vie d’environ 7h. Cette réactivité en fait les premieres cellules a atteindre les sites
d’inflammation, jouant ainsi un role primordial dans les mécanismes de réponses
immunitaires innées [47], [48]. De plus, ces cellules répondent aux mécanismes de chimiotaxie
et possédent la capacité a traverser des barrieres biologiques comme la barriere hémato-
encéphalique. Toutes ces propriétés en font des vecteurs intéressants. Xue et al. [49] ont pris
I’'avantage de ces caractéristiques et ont démontré que les neutrophiles étaient capables de
transporter une nanoparticule lipidique chargée en chimiothérapie et de limiter la récidive du

glioblastome (GBM) apres I'ablation chirurgicale de la tumeur dans des modeles in vivo. lls
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répondent aux chimiokines libérées sur les sites d'ablation chirurgicale, emmenant alors les

nanoparticules sur le site tumoral.

Cependant, les neutrophiles restent des cellules recrutées suite a une inflammation et
activent ainsi une cascade de signalisation importante pour une réaction immunitaire
normale. Hors de leur contexte, I'augmentation soudaine du nombre de neutrophiles ainsi
gue leur modification peut provoquer une expression a leur surface de signaux « find me » et
« eat me » menant a une élimination plus rapide par les macrophages du foie et de la rate

[50].

3.1.2.2. Monocytes et macrophages

Les monocytes représentent environ 10% des leucocytes et sont des acteurs clés de
I'immunité innée. Ces cellules sont capables de circuler dans le systeme vasculaire ainsi que
de cibler les sites d’inflammation a I'aide des gradients chimioattractants. Une fois arrivés
dans les tissus, les monocytes se différencient en macrophages capables de subsister dans les
tissus inflammés. Ces cellules ont également tendance a s’accumuler dans les sites
hypoxiques, caractéristiques typiques d’un développement tumoral. Les macrophages
possedent une membrane flexible, semi-perméable et composée de phospholipides. Ce sont
des cellules phagocytaires ayant pour fonction principale d’internaliser les corps étrangers que
ce soit des bactéries, des débris mais aussi des particules, d'échanger sélectivement des
substances, d'absorber des nutriments, d'évacuer des déchets métaboliques, ainsi que de
sécréter et de transporter des protéines [51]. Elles peuvent donc étre chargées de molécules
thérapeutiques ex vivo puis étre réinjectées pour relarguer ces composés. Plusieurs études
ont démontré leur capacité a délivrer des molécules thérapeutiques comme lors d’infection

au VIH [52], de cancers [53] ou lors du développement de la maladie de Parkinson [54].

Toutefois, tous les types de thérapie ne peuvent étre utilisés car potentiellement toxiques
pour ces cellules servant de vecteur. Leur activité naturelle de dégradation et d’élimination
pourrait provoquer un endommagement des nanoparticules en intracellulaire pouvant causer
une altération du développement des macrophages, de leur différenciation, de leur activité

mais également provoquer la mort de ces cellules [51].
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3.1.2.3. Lymphocytes T

Les lymphocytes T (LT) jouent un role essentiel dans I'immunité adaptative et interviennent
dans la régulation de diverses pathologies, notamment les cancers, les infections virales et les
processus inflammatoires. Grace a leur récepteur a I'antigene (TCR), ils peuvent reconnaitre
les antigeénes des cellules anormales, qu’elles soient tumorales ou infectées, en fonction de
leur spécificité. Une fois ces cellules anormales détectées, les LT s’activent et se multiplient au
niveau des organes lymphoides secondaires. lls migrent ensuite sur le site d’intérét pour
exercer leurs actions cytotoxiques et activer les autres acteurs du systéme immunitaire
adaptatif afin d’éliminer ces cellules anormales. lls sont ainsi capables de passer les différentes
barriéres biologiques pour pénétrer dans les tissus tumoraux ou ils peuvent également résider

[55].

C’est notamment en raison de ces capacités migratoires que ces cellules représentent des
vecteurs attrayants pour les nanoparticules. Dans leur étude, Wayteck et al. ont d’ailleurs
montré qu’il est possible de coupler I'effet cytotoxique des cellules, en I'occurrence des LT
CD8+, avec l'action des molécules contenues dans les liposomes attachés a ces cellules. De
plus, le couplage de ces liposomes a la surface des LT CD8+ n’altere pas leurs capacités
migratoires ni cytolytiques [56]. Une seconde étude, menée par Ayer et ses collégues, a
également montré la faisabilité de coupler de maniére covalente des nanoparticules
polymériques sur des LT CD4+ effecteurs. L'utilisation de modeéles in vivo et in vitro a prouvé
la capacité de ce biohybride a traverser la barriere hémato-encéphalique [57]. Toutefois,
comparé aux cellules présentées précédemment, les LT ne sont pas réputés pour leur
propriété de phagocytose ce qui complique leur association avec les nanoparticules. Cela
implique un accrochage des nanoparticules a leur membrane pour étre transportées.
Quelques équipes ont donc décidé de se focaliser sur cet aspect en évaluant le comportement
des nanoparticules lorsqu’elles sont mises en contact avec diverses cellules immunitaires.
Leurs résultats suggérent que I'association de ces nanoparticules avec les lymphocytes est
considérablement plus faible que celle observée avec les autres types cellulaires tels que les
globules rouges, les plaquettes ou encore les monocytes [58], [59]. Par conséquent, le
contréle de cette interaction LT — nanoparticules est primordial pour assurer une délivrance

efficace tout en limitant les interactions non spécifiques avec d’autres cellules.
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Comme démontré ici, les LT sont une population prometteuse pour le transport de
nanoparticules du fait de leur forte capacité de ciblage des sites d’intérét. De plus, ces cellules
sont catégorisées en plusieurs sous-populations, chacune avec un mode de reconnaissance et
d’action spécifique a un contexte particulier. Par exemple, les LTyd, sous-population
minoritaire des LT, possedent de nombreuses spécificités de ciblage, d’action et de
reconnaissance de cellules tumorales ou infectées par divers virus, parasites ou bactéries. Leur
utilisation dans ce type de systéme serait tres prometteuse, c’est pourquoi notre travail s’est

fixé sur ce type cellulaire. Leurs propriétés seront développées dans le chapitre suivant.

Pour développer le biohybride idéal, un dernier point reste a étre étudié : I'association entre
le polymersome et la cellule immunitaire choisie. Cette liaison doit respecter plusieurs criteres
tels qu’une bonne biocompatibilité, une forte réactivité, une adaptabilité au type cellulaire
mais surtout elle ne doit pas altérer les caractéristiques et actions des nanoparticules ou des
cellules. Dans cette derniére partie, nous allons donc développer une méthode pouvant étre

utilisée pour répondre a cette problématique : la chimie bio-orthogonale.

3.2. Concept de la chimie bio-orthogonale

Lors des deux parties précédentes, nous avons donc mis en évidence I'importance de la
sélection des deux principales entités du systeme de délivrance idéal : la nanoparticule, qui
est ici un polymersome, et le vecteur, représenté ici par les cellules immunitaires. Toutefois,
il faut maintenant savoir comment associer ces deux entités pour obtenir un couplage optimal
tout en maintenant les activités et caractéristiques spécifiques de ces derniéres. La chimie bio-

orthogonale représente donc une solution idéale.

La chimie bio-orthogonale regroupe toute réaction se produisant a l'intérieur de systémes
vivants sans interférer avec les processus biochimiques natifs ni le métabolisme et la viabilité
de la cellule héte. Ces réactions basées sur les principes de la chimie organique physique, sont
caractérisées comme étant a la fois sélectives et biocompatibles du fait de leur utilisation en
conditions aqueuses, leur absence de catalyseurs toxiques et leur vitesse d’exécution. Elles
représentent donc une liaison spécifique et idéale pour coupler les polymersomes a nos

cellules immunitaires en limitant toute atteinte au métabolisme cellulaire. Il existe de
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nombreuses réactions bio-orthogonales fréquemment utilisées, toutefois seules trois seront
développées ici : la liaison de Staudinger, la Copper(l)-catalysed Alkyne-Azide Cycloaddition et

la Strain-promoted azide—alcyne cycloadditions [60], [61] (Figure 9).

3.2.1. La liaison de Staudinger

La réaction de Staudinger a été mise en évidence pour la premiére fois en 1919 par Staudinger
lui-méme [61] et repose sur une réaction entre un dérivé de phosphore et un azide organique
menant a I"élaboration d’un iminophosphorane puis d’'une molécule d’amine (Figure 9A).
Cette réaction a tout d’abord été développée lors de la production de composés chimiques
avant d’étre adaptée aux contextes biologiques. Du fait de la quasi absence des dérivés de
phosphore et des azides organiques en condition physiologique et de leur simplicité de
formulation au niveau chimique, cette réaction a formé une base idéale pour le
développement de réactions biocompatibles. C'est sur cette base que I'équipe de Bertozzi
s’est appuyée pour créer la premiere transformation bio-orthogonale devenue indispensable
de nos jours : la liaison de Staudinger ou liaison de Staudinger — Bertozzi [62]. Cette liaison est
basée sur une interaction entre un azide organique et un dérivé de phosphate spécifique
(triarylphosphine) menant a la formation d’une liaison amide (Figure 9B). Grace a ses
caractéristiques de biocompatibilité, de sélectivité, de rapidité et d’efficacité, cette liaison est
devenue une technique de bioconjugaison incontournable dans les années 1990 [63].
Initialement utilisée pour le marquage des glycanes a la surface des cellules [62], son
utilisation a rapidement été élargie. En effet, en plus d’étre entierement biocompatible, les
azides possedent l'avantage de faire partie des plus petits groupes fonctionnels bio-
orthogonaux, ce qui facilite leur utilisation. Concretement, les dérivés de phosphate peuvent
étre ajoutés a la surface de toute entité chimique (sonde, fluorochrome, polymersome) tandis
qgue les azides organiques s’integrent a la surface des entités biologiques (protéine, ADN,
cellule). La liaison de Staudinger-Bertozzi a donc notamment pu étre utilisée pour cibler des
protéines [64], des acides nucléiques [65] mais elle a également permis le développement de

sondes a base de phosphate dans le but de fonctionnaliser des protéines [66].
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Figure 9 : Représentation schématique de différentes chimies bio-orthogonales menant a
I’élaboration de la chimie click.

La réaction de Staudinger repose sur l'interaction entre un dérivé de phosphore et un azide organique, elle a
marqué le début du développement des chimies bio-orthogonales (A). Quelques années plus tard, I’équipe de
Bertozzi a adapté cette réaction pour une utilisation en milieu biologique. La liaison de Staudinger — Bertozzi
implique la réaction entre un dérivé de phosphate avec un azide organique (B). Comme son nom l'indique, cette
réaction permet de créer une liaison entre les deux composés initiaux aboutissant a un composé final unique
comprenant une liaison amide. Ainsi, une entité chimique (représentée par le cercle vert) peut étre attachée a la
molécule de phosphine, et une entité biologique (représentée par le cercle rouge) peut étre liée a I’azide organique
permettant la formation d’un biohybride. Cette approche a par la suite été améliorée menant a la création de la
premiére chimie click utilisant le cuivre : la Copper-catalyzed azide-alkyne cycloaddition (CuAAC) (C). Enfin, une
optimisation supplémentaire a conduit au développement de la Strain-promoted azide—alkyne cycloadditions
(SPAAC), chimie click bien plus biocompatible que la CUAAC en raison de I'absence de cuivre (D). Cette élimination
du cuivre est possible grdce a une meilleure réactivité entre une cyclooctyne (liée a une entité chimique) et I’azide
organique. Créée avec BioRender.com

C’est également a partir de la réaction de Staudinger que I’équipe de K. Barry Sharpless a pu
développer la chimie click en 2001 [67]. Sous ce terme sont regroupées « toutes les réactions
chimiques capables de former trés rapidement et efficacement des intermédiaires
synthétiques en établissant des connexions covalentes entre différentes entités, selon des
processus analogues a ceux qui sont mis en ceuvre par la nature ». Il est donc nécessaire que

ces réactions soient réalisables a température ambiante, en milieux aqueux, organiques ou
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hydro-alcooliques et qu’elles soient sélectives en plus d’étre tolérantes a I'oxygene et a
I'humidité [68]. Une des plus importantes caractéristiques de cette chimie click est le fait
gu’elle ne laisse aucune trace, c’est-a-dire que toutes les molécules chimiques présentes lors
de la réaction initiale sont utilisées pour former la molécule finale. Aucune d’entre elles n’est
éliminée de la réaction pour se retrouver stagnante dans I’environnement biologique, ce qui
limite fortement la toxicité cellulaire. La chimie click regroupe plusieurs réactions que nous
allons décrire plus en détails dans les chapitres suivants : la Copper(l)-catalysed Alkyne-Azide

Cycloaddition et la Strain-promoted azide—alkyne cycloadditions.

3.2.2. Copper(l)-catalysed Alkyne-Azide Cycloaddition : CUAAC

Comme précédemment mentionné, la Copper-catalyzed azide-alkyne cycloaddition (CuAAC),
qui correspond a une cycloaddition d’azide-alcyne catalysée par le cuivre, fait partie de la
famille des réactions click. Brievement, cette cycloaddition est basée sur la réaction mise en
évidence par Huisgen en 1986 [69] entre des cycles d’alcynes et des azides organiques formant
des groupes aromatiques triazoles (Figure 9C). Comme les liaisons introduites précédemment,
cette derniere ne peut se produire naturellement du fait de I'absence d’azides et d’alcynes en
milieu naturel. De plus, il a été démontré que cette réaction était trop lente pour étre utilisée
en condition biologique. C’est pourquoi des adaptations ont été mises en place. Tout d’abord,
les équipes de Medal et Sharpless en 2002 ont révélé que I'ajout d’un catalyseur a base de
cuivre permet l'accélération de cette réaction [70], [71]. Cependant, I'excés de cuivre peut
provoquer une oxydation du milieu, phénomene délétere pour le corps. Des ligands
hydrosolubles liant le cuivre ont ainsi été développés. Cela a permis d’ouvrir cette technique
a la conjugaison bio-orthogonale. En effet, les ligands hydrosolubles limitent la formation
d'espéces réactives de I'oxygene en stabilisant |'état d'oxydation requis du cuivre tout en
donnant une meilleure accessibilité au métal. En résumé, I'ajout de ce ligand hydrosoluble
permet |'accélération de la réaction tout en minimisant le stress oxydatif induit par le cuivre
améliorant donc la biocompatibilité de la réaction [61]. Comme mentionné ci-dessus, en plus
de leur forte biocompatibilité, les azides et alcynes ne sont pas naturellement présents dans
le systeme biologique. lls n’interagissent qu’entre eux en présence de leur catalyseur. Cette
spécificité d’interaction permet d’intégrer des azides a la surface d’entités biologiques sans

risquer d’altérer leur fonctionnement ou leur élimination [61]. Cette intégration d’azide
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permet ainsile couplage de ces molécules biologiques (cellules, protéines, sucres, lipides) avec
toute autre entité marquée avec un alcyne, son conjugué orthogonal (polymersomes, sondes,
fluorochromes). C'est notamment pour le développement de cette nouvelle chimie click que
Carolyn Bertozzi, Barry Sharpless et Morten Meldal ont regu le prix Nobel de chimie en 2022
[72]. Toutes ces améliorations ont conduit a une adaptation de la CuAAC pour la
fonctionnalisation de polymeres [73] aussi pour le marquage de surface cellulaire [74] ou

d’enzyme [75].

Toutefois, I'utilisation du cuivre comme catalyseur de la réaction click présente quelques
limitations du fait d’'une forte régulation de cette molécule par les cellules. Par exemple, les
molécules de thiols sous forme de cystéine et glutathion ont une forte capacité de liaison au
cuivre le rendant inactif et déclenchant un stress oxydatif au niveau cellulaire pouvant étre

toxique [76]. C'est pourquoi des alternatives sans cuivre ont été développées.

3.2.3. Strain-promoted azide—alkyne cycloadditions (SPAAC)

La Strain-promoted azide—alkyne cycloadditions (SPAAC) se base sur le méme processus que
la CUAAC mais ne nécessite pas d’ajout de cuivre. Comme son nom l'indique, cette interaction
est favorisée par des réactions d’azide avec des cycles d’alcynes appelés cyclooctynes
(Figure 9D). Les cyclooctynes sont les plus petits alcynes cycliques pouvant étre isolés et
conservés sous leur forme pure [77]. L'idée de les utiliser dans un contexte de couplage a
émergé a l'aide des remarques de Blomquist en 1953 portant sur la réactivité de ces
cyclooctynes. Il a été le premier a observer que "le cyclooctyne réagit de maniere explosive
lorsqu'il est traité avec de l'azoture de phényle, formant un produit liquide visqueux" [78].
L'idée était donc de remplacer les alcynes simples présents a la surface des entités chimiques
lors de la CUAAC par ces cyclooctynes ne nécessitant pas d’ajout de cuivre pour interagir avec
les azides. Ce procédé a été utilisé pour la premiére fois par I’équipe de Bertozzi [79]. Dans
cette étude, leur but était de visualiser de maniere sélective des cellules vivantes modifiées
exprimant des azides a leur surface. Pour ce faire, les glycanes de la surface cellulaire ont été
métaboliquement modifiés pour exprimer les azides et des cyclooctynes ont été ajoutés a la
surface de molécule de biotine. La biotine a pu étre accrochée a la cellule par le biais de la

SPAAC et cette interaction a été révélée par un marquage streptavidine. Cette premiere
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démonstration a ainsi permis d’affirmer que la SPAAC est suffisamment rapide pour que cette

chimie puisse étre utilisée en milieu physiologique sans avoir recours a I'ajout de catalyseurs.

3.2.3.1. Fonctionnalisation des polymersomes avec les cyclooctynes

Comme mentionné précédemment, I'équipe de Bertozzi a monté qu’il était possible de
fonctionnaliser ces cyclooctynes avec de la biotine via la réaction SPAAC [79]. Ces molécules
se sont donc révélées comme particulierement attrayantes pour la fonctionnalisation des
polymersomes. Les cyclooctynes peuvent étre ajoutés a la surface des polymersomes post-
formulation, pour présenter un alcyne pouvant agir comme un lien entre le polymersome et
un azide organique disponible sur une protéine ou une cellule par exemple. Les alcynes
terminaux constituent un groupe fonctionnel trés intéressant pour la modification post-
formulation du fait de leur bonne tolérance aux larges gammes de conditions de réaction qui
peuvent étre utilisées pour cette étape [80]. Plusieurs études ont déja exploré |'utilisation de
la SPAAC pour la modification contrélée de la surface de différents types de nanoparticules
polymériques comme I'ont montré les travaux des équipes de Boons, sur I'accrochage de
nanoparticules sur des protéines dans le cas de thérapie anti-cancéreuse, [80], [81] et de

Theogarajan, dans une étude comparative de diverses réactions click [82].

3.2.3.2. Développement des cyclooctynes

Depuis, de nombreuses cyclooctynes ont été développées afin de parfaire la réactivité de
cette chimie click sans compromettre la stabilité de la réaction. En effet, la lenteur de la
réactivité entre le cyclooctyne et I'azide ainsi que I'utilisation de quantités conséquentes de
réactif ont rapidement été vus comme des points limitants dans |'utilisation de ce systéme
dans des systemes biologiques [77]. Il existe dorénavant deux classes de cyclooctynes : les
cyclooctynes aliphatiques de la premiére génération, correspondant a des hydrocarbures a
chalnes ouvertes (Figure 10A), et les cyclooctynes (di)benzoannulés plus communément
utilisés aujourd’hui (Figure 10B). La suite de ce chapitre va s’intéresser uniquement a cette

seconde génération.

L'ajout de molécules de benzéne améliore la réactivité du cyclooctyne mais elle peut

engendrer une augmentation de son caractere hydrophobe pouvant interférer avec sa
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disponibilité lors de la SPAAC [77]. De nombreuses molécules ont été développées en jouant
sur divers parametres de formulation pour améliorer leur réactivité, leur caractére
hydrosoluble ou leur stabilité tels que le biarylazacyclooctynone (BARAC), réputé pour une
bonne réactivité mais une tres faible stabilité [83], ou encore le bicyclononyne (BCN), connu
pour une synthese rapide et simple [84]. Toutefois, ces améliorations se sont basées sur le
premier cyclooctyne dibenzoannulé adapté a la conjugaison, le dibenzocyclooctyne (DIBAC ou
DBCO) (Figure 10C). Ce dernier a été mis au point par Ning et al en 2008 [85] et fait partie des
cyclooctynes les plus utilisées pour la SPAAC [77]. Il regroupe plusieurs caractéristiques
attrayantes comme une approche synthétique simple, une non-toxicité et une compatibilité
avec de nombreux composés [86]. C’est notamment pour ces raisons que notre choix s’est

porté sur |'association du DBCO avec notre polymersome donnant donc le Pbut-PEG-DBCO.
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Figure 10 : Représentation moléculaire de différentes cyclooctynes.

Représentations moléculaires des cyclooctynes aliphatiques de premiére génération (A) et des cyclooctynes
(di)benzoannulés (B). Les cyclooctynes utilisés lors de la SPAAC incluent généralement le dibenzocyclooctyne
(DIBAC ou DBCO), le biarylazacyclooctynone (BARAC) ou le bicyclononyne (BCN). Leurs représentations
moléculaires sont retrouvées en C. Le rond vert représente une entité chimique pouvant étre liée aux cyclooctynes,
comme une nanoparticule par exemple. Modifiée d’apreés [87].

Comme expliqué lors de ce chapitre, la SPAAC correspond a une interaction entre un
cyclooctyne et un azide organique. De plus, il est possible d’ajouter des cyclooctynes a la
surface des polymersomes. Le but final étant de coupler ces polymersomes a des cellules
immunitaires pour former le systéme de transport de principes actifs parfait, il est nécessaire
gue ces azides soient présents a leur surface. Cependant, ces azides ne sont pas naturellement

présents dans les systémes biologiques. Il est donc nécessaire de modifier ces cellules pour
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gu’elles I'expriment. Pour cela, il est possible d’utiliser la méthode de la modification

glycométabolique que nous allons détailler ci-dessous.

3.3. Expression d’un azide organique par les cellules : la modification glycométabolique

Une avancée séduisante dans le développement des thérapies ciblées utilisant les
nanoparticules est de coupler ces particules aux cellules a I'aide de la chimie click SPAAC entre
un azide organique et un cyclooctyne. Le biohybride obtenu permet un ciblage actif des sites
d’intérét plus performants qu’une nanoparticule nue. Comme présenté précédemment, il est
possible d’ajouter des cyclooctynes a la surface des polymersomes. Cependant, les azides
organiques sont inexistants dans le systeme biologique excepté chez certains
microorganismes et levures [88]. L'ingénierie métabolique des glycanes de la surface cellulaire
s'est avérée une modification biochimique intéressante pour faire exprimer ces azides aux
cellules. Les glycanes de surface sont de bons sites de liaison pour la conjugaison de
polymersomes en raison de leur grande abondance a la surface cellulaire. En effet, les
récepteurs membranaires responsables des fonctions biologiques tels que les récepteurs a
tyrosine kinase, le récepteur du TGFB ou encore les récepteurs de mort comme Fas, sont des
protéines transmembranaires généralement fortement glycosylées (Figure 11). Ces glycanes
liés aux récepteurs émergent du coeur de la protéine vers l'espace extracellulaire et se
retrouvent comme étant le premier point de contact. lls ont le potentiel de contréler la
conformation et I'accessibilité des sites de liaison spécifiques aux ligands [89] jouant ainsi un
role crucial dans de nombreux processus immunitaires [90], [91] mais aussi au niveau

structurel et métabolique [92].

Bertozzi et ses collaborateurs, Saxon et Laughlin, ont été les premiers a utiliser le marquage
métabolique des glycanes pour y introduire des fonctionnalités non naturelles [62], [93]. Dans
cette approche, les cellules sont cultivées avec des monosaccharides non naturels contenant
un azide. Cette culture a pour effet d'exposer les glycanes modifiés contenant I'azide non
naturel a la surface de la cellule (Figure 12). Cette premiére démonstration indique la
faisabilité de modifier des cellules pour leur faire exprimer des azides a leur surface,

permettant donc potentiellement d’y greffer des polymersomes possédant un DBCO.
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Figure 11 : Glycanes retrouvés sur des récepteurs clés de la surface cellulaire.

Une majeure partie des protéines de surface sont glycosylées au cours de leur formation intracellulaire. Les
glycanes de surface jouent donc un réle primordial lors des interactions intracellulaires ou lors de liaisons entre
un récepteur et son ligand. Les récepteurs membranaires responsables des fonctions biologiques tels que les
récepteurs a tyrosine kinase, le récepteur du TGF8 ou encore les récepteurs de mort comme Fas, sont des protéines
transmembranaires généralement fortement glycosylées. Modifiée d’aprés Gao et al. 2021. Créée avec
BioRender.com
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Figure 12 : Intégration des azido-sucres lors de la modification métabolique des glycanes de
surface.

Des azido-sucres tétra-acétylés peuvent étre intégrés au métabolisme des glycanes permettant aux cellules
d’exprimer un azide a leur surface. Cet azide libre peut ensuite interagir avec des cyclooctynes dans le but de
réaliser la SPAAC. Créée avec BioRender.com

De nombreux précurseurs métaboliques, également appelés azido-sucres, peuvent étre
utilisés pour réaliser cette ingénierie métabolique. Ici, nous allons nous concentrer sur trois

d’entre eux : le N-azidoacétylglucosamine tétra-acétylé (AcsGIcNAz), le N-
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azidoacétylgalactosamine tétra-acétylé (AcsGalNAz) et le N-azidoacétylmannosamine tétra-

acétylé (AcsManNAz).

3.3.1. Sélection des azido-sucres

Divers analogues de sucres peuvent étre pris en charge par les voies de biosynthese des
glycanes mais ceux contenant un groupe azide, dont font partie I’AcsGIcNAz, I’AcaManNAz et
I’AcsGalNaz (Figure 13), ont été favorisés via le développement des techniques du groupe de
Bertozzi. Certains critéres sont a prendre particulierement en compte lors de leur
considération, notamment la localisation de I'azide au niveau de la structure du sucre. En
effet, il est crucial que ces azido-sucres soient pris en charge correctement lors des
conversions enzymatiques puis lors de leur incorporation aux glycanes afin de favoriser
I’exposition de leurs groupes azides a la surface des cellules [94]. Ces azido-sucres sont sous
forme tétra-acétylée, c’est-a-dire qu’ils possédent quatre groupements acétyls. Cette
acétylation assure leur entrée dans les cellules par diffusion passive. Une fois désacétylés par
des estérases naturelles, chacun de ces sucres GalNAz, ManNAz et GIcNAz peut entrer dans
les voies métaboliques de biosynthése ou de récupération de leurs analogues naturels GalNAc,
ManNAc et GIcNAc respectivement. La voie métabolique de chaque sucre ainsi que leur
implication dans I’élaboration des glycanes cellulaires sont détaillés dans les sous-chapitres

suivants.
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Figure 13 : Représentation moléculaire de trois azido-sucres.

Le N-azidoacétylglucosamine tétra-acétylé (AcaGIcNAz), le N-azidoacétylgalactosamine tétra-acétylé (AcsGalNAz)
et le N-azidoacétylmannosamine tétra-acétylé (AcaManNAz) sont les trois analogues de sucres étudiés lors de ce
travail. Grdce a leur groupement acétyls, ces composés peuvent pénétrer passivement dans les cellules. Une fois
a l'intérieur, ils peuvent étre intégrés dans les voies de biosyntheése des glycanes, permettant ainsi aux cellules
d’exprimer un azide a leur surface. Ces azides peuvent ensuite réagir avec des cyclooctynes via la SPAAC et donc

permettre un couplage entre cellule et I'entité liée aux cyclooctynes.
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3.3.1.1. N-azidoacétylglucosamine tétra-acétylée : AcsGIcNAz

Apres diffusion, le GIcNAz peut intégrer la voie de glycosylation du GIcNAc (Figure 14). C'est
en 1984 que I'on découvre I'importance du GIlcNAc dans la glycosylation de protéines
nucléaires et cytosoliques, contrairement a la glycosylation conventionnelle qui se produit
dans la voie de sécrétion [95]. La structure de cette nouvelle glycosylation a été identifiée
comme étant I'O-GlcNAc (« O-linked-B-N-acetylglucosamine ») unique et a été comparée au
mécanisme de phosphorylation, une modification post-traductionnelle connue pour les
protéines nucléocytoplasmiques. Ce type de glycosylation posséde plusieurs particularités :
elle ne se produit gu’en intracellulaire, elle n’est pas allongée en structures plus complexes
dans la majeure partie des cas et elle est dynamique. En effet, cette modification possede un
cycle « on / off » répondant a de nombreux stimuli cellulaires et physiologiques tels que les
nutriments, les hormones, ou encore le stress [96], [97]. Deux enzymes sont primordiales lors
de cette glycosylation et de la régulation du cycle de I'O-GIcNAc : la glycotransférase O-GIcNAc
transférase (OGT) [98] et la glycoside hydrolase O-GlcNAcase (OGA) [99]. L'OGT permet
d’introduire le GlcNac sur les protéines cibles et donc de les glycosyler tandis que I'OGA a un
effet inverse permettant de les ramener a leur état non modifié en fonction des stimuli
envoyés par la cellule [100]. Cependant, ces deux enzymes sont considérées comme critiques
et limitantes lors de ce processus ce qui peut engendrer un encombrement des métabolites

précédents et donc une mauvaise intégration du GlcNac ou GlcNaz dans notre cas [101].
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Figure 14 : Voie de la glycosylation par le GIcNAc et intégration du AcasGIcNAz.

La glycosylation impliquant le GIcNAc, et donc dans notre cas le GIcNAz, est responsable de I’ajout de glycanes
sur les protéines nucléaires et cytosoliques. Cette modification posséde un cycle « on / off » répondant a de
nombreux stimuli cellulaires et physiologiques tels que les nutriments, les hormones, ou encore le stress. Modifiée
d’aprés [100]. Créée avec BioRender.com

AcsGIcNAz : N-azidoacétylglucosamine tétra-acétylé, GIcNAc: N-acétylglucosamine, GIcNAz : N-
azidoacétylglucosamine, Glc : Glucose, Glc-6-P : Glucose-6-Phosphate, Fruc-6-P : Fructose-6-Phosphate, GIcNc-6-
P ou GlcNac-6-P : N-Acétylglucosamine-6-Phosphate, GIcNz-6-P ou GlcNaz-6-P : N-azidoacétylglucosamine-6-
Phosphate, GlcNac-1-P : N-acétylglucosamine-1-Phosphate, GIcNaz-1-P : N-azidoacétylglucosamine-1-
Phosphate, UDP-GIcNAc : Uridine diphosphate N-acétylglucosamine, UDP-GIcNAz : Uridine diphosphate N-
azidoacétylglucosamine, OGT : glycotransférase O-GIcNAc transférase, OGA : glycoside hydrolase O-GIcNAcase.

3.3.1.2. N-azidoacétylmannosamine tétra-acétylée : AcsManNAz

L’AcaManNaz, aprés désacétylation, peut intégrer la voie de I'acide sialique en imitant le
ManNac (Figure 15). L'acide sialique est un composant essentiel dans le métabolisme
mammalien. En effet, il est localisé en bout de glycanes de surface et permet donc de
nombreuses interactions cellules-cellules ou cellules-matrice extracellulaire : il influence les
propriétés biochimiques des glycoprotéines et lipides et participe au contréle de I'adhésion
cellulaire et la migration. Il est également un ligand de la protéine H, empéchant I'activation
du complément lors du trafic des lymphocytes et leur extravasation sur les sites

inflammatoires [102]. C’est donc un composant trés présent a la surface des cellules et I'un de
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ses précurseurs uniques par sa voie de récupération (voie secondaire a cette biosynthese), est
le ManNAc. Le ManNAc est converti en Neu5Ac par trois enzymes : I'UDP-GIcNAc 2-
épimérase/ManNAc kinase (GNE) qui produit le ManNAc-6-phosphate, la N-
acétylneuraminate synthase (NANS) qui produit le Neu5Ac-9-phosphate, et enfin la Neu5Ac-
9-P-phosphatase (NANP) qui produit le Neu5A [102].Sur la voie principale, les acides sialiques
sont quant a eux, synthétisés dans le cytosol a partir du GIcNAc converti en GIcNAc-6-P puis
GlcNAc-1-P avant de devenir I'UDP-N-acétylglucosamine. La suite de la réaction est identique
a la voie de sauvetage. L’ajout direct de ManNaz et non de GlcNaz permet donc d’éviter la

molécule limitante UDP-GIcNac en passant par la voie secondaire de |’acide sialique [103].

AcsManNAz

UDP-GIcNAc / UDP-GIcNAz

ManNAz — ManNAc / ManNAz

Estérases naturelles

ManNAc-6-P / ManNAz-6-P

|

NeuAc-9-P / NeuAz-9-P

l

NeuAc / NeuAz «——UDP-GalNAc / UDP-GalNAz

Glycosylation médiée par
I'acide sialique

Figure 15 : Voie de la glycosylation par le ManNAc et intégration du AcsManNAz.

Le ManNAc, et dans notre cas le ManNAz, sont impliqués dans la glycosylation de protéines de surface par la voie
de I'acide sialique. L’acide sialique, composant essentiel dans le métabolisme mammalien, est localisé en bout de
glycanes de surface. Il permet donc de nombreuses interactions cellules-cellules ou cellules-matrice
extracellulaire. Modifiée d’apres [103]. Créée avec BioRender.com

AcsManNAz :  N-azidoacétylmannosamine tétra-acétylé, ManNAz : N-azidoacétylmannosamine, ManNAc : N-
acétylmannosamine, ManNac-6-P : N-acétylmannosamine-6-Phosphate, ManNaz-6-P : N-
azidoacétylmannosamine-6-Phosphate, NeuAc-9-P : Acide N-acétylneuraminic acid-9-phosphate, NeuAz-9-P : N-
azidoacetylneuraminic acid-9-phosphate, NeuAc : N-acetylneuraminic acid, NeuAz : N-azidoacetylneuraminic
acid, UDP-GIcNAc : Uridine diphosphate N-acétylglucosamine, UDP-GIcNAz : Uridine diphosphate N-
azidoacetylglucosamine.
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3.3.1.3. N-azidoacétylgalactosamine tétra-acétylée : AcsGalNAz

Enfin, ’AcaGalNAz, aprés désacétylation, peut entrer dans le processus d’O-glycosylation de
type mucine des protéines sécrétées qui est caractérisé par la présence de GalNac (Figure 16).
Le mucus est présent sur une grande partie des types cellulaires et possede de nombreuses
fonctionnalités en fonction de sa localisation (tractus digestif, cavité utérine, mucus
oculaire...). Cette glycosylation est initiée dans |'appareil de Golgi par une famille de
polypeptides N-acétyl-a-galactosaminyltransférases (ppGalNAcTs) [104]. Comme décrit, cette
glycosylation peut démarrer par plusieurs précurseurs. Elle peut partir du GalNAc comme
expliqué précédemment ou du GlcNac via sa voie secondaire. L'intégration du GalNAz permet
I'utilisation de la voie principale et non de la voie secondaire du GlcNac ce qui permet d’éviter
I'encombrement évoqué précédemment. De plus, le GalNAz est fortement similaire au
ManNaz, il pourrait donc étre incorporé et converti en NeuNAz comme le ManNaz via leur
voie de sauvetage. Cela ménerait donc a la voie de I’acide sialique et a sa forte présence a la

surface cellulaire [94].

Ac,GalNAz
GalNAc
GalNac kinase v
Estérases naturelles GalNAz » GalNAc-1-P / GalNAz-1-P G|CNAC/.G|CNAZ
v H

NeuNAc / NeuNAzZ «———————— UDP-GalNAc / UDP-GalNAz «——— UDP-GIcNAc / UDP-GIcNAz

v 4 5 s
Glycosylation médiée par O-Glycosylation de Glycosylation médiée
I'acide sialique type mucine par le glucose

Figure 16 : Voie de la glycosylation par le GalNAc et intégration du AcsGalNAz.

Le GalNAc et dans notre cas le GalNAz, jouent un réle dans le processus d’O-glycosylation de type mucine des
protéines sécrétées. Comme son nom l'indique, ce processus permet la glycosylation de protéines présentes dans
le mucus qu’il soit intestinal, utérin ou encore oculaire. Cette glycosylation peut étre initiée par divers précurseurs
mais le GalNac ou GalNAz peut également emprunter 'une des deux autres voies métaboliques étudiées
précédemment impliquant le glucose ou le mannose. Modifiée d’aprés [104]. Créée avec BioRender.com

AcsGalNAz :  N-azidoacétylgalactosamine tétra-acétylé, GalNAc : N-acétylgalactosamine, GalNAz : N-
azidoacétylgalactosamine,  GalNac-1-P  :  N-acétylgalactosamine-1-Phosphate, = GalNaz-1-P  :  N-
azidoacétylgalactosamine-1-Phosphate, = UDP-GalNAc: Uridine diphosphate N-acétylgalactosamine, UDP-
GalNAz : Uridine diphosphate N-azidoacétylgalactosamine, GlcNAc : N-acétylglucosamine, GIcNAz: N-
azidoacétylglucosamine, UDP-GIcNAc: Uridine diphosphate N-acétylglucosamine, UDP-GIcNAz : Uridine
diphosphate N-azidoacétylglucosamine, NeuAc : N-acetylneuraminic acid, NeuAz : N-azidoacetylneuraminic acid.
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3.3.2. Couplage des cellules avec les nanoparticules via la chimie click

L’ensemble de I"évolution de ces techniques a permis a I'équipe de Bertozzi d’établir la
premiere étude utilisant la chimie bio-orthogonale sur des cellules vivantes [104]. Les glycanes
issus du processus d’O-glycosylation ont été marqués en utilisant I’AcaGalNAz. Comme décrit
précédemment, cette étude a montré que cette glycosylation est initiée dans I'appareil de
Golgi par une famille de ppGalNACcTs. Par la suite, de nombreuses études ont exploité cette
technique dans divers contextes avec différentes cellules. Par exemple, Koo et al. ont couplé
des liposomes PEGylés sur des cellules d’adénocarcinome A549 modifiées a I'aide
d’AcsManNaz [105]. L'ensemble de ces études montre la faisabilité de coupler des
nanoparticules a la surface de cellules immunitaires que ce soit au niveau de la disponibilité
des azides ou de la fonctionnalité des cellules apres couplage. Un des plus gros avantages de
cette chimie click est qu’elle n’existe pas naturellement ce qui permet un contréle important
avec un risque de réaction non spécifique tres faible. Gibson et ses collégues se sont plus
précisément intéressés au controle de cette interaction a I'aide d’un couplage entre un
polymersome couplé au DBCO cellules d’adénocarcinome A549 modifiées par I'azide ce qui
leur a permis d’acquérir une meilleure compréhension de la réaction et de ses spécificités

[106], [107].

Cette derniére partie a mis en lumiere le dernier maillon nécessaire a la formation d’un
systéme idéal de transport de principes actifs mélant nanoparticules et cellules immunitaires :
la chimie click. C’est sur I'association de ces trois entités que notre projet s’est développé afin
de créer le systéme de transport/le biohybride le plus efficace. Le but est donc de coupler des
polymersomes sur des cellules immunitaires par le biais de la SPAAC. Pour ce faire, les
polymersomes sont fonctionnalisés avec du DBCO et les cellules modifiées métaboliquement

a I'aide d’azido-sucres (Figure 17).
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Polymersome fonctionnalisé avec du DBCO
Composition et taille modulable

Capacité d'encapsulation importante
Biocompatible
Fonctionnalisation aisée

/\/\fo Cellules immunitaires métaboliquement

N modifiées
Capacité de ciblage des sites d'intérét

Modification aisée des glycanes

Réaction click : SPAAC @ N:—

Liaison covalente
Peu toxique
Aisée

Figure 17 : Représentation schématique du systéme de transport idéal.

Le polymersome a été choisi en raison de ses caractéristiques avantageuses. En plus d’étre biocompatible et facile
d fonctionnaliser, sa composition est modulable et adaptable au contexte d’étude. Il présente une grande capacité
d’encapsulation tant au niveau de la concentration du principe actif que de sa nature (hydrophile ou hydrophobe).
Ensuite, les cellules immunitaires se sont révélées étre des vecteurs de choix. Elles permettent un ciblage actif,
spécifique et efficace des sites d’intérét. De plus, la modification métabolique favorise leur utilisation grdce a
I’élaboration de la SPAAC. L’interaction entre le cyclooctyne présent sur les polymersomes et I’azide libre a la
surface des cellules, crée une liaison covalente, pérenne, non toxique et simple a mettre en ceuvre. L’ensemble de
ces caractéristiques contribue a I'élaboration d’un systeme de transport idéal. Créée avec BioRender.com

SPAAC : Strain-promoted azide—alkyne cycloadditions

Dans le prochain chapitre, nous allons nous intéresser aux cellules immunitaires choisies pour
le développement de ce biohybride : les lymphocytes Tyd (LTyd). En effet, de nombreuses
études ont mis en avant les avantages des lymphocytes T (LT) dans le transport de
nanoparticules du fait de leur forte capacité de ciblage des sites d’intérét. Toutefois, aucune
étude n’a encore exploré |'utilisation des LTyd comme vecteur. Les LTy§, sous-population
minoritaire des LT, possedent de nombreuses propriétés de ciblage, d’action et de
reconnaissance de cellules tumorales ou infectées par divers virus, parasites ou bactéries. Leur
utilisation dans ce type de systéeme est donc pertinente, c’est pourquoi notre travail s’est
concentré sur ce type cellulaire. Leurs propriétés seront donc développées dans le chapitre

suivant.

page 40 sur 153



Introduction, Chapitre 2

Chapitre 2 : Les lymphocytes Tyd humains : de la défense immunitaire a la révolution

thérapeutique

Lors du chapitre précédent, nous avons étudié les différentes composantes essentielles au
développement d’un systeme de transport de principes actifs : une nanoparticule de choix
déterminée ici comme le polymersome, un transport actif a I'aide de cellules immunitaires et
une association de ces deux entités a I'aide de la chimie click. Toutefois, il existe de
nombreuses cellules immunitaires pouvant jouer le réle de transporteur de ces nanoparticules
encapsulant le principe actif. Pour notre projet, nous avons décidé de nous intéresser aux
lymphocytes Tyd (LTyd). Dans ce chapitre, nous allons donc mettre en avant les différents

bénéfices a utiliser ces cellules dans le développement de notre biohybride.

1. Découverte des lymphocytes Tyd

Les LTyd représentent 0,5 a 5% des cellules du sang périphérique chez 'Homme et tiennent
leur nom des chalnes composant leur récepteur de surface a I'antigene (TCR), une chaine y
associée a une chaine 6. Tout comme pour les lymphocytes T alpha beta (LTap), les chaines y
et & sont composées d’'un domaine variable (V) et d’'un domaine constant (C) couplé a un
domaine transmembranaire, tous deux de type immunoglobuline. Afin de former un TCR
complet et fonctionnel, ces chaines sont associées a des chaines CD3 membranaires et
intracellulaires chargées de transmettre le signal d’activation a la cellule T [108] (Figure 18A).
L’existence de nouvelles chaines de type y a été découverte au niveau génétique de facon
inattendue en 1985 tout d’abord chez la souris [109] puis chez 'Homme [110]. Par la suite,
leur association avec des chaines 6 a été mise en évidence validant I'existence d’un nouveau
type de TCR et, par conséquent, de lymphocytes. La chaine y, se rapproche de la chaine a par
la présence de réarrangements de segments codés par des génes variables (V) et jonctionnels
(J) tandis que la chaine 6 est codée par des génes issus de la recombinaison somatique des
segments V, D et J, la rapprochant davantage de la chaine B (Figure 18B). Il existe 4 a 6
segments fonctionnels variables Vy et 8 segments V6 chez 'Homme. Malgré les évolutions,
ces quatre familles de génes semblent avoir été fortement conservées durant les dernieres

500 millions d’années d’évolution des vertébrés supérieurs [111].
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Figure 18 : Le récepteur TCR y6 humain et son géne codant.

A. Schéma des chaines du TCR yb humain (noir) en complexe avec les chaines CD3 (rouge). B. Familles de segments
géniques y et 6 chez I’Homme : nuances de bleu clair et foncé, segments Variables (V) ; blanc, segments D ; jaune,
segments J ; rouge, segments C ; Les fleches indiquent la direction de la transcription et I'orientation du
réarrangement. Nomenclature des genes : humain, HGNC basée sur la nomenclature des segments de [112].
Figure modifiée de [108].

2. Développement des lymphocytes Tyd humains

Le développement des LTyd suit un processus tres précis caractérisé par des vagues et
dépendant de différents critéres : la nature des progéniteurs au niveau de thymus feetal,
I’environnement thymique et I'intensité du signal du TCR [113]. Chaque vague correspond a
une population partageant une chaine V6 commune, qui colonise des tissus périphériques
précis ou elle exerce des fonctions spécifiques. Ce mécanisme de développement par vague a
été largement discuté et étudié chez la souris, ce qui n’est pas le cas au niveau humain. Dans
le cadre de ce travail, axé sur l'utilisation de LTyd humains en tant que vecteur de

nanoparticules, nous nous concentrerons sur le développement des LTyd humains.

2.1. Développement thymique des lymphocytes Tyd

Bien qu’aujourd’hui les LTy soient un type cellulaire fortement étudié pour ses capacités
thérapeutiques et fonctionnelles, son développement reste trés peu connu. En effet, I'acces
au matériel d’étude durant le développement est trés restreint, mais le développement des
nouvelles technologies telles que le séquencage de cellule unique a permis de révéler
certaines caractéristiques clés. Cependant, de nombreuses études ont été mises en place a
I'aide de modeéles murins pour améliorer cette compréhension mais il existe de grandes
différences inter-espéces et les loci TRG et TRD sont trés peu conservés ce qui se reflete dans

I'apparition de sous-populations différentes de LTyd [113].
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Les LT se développent a partir des cellules souches hématopoiétiques et de progéniteurs
(HSPC) provenant du foie foetal lors du développement prénatal ou de la moelle osseuse lors
du développement postnatal. Les HSPC se différencient ensuite en progéniteurs lymphoides
capables de migrer dans le thymus afin de former les différents sous-types de LT, en fonction
des signaux de différenciation recus. Les thymocytes immatures obtenus vont alors subir un
réarrangement séquentiel de leur TCR via les recombinaisons V(D)J des quatre loci du TCR qui
sont TRD, TRG, TRB puis TRA codant pour les chaines §, vy, B et a respectivement. Au moment

ou ce réarrangement est effectué deux types de diversité des TCR sont générées :

- ladiversité combinatoire : qui consiste en I'association d’'un géne J avec I'un des divers
génes D (pour le locus qui en contiennent) et I'un des divers génes V

- la diversité jonctionnelle : cette derniere consiste en I'ajout aléatoire de nucléotides
au niveau de la jonction des différents segments associés, ce qui crée la région CDR3
des chaines TRG et TRD, correspondant au domaine hypervariable et responsable de

la reconnaissance de I'antigéne [114].

Ces associations de génes sont ensuite transcrites et associées a la région C au moment de
I’épissage de I’ARNm. La traduction en protéine de ’ARNm épissé aboutit au TCR final exprimé
a la surface des LTyd. Ces cellules sont divisées en sous-populations en fonction du type de
région V utilisée dans le TCR yd exprimé en surface [113]. En théorie, un répertoire tres
diversifié composé de 108 combinaisons de TCR y& peut étre créé au cours de ce processus.
Néanmoins, le répertoire est ensuite faconné par de multiples facteurs, ce qui limite sa

diversité [115].

Comme énoncé précédemment, les réarrangements des loci TRD et TRG s’operent avant ceux
des loci TRB et TRA, ce qui explique I'arrivée précoce des LTyd comparé au LTap. lls constituent
la population lymphoide la plus abondante dans le thymus jusqu’a la 11° semaine de gestation
[116]. De plus, cette apparition précoce des LTyd au cours de l'ontogenése pourrait étre
attribuée a leur développement qui, contrairement au LTaf, ne nécessite pas de mécanismes
de sélection positive et négative basés sur les molécules du complexe majeur
d'histocompatibilité (CMH) de classe | ou de classe Il [113]. L’étude de Montel-Hagen et al. a
confirmé, sur la base de systémes de culture in vitro « semblables a des thymus », la capacité

plus précoce des LTy a se développer comparés aux LTap [117].

page 43 sur 153



Introduction, Chapitre 2

2.2. Evolution vers deux populations distinctes majoritaires : lymphocytes TV61 et V62

A la suite de ce processus, on peut donc distinguer deux populations principales de LTy
humains : les LT Vy9V62 et les LT non-Vy9Vé62, ces derniers étant principalement composés
de cellules exprimant les chaines V61 et V63 qui peuvent s’associer a n’importe qu’elle chaine
Vg. Dans la mesure ou la biologie de I'ensemble des sous-populations de LT non-Vy9Vé2 est
tres similaire, nous nous focaliserons dans ce travail sur la population largement majoritaire

qui sont les LT V&1.

Comme mentionné précédemment, les sous-populations de LTyd humains apparaissent en
plusieurs vagues développementales distinctes (Figure 19). Il a été montré que I'arrivée des
LT Vy9V62 correspond a la premiére vague préthymique dés 5-6 semaines de développement
foetal et qu’ils dominent au cours du deuxieme trimestre, tandis que les LT V61 sont présents
en tres faible quantité [118]. Ces LT Vy9V62 sont également les premieres a quitter le thymus
pour rejoindre le sang périphérique [119] ou ils présentent des caractéristiques dites innées.
En effet, ils possédent un répertoire restreint et public, ce qui signifie que cette population est
constituée de cellules ayant une faible diversité clonale avec un TCR semi-invariant, partagé
entre individus. Il a été démontré que ces LT Vy9V82 étaient progressivement remplacés par
des LT V61, qui augmentent en nombre jusqu'a devenir le sous-ensemble dominant dans le
sang du cordon ombilical lors de I'accouchement, ou ils constituent un répertoire hautement

polyclonal et privé [115], [118].

Apreés la naissance, une seconde vague de LT Vy9V62 est générée a partir des thymocytes
postnataux avec des caractéristiques différentes de la premiere. En effet, Tieppo et al. ont
montré, a I'aide de séquencage du TCR, que ces cellules possédaient une séquence CDR3
significativement différente avec un grand nombre d’ajout de nucléotides ainsi qu’une
utilisation distincte de segments TRDJ [115]. Cependant, ces cellules conservent leurs
caractéristiques innées et migrent vers le sang périphérique ou elles deviennent, chez la
majorité d’adultes, la principale population de LTy6 [118]. Concernant les LT V&1, ils vont
coloniser les tissus ainsi que les muqueuses pour y devenir le sous-type LTyd majoritaire. lls
possedent alors un répertoire ciblé, avec seulement quelques clones dominants, et privés, ce

qui suggére une expansion de clones spécifiques lors de la rencontre avec l'antigéne.
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Figure 19 : Evolution des populations de lymphocytes T y6 humains dans le thymus, le sang
périphérique et les tissus tout au long de la vie.

Trois populations sont distinguées : les LT Vy9V82 feetaux, les LT Vy9V62 adultes et les LT non-Vy9V52 décrites ici
comme les LT V61. Dans le thymus, premiére vague de LT Vy9V52 feetaux apparait et cette population devient la
premiére a migrer dans le sang périphérique. Aprés les premieres années de vie, cette population diminue au
profit des LT Vy9V62 adultes. Ce phénoméne correspond a une seconde vague de production de LT Vy9V62
provenant de thymocytes postnataux migrant préférentiellement vers le sang périphérique, ot ils deviennent la
population la plus abondante chez la majorité des adultes. Enfin, les LT V61 constituent la principale population
de LT y6 provenant du thymus en fin de grossesse et deviennent prédominants dans les tissus des la naissance.
Modifiée d’apres [113], [120], [121]. Créée avec BioRender.com

LT : Lymphocytes T

2.3. Localisation en fonction du TCR exprimé

Comme mentionné précédemment, les LTyd vont migrer au niveau du sang périphérique ou
dans les tissus une fois leur développement terminé. Chez I’'Homme, la localisation des LTyd
differe en fonction de la chaine & exprimée. Les LT Vy9V62 vont étre majoritairement
retrouvés dans le sang périphérique ainsi que dans les ganglions lymphatiques tandis que les
LT V&1 seront plus tissulaires. En effet, les LT V61 représentent la principale population
retrouvée dans le derme [122], la rate [123], le foie [124], [125], le poumon [126], mais
également au niveau des parois intestinales [127], [128]. Cette migration et persistance des

LT V61 au niveau tissulaire constituent un avantage certain au regard de notre projet. En effet,
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ces cellules représentent un parfait outil de ciblage des tissus infectés ou des tumeurs solides
en permettant le transport des polymersomes et le relargage des principes actifs encapsulés.
Une fois arrivés sur leurs sites de prédilection, les LTyd vont acquérir diverses fonctions a I'aide

des multiples récepteurs présents a leur surface.

3. Une multitude de récepteurs exprimés a la surface des lymphocytes Tyd

Les LTyd possedent a leur surface une combinaison de nombreux récepteurs caractéristiques
des cellules innées ou adaptatives. C’'est pourquoi les LTyS sont placés a l'interface entre
I'immunité innée et adaptative. En fonction de leur niveau d’activation, ils expriment une
multitude de récepteurs pouvant étre catégorisés en 5 groupes: (i) le TCR y6, (ii) les
récepteurs de costimulation, (iii) les récepteurs de cytokines, (iv) les récepteurs de type

« Natural Killer » (NK) et (v) les récepteurs inhibiteurs [129] (Figure 20).
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Figure 20 : Récepteurs exprimés sur les lymphocytes T y6 humains au repos ou activés.

Les LT yb expriment une multitude de récepteurs capables de moduler leurs fonctions effectrices. Ces récepteurs
peuvent étre présents sur les cellules au repos ou en état d'activation et de différenciation. Ils sont divisés en cinq
principaux groupes fonctionnels : le TCRyé, les récepteurs de costimulation, les récepteurs activateurs des cellules
NK, les récepteurs inhibiteurs et les récepteurs de cytokines. Créée avec BioRender.com

CD : cluster of differentiation, CTLA-4 : Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated Protein 4, DNAM-1 : DNAX accessory
molecule-1, IFNy : Interférony, Il : Interleukine, KIR : Killer-cellimmunoglobulin-like receptors, LFA-1 : Lymphocyte
function-associated antigen 1, NCR : Natural Cytotoxicity Receptors, NK : Natural Killer, NKG2A : Natural-Killer
Group 2 Member A, NKG2D : Natural-Killer Group 2 Member D, PD-1 : Programmed cell death protein 1, TCR: T
cell receptor.
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3.1. Le TCRy6

Les LTyd possédent un TCR a leur surface, leur conférant donc une place dans lI'immunité
adaptative. Toutefois, I'implication de leur TCR est bien différente de celle des LTap. La trés
grande majorité des LTaf reconnaissent des antigénes sous forme de peptides, qu’ils soient
du soi ou du non-soi via une présentation par les molécules du CMH (HLA-I ou HLA-II). Les
LTyd, quant a eux, interagissent avec des molécules induites ou modifiées par le stress de

facon majoritairement indépendante du CMH.

Les LT Vy9V62 sont activés par le biais des phosphoantigénes (PAgs), intermédiaires
métaboliques de la voie non-mévalonate ou de la voie mévalonate, de maniére dépendante
du TCR [130]. Ces PAgs peuvent provenir de deux sources distinctes : (i) d’'une sécrétion par
des mycobactéries ou des parasites [131] ou (ii) d’une accumulation dans des cellules
transformées, cancéreuses ou infectées, reflétant une altération de leur métabolisme [132].
Il existe deux PAgs largement connus et étudiés qui sont I’hydroxymethy-but-2-enyl
pyrophosphate (HMBPP), un intermédiaire de la voie non-mévalonate (DOXP) générant des
dérivés de cholestérol et des stérols, et I'isopentenyl pyrophosphate (IPP), un intermédiaire
de la voie mévalonate [133]. Cette reconnaissance de la présence de PAgs par le TCR Vy9Vé2
s’effectue a I'aide de molécules appelées butyrophilines (BTN) et notamment de la BTN3A1 et
BTN3A2 présentes a la surface de nombreuses cellules. Lors de I'accumulation intracellulaire
de PAgs, ces molécules se lient au domaine intracellulaire B30.2 de la BTN3Al. Cette
interaction induit une signalisation inside-out ainsi qu’un changement de conformation du
domaine extracellulaire de la BTN3A1 [134] favorisant son interaction avec la BTN2A1 et donc
la formation d’'un hétérodimere comprenant ces deux molécules. La formation de cette
hétérodimere va alors induire I'interaction entre la BTN2A1 et la chaine y9 du TCR menant a

I'activation des LTy6 [135], [136].

Les LT V&1, quant a eux, ont la capacité d’interagir avec de nombreuses molécules induites
par le stress cellulaire possédant des structures trés diverses telles que les récepteurs de la
famille des glycoprotéines CD1 (CD1c, CD1d, CD1a, CD1b [137], [138], [139], [140]), des
récepteurs de type CMH ou apparentés (EPCR [141], MR1 [142], [143], HLA-A [144] et HLA-DR
[145]), des protéines de type BTN [146] et des protéines membranaires (EphA2 [147]) ou qui
se délocalisent a la surface cellulaire a I'occasion de stress (annexine A2 [148]). Bien que la

reconnaissance d’un antigéne par les LTyd ne soit pas restreinte aux molécules du CMH, des

page 47 sur 153



Introduction, Chapitre 2

études ont révélé que cette reconnaissance pouvait se faire via une présentation impliquant
d’autres molécules, leur conférant leurs caractéristiques de cellules immunitaires adaptatives.
Par exemple, les LTyd peuvent reconnaitre des molécules apparentées aux molécules
du CMH-I telles que MR1 et CD1 [149] qui sont aussi des molécules présentatrices pour des
populations de LTap innés (lymphocytes NKT et mucosa-associated invariant T cells (MAIT)).
Les protéines CD1, et plus particulierement CD1d, permettent la présentation au TCR de
molécules lipidiques du soi ou du non-soi [149]. Cette protéine est exprimée de maniere
constitutive sur les cellules hématopoiétiques et non hématopoiétiques et est retrouvée
comme étant sur-exprimée lors d’hémopathies malignes [150]. La protéine MR1, quant a elle,
permet la présentation de métabolites non peptidiques dérivés de la vitamine B provenant
principalement de certaines bactéries et champignons. Un lien entre LTy et MR1 a également

été fait lors du développement du psoriasis [151].

Nous avons donc vu ici que les principaux signaux reconnus par le TCRy& sont des signaux de
stress cellulaire. Cette reconnaissance semble impliquer différentes interactions et ce, de
facon indépendante des molécules du CMH classique. Une différence de mécanisme peut étre
observée entre les LT Vy9V62 et les LT V1. Les LT Vy9Vd2 agissent comme des cellules
« innate-like » du fait de la reconnaissance directe de PAg sécrétés par les cellules
transformées tandis que les LT V61 ont des mécanismes dits « adaptive-like ». En effet, ils vont
interagir avec des récepteurs induits par le stress ou nécessitent la présentation de I'antigene

par des molécules apparentées aux molécules du CMH-I.

3.2. Les récepteurs de costimulation

Une seconde famille de récepteurs confirmant la place des LTyd dans I'immunité adaptative
est la famille des récepteurs de costimulation. Selon leur état de différenciation et
d'activation, les LTyb expriment une multitude de ces récepteurs, notamment le CD28, les
membres de la superfamille TNF (CD27, CD30 et 4-1BB), CD8aa et des intégrines incluant LFA-
1. Les LTyd peuvent utiliser ces récepteurs de costimulation pour diverses fonctions. Le CD28,
molécule exprimée sur 40 a 60% des LTyd, améliore leur prolifération lorsqu'ils sont activées
en synergie avec le TCR [152]. Les molécules d’adhésion LFA-1 et CD2, elles, sont cruciales
pour la cytotoxicité des cellules, leur sécrétion de cytokines, leur prolifération ainsi que leur

migration vers les cellules cibles et leur adhésion [153]. Ainsi, il a été démontré que la
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costimulation de LFA-1 avec le TCR déclenchait la destruction de lignées de cellules

cancéreuses par les LT Vy9V62 [153], [154] ou infectées par le CMV par des LT V61 [141].

Le CD27 est une des molécules de costimulation clés dans le développement et I'activation
des LTyd chez la souris mais son implication chez 'Homme n’a été étudiée que pour les
LT Vy9V&2. Son expression améliore la capacité de prolifération des LT Vy9Vé2, leurs
sécrétions cytokiniques lorsque CD27 interagit avec le CD70 mais également I'expansion de
cellules de type Thl lors de leur réponse contre des PAgs in vitro [155]. Il est également
important de noter que, chez la souris, son expression est établie au cours du développement
thymique et détermine I'équilibre entre les sous-ensembles de LTyd produisant de I'IFNy
(CD27+) et produisant de I'lL-17 (CD27-). De plus, ces profils cytokiniques restent stables
méme en cas d'infection [156]. Cette dichotomie n’a cependant pas été retrouvée chez

'Homme.

Les signaux de costimulation représentent donc un allié du TCR lors de l'activation des LTyé

leur permettant d’améliorer leur réponse spécifique au pathogéne rencontré.

3.3. Les récepteurs de cytokines

Les cytokines telles que I'lL-2, I'lL-15, I'IL-18, I'IL-12 et I'lL-21 sont des actrices clés de la survie,
de la prolifération, de la différenciation et de la régulation des fonctions des LTy6. Diverses
études ont montré lI'importance de I'IlL-2 et de I'IL-15. Ces cytokines permettent la
différenciation des thymocytes y& humains en cellules effectrices exprimant une signature
cytotoxique de type 1 [157]. De plus, elles favorisent |'expansion des LT Vy9V562 en réponse a
des PAgs [158] mais aussi des LT V61 [159]. Des études ont montré I'implication de I'lL-12, I'IL-
18 et I'lL-21 dans la différenciation des LTyd en effecteurs Thl, potentialisant leurs fonctions
d'effecteurs, que ce soit envers des cellules infectées par le CMV, des cellules cancéreuses ou

encore l'accumulation de PAgs [160], [161], [162].

En résumé, les combinaisons de signaux cytokiniques captés par les LTyd sont cruciaux pour
déterminer leur polarisation, leur niveau d’activation ou d’inhibition mais également pour

obtenir une amplification suffisante de cellules effectrices.
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3.4. Les récepteurs NK

Une preuve que les LTyd se situent a la jonction entre I'immunité innée et adaptative réside
dans la présence de récepteurs NK a leur surface. Qu’ils soient au repos ou en état d’activation,
les LTy® expriment ces récepteurs initialement décrits sur les cellules NK. Les cellules NK sont
des cellules cytotoxiques faisant partie de la famille des cellules lymphoides innées. Ce sont
des cellules circulantes pouvant détecter et réagir immédiatement aux premiers signes de
transformation tumorale ou d'infection, les placant en premiére ligne de défense contre les

virus et le cancer [163].

Les deux récepteurs NK les plus étudiés sont NKG2D (natural-killer group 2 member D) et
DNAM-1 (DNAX accessory molecule-1). NKG2D est un récepteur transmembranaire de type
lectine C qui reconnait une série de molécules apparentées au CMH-I induites lors de stress
cellulaire comme MICA, MICB et les membres de la famille des UL16-binding protein (ULBP)
(ULBP1-6) [164]. L'importance de I'expression de NKG2D dans l'interaction ente les LTyS et les
cellules tumorales a notamment été mise en évidence lors de leucémies [165], de cancer du
cOlon, de la prostate ou de poumon par exemple [166], [167]. Son engagement, qu’il soit
dépendant ou indépendant du TCR [168], déclenche des réponses effectrices, notamment la

cytotoxicité et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, par les LTy6 [169].

DNAM-1 est un récepteur constitutivement exprimé a la surface des LTyS capable de
reconnaitre la Nectine-2 (CD112) et le PVR (CD155), molécules surexprimées a la surface des
cellules cancéreuses comme dans le cas de leucémie myéloide aigué (LMA). La liaison des
ligands sur ce récepteur provoque une cytotoxicité conférant alors aux LTyd la capacité de

lutter contre le développement tumoral notamment lors de mélanome [170].

Une seconde famille de récepteurs NK pouvant étre exprimée a la surface des LTy est, les
NCR (natural cytotoxicity receptors). Cette famille regroupe NKp30, NKp44 et NKp46.
Toutefois, ces récepteurs ne sont pas exprimés a |'état basal dans les populations circulantes
ce quirend I’étude de leur implication plus difficile. Les études de I'équipe de Silva-Santos ont
montré que I'expression de NKp30 et NKp44 peut étre induite par un protocole spécifique
d’amplification des LT Vb1, appelés dans ce contexte DOT pour « Delta One T cell » [159],
[171]. Ces cellules obtiennent alors la capacité de cibler et de tuer les cellules de LMA [172].
lIs ont récemment montré que cette reconnaissance des DOT envers les cellules leucémiques

passait par les interactions NKp30/B7-H6 et DNAM-1/PVR [173].
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Dans l'ensemble, ces récepteurs NK sont des régulateurs clés des réponses des LTyé. lls
permettent une activation rapide en réponse a un stress cellulaire indépendamment ou en
synergie avec l'engagement du TCR. Ces récepteurs placent alors ces cellules comme des

acteurs centraux dans la lutte et le contréle du développement tumoral.

3.5. Les récepteurs inhibiteurs

Une autre famille de récepteurs essentielle au bon fonctionnement des LTyd est celle des
récepteurs inhibiteurs. Apres une forte activation des LT, il est nécessaire pour une bonne
homéostasie que ces cellules reviennent a leur état de repos. C'est le réle des récepteurs
inhibiteurs tels que PD-1, CTLA-4, TIM-3, LAG-3 et TIGIT. PD-1 et CTLA-4 sont deux récepteurs
cruciaux dans 'inhibition des LTyd humains. Bien que ces cellules les expriment trés peu de
maniere constitutive, elles peuvent les surexprimer apres une phase d’activation afin de
contrébler leur réponse [174], [175]. L'étude de Davies et al. a montré que, chez les patients
atteints de mélanome, la présence intra-tumorale de LT V61 prédit une réponse efficace a la
thérapie anti-PD-1, en particulier dans les contextes a faible néo-antigéne. lls suggérent que
ces cellules pourraient étre exploitées pour améliorer les réponses immunitaires contre les
tumeurs et que la modulation de PD-1 par des ligands tels que PD-L1 pourrait influencer la
survie et la fonction des LT Vb61. Cela offrirait ainsi des perspectives pour le développement
de nouvelles stratégies thérapeutiques [176]. De fagcon intéressante, cette étude démontre
également que, contrairement aux LTap, les LTyd exprimant le PD-1 ne semblent pas épuisés

et répondent tres bien au signal TCR.

Comme mentionné précédemment, les LTy expriment a leur surface des récepteurs NK. lls
peuvent donc exprimer des récepteurs inhibiteurs de cette famille comme CD85j [177],
NKG2A [178] ou encore des inhibiteurs KIR (« Killer-cell immunoglobulin-like receptor ») [179].
Il a été montré que I'expression de KIR a la surface des LTy, et plus particulierement de
I’'hétérodimere CD94/NKG2A, est associée a une forte activité cytolytique des lymphocytes
contre les cellules cibles déficientes en CMH | tout en inhibant la lyse des cellules exprimant
ce CMH I. Ce mécanisme de régulation permet aux LTy6 de participer aux réponses
immunitaires contre les pathogénes et les tumeurs tout en empéchant une autoréactivité des

LTy6 [180].
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Ces paragraphes offrent un apercu non exhaustif de la multitude de récepteurs présents a la
surface des LTyd. Ces récepteurs permettent aux cellules de détecter des signaux de stress
cellulaire, de contréler le niveau d’activation ainsi que d’exercer leurs diverses fonctions qui
seront développées dans la partie suivante. Cela met donc en évidence le potentiel de ces
cellules et les avantages qu'elles offrent dans des stratégies thérapeutiques et plus
particulierement dans notre projet. Pour rappel, le but de notre travail est de construire un
biohybride composé de polymersomes, encapsulant un principe actif, couplé a une cellule
immunitaire permettant le ciblage actif des cellules et sites d’intérét. La multitude de
récepteurs innés et adaptatifs présents sur les LTy leur permet donc de cibler de nombreuses
cellules transformées mais également d’outrepasser certains mécanismes d’échappement du

fait de leur indépendance aux molécules du CMH.

L’atout principal de notre projet serait d’obtenir un effet synergique entre le ciblage des sites
actifs et une potentielle action cytotoxique des LTyd. Ici, nous allons discuter des différentes
fonctions des LTy§, et plus spécifiqguement des LT V61 que ce soit au niveau de I’'homéostasie,

des interactions cellulaires ainsi que de leurs actions directes sur les cellules transformées.

4. Les fonctions effectrices multiples des lymphocytes Tyé

D’apres les données précédemment évoquées concernant les nombreux récepteurs présents
surles LTy, il est aisé de concevoir que ces cellules peuvent exercer de nombreuses fonctions
effectrices en réponse a plusieurs altérations, qu’elles soient induites par des pathogéenes ou
par la transformation des cellules. La présence de ces nombreux récepteurs suggere
également que ces cellules pourraient avoir une forte implication au niveau de I'homéostasie

et du controle cellulaire.

4.1. Role dans ’lhoméostasie

Les LTyd jouent un role primordial dans I'homéostasie de l'organisme. Ce processus,
permettant le maintien d’un équilibre entre I’état d’activation et d’inhibition cellulaire, est
essentiel pour un fonctionnement optimal de l'organisme et est finement régulé par de
nombreux mécanismes cellulaires. Les LTy® peuvent avoir différents rbéles dans cette

homéostasie en fonction de leur localisation et du contexte étudié.

page 52 sur 153



Introduction, Chapitre 2

4.1.1. Implication dans la maturation et I’activation de divers types cellulaires

Les LTyd peuvent favoriser les réponses immunitaires en agissant sur les effecteurs innés et
adaptatifs, par le biais d'interactions directes ou de la sécrétion de facteurs solubles
(Figure 21). Des études ont montré que les LTy§, et notamment les LT V&1, pouvaient
potentialiser I'activation des neutrophiles via les sécrétions d’IL-17 lors d'infection systémique
par Candida albicans [181] ou par la production de TNF-a et de CXCL2 lors d’infection
pulmonaire par Streptococcus pneumoniae [182]. En revanche, I'étude de Sabbione et al. a
révélé une interaction bidirectionnelle entre les LTy et les neutrophiles : les LTy favorisent
le recrutement et I'activation des neutrophiles pour combattre les agents pathogenes, tandis
gue ces mémes neutrophiles suppriment |'activation des LTy® pour contribuer a la résolution

de l'inflammation [183].
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Figure 21 : Mécanismes moléculaires impliqués dans la maturation et I'activation de divers
types cellulaires.

Les LTyé jouent un réle primordial dans I’lhoméostasie de I’organisme. Ce processus permet le maintien d’un
équilibre entre I’état d’activation et d’inhibition des cellules. Cette capacité des cellules immunitaires peut
également étre utile lors d’une réponse immunitaire afin que cette derniere soit rapide et efficace. Créée avec
BioRender.com

CD : cluster de différenciation, CPA : Cellule présentatrice d’antigene, HLA-DR : Human leucocyte antigen DR,
ICOS Inducible T-cell COStimulator, ICOSL : Inducible T-cell COStimulator Ligand, Il : Interleukine, LB : Lymphocyte
B, LTaB : Lymphocyte TaB, LTyé : Lymphocyte TyS, TCR : T cell receptor, TNFa : Tumor necrosis factor a.
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D’autre part, il a été montré que les LTyd pouvaient également influer sur I'activation et la
maturation des cellules dendritiques. Par exemple, Leslie et ses collegues ont montré que des
LT V&1 étaient capables d’interagir avec des cellules dendritiques immatures par le biais du
récepteur CD1c, provoquant la sécrétion de TNFa nécessaire a la maturation des cellules
dendritiques dérivées de monocytes [184]. Une autre étude a également fait le lien entre LTyS,
cellules dendritiques et LTap. En effet, comme mentionné dans le chapitre précédent, les LTyd
expriment divers récepteurs tels que HLA-DR et le CD86. Ces derniers, en plus de la sécrétion
TNFa et IFNy, permettent la maturation des cellules dendritiques et favoriserait leur réle de
cellules présentatrices d’antigene envers les LTap permettant alors une amélioration de la
réponse immunitaire [185]. Les LTyd, et plus spécifiquement les LT Vy9Vd2, peuvent
également avoir un effet direct sur I'activation des LTaf en agissant comme une cellule
présentatrice d’antigéne via leur HLA-DR lors d’infections microbiennes ou de développement

tumoral [186], [187].

Pour finir, I'importance des LTy6 dans la maturation des lymphocytes B (LB), et de donc
I'immunité humorale, a été démontrée par différents moyens. Par exemple, les LTy6 , mais
surtout les LT Vy9V62, ont la capacité de sécréter des cytokines telles que de I'IL-10, de I'IL-4
et de I'lL-2 pour favoriser la maturation des LB en plasmocytes. lls peuvent également réaliser
une interaction directe via les couples ICOS/ICOSL, CD40/CD40L et CD28/CD86 [188], [189],
[190]. De plus, les LT Vy9Vb2 produisent la chimiokine CXCL13, primordiale pour la migration
des LB dans les follicules de la rate [191]. Enfin, il a aussi été démontré I'existence d'une
activation réciproque entre les LT V&3 et les cellules B. Leur interaction induisait I'expression
de CD40L et du HLA-DR sur les LTyd ainsi que I'expression du CD86 sur les LB avec une
sécrétion d’IgM [192].

Ces interactions entre les LTyd et les autres cellules immunitaires ont donc une place
importante dans ’lhoméostasie en permettant une régulation fine des réponses immunitaires

(Figure 21).

4.1.2. Fonctions régulatrices

En condition basale les LTy® ne présentent aucune propriété immunosuppressive. Toutefois,

leur activation par I'engagement du TCR et différentes cytokines spécifiques, comme I'IL-2,
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I'IL-15, le TGFB ou I'lL-7 peut induire un phénotype régulateur notamment lors de
développement tumoral. Cette immunosuppression peut alors se mettre en place par
différents mécanismes [175], [193]. Tout d’abord, les LTyd peuvent sécréter du TGFB ou de
I'IL-10 provoquant une suppression des LTaf [194]. Ils peuvent également favoriser le
recrutement d’autres cellules immunosuppressives comme les MDSC (« Myeloide Derived
Suppressor Cells ») [195]. Les LTyd sont également capables de sécréter de I'lL-17, connu pour
avoir un effet pro-tumoral en induisant la production de facteurs angiogéniques par les
cellules cancéreuses [196]. L'infiltration des LTy6 immunosuppresseurs est généralement
associée a un mauvais pronostic dans le cas de cancer du célon, du pancréas ou de la vésicule
biliaire [195], [196], [197], [198]. Toutefois, ces particularités immunosuppressives
n’interviennent pas dans la totalité des cas et de nombreuses études in vitro et in vivo ont
démontré le réle ambivalent des LTyS lors de ces processus tumoraux. Ces rbles seront

développés dans le paragraphe 4.2.1.

4.1.3. Homéostasie tissulaire

Le rble des LTyd dans I’homéostasie tissulaire a été largement étudié chez la souris avec
plusieurs revues résumant leur diverses actions [199], [200]. En revanche, leur réle n’a pas été
aussi bien caractérisé chez ’'Homme avec encore trés peu d’études consacrées a ce sujet. Les
LTyd globaux mais surtout les LT V61 sont abondamment présents dans les sites épithéliaux
représentant environ 70% des LT dermiques et 40% des lymphocytes intraépithéliaux
intestinaux [201], [202], ce qui souligne leur réle potentiel dans I'homéostasie tissulaire.
Plusieurs études ont suggéré leur implication dans la réparation des tissus de la peau et de

I'intestin [200].

4.2. Ciblage direct des cellules infectées ou transformées

Les LTyd n’ont pas seulement la capacité de détecter les cellules transformées ou altérées et
de favoriser le recrutement de diverses cellules immunitaires, ils peuvent également cibler et
tuer directement ces cellules par le biais de plusieurs mécanismes : (i) I’exocytose de granules
cytotoxiques contenant des granzymes, de la perforine ou de la granulysine, (ii) I’expression

des ligands induisant I'apoptose tels que FasL et TRAIL, ces derniers pouvant étre liés a la
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membrane ou solubles [203], [204], [205] et (iii) la sécrétion de différentes cytokines comme
IFNy, TNFa, MIP-1a (CCL3), MIP-1pB (CCL4) and RANTES (CCL5) [180], [205], [206]. Leurs roles
et actions dans le cas de cancer, d’infections bactériennes, virales et parasitaires sont

développés ci-apres.

4.2.1. Lymphocytes Ty et cancer

Le r6le des LTyd dans I'immunité des cancers a fait I’'objet de nombreuses études ces dernieres
années, ce qui a mis en lumiere les fonctions contrastées de ces cellules [203], [207], [208],
[209]. Toutefois, ces lymphocytes posseédent de nombreuses caractéristiques leur conférant

un role intéressant en cancérologie.

4.2.1.1. Rodle anti-tumoral

Bien que les LT yd ne constituent qu'une petite fraction des différents sous-types de cellules
présentes dans les sites cancéreux, les études récentes montrent qu’ils pourraient y jouer un
role favorable dans le contréle du développement tumoral. In vitro, de nombreuses études
ont démontré la capacité des LTyd a reconnaitre spécifiqguement des cellules tumorales et a
les tuer en produisant des cytokines aux fonctions anti-tumorales comme I'IFNy ou le TNFa
[210], [211]. Comme évoqué dans le chapitre 3.1, les LTyd humains agissent principalement
en s’affranchissant des molécules du CMH I, par opposition aux LTap conventionnels qui ont
été les plus étudiés dans I'immunité anti-tumorale jusqu'a présent. Ce processus les rend ainsi
parfaitement adaptés dans le contexte de tumeurs déficientes en CMH |, mécanisme d'évasion
immunitaire. Cette caractéristique a été démontrée dans I'étude de Vries et al. qui s'intéresse
a 'implication des LTyb, et plus particulierement des LT V61 et V&3, dans le contrble du cancer
du coélon déficient en molécules HLA de classe | [212]. Dans cette étude, des analyses
transcriptomiques de cohortes de patients ont mis en évidence une augmentation de
I’expression des génes TRDV1 et TRDV3 pouvant étre corrélée avec une infiltration tumorale
accrue des LT V&1 et V63 qui n’est pas observable pour les LT CD8+ cytotoxiques. Ces
premieres données confirment une implication directe des LT V81 et V&3 dans la réponse
immunitaire. Des modéles de xénogreffes tumorales ont ensuite permis de démontrer la

capacité de ces cellules a inhiber la croissance tumorale, confirmant leur réle dans le contréle
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de cancers échappant a la surveillance immunitaire classique. De plus, des expériences in vitro
de co-cultures utilisant des lignées cellulaires déficientes en HLA | ont démontré que I'activité
cytotoxique observée était restreinte aux cellules PD-1+ et que cette derniére pouvait donc
étre amplifiée a 'aide d’inhibiteurs tels que des anticorps anti-PD-1 ou anti-PD-L1. Tous ces
résultats mettent donc en évidence I'intérét des LTyS dans le contrble de tumeurs déficientes
en CMH I. De plus, ces cellules ont une activité anti-tumorale indépendante de la charge
mutationnelle des tumeurs, ce qui, contrairement aux LTa, les rend réactives a de nombreux
cancers présentant relativement peu de mutations somatiques, qu’ils soient solides ou

hématologiques [207].

En outre, ces cellules possedent une amplitude d’action bien supérieure aux autres LT. Comme
souligné plus tot, les LTyd sont capables de combiner des mécanismes d'activation adaptatifs,
avec une signalisation via le TCR et des signaux de costimulation, avec des mécanismes plus
innés a 'aide de leurs récepteurs NKG2D, DNAM-1, NKp46, NKp44, et NKp30 (Figure 22). Il a
été montré que I'association de ces différents signaux contrélait I'activation et la prolifération
des LTyd ainsi que leur activité cytotoxique (sécrétion d’IFNy et de TNFa) et cytolytique
(production de granzymes, perforines et TRAIL). Cette dynamique a été vérifiée in vitro contre
des cellules tumorales de carcinome rénal [213], épidermoide [214], de cancer colorectal
[215] ou pulmonaire [216]. En outre, comme évoqué dans le chapitre 4.1.1, les LTyd peuvent
sécréter diverses cytokines et exprimer plusieurs récepteurs afin de recruter d’autres cellules

immunitaires et donc générer un environnement anti-tumoral [185], [187], [217].

De fagon intéressante, de nombreuses études ont mis en avant la capacité des LT V61 a
infiltrer et a résider dans les tissus épithéliaux, ce qui les place en premiére ligne de défense
lors de nombreux cancers solides comme le mélanome [218], le cancer du sein [219] ou du

poumon [220].

4.2.1.1. Role pro-tumoral

Cependant, comme pour les LTaB conventionnels, les processus d’évasion tumorale peuvent
induire un microenvironnement immunosuppressif orientant les LTyd vers un phénotype
favorisant le développement tumoral. Chez la souris, ce phénotype pro-tumoral est fortement

lié a leur capacité a produire de I'lL-17. Certaines études, plus rares chez I’'Homme, ont montré
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gue cette sécrétion peut agir directement sur les cellules cancéreuses en stimulant leur
prolifération et migration [221], ou indirectement en influant sur I’environnement tumoral,
en favorisant l'angiogenese dépendante du VEGF et de la perméabilité endothéliale par

exemple [196], [222].

Action anti-tumorale Action pro-tumorale

VEGF Promeut le prolifération
tumorlae

Ligands TCR: ] 1117

CD1, HLA, EphAZ,CJ i

EPCR..) G ® o

TCRy6
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I|-8.
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Recrutement de
cellules
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systéme immunitaire

Figure 22 : Mécanismes ambivalents des lymphocytes Tyé dans le développement tumoral.

Les LTyé jouent un réle crucial dans le développement tumoral, que ce soit pour le contréler ou le favoriser, en
agissant directement sur les cellules tumorales ou indirectement en influengant sur le microenvironnement et les
cellules adjacentes. Pour inhiber la prolifération tumorale, ces cellules sont capables de combiner des mécanismes
d'activation adaptatifs, avec une signalisation via le TCR et des signaux de costimulation, avec des mécanismes
plus innés a I'aide de leurs récepteurs NKG2D, DNAM-1, NKp46, NKp44, et NKp30. Elles exercent également une
action cytotoxique et cytolytique directe en sécrétant de I'IFNy et du TNFo mais aussi en produisant des
granzymes, des perforines et du TRAIL. Cependant, certains LTyS peuvent promouvoir le développement tumoral,
notamment par la sécrétion d’IL-17, d’IL-4 ou IL-10, et 'expression de récepteur inhibiteurs tels que PD-1. llIs
peuvent également favoriser le recrutement de cellules immunosuppressives, contribuant ainsi a un
environnement favorable a la croissance tumorale. Créée avec BioRender.com

CD : cluster de différenciation, DNAM-1 : DNAX accessory molecule-1, EPCR : Endothelial Protein C Receptor, GM-
CSF : Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, HLA : Human leucocyte antigen, IFNy : Interféron vy,
Il : interleukine, LTyS : Lymphocyte Ty, MDSC : Myeloid Derived suppressor Cell, MICA et B : MHC class I-chain
related proteins A and B, NCR : natural cytotoxicity receptors, NKG2D : natural killer group 2 member D,
PD-1 : Programmed cell death protein 1, PD-L1 : Programmed death-ligand 1, TCR : T cell receptor, TNFa : Tumor
necrosis factor a, TRAIL : Tumor-Necrosis-Factor related Apoptosis Inducing Ligand, VEGF : Vascular endothelial
growth factor.

Elle peut aussi faciliter le recrutement de cellules suppressives comme les MDSC pour

maintenir cet environnement pro-tumoral [195]. Un autre mécanisme par lequel les LTy§, et
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plus spécifiguement les LT V61, peuvent promouvoir le développement tumoral est
I'expression de marqueurs ou la sécrétion de cytokines associés au phénotype des LT
régulateurs tels que PD-1, IL-4 ou IL-10. Ces cellules ont été retrouvées dans certaines tumeurs
et inhibent I'activité des LTa [223], [224] (Figure 22). Cependant, le développement tumoral
reste un processus complexe avec I'implication d’une multitude de signaux et de récepteurs.
Les caractéristiques énoncées ci-dessus peuvent donc varier en fonction des signaux recus par

les LTy§, de leur niveau d’activation ou encore du type de tumeur étudié.

4.2.1.2. Utilisation comme marqueur de pronostic

Cette ambivalence dans le potentiel d’action des LTyd réside notamment dans la différence
de phénotype exprimé. Leur potentiel comme marqueur de pronostic a donc largement été
étudié. Tout d’abord, on observe une augmentation de I'expression des génes TRGV et TRDV,
codant respectivement pour les chaines gamma et delta, associées a un meilleur pronostic de
survie dans de multiples cancers [225]. De plus, la grande majorité des études récentes montre
qgue la présence de LT V61 est associée a un pronostic favorable dans de nombreux cancers
comme le cancer du colon, du sein triple-négatif ou encore du poumon [219], [220], [226].
Toutefois, il a été montré que l'infiltration de LTyé IL-17+ dans le cancer colorectal est un
marqueur de mauvais pronostic [195] tandis que ces cellules peuvent étre associées a un bon
pronostic lorsqu’elles expriment NKp46 ou CD69 dans ce méme cancer [128], [226]. Quelques
études démontrant I'ambivalence des LTyS lors de développement tumoral sont regroupées

dans le tableau suivant (Tableau 1).

En résumé, bien que les LTyd humains puissent se polariser vers des phénotypes pro-tumoraux
dans certains contextes précis, leurs propriétés anti-tumorales observées in vitro et in vivo en
font des candidats intéressants dans le développement de thérapie contre le cancer. Dans
notre cas, toutes ces études nous confirment l'intérét d’utiliser les LT V61 comme vecteur
pour les polymersomes. Ces cellules sont naturellement retrouvées au sein des sites tumoraux
mais peuvent aussi y résider ce qui, dans notre contexte, nous permet d’imaginer le transport
des nanoparticules sur site et de les y maintenir suffisamment longtemps pour qu’elles

puissent y libérer leur contenu.
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Tableau 1 : Lymphocytes Ty en tant que marqueur pronostic.

Sous-type de

Type de cancer LTys Pronostic Références
Cancer du sein triple négatif LT V61 Favorable [219]
C d 3 tit
ancer ¢t polmon a pet LT V61 Favorable [220]
cellules

Cancer,colorectal der!ve de LT V61 CD69+ Favorable [226]
métastases du foie

LT V61 NKp46+ Favorable [128]

Cancer colorectal LTyd Favorable [227]

LTyS IL-17+ Défavorable [195]

Cancer de la vésicule biliaire LTyS IL-17+ Défavorable [196]

Carcinome hépatocellulaire LTyd Favorable [228]

Modifié d’aprés [207]

4.2.2. Infection virale

En plus d’un réle dans les cancers, les LTy peuvent jouer un réle important dans I'immunité
contre certains virus, notamment dans la détection précoce des virus et l'initiation de la
réponse immunitaire. Une amplification de ces cellules a été observée dans le sang des
patients lors de diverses infections virales, telles que celles causées par le cytomégalovirus
(CMV), le virus de I'hépatite B (HBV), le virus d'Epstein-Barr (EBV) et le virus de

I'immunodéficience humaine (VIH).

4.2.2.1. Infection par le cytomégalovirus

Le CMV est un virus de la famille des Herpesviridae au tropisme cellulaire tres large et qui
apres une infection aiglie peut rester sous forme latente dans I'organisme. L'infection par le
CMV est inoffensive chez les individus sains mais est responsable d'une morbidité et d'une
mortalité importantes chez les patients immunodéprimés. Cela est notamment retrouvé chez
les receveurs de greffes d'organes solides et de cellules hématopoiétiques. Lors d’infections
congénitales ou péri-natales le CMV peut engendrer des séquelles neuro-sensorielles. La
réponse immunitaire des LTyd, et plus particulierement des LT V61, a été un sujet de
recherche tres étudié notamment dans notre équipe qui a mis en évidence leur potentiel dans

le controle de l'infection [229].
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Tout d’abord, il a été montré que ces cellules subissent une expansion clonale dans le sang
des patients spécifiquement apres l'infection par le CMV, gu’elle soit asymptomatique [179]
ou chez les patients immunodéprimés. Cette immunodépression peut survenir chez des
receveurs de greffes de rein [230], de cellules hématopoiétiques [231], de foie, de poumon
[232], mais aussi chez des nouveaux nés [233]. La réactivité ainsi que la spécificité d’action des
LT V81 pour le CMV ont pu étre vérifiées grace au développement de divers modeles in vitro
de co-cultures avec des cellules infectées [234], et in vivo avec des modeéles murins [235]. Lors
de I'étude de Khairallah et ses collegues, plusieurs modeles murins ont été utilisés pour
démontrer le role crucial des LTyS dans le contréle de I'infection par le CMV. lls ont montré
que des souris CD37", correspondant & des souris ne possédant aucun LT, étaient incapables
de controler cette infection tandis que des souris déplétées en LTap, c’est-a-dire ne possédant
que des LTyd et NK, étaient tout a fait en capacité de la controler. Cette étude a mis en
évidence la place plus qu’importante qu’occupent les LTyd dans le contréle de I'infection par
le CMV. Par ailleurs, des tests in vitro basés sur des expériences de co-culture comprenant des
fibroblastes infectés par le CMV et des clones de LT V61, V&3 ou V85 appuient ces résultats.
Ces derniers ont démontré une forte réactivité des LTyd via un phénotypage par cytométrie
en flux [179], [231] et par une sécrétion d’IFNy, de TNFa ou de GM-CSF [160], [161], [231],
[234]. Il est important de noter que cette activité est spécifique du CMV. Des co-cultures
utilisant des cellules infectées par d’autres virus de la méme famille comme I’Herpes Simplex
Virus (HSV-I) et le virus de la Varicelle et du Zona (VZV) n'ont montré ni prolifération, ni

production d'IFNy par les LTyé [177], [230].

Bien que cette spécificité soit maintenant établie, les récepteurs impliqués dans la
reconnaissance des antigenes de stress produits par les cellules infectées restent peu connus.
De nos jours, seuls deux principaux mécanismes ont été compléetement identifiés. Certains
clones de LT V81 peuvent étre activés soit par la liaison entre un TCR Vy9Vé3 et I'annexine A2
[148], soit par une signature de stress multimoléculaire incluant le ligand d’un TCR Vy4Vé5,
I'EPCR, et les signaux de costimulation ICAM-1 et LFA-1 [141]. Toutefois, des études ont
suggéré que cette reconnaissance pouvait étre médiée par d’autres récepteurs. Dans ce
contexte, la molécule CD16, qui est normalement un récepteur de costimulation, pourrait
reconnaitre les IgG présents a la surface des virions opsonisés, provoquant ainsi I‘activation

LT V61 indépendamment du TCRyd et une production accrue d’IFNy bloquant alors la
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prolifération du virus [160]. Les récepteurs cytokiniques semblent également impliqués dans
le contréle de I'infection par le CMV. Il a été montré que certaines cellules infectées peuvent
sécréter des cytokines, comme I'IFNa, et I'lL-18, et que ces derniéres augmentent la
production d'IFNy induite par CD16 ou par le TCR dans les LT V61, ce qui renforce le controle
de la réplication du CMV in vitro [160], [161] (Figure 23).

4.2.2.1. Autres virus

Une prolifération de LTyd humains a également été observée apres infection par d’autres virus
qgue le CMV. Lors d’une infection par HBV, une augmentation de LTy, que ce soit du sous-
type V61 ou V&2, est observée. Ces derniers sont caractérisés par une production accrue
d’IFNy [236], [237]. Une prolifération de LT V61 a également été décrite en réponse a une
stimulation par des lignées cellulaires de LB transformés par le virus EBV. Cette réponse
cytotoxique a été décrite comme pouvant étre médiée par une interaction avec I'HLA-DR.
Toutefois, ces résultats in vitro sont a prendre avec prudence car cette prolifération de LT V61
a également été observée avec des lignées de LB transformés non infectés par EBV [238],

[239], [240], [241].

In vitro, les LT Vy9V &2 activés par des PAg peuvent répondre spécifiquement au VIH. Toutefois,
les deux sous-types de LTyd proliferent lors de l'infection et peuvent directement tuer les
cellules infectées ou sécréter des cytokines inhibant la réplication virale, telles que I'IFNy, le
TNFa, MIP-1a, MIP-13 et RANTES [242], [243]. Des études ont mis en évidence |'importance
de NKG2A/C — HLA-E dans la reconnaissance du virus par les LT V61 [242], [244]. Enfin, des
études in vitro ont également montré que NKp30 est un récepteur clé dans l'inhibition du VIH

par des LT V61 amplifiés ex vivo [245].
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Figure 23 : Mécanismes moléculaires de détection de I'infection virale du cytomégalovirus
(CMV) par les lymphocytes T V1.

L'infection par le CMV induit une signature de stress multimoléculaire, caractérisée par la surexpression de
molécules de surface telles que l'annexine A2 ou ICAM-1, ainsi que par la libération de cytokines pro-
inflammatoires telles que I'IFN-o. ou I'lL-12. Ces molécules sont détectées par les LT V61 via leur TCRyS, des
récepteurs de costimulation comme LFA-1, et des récepteurs de cytokines. Les virions libérés par les cellules
infectées et opsonisés par des IgG peuvent étre reconnus par les LT V61 via CD16. Créée avec BioRender.com

CD : cluster de différenciation, EPCR : Endothelial Protein C Receptor, ICAM-1 : Intercellular Adhesion Molecule 1,
IFNa : Interféron a, IFNy : Interféron y, IgG : immunoglobuline G, Il : interleukine, LFA-1 : Lymphocyte function-
associated antigen 1, LTyS : Lymphocyte TyS, TCRyS : T cell receptor yé.

En résumé, les LTyd possedent un réle primordial dans le contréle d’infections par divers virus,
gue ce soit par le biais de la reconnaissance de PAg pour les LT Vy9V62, ou par une

reconnaissance directe des récepteurs présents sur les cellules infectées par les LT V61.

4.2.3. Infection bactérienne

Les infections bactériennes font tout autant partie du spectre de détection des LTyé. En effet,
dans tous les cas d’infections par des bactéries possédant la voie DOXP de production des

stéroides, la présence d’'HMBPP est détectée par les LT Vy9V62 provoquant ainsi leur
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prolifération [246]. Seules les infections par trois bactéries seront brievement développées ci-
dessous : Mybobacterium tuberculosis (Mtb), Listeria monocytogenes et Streptococcus

pneumoniae.

Le role des LT Vy9V62 dans l'infection par Mtb a été largement étudié et leurs fonctions ont
été résumées dans diverses revues [247], [248]. Il a été montré que I'infection par Mtb induit
la production d’IL-17, favorise la surexpression de ICAM-1 et LFA-1 a la surface des
macrophages et renforce la réponse Thl des LTa par le biais de I'lL-12 [249], [250], [251],
[252]. Une étude récente réalisée par Ogongo et ses colléegues a montré que des clones de LT
V61 sont enrichis dans les lésions pulmonaires induites par Mtb, ce qui suggére une
implication de ces cellules dans la physiopathologie de la tuberculose. Toutefois, leur role

exact dans le contréle de I'infection reste encore peu connu [126].

Concernant l'infection par Listeria monocytogenes, les LTyd jouent un réle multifactoriel. Des
études sur des modeles murins ont prouvé leur réle crucial dans la production d'IL-17 et d'IL-
12, favorisant ainsi la réponse des LT CD4+ et CD8+ spécifiques de I'antigene [253]. Enfin, il a
été montré que, les LTyd jouent un réle en deux temps dans l'infection par Streptococcus
pneumoniae chez la souris. Au début de I'infection, ces cellules produisent de I'lL-17 favorisant
le recrutement de neutrophiles pour contréler I'infection. Par la suite, une fois I'infection
stabilisée, ces LTy6 vont éliminer les macrophages et les cellules dendritiques pulmonaires

afin de restaurer I’homéostasie [254], [255].

4.2.4. Infection parasitaire

Les LTyd sont également impliqués dans le contréle de I'infection par Plasmodium falciparum
qui possede la voie DOXP. Par exemple, des études ont montré que les LT Vy9V62, une fois
activés via leur TCR par I'accumulation de PAgs produits par les parasites, peuvent dégranuler
des facteurs cytolytiques tels que le granzyme ou la granulysine, affectant les parasites et les
empéchant de ré-infecter des érythrocytes sains [256], [257]. lls sont également capables de
phagocyter des érythrocytes infectés [258]. Des études de vaccination ont également mis en
lumiére leurs capacités cytotoxique, de phagocytose, de sécrétion de cytokines et de
présentation d'antigéne [259], [260]. De facon intéressante, dans les essais récents de

vaccination contre le parasite, le taux sanguin de LT Vy9V&2 est un des facteurs les mieux
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corrélés avec le taux de protection [261]. Il a enfin été montré que les LT V&1 peuvent étre
impliqués dans le contréle de cette infection. Une accumulation de clones V&1+ affichant une
signature cytotoxique a été observée chez des volontaires aprés une infection. De plus,
I'exposition in vitro a Plasmodium falciparum peut induire la prolifération des LT V&1 et

I'expression de marqueurs cytotoxiques [262], [263].

L'ensemble de ces études montre la multitude d’actions que peuvent effectuer les LTyd et
notamment les LT V81. lls possedent la capacité de contrdler des infections qu’elles soient
virales, bactériennes ou parasitaires. Ills ont également un réle clé lors du développement
tumoral, bien qu’ambivalent en fonction des signaux cytokiniques et des récepteurs détectés.
Ces LT V&1 peuvent agir directement sur les cellules transformées avec une activité
cytotoxique et cytolytique, mais également par le biais de diverses cellules immunitaires en
favorisant leur recrutement sur le site d’intérét. Toutes ces caractéristiques nous confirment
leur grand intérét dans leur utilisation lors de la production de notre biohybride. Nous
pouvons également imaginer qu’en plus de transporter les polymersomes spécifiquement sur
les sites d’intérét, il serait possible d’avoir un effet synergique entre I'action des LT V61 et celle
du principe actif présent dans le polymersome. En effet, certaines études ont d’ores-et-déja
mis en évidence le potentiel thérapeutique des LT V61 dans plusieurs pathologies. Dans cette

derniere partie, nous allons donc développer les possibilités mises en avant lors de ces études.

5. Potentiel thérapeutique des lymphocytes Tyd

Comme souligné plus haut, les LTyS, et plus particulierement les LT V81, possedent de
nombreuses propriétés faisant d’elles des cellules de choix lors du développement de
nouvelles thérapies cellulaires. Dans cette partie, nous allons résumer de maniére non
exhaustive certaines études démontrant leur potentiel thérapeutique ainsi que le

développement de protocoles permettant leur utilisation.
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5.1. Développement d’un protocole d’expansion des lymphocytes T V61 (cellules DOT)

Des protocoles d’expansions des LTyd ont été développés dans le but d’ouvrir de nouvelles
perspectives thérapeutiques utilisant ces cellules. Tout d’abord, des protocoles ciblant
I’expansion des LT Vy9V562 ont été élaborés. Les immunothérapies utilisant ces cellules ont pu
étre divisées en deux catégories : (i) la premiére consistant a stimuler les cellules in vivo par
I'administration systémique de PAg ou d’antigénes synthétiques et (ii) la deuxieme, plus
largement utilisée, consistant a réaliser une expansion ex vivo des cellules a I'aide de PAg
synthétiques (Zoledronate) couplés a des cytokines (IL-2, IL-18, IL-21) suivie d’une
administration de ces cellules amplifiées au patient [264]. L'étude de Sawaisorn et ses
collégues a mis en évidence les caractéristiques cytotoxiques acquises par LT Vy9V562 aprés
leur expansion ex vivo avec un cocktail de Zoledronate, d’IL-2, d’IL-15 et d’IL-18 a I'aide d’un
modele de cholangiocarcinome [265]. D’autres études cliniques ont démontré 'avantage de
cette thérapie allogénique dans le cas de mélanome, de myélome multiple ou de cancer du

poumon [266], [267], [268].

Concernant les LT Vb1, plusieurs protocoles ont été développés. Par exemple, Ferry et ses
collegues ont mis au point un protocole d’expansion ne nécessitant que deux étapes. Tout
d’abord, des cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC) ont été déplétées de LT afp
et de cellules CD56+ (cellules NK). Par la suite, les cellules restantes ont été cultivées et
stimulées pendant 20 jours a I'aide d’anticorps monoclonal anti-CD3 (OKT-3) en présence d'un
milieu supplémenté en IL-15. Les cellules obtenues peuvent étre efficacement transduites
avec un récepteur antigénique chimérique (CAR) et possédent donc une reconnaissance innée
des cibles en plus d'une amélioration fonctionnelle spécifique a I'antigéne, sans montrer de

signe d'alloréactivité [269].

Toutefois, lors de ce travail, nous allons nous intéresser plus particulierement au protocole
mis en place par Almeida et al. Ce protocole méne a la production d'un pool de cellules
fortement enrichi en LT V61, basé sur la déplétion des LTap suivi de 21 jours de culture en
présence d’un activateur du TCR (OKT-3) et d’un cocktail de cytokines spécifiques incluant I'IL-
4, I'lL-15 et I'lL-21, ainsi que I'lL-1B8 et I'IFNy [159]. Ce protocole génére une suspension
cellulaire nommée DOT (Delta One T cell) composée majoritairement de LT V61, mais
également de quelques V&3 ayant une activité décrite comme similaire aux V61. Ce protocole

a été concu pour induire I'expression des récepteurs NK, en particulier les NCRs (NKp30 et
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NKp44) impliqués dans la destruction des cellules cancéreuses, et I'expansion spécifique de
cellules dites « centrales-mémoires » (CD27+ CD45RA-) a partir des cellules naives afin
d’obtenir un produit cellulaire hautement polyclonal et capable de se maintenir a long terme
in vivo. Le protocole DOT semble actuellement le mieux adapté a une utilisation clinique future
pour les raisons suivantes : (i) il permet une expansion a grande échelle de LT V&1 de maniére
trés spécifique et reproductible, (ii) il utilise un protocole simple et facilement transposable
aux conditions cliniques, (iii) le phénotype des cellules générées a été largement caractérisé,
notamment pour les marqueurs d'activation, de différenciation, les inhibiteurs de points de
controble, les récepteurs de migration, et les récepteurs de costimulation, (iv) I'absence de
réactivité contre les cellules normales a été caractérisée in vitro par co-culture avec plusieurs
cellules lymphoides et myéloides autologues, (v) les modeéles murins précliniques de
xénogreffe ont montré la persistance et la prolifération in vivo des DOT transférées et ont
également démontré leur efficacité [171], [229]. Ces cellules sont actuellement utilisées
comme thérapie allogénique "préte a I'emploi" dans un essai clinique de phase | en cours de
recrutement chez des patients atteints de LMA (NCT05001451). Cela fait des cellules DOT le

premier produit thérapeutique de LT V61 évalué en clinique.

5.2. Utilisation des lymphocytes Tyd dans le développement de thérapie ciblée

L'utilisation des LT V81 pour les thérapies allogéniques est particulierement pertinent du fait
de leur absence de restriction par le HLA. Cela permettrait un développement a grande échelle
a partir de peu de donneurs. Cette stratégie "off-the-shelf" permettrait, apres validation, la
cryopréservation d'une bio-banque rapidement disponible pour le transfert chez des patients
atteints d’infection virale (CMV), bactérienne ou lors de développement tumoral. Un apercu
non-exhaustif des essais cliniques impliquant des LTy globaux ou LT V&1 est présenté dans le

Tableau 2 suivant.

Ce tableau met en évidence les possibilités d’utilisation des LTyd et plus spécifiquement des
LT V&1 lors de développement de thérapies. Ces cellules sont fréquemment utilisées lors de
thérapies ciblant les cellules cancéreuses mais également lors d’infection notamment par le
CMV. Comme montré ici, elles peuvent étre simplement injectées de facon allogénique ou

modifiées si besoin afin de les rendre plus spécifiques.
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Tableau 2 : Essais cliniques en cours utilisant les lymphocytes T yé.

Approches Produits thérapeutiques Pathologies Essais cliniques

Amplification de LTyd
allogéniques ou autologues, GBM
résistants a la chimiothérapie

NCT04165941,
NCT05664243

Amplification de LTy6
allogéniques post transplantation
de cellules souches
hématopoiétiques

Leucémies et les
syndromes NCT03533816
ACT non modifié myélodysplasiques

Amplification de LT V61 Leucémie myéloide

. aigué réfractaire ou en NCT05886491
allogéniques
rechute
Ampllflcatllo.n de LTyd Leucemlg n'lye|0|de NCTO5015426
allogéniques aigué
LT V61 modifiés par CAR Lymphome NCT04735471,
spécifique au CD20 ymp NCT04911478
CART cell Tumeur solide
LT ifig | cifi
v6 modifiés par CAR spécifique réfractaire ou en NCT06150885
au HLA-G
rechute
LTyd TCR difié
VSTCR-ACT Yo avec Un TLRE moctties par un Lymphome NCT04014894
anticorps anti-CD19
Médiateur PSMA-targeting bispecific yo-T Cancer de la prostate NCT05369000

Cell engager

ACT : Adoptive Cell Transfert, CAR : Chimeric Antigenic Receptor, GBM : Glioblastome, PSMA : Prostate-specific
membrane antigen. Modifié de [150].

Dans ce chapitre, nous avons donc exploré les nombreuses propriétés bénéfiques des LTyb et
plus particulierement des LT V61. Ces cellules possedent la capacité de cibler divers sites
pathologiques et de s’y accumuler a I'aide de leurs multiples récepteurs innés et adaptatifs.
Une fois accumulés, les LT V81 peuvent y résider et exercer de nombreuses actions, qu’elles
soient directes envers les cellules transformées, ou indirectes en favorisant le recrutement de
cellules immunitaires, renforcant ainsi le contréle de la pathologie. Pour toutes ces raisons,
les LT V81 se distinguent comme des candidats prometteurs pour le développement de
nouvelles thérapies cellulaires. Toutefois, comme développé dans le chapitre 1, de
nombreuses recherches se focalisent sur le développement de nouvelles thérapies utilisant la
nanomédecine et plus particulierement les nanoparticules. Dans ce contexte, les LT V61

joueraient le réle de transporteur de ces nanoparticules.
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C’est sur cette base que notre projet s’est développé. Pour résumer, le but de ce travail est
d’encapsuler des principes actifs/thérapeutiques dans des polymersomes afin de les protéger
d’une élimination précoce par le systéme immunitaire. Ces polymersomes sont couplés a des
DOT a I'aide de la chimie click et plus spécifiquement de la SPAAC. Ce couplage permet alors
I'utilisation des DOT comme vecteur favorisant un ciblage actif des sites d’intérét afin
d’obtenir une thérapie ciblée, spécifique limitant les effets secondaires potentiels. Pour
réaliser cette chimie click, les polymersomes sont fonctionnalisés avec un DBCO. Les DOT,
précédemment amplifiées par le protocole établi par Almeida et al. [159], sont
métaboliquement modifiées a I'aide d’azido-sucres afin qu’elles expriment un azide libre a la
surface de leur glycanes de surface (Figure 24). La mise en place ainsi que les optimisations de

ces protocoles seront développées tout au long de ce travail.

* i % 4. Ajout du polymersome
= g fonctlonSaBIésg avec du 5. Réaction click entre les
= = 2 polymersomes et l'azide
2, S 4 libre présent a la surface
G AN O O , des cellules

Strain Promoted Alkyne-

Réaction click | Azide Cycloaddition (SPAAC)

<+—|
it
®
®

1. Ajout d'azido-sucres

o

Sucre Azide

Glycanes [
modifiés gy

Membrane
cellulaire

3. Incorporation a la
PY surface cellulaire

e B
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e @ —j
2. Métabolisation pour

former les azido-glycanes
de surface

Figure 24 : Représentation schématique de I'objectif : Modification métabolique des DOT
suivie de la chimie click (SPAAC) avec un polymersome fonctionnalisé avec un DBCO.

Les LT V61, préecédemment amplifiés par le protocole établi par [159], [171], sont métaboliquement modifiés par
I'ajout d’azido-sucres trétra-actétylés. Ces derniers peuvent pénétrer passivement dans la cellule pour entrer dans
leurs voies métaboliques respectives afin d’étre intégrés aux glycanes de surface. Ces glycanes expriment donc
des azides libres a leur extrémité pouvant interagir avec un DBCO présent a la surface des polymersomes a I'aide
de la SPAAC. Ce protocole permet la création d’un biohybride ol le polymersome protege le principe actif et les
LT V61 jouent le réle de vecteur. Créée avec BioRender.com
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Les thérapies conventionnelles, qu’elles soient anti-cancéreuses ou antivirales, provoquent
souvent de nombreux effets secondaires délétéres en raison de leur manque de spécificité.
Cette absence de ciblage spécifique impose [l'utilisation de doses plus élevées ou
d’administrations plus fréquentes pour obtenir |'effet escompté sur les cellules cibles,
engendrant une augmentation du risque d’effets secondaires. Par ailleurs, le transport de ces
molécules peut étre entravé par divers mécanismes tels que l'incapacité a traverser les
barrieres biologiques et la clairance rénale rapide des petites molécules. Face a ces défis, de
nouvelles stratégies thérapeutiques émergent, faisant appel a des nanoparticules et des
agents ciblant activement les sites d’intérét tels que des cellules immunitaires. Ces systemes
offrent une protection du principe actif par leur encapsulation dans la nanoparticule ainsi
gu’un ciblage spécifique des cellules visées. De nombreuses avancées ont été réalisées
concernant le choix des nanoparticules et des cellules immunitaires a utiliser en fonction du
contexte étudié ainsi que le couplage de ces deux entités. Les polymersomes se sont
rapidement fait une place dans ce domaine de par leurs qualités membranaires et leur
fonctionnalisation aisée. De méme, les LT se sont distingués comme des cellules de choix dans
le ciblage et I'élimination de cellules transformées. Toutefois, aucune étude ne s’est
intéressée a une sous-population précise, comme les LT V&1. Afin d’exploiter ce systeme de
transport, des équipes telles que celle de Gibson se sont intéressées au couplage
nanoparticule/cellule immunitaire a I'aide de la chimie click et plus spécifiquement de la
SPAAC [107]. Cette chimie, développée par Bertozzi, Sharpless et Meldal, est basée sur la
réaction entre un cyclooctyne et un azide organique [72]. Ce systeme s’appuie sur la
fonctionnalisation des polymersomes avec un cyclooctyne, en l'occurrence le DBCO, et sur la
modification métabolique des LT V61 avec des azido-sucres permettant ainsi I'expression d'un

azide libre a I'extrémité des glycanes de surface des cellules [62], [77].

Ce travail de these a donc pour objectif de mettre au point un protocole de chimie click entre
des polymersomes couplés a du DBCO, produits par nos collaborateurs au Laboratoire de
Chimie des Polymeéres Organiques (LCPO), et des LT V61 (DOT) amplifiés selon le protocole de

I’équipe de Bruno Silva-Santos et modifiés par ingénierie métabolique.

Dans un premier temps, nous avons optimisé le protocole de modification métabolique a

I'aide d’'un DBCO fluorescent. Cette étape nous a permis de déterminer les conditions
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optimales de culture des DOT avec les azido-sucres. Nous avons identifié les parametres
idéaux pour obtenir une quantité suffisante d’azides libres a la surface des cellules tout en
minimisant la toxicité potentielle des composés chimiques. L'objectif de produire des DOT
capables de se lier efficacement au DBCO fluorescent tout en préservant leurs caractéristiques
physiologiques a également nécessité la mise en place de tests fonctionnels pour vérifier leurs

propriétés.

Dans une seconde partie, nous avons travaillé sur I'élaboration de ce méme protocole en
incluant des polymersomes vides, c’est-a-dire n’encapsulant aucun principe actif, mais
fonctionnalisés avec du DBCO. Nous avons mis au point une méthode d’évaluation du nombre
de polymersomes obtenus aprés formulation afin d’expérimenter divers ratios lors des
réactions click entre ces derniers et les cellules. Différentes conditions de culture ont

également été examinées afin de perfectionner le biohybride final.
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1. Culture cellulaire

Les cellules JRT3 LES avaient précédemment été générées a partir de la lignée de lymphome
T J.RT3-T3.5 (ATCC) en les transduisant avec un vecteur lentiviral exprimant le TCR Vy4V55
isolé a partir du clone T LES (dérivé d’un patient transplanté infecté par le CMV) spécifique de
I’antigéne EPCR [141]. Elles ont été cultivées dans du milieu RPMI (Gibco, Life Technologies)
complété avec 8% de sérum de veau feetal (SVF), 100 unités/ml de pénicilline, 100ug/ml de

streptomycine (PS) et 2mM de L-glutamine.

Des échantillons de sang total (50ml) ont été obtenus auprés de volontaires sains, recrutés
par I’Etablissement Francais du Sang. Les cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC)
ont été isolées a I'aide d'un milieu de séparation des lymphocytes (Eurobio Scientific). Ces

cellules ont ensuite été cultivées dans du milieu RPMI complet décrit précédemment.

Aprés expansion, les DOT (« Delta One T cell »), ont été cultivés dans du milieu OpTmizer™
CTS™ (GIBCO, Life Technologies) complété avec 10% de sérum humain, 100 unités/ml de

pénicilline, 100ug/ml de streptomycine (PS), 2mM de L-glutamine et 100ng/ml d’IL-15.

2. Expansion des DOTS

Des échantillons de sang total (50ml) ont été obtenus auprés de volontaires sains, recrutés
pas I'Etablissement Frangais du Sang. Les PBMC ont été isolées a l'aide d'un milieu de
séparation des lymphocytes (Eurobio Scientific). Ces cellules ont ensuite été marquées avec
un anticorps dirigé contre le TCR af, couplé a de la biotine (Miltenyi Biotec, clone REA652,
dilué 1:50), puis incubées avec des microbilles anti-biotines (Miltenyi Biotec). Les lymphocytes
Tap ont été éliminés par tri cellulaire magnétique et les PBMC restantes ont été cultivées
pendant 21 jours pour I'expansion des lymphocytes Tyd V62neg (contenant majoritairement
des lymphocytes T V81+), en utilisant le protocole des cellules DOT décrit par I'équipe de
Bruno Silva-Santos [159], [171]. Les cellules ont été cultivées dans le milieu sans sérum
OpTmizer™ CTS™ (GIBCO, Life Technologies) complété avec 10% de sérum humain, 100
unités/ml de pénicilline, 100pug/ml de streptomycine (PS) et 2 mM de L-glutamine (milieu
d'expansion), a une concentration de 160 000 cellules/ml. Les cytokines humaines

recombinantes suivantes ont été ajoutées : 100ng/ml d'interleukine 4 (IL-4), 70ng/ml
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d'interféron gamma (IFNy), 7ng/ml d'IL-21, 15ng/ml d'IL-1B (toutes provenant de Peprotech)
et un anticorps dirigé contre le CD3 (1pug/ml, clone OKT-3, Biolegend). Aux jours 6, 11 et 16 de
culture, le milieu d'expansion a été renouvelé et complété avec 70ng/ml d'IL-15 (jours 6, 11,
16), 13ng/ml d'IL-21 (jour 6), 70ng/ml d’IFNy (jour 16) et 2ug/ml d'anti-CD3 (jours 6, 11, 16)
(Tableau 5).

3. Phénotypage des DOT aprés amplification

Les DOT ont été récoltées et marquées pour le suivi de I'amplification aux jours 0, 11 et 21.
Les cellules ont été marquées a 'aide d’un marqueur de viabilité cellulaire (Fixable Viability
Stain 780, BD Biosciences) puis marquées avec les anticorps anti-CD3, anti-TCRyS, anti-TCRa,
anti-TCR V61 et anti-TCR V62 (Tableau 5). Les cellules ont été analysées avec le cytomeétre

Canto Il (BD Biosciences) et les données obtenues a I'aide du logiciel FlowJo V10.5.

4. Formulation des polymersomes

La formulation des polymersomes a été réalisée en collaboration avec le LCPO ce qui m’a
permis de me former sur trois techniques : I'électroformation, la double émulsion et

I’extrusion manuelle.

4.1. Electroformation

Une solution de copolymeéres dilués dans du CHClz a 1mg/ml (20%w NH2-PEG22-b-PBD23, 76%w
PBD2,-b-PEG1s, 4%w PBDss-Fluoresceine) a été déposée en forme de quadrillage sur deux
lamelles recouvertes d’oxyde d'indium-étain avec un microcapillaire de 10ul. Deux fils
électriques ont été fixés a I'aide de ruban adhésif et un joint en caoutchouc enduit de graisse
a été mis entre les deux lamelles dans le but de former une chambre d’électroformation. Cette
derniére a été séchée sous vide pendant 2h puis connectée a un générateur. Une solution de
sucrose a 300mM a été injectée dans la chambre et un courant de 2V, 10Hz pendant 1h a été
appliqué pour hydrater le film. Les polymersomes formés ont été récupérés puis extrudés
manuellement (Cf 4.3) avant de les incuber avec 10 ou 20% de DBCO-NHS en fonction des

conditions étudiées (Tableau 4) toute une nuit sous agitation (600rpm) a 4°C. Par la suite,
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trois bains de dialyse d’1h en PBS 300mOsm pH7,4 ont été réalisés afin d’éliminer I'exces de
DBCO-NHS. Les polymersomes obtenus ont été analysés en diffusion de la lumiére (Dynamic
Light Scattering, DLS, Malvern Zetasizer NanoZS) et au NanoFCM afin de connaitre leur taille

et leur concentration respectivement.

4.2. Double émulsion

30ul d’une solution de copolymeres dilués dans du toluene a 6mg/ml (20%. NH2-PEG22-b-
PBD;3, 76%w PBD22,-b-PEG1s, 4%w PBDs3-Fluoresceine) ont été mélangés avec 5ul de sucrose
a 300mM afin de créer une premiere émulsion. Puis, 15ul de cette solution ont été ajoutés et
mélangés a 300ul de Sucrose 300mM dans le but de réaliser la seconde émulsion et créer les
polymersomes. Ces solutions ont ensuite été laissées pendant 2h sous hote afin d’éliminer
I'excédent de toluéne puis extrudées manuellement. Les polymersomes obtenus ont été
incubés avec 10 ou 20% de DBCO-NHS en fonction des conditions étudiées (Tableau 4) toute
une nuit sous agitation (600rpm) a 4°C puis purifiés a I'aide de filtre Amicon ultra 100 KDa afin
d’éliminer I'excés de DBCO-NHS. Les polymersomes ont été analysés en DLS (Malvern
Zetasizer NanoZS) et au NanoFCM afin de connaitre leur taille et leur concentration

respectivement.

4.3. Extrusion

Les polymersomes ont été extrudés a la taille souhaitée en fonction des conditions étudiées
(Tableau 4) a l'aide d’un mini-extruder manuel Avanti polar. Pour cela, I'extrudeur a été
assemblé en suivant les instructions du fabricant et les échantillons ont subi 11 passages a

travers les filtres. La taille obtenue a été vérifiée par DLS a I'aide du Malvern Zetasizer NanoZS.

5. Détermination de la taille et de la concentration des polymersomes
5.1. Détermination de la taille

La taille et la dispersion des polymersomes ont été vérifiées par diffraction lumineuse
(Dynamic Light Scattering, DLS) a I'aide du Malvern Zetasizer NanoZS disponible au LCPO

équipé d’un laser a 633nm et d’un angle de diffusion de 90°. Pour cela, 50ul de chaque
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échantillon ont été déposés dans des chambres en quartz et trois sets de dix mesures ont été
réalisés a température ambiante (RT : « Room Temperature »). Les paramétres de temps et
de nombres de mesures ont été optimisés automatiquement. Les données de polydispersion
(PDI, « Polydispersity index ») et de taille ont été visualisées, calculées et moyennées

automatiquement a I'aide du logiciel Zetasizer.

5.2. Détermination de la concentration

La technologie NanoFCM a été utilisée pour quantifier les polymersomes obtenus apres
formulation. Cela a pu étre possible grace a I'aide de Liam Barry-Carroll, post-doctorant dans
I’équipe ExoMarQuage du laboratoire NutriNeuro (UMR INRAE 1286). Le Flow NanoAnalyzer
est un appareil permettant une caractérisation multiparamétrique de nanoparticules
comprises entre 7 et 1000nm. Il combine la diffusion de la lumiére ainsi que la détection de
fluorescence. Cela permet de détecter au niveau de la particule unique et de déterminer des
distributions de tailles de petits objets naturels et synthétiques. Tout d’abord, une calibration
al'aide de petites (40-200nm) ou de grandes (200-1 000nm) billes de silice puis un zéro a I'aide
de PBS sont réalisés. Ensuite, une série de dilution des échantillons est analysée afin de trouver
la plage d’analyse idéale (1.108 — 1.10°nano/ml). 2 000 a 12 000 événements par minute (min)

doivent étre collectés pour considérer le résultat comme correct.

6. Modification métabolique des cellules et réaction click avec le FAM-DBCO

Un protocole global de la modification métabolique des cellules ainsi que de la chimie click
entre les azides et le FAM-DBCO est décrit ci-dessous. Les différentes conditions testées sont

regroupées dans le Tableau 3.

Les cellules (JRT3 LES, PBMC ou DOT) ont été cultivées dans leur milieu respectif, en présence
de différentes concentrations de sucres azidés (AcsGalNAz, AcsManNAz ou AcaGIlcNAz
(Carbosynth)) pendant des temps différents. Par la suite, les cellules ont été lavées en tampon
FACS (PBS 1X, 0,5% BSA, 2mM EDTA) ou en milieu RPMI simple (milieu RPMI non complémenté
par du SVF, glutamine et PS) avant d’étre incubées avec 50uM de FAM-DBCO (Lumiprobe)
pendant 30min. Les cellules ont été lavées en tampon de FACS ou en milieu RPMI simple et

fixées en paraformaldéhyde (PFA) 4% pendant 10min avant d’étre marquées avec du 4',6-
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Diamidino-2-phénylindole dihydrochloride (DAPI, Sigma). La chimie click a été observée par

microscopie confocale (Leica SP5-A0BS) au LCPO ainsi que par cytométrie en flux avec le

cytometre Canto Il (BD Biosciences). Les données obtenues ont été analysées a I'aide du

logiciel Fiji et FlowJo V10.5 respectivement.

Tableau 3 : Optimisations de la modification métabolique et de la réaction click a I’aide d’un

DBCO fluorescent.
Expérience Type'
cellulaire
Gamme de concentration
JRT3

des azido-sucres

Cinétique d’assimilation JRT3
des 3 azido-sucres

PBMC

Comparaison milieu de

S X PBMC
réaction click

Vérification de la capacité
d’activation des cellules PBMC
(CD69)

Vérification de
I'assimilation des azido-
sucres aprés expansion

Vérification de la capacité
d’activation des cellules DOT
(INFy)

Analyse de la stabilité des
azido-sucres a la surface
des DOT

Azido-sucres [Azido-sucres]

Ac;ManNAz

Ac;ManNAz
Ac,GalNAz
Ac,GIcNAz

Ac;ManNAz
Ac,GalNAz

Acs;ManNAz
Ac,GalNAz

Acs;ManNAz
Ac,GalNAz

*Tampon FACS : Tampon PBS, 0,5% BSA, 2Mm EDTA
** Milieu RPMI non complémenté par du SVF, glutamine et pen/strep

7. Phénotypage des PBMC

3, 10, 30, 50,
100, 150

50

30

30

30

30

Temps culture
avec les azido-
sucres

24h

24,48 ou 72h

48h

48h

48h

[FAM-DBCO]

50

50

50

50

50

Milieu
réaction click

Tampon
FACS*

Tampon
FACS*

Tampon
FACS* ou
milieu RPMI

Milieu RPMI
simple**

Milieu RPMI
simple**

Conditions de
la réaction
click

4°C, 30min

4°C, 30min

RT, 30min

RT, 30min

RT, 30min

Apreés la réaction avec le FAM-DBCO, les PBMC ont été récoltées et marquées pour observer

I’efficacité de la réaction click ainsi que leur viabilité. Les cellules ont été marquées a I’aide des

anticorps anti-CD45, anti-CD3, anti-CD4 et anti-TCRyS puis a I’aide du DAPI (Sigma) utilisé ici

comme marqueur de viabilité cellulaire (Tableau 4). Les cellules ont été analysées avec le

cytometre Canto Il (BD Biosciences) et les données obtenues a I'aide du logiciel FlowJo V10.5.
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8. Activation des cellules aprés la chimie click
8.1. Activation PMA (phorbol 12-myristate-13-acetate)/lonomycine

Les PBMC ont été récupérées, cultivées et fonctionnalisées avec du FAM-DBCO comme décrit
précédemment. Par la suite, les cellules ont été activées avec 10ng/ml de PMA et 750ng/ml
d’lonomycine pendant 4h a 37°C, lavées, puis marquées a I'aide du panel suivant : anti-CD45,
anti-CD3, anti-CD8, anti-Panyd, anti-CD69, DAPI (Tableau 5). Les cellules ont été analysées
avec le cytométre Canto Il (BD Biosciences) et les données obtenues a I'aide du logiciel FlowJo

V10.5.

8.2. Activation DOT

Les DOT ont été cultivées et fonctionnalisées avec du FAM-DBCO comme décrit
précédemment. Ces cellules ont ensuite été cultivées en plaque 96 puits préalablement
coatées avec un anti-CD3 (OKT3, 10ug/ml) en milieu RPMI complet pendant 24h a 37°C. Les

surnageants de culture ont été récupérés et la sécrétion INFy a été quantifiée par ELISA.

8.3. ELISA

Les DOT ont été cultivées et fonctionnalisées avec du FAM-DBCO et activées avec un anticorps
anti-CD3 (clone OKT3, 10ug/ml) comme décrit précédemment. Les concentrations d’IFNy ont
été quantifiées dans les surnageants de culture cellulaire par ELISA a I'aide du kit ELISA IFNy

humain (Mabtech), conformément aux instructions du fabricant.

9. Elaboration du biohybrid cellules-polymersomes

Un protocole global de chimie click entre les DOT et les polymersomes est décrit ci-dessous.

Les différentes conditions testées sont regroupées dans le Tableau 4.

Les DOT ont été cultivées et modifiées métaboliquement comme décrit précédemment. Les
cellules ont ensuite été lavées en milieu RPMI simple avant d’étre incubées avec les
polymersomes. Une fois la réaction click terminée, les cellules ont été lavées en milieu RPMI
simple et marquées a I'aide d’un marqueur de viabilité cellulaire (Fixable Viability Stain 780,

BD Biosciences) en fonction des conditions. Les cellules sont ensuite fixées en PFA 4% pendant
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10min et le noyau a été marqué a I'aide du DAPI (Sigma). La chimie click a été observée par
microscopie confocale (Leica SP5-A0BS) au LCPO. Les données obtenues ont été analysées a

I'aide du logiciel Fiji.

Tableau 4 : Mise en ceuvre du biohybride « DOT — polymersomes.

Taille (hm) et Ratio o .
L. Type de X T° réaction Temps
Expérience Nombre Formulation polymersome / i . i
polymersome click réaction click
(polymersome/ml) cellule
100: 3,23.10"
10
Evaluati P 300:1,01.10
\:jeji:f:rir;ltiisztizasjgsce Pbut-PEG 2% 10 Electroformation 16, 100, RT 30min ou 2h
polymersomes Rhodamine B 1000:1,71.10 1000/ 1 en P96U
5000, pas de
comptage
N Pbut-PEG- 100: 1,34.10° .
Opt tion d ! 10, 100, 30 2h
P :m|sa fon au fluorescéine 10% Electroformation 1000/ 1 RT ml:::U
polymersome DBCO-NHS 400 : 2,83.10° en
Pbut-PEG- 200:2,2.10"°
fluorescéine 20%
Optimisation de DBCO-NHS 1000 : 1,29.10"° 10, 100 30min ou 2h
I'interaction cellules- Double émulsion o RT
p0|ymer50mes Pbut-PEG- 1000/ 1 en P96V
fluorescéine 20% 200: 3,02,1010
DBCO-PEG5-NHS
2hou4h en
100, 1000/ 1 37°C POGY
Optimisation du ratio Pbut-PEG-
ceI’I)uIes—ponmersomes fluorescéine 20% 200:5,11.10™ Double émulsion 1000/1
DBCO-NHS 1000, 3000, 37°C 4h en P96V
10000/1

Toutes les réaction click ont été réalisées dans un milieu RPMI simple = Milieu RPMI non complémenté par du SVF, glutamine et P/S
Les cellules (JRT3 ou DOT) ont été incubées uniquement avec I’Ac;ManNAz
P96U : plaque 96 puits a fonds ronds, P96V : plaque 96 puits a fonds coniques

10. Microscopie confocale

Les images de microscopie confocale a balayage laser ont été acquises sur un microscope
inversé Leica TCS SP5 équipé d'un objectif a immersion d'huile HCX PL APO 63x, NA 1,4 en
mode fluorescence. Les cellules en suspension (100ul) ont été placées dans des puits de 300l

non traités (IBIDI) et observées aprés sédimentation.

Les réglages des sorties des lasers ainsi que des photomultiplicateurs ont été optimisés
comme suit : Le DAPI a été excité avec une diode laser a 405nm (12,5%) et sa fluorescence
mesurée sur une fenétre d’émission allant de 410 nm a 490nm, le FITC a été excité avec un
laser Argon a 488nm (20%) tandis que son émission a été collectée sur une gamme allant de
500 a 570nm et le FVS 780 a été excité a 633nm avec un laser Hélium-Néon (50%) et son

émission collectée entre 705-800nm. Les cellules ont été observées avec un laser Hélium-
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Néon a 633nm (10%) en mode transmission. Toutes les images ont été collectées a I'aide du
microscope en mode séquentiel pour éviter la superposition des spectres d’émission avec un
format de 512*512 pixels. Afin d’évaluer en 3D la distribution des polymersomes fluorescents
sur la membrane, une série de 30 a 40 images couvrant une profondeur de 15 a 20um a été
enregistrée a 600Hz. Le traitement des images de fluorescence et la reconstruction 3D ont été
réalisés a l'aide du logiciel FlIJI Imagel). Les configurations de gain et d'offset des
photomultiplicateurs ont été effectuées sur les cellules de contréle afin de corriger le signal

d'auto-fluorescence vert. Les images obtenues ont été analysées a 'aide du logiciel Fiji.

11. Analyses statistiques

Les données ont été analysées a 'aide du logiciels GraphPad Prism 10.1. La normalité des
données a été vérifiée a I'aide du teste de Shapiro-Wilk. Les données suivant la loi normale
ont été analysées a l'aide d’'une one-way ou two-way ANOVA ou d’un test t paramétrique ou
multiparamétrique. Les données ne suivant pas la loi normale ont été analysées a I'aide des
tests de Wilcoxon ou de Mann-Withney en fonction de la caractéristique recherchée. Une

significativité statistique a été considérée lorsque *p < 0,05.

12. Tableaux des réactifs

La liste des anticorps (expansion DOT, phénotypage PBMC, microscopie confocale) et des
réactifs utilisés (modification métabolique et réaction click) sont récapitulés dans le Tableau

suivant.
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Tableau 5 : Liste des réactifs.

Expansion
DOT
Anticorps de
cytométrie en
flux
Phénotypage
PBMC

Réactifs d’expansion

Réactifs réaction click

Anticorps Clone
CD3 UCHT1
TCRyd REA591
TCR V61 REA173
TCR V&2 REA771
TCRaf REA652
FVS780
133
CD45
133
CcD3 SK7
CD4 M-T466
CD8 RPA-T8
TCRyd 11F2
CD69 TP1.55.3
DAPI
IL-4
IL-15
IL-21
IL-1B
IFNy
CcD3 OKT-3
FAM-DBCO
DAPI
FVS780
Ac,ManNAz
Ac,GalNAz
Ac,GIcNAz

Fournisseurs

BD Biolegend
Miltenyi
Miltenyi
Miltenyi

BD Biolegend

Beckman
Coulter

BD Bioscience

Miltenyi
BD Bioscience
Miltenyi
Beckman
Coulter

Invitrogen

Peprotech
Peprotech
Peprotech
Peprotech
Peprotech
BD Biolegend

Lumiprobe
Invitrogen

Carbosynth
Carbosynth
Carbosynth

Références

560365
130-113-512
130-118-362
130-111-012
130-114-061

IM3548
A07785

560176

130-113-254
557746
130-113-500

IM1943U

D1306

200-04
200-15
200-21
200-01B
300-02
317326

251F0
D1306

MA46004
MA46005
MA46003

Fluorochrome

V450
PE

FITC

PE-Vio770
APC

APC-Cy7

PC7
PC5

APC-H7

PE
PC7
APC

PE

Pacific blue

Fluorescéine
Pacific blue
APC-Cy7

Dilution /
Concentration

1/50°
1/50°
1/50°
1/100°
1/50°
1/2500°
1/50°
1/50°

1/25°

1/50°
1/50°
1/50°

1/10°

1/2000°

100ng/mL
70ng/mL
7ng/mL
15ng/mL
70ng/mL
lpg/mL

50uM
1/2000°
1/2500°
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Résultats

1. Optimisation de la modification métabolique et de la réaction click a I’aide d’un DBCO

fluorescent

Le développement de notre biohybride repose sur le couplage des polymersomes a la
membrane cellulaire. Ce couplage s’effectue via la réaction click (SPAAC) entre les résidus
azides (N3), présents a la surface des glycanes cellulaires aprés modification métabolique, et
le dibenzocyclooctyne (DBCO) présent a la surface des polymersomes (Figure 24).
Initialement, nous avons voulu mettre en place le protocole permettant de réaliser cette
réaction N3-DBCO en testant des azido-sucres pouvant s’intégrer efficacement au
métabolisme cellulaire afin d’obtenir des azides libres sur les glycanes de surface. Un DBCO
fluorescent (FAM-DBCO) a été utilisé en tant que rapporteur de ces azides et de la liaison suite
a la réaction click. Ces étapes sont nécessaires a la création des conditions basiques optimales

pour la future incorporation des polymersomes produits par le LCPO.

1.1. Utilisation d’une lignée cellulaire Jurkat : les JRT3 LES

Les JRT3 LES ont été utilisées comme modele de LTyd dans le but de réaliser les premieres
optimisations du protocole de réaction click du fait de leur culture plus aisée comparé aux
cellules primaires. Ces cellules sont une lignée cellulaire immortalisée et modifiée de LT CD4+
exprimant un TCR Vy4Vé5. Elles ont été générées a partir de la lignée de lymphome T J.RT3-
T3.5 (ATCC) en les transduisant avec un vecteur lentiviral exprimant le TCR Vy4V4&5 isolé a
partir du clone T LES (dérivé d’'un patient transplanté infecté par le CMV) spécifique de
I'antigéne EPCR [141]. Leur expression d’un TCR yb non-62 nous a permis d’obtenir des
résultats préliminaires sur leur capacité d’activation avant de passer sur notre modele

d’intérét, les LT 61 aussi appelés DOT pour « Delta-one T cell ».

1.1.1. Cinétique d’assimilation des trois azido-sucres d’intérét : I’AcsGIcNAz,

I’AcsGalNAz et I’AcsManNAz

La capacité des cellules a assimiler les azido-sucres ainsi qu’a les intégrer dans leur

métabolisme afin d’exprimer un azide a la surface de leurs glycanes a été étudiée a I'aide de
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trois candidats : I’AcaGIcNAz formé a partir de glucose, ’AcsaManNAz a partir de mannose et
I’AcsGalNAz a partir de galactose (Figure 13). Ces azido-sucres sont sous forme tétra-acétylée,
assurant leur entrée dans les cellules par diffusion passive. lls sont par la suite désacétylés par
des estérases cytosoliques naturelles afin d’étre métabolisés par les cellules. Le GIcNAz est
connu pour étre retrouvé au niveau des glycoprotéines nucléaires et cytoplasmiques qui
portent habituellement des résidus B-O-GIcNAc (Figure 14). Le ManNAz peut intégrer la voie
de l'acide sialique, composant essentiel localisé en bout des glycanes de surface. Il est
impliqué dans de nombreux processus et interactions cellulaires, ce qui explique leur potentiel
pour ce protocole (Figure 15). Le GalNAz, lui, est un substitut du GalNAc se trouvant dans le
processus d’O-glycosylation de type mucine des protéines sécrétées. De plus, une partie du
GalNAz peut étre converti en ManNAz, par I'intermédiaire UDP-GalNAz, mais aussi en GIcNAz,

par de l'intermédiaire métabolique UDP-GalNAz en UDP-GIcNAz (Figure 16).

Tout d’abord, nous avons cherché a identifier le temps nécessaire a I'assimilation des
différents azido-sucres par le métabolisme cellulaire. Basé sur les études de Saxon et al. et
Tomas et Gibson [62], [107], les JRT3 LES ont été cultivées pendant 24, 48 ou 72h avec 50uM
d’azido-sucres avant d’étre incubées avec 50uM de FAM-DBCO pendant 30min en tampon
FACS a 4°C (Figure 25A). Cette seconde incubation, qui correspond a la réaction click, révele
la présence d’azides a la surface par cytométrie en flux. En effet, une bonne assimilation des
sucres permet une forte présence d’azides a la surface des glycanes des cellules et donc une

fluorescence intense. La viabilité a également été évaluée a I'aide d’un marquage DAPI.

Ces premiers tests montrent que I'assimilation des azido-sucres engendre une forte mortalité
cellulaire apres 48 et 72h de culture quel que soit I'azido-sucre (Figure 25C). Cependant, cette
diminution reste faible pour 24h de culture et n’est significative que pour la culture avec
I’AcaGIcNAz (Figure 25C). De plus, 'intensité de fluorescence du FAM-DBCO, représentant
I'efficacité de la réaction click entre I'azide et le DBCO, est significativement augmentée apres
24h et 48h de culture pour I’AcsGalNAz et I’AcsManNAz (Figure 25B, D). Cela traduit une prise
en charge de ces azido-sucres par le métabolisme des JRT3 LES et donc une présentation
efficace des azides libres a la surface cellulaire. Cependant, nous pouvons noter une
augmentation de fluorescence du FAM-DBCO pour 72h d’incubation qui correspondrait a

I'auto-fluorescence ces cellules mortes. L'ensemble de ces résultats indique qu’une culture de
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24h en présence des azido-sucres semble étre le meilleur compromis pour les JRT3 LES. Nous

avons donc décidé de conserver ces conditions pour la suite.

A FAM-DBCOUE< B
= Ajout du FAM-DBCO
Réaction cll'ckl 50uM, 30min,
Tampon FACS, 4°C
N3 @
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Figure 25 : Cinétique d’assimilation des azido-sucres AcaGlcNAz, AcsGalNAz et AcsManNAz
par les JRT3 LES et réaction click avec le FAM-DBCO.

500 000 JRT3 LES ont été cultivées en présence d’AcaGIcNAz, d’AcsGalNAz ou d’AcsManNAz (50uM, 24, 48 ou 72h)
puis ont été incubées avec le FAM-DBCO (50uM, 30min, tampon FACS, 4°C). Le schéma expérimental est
représenté en (A). Leur viabilité cellulaire (C) ainsi que la réaction click (B et D) ont été analysées par cytométrie
en flux. Les données ont été obtenues a partir de 3 réplicas biologiques et sont présentées sous forme de
moyenne + SEM. La significativité a été déterminée par ANOVA ou *p<0,05, **p<0,01 et ***p<0,005.

1.1.2. Optimisation de la concentration des azido-sucres

Afin de déterminer la concentration d’azido-sucre optimale pour une meilleure efficacité de
la réaction click tout en conservant une bonne viabilité cellulaire, une gamme de 3uM a
150uM a été réalisée, basée sur celle utilisée par Saxon et Bertozzi [62]. D’apres nos résultats
précédents, les JRT3 LES ont été cultivées 24h avec les différentes concentrations d’azido-
sucres puis ont été incubées avec 50uM de FAM-DBCO pendant 30min en tampon de FACS a
4°C (Figure 26A). Comme montré en Figure 26B, I'incorporation d’AcsGIcNAz augmente la
mortalité cellulaire de fagon plus importante que celle de I'AcsGalNAz et de I’AcaManNAz, avec

une augmentation significative dés 30uM. En ce qui concerne la réaction click avec le FAM-
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DBCO, la Figure 26C nous montre une augmentation significative de la fluorescence pour
I’AcsManNAz quelle que soit la concentration utilisée et pour I’AcaGalNAz jusqu’a 100uM.
Cette augmentation n’est pas observée dans le cas de I’AcsGIcNAz. Du fait de la forte mortalité

ainsi que de cette faible réactivité avec le FAM-DBCO, I’AcsGIcNAz a été écarté.
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Figure 26 : Gamme de concentration des trois azido-sucres AcisGIcNAz, AcsGalNAz et
AcsManNAz sur les JRT3 LES et réaction click avec le FAM-DBCO.

500 000 JRT3 LES ont été cultivées en présence d’AcaGIcNAz, d’AcaGalNAz ou d’AcsManNAz (3-150uM, 24h) puis
ont été incubées avec le FAM-DBCO (50uM, 30min, tampon FACS, 4°C). Le schéma expérimental est représenté
en (A). Leur viabilité cellulaire (B) ainsi que la réaction click (C) ont été analysées par cytométrie en flux. Les valeurs
ont été représentées comme les moyennes + SEM de deux expériences indépendantes réalisées avec trois réplicas
par condition. La significativité a été déterminée par ANOVA ou *p<0,05, **p<0,01 et ***p<0,005.

Au vu de la faible mortalité engendrée et de I'efficacité de la réaction click avec 30 et 50uM
d’AcsGalNAz et d’AcsManNAz, ces deux concentrations ont été retenues et une expérience de
validation les comparant a été réalisée (Figure 27A). De plus, la présence du FAM-DBCO a la
surface des cellules est primordiale pour la suite des expériences comprenant les
polymersomes. En effet, une fluorescence cytoplasmique indiquerait une internalisation des
azides ou du FAM-DBCO et donc une potentielle incapacité a interagir avec les polymersomes
ou une internalisation de ces derniers a la suite de la réaction. Cette présence a la surface a
donc été évaluée par microscopie confocale. Enfin, la culture des cellules sans azido-sucres
mais incubées avec FAM-DBCO permet de confirmer que cette interaction azide-DBCO est

spécifique en éliminant la potentielle fluorescence non spécifique du FAM-DBCO.

Une augmentation de la MFI est observée dés la concentration de 30uM pour les deux azido-
sucre en comparaison au signal non spécifique (Figure 27B). De facon intéressante, cette

interaction apparait spécifique entre I'azide et le DBCO, comme le montre |'absence de
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fluorescence membranaire lorsque les cellules ne sont pas cultivées avec les sucres
(Figure 27C). De plus, elle semble se faire uniquement a la surface des cellules viables
(Figure 27D). Une internalisation du FAM-DBCO peut étre observée dans les cellules semblant
morphologiquement non viables a I'aide de la colocalisation du DAPI et de la fluorescéine. En
conclusion, 'utilisation de la concentration de 30uM pendant 24h serait suffisante pour avoir

une réaction efficace et limiterait la potentielle toxicité du composé chimique.

Ces expériences nous ont permis d’établir les conditions de culture basiques pour la suite des
expérimentations : 30uM d’AcsManNAz ou d’AcsGalNAz pendant 24h en milieu RPMI complet
a 37°C puis une réaction click avec 50uM de FAM-DBCO pendant 30min en tampon FACS a
4°C.
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Figure 27 : Comparaison d’efficacité de deux concentrations d’AcsGalNAz et d’AcsManNAz
(30 et 50uM) sur les JRT3 LES et réaction click avec le FAM-DBCO.

500 000 JRT3 LES ont été cultivées en présence d’AcsGalNAz ou d’AcasManNAz (30 ou 50uM, 24h) puis ont été
incubées avec le FAM-DBCO (50uM, 30min, tampon FACS, 4°C). Le schéma expérimental est représenté en (A). La
réaction click a été analysée par cytométrie en flux et par microscopie confocale. L’histogramme représente les
résultats obtenus en cytométrie en flux pour la culture avec 30uM d’AcsGalNAz et d’AcaManNAz (B). Les images
de microscopie confocale représentent les résultats obtenus lors de la culture sans sucre (C) ou avec 30uM
d’AcasManNAz (D). Echelle : 20um.
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1.1.3. Vérification de la capacité d’activation des JRT3 LES

Lors de ce projet, nous visons a développer un biohybride a partir de LT. Le maintien de la
capacité d'activation de ces cellules aprés incorporation des azido-sucres et la réaction click
avec le FAM-DBCO est donc un parametre critique. En effet, le métabolisme des cellules
pourrait étre impacté par la présence d’azido-sucres au niveau des voies métaboliques. De
plus, la liaison du FAM-DBCO a la membrane pourrait physiquement impacter I'interaction
antigene-anticorps au niveau du TCR par encombrement stérique. Afin de tester I'impact
potentiel de ces modifications, nous avons mimé (partiellement) la stimulation des LT par les
cellules présentatrices d’antigéne a I'aide d’un anticorps anti-CD3 permettant leur activation
via leur TCR. L’activation est mesurée en cytométrie en flux par I'intermédiaire de I'expression
du marqueur CD69. Ce dernier est un marqueur trés précoce de I'activation des lymphocytes.
Ce marqueur est fréqguemment utilisé car I'expression transcriptionnelle du gene peut étre
détectée apres 30min d’activation et I'expression de sa protéine des 2-3heures ce qui le rend

détectable rapidement [270].

Afin de limiter un potentiel stress cellulaire dG au changement de température et de milieu
entre la réaction click (tampon FACS, 4°C) et I'activation (milieu RPMI complet, 37°C), nous
avons décidé de modifier le protocole et de réaliser la réaction click en milieu RPMI simple a
température ambiante (Room temperature = RT). Nous avons donc voulu vérifier que ce
changement de condition n’impactait pas I'interaction N3-DBCO en comparant la MFl du FAM-
DBCO entre les deux conditions d’incubation (Figure 28A). Une augmentation significative de
la MFI du FAM-DBCO est visible apres incubation avec les nouvelles conditions (RPMI simple,
RT) comparé aux anciennes (FACS, 4°C), et ce pour les deux azido-sucres étudiés (Figure 28).
Cette augmentation est d’autant plus importante (x4) aprés culture avec I’AcsManNAz. Cette
optimisation a permis de mettre au point un nouveau protocole : 24h d’incubation avec 30uM
d’azido-sucres (AcaGalNAz ou AcaManNAz) en milieu RPMI complet a 37°C puis réaction click

a I'aide de 50uM de FAM-DBCO en milieu RPMI simple a RT pendant 30min.
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Figure 28 : Comparaison de I'efficacité de la réaction click aprés incubation en tampon FACS
ou en milieu RPMI simple.

Les JRT3 LES ont été cultivées en présence d’AcsGalNAz ou d’AcsManNAz (30uM, 24h) puis ont été incubées avec
le FAM-DBCO (50uM, 30min) en tampon FACS ou en milieu RPMI simple. Le schéma expérimental est représenté
en (A). La réaction click a été analysée par cytométrie en flux (B). RT : Température ambiante. Les données ont
été obtenues a partir de 3 réplicas biologiques et sont présentées sous forme de moyenne + SEM. La significativité
a été déterminée par un test t multiparamétrique ou *p<0,05, **p<0,01 et ***p<0,005.

Une fois cette validation effectuée, nous avons testé la capacité d’activation des JRT3 LES. Ici,
les cellules ont été cultivées comme décrit précédemment puis activées pendant 4h avec un
anticorps anti-CD3 (clone OKT3) (Figure 29A). Comme montré en Figure 29B, |’activation des
JRT3 LES par un anticorps anti-CD3 ainsi que la modification des conditions d’incubation avec
le FAM-DBCO n’a aucune incidence sur la viabilité cellulaire. En comparaison a |'expression
basale de CD69 observée en condition controle (NA, Sucre -, DBCO -), l'activation des cellules
par I'anticorps anti-CD3 entraine une augmentation significative de cette expression dans la
condition sans azido-sucre ni DBCO (A, Sucre -, DBCO -). Cette derniére reste constante méme
apres I'ajout d’AcaManNAz ou d’AcsGalNAz et/ou du FAM-DBCO (Figure 29C). En effet, il n’y a
pas de différence significative d’expression du CD69 entre toutes les conditions activées. Cela
indique donc que la capacité d’activation des JRT3 LES n’est pas impactée par I'incorporation
des azido-sucres dans le métabolisme ou par la réaction click avec le FAM-DBCO. De plus, en
se basant sur la MFI du FAM-DBCO de la condition non spécifique, c’est-a-dire sans azido-sucre
avec le FAM-DBCO (A, Sucre - DBCO +), on observe une augmentation de cette intensité de
fluorescence aprés ajout d’AcsGalNaz ou d’AcaManNAz (Figure 29D). L’incorporation des
azido-sucres ainsi que la réaction ne semblent donc pas altérer les capacités d’activation des
JRT3 LES et ces dernieres conservent le FAM-DBCO a leur surface méme apreés avoir été

activées. Ces résultats indiquent que les cellules, une fois couplées avec les polymersomes,
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seraient capables de conserver les vésicules a leur surface aprés activation afin de les

emmener sur les sites d’intérét.
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Figure 29 : Quantification de I’expression du CD69 par les JRT3 LES apreés la réaction click
avec le FAM-DBCO.

200 000 JRT3 LES ont été cultivées en présence d’AcsGalNAz ou d’AcsManNAz (30uM, 24h) puis ont été incubées
avec le FAM-DBCO (50uM, 30min, RPMI simple). Les cellules ont ensuite été activées a I’aide d’un anticorps anti-
CD3 (Clone OKT3, 10ug/ml, 4h). Le schéma expérimental est représenté en (A). Leur viabilité cellulaire (B),
I’expression du CD69 membranaire (C) ainsi que la réaction click (D) ont été analysées par cytométrie en flux.

Les valeurs ont été représentées comme les moyennes + SEM de deux expériences indépendantes réalisées avec
trois réplicas par condition. La significativité a été déterminée par ANOVA ou *p<0,05, **p<0,01 et ***p<0,005.
NA : Non activé, A : activé, RT : Température ambiante.

1.2. Validation du protocole sur un modeéle physiologique : les cellules mononuclées du

sang périphérique (PBMC)

Afin de valider le développement de cette technique, nous l'avons confirmé sur des PBMC
primaires, représentant un modele physiologique de LT non modifiés tels qu’ils pourraient
étre utilisés en thérapeutique. L'utilisation de PBMC nous permet aussi d’évaluer la capacité

d’adaptation de cette technique sur d’autres cellules immunitaires impliquées dans les

page 88 sur 153



Résultats

réponses cancéreuses telles que les LB et les cellules NK. Elles seront représentées ici par les
cellules non-CD3. En effet, cela pourrait ouvrir la possibilité a de nombreuses autres thérapies
utilisant ces différents types cellulaires. Pour cela, des PBMC provenant de donneurs sains ont
été isolés de sang total a |'aide d'un milieu de séparation des lymphocytes et les cellules ont

été marquées pour identifier les LT et les cellules non-CD3 (Figure 30).

A

Cellules vivantes Cellules immunitaires

Cellules totales

250k - et . o~ DAPI- DAPH+ asox]

506=859 14.1

200k~

ocd S0K =

Y] T e a5
|
" | [

T T T T c o T ™ T T T o T

5 Took | 1sox 200k 250K § o n i § ™

DAPI D45

D l E
Lymphocytes T Cellules couplées au DBCO

250k 1,0k = DBCO- DBCO+

0.58 99.4

800 =

600

400

200

Count
E

Figure 30 : Stratégie d’analyse des PBMC par cytométrie en flux.

Les PBMC sont analysées en sélectionnant les lymphocytes sur leur morphologie (A). Les cellules non viables sont
éliminées grdce au marquage par le DAPI (B), les leucocytes sont sélectionnés grdce au marquage CD45 (C) et les
LT sont distingués des autres cellules (essentiellement LB et cellules NK) grdce au marquage CD3 (D). Le marquage
par le FAM-DBCO est ensuite évalué sur chacune des populations CD3* et CD3" (E).

1.2.1. Cinétique d’assimilation des deux azido-sucres : I’AcsGalNAz et I'AcsManNAz

Il est connu que les lignées cellulaires transformées ont un métabolisme plus actif que les
cellules primaires. De plus, ce sont des cellules plus aisées a cultiver mais également plus
robustes et donc avec une meilleure capacité d’adaptation aux différentes conditions de
culture. Afin de tester la capacité des PBMC a assimiler et a métaboliser les azido-sucres ainsi
gu’a exprimer un azide libre sur les extrémités des glycanes de surface, une nouvelle cinétique

utilisant I’AcaGalNAz et ’AcaManNAz a été réalisée. Les PBMC ont été cultivées pendant 24,
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48 ou 72h avec 30uM d’azido-sucres avant d’étre incubées avec 50uM FAM-DBCO en milieu
RPMI simple a RT (Figure 31A). Comme attendu, la viabilité des PBMC est plus affectée par
I'ajout des azido-sucres comparé au JRT3 LES mais 72h semble étre le temps approprié pour
limiter cette mortalité (Figure 31B). De facon intéressante, les LT (Figure 31C) ainsi que les
cellules non-CD3 (Figure 31D) sont capables d’interagir avec le FAM-DBCO comme montré par
I"augmentation progressive de sa MFI lorsque les azido-sucres sont ajoutés a la culture. Cette
augmentation est méme significative dés 24h pour la condition contenant I’AcsManNaz.
Néanmoins, il n’y a pas de différence significative de réaction click entre 48 et 72h de culture
pour les LT et la mortalité reste faible pour les deux conditions. Nous avons donc choisi de

conserver 48h de culture pour la suite.
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Figure 31 : Cinétique d’assimilation des azido-sucres AcsGalNAz et AcsaManNAz par les PBMC
et réaction click avec le FAM-DBCO.

200 000 PBMC ont été cultivées en présence d’AcsGalNAz ou d’AcaManNAz (30uM, 24, 48 ou 72h) puis ont été
incubées avec le FAM-DBCO (50uM, 30min, RPMI simple). Le schéma expérimental est représenté en (A). La
viabilité des PBMC (B), la réaction click pour les LT (C) ainsi que la réaction click pour les cellules non-CD3 (D) ont
été analysées par cytométrie en flux. Les valeurs ont été représentées comme les moyennes + SEM de deux
expériences indépendantes réalisées avec trois réplicas par condition. La significativité a été déterminée par
ANOVA ou *p<0,05, **p<0,01 et ***p<0,005.

NS : non spécifique, Sucre - DBCO +, RT : Température ambiante.
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1.2.2. Vérification de la capacité d’activation des cellules

Comme pour les JRT3 LES, la capacité d’activation des PBMC a été vérifiée dans le but de
confirmer que la modification métabolique avec les azido-sucres ainsi que la réaction click
avec le FAM-DBCO n’altérent pas leur fonction. Pour cela, les cellules ont été cultivées et
incubées avec le FAM-DBCO comme déterminé précédemment puis activées a I'aide d’un
cocktail de 12-myristate 13-acétate (PMA) (10ng/ml) et d’ionomycine (750ng/ml) pendant 4h
(Figure 32A). La PMA est un activateur de la Protéine Kinase C tandis que la lonomycine est
un ionophore calcique. L'utilisation de ces deux composés permet de contourner le complexe
d’activation, que ce soit le TCR pour les LT, les récepteurs activateurs des cellules NK ou le BCR
dans le cas des LB, tout en activant les diverses voies de signalisation associées a ces

récepteurs aboutissant donc a I’activation des cellules et a la production de diverses cytokines.

De facon prévisible, la viabilité des PBMC est impactée aprés activation par le cocktail
PMA/lonomycine mais cette mortalité n’est pas amplifiée avec I’ajout d’azido-sucres ou de
DBCO (Figure 32B). Toutefois, les LT conservent leur capacité d’activation méme aprés avoir
effectué la réaction click avec le FAM-DBCO comme montré par l'augmentation de
I’expression du CD69 et de la MFI du FAM-DBCO dans les conditions contenant les azido-sucres
et le FAM-DBCO (A, AcsGalNAz, DBCO + et A, AcaManNAz, DBCO +) (Figure 32C). Cela confirme
la capacité des PBMC a intégrer les azido-sucres et a interagir avec le FAM-DBCO comme
démontré précédemment. D’autre part, I'activation des PBMC par le cocktail
PMA/lonomycine engendre une augmentation significative de I'expression du CD69 comparé
a la condition contréle (NA, Sucre -, DBCO -). Cette derniére reste constante méme apres
I'ajout d’AcsManNAz ou d’AcsGalNAz et/ou du FAM-DBCO (Figure 32D). Des résultats
similaires sont retrouvés pour les cellules non-CD3 avec une augmentation significative de la
MFI du FAM-DBCO en présence d’azido-sucres et de DBCO ainsi qu’une augmentation de
I'expression du CD69 apres activation quelle que soit la condition de culture regardée

(Figure 32E, F).

Tous ces résultats nous indiquent que la capacité d’activation des LT ainsi que des cellules non-
CD3 n’est pas impactée par I'incorporation des azido-sucres dans le métabolisme ou par la

réaction click avec le FAM-DBCO.
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Figure 32 : Quantification de I’expression du CD69 par les PBMC aprés la réaction click avec

le FAM-DBCO.

200 000 PBMC ont été cultivées en présence d’AcsGalNAz ou d’AcsManNAz (30uM, 48h) puis ont été incubées
avec le FAM-DBCO (50uM, 30min, RPMI simple). Les cellules ont ensuite été activées a I’aide d’un cocktail de PMA
(10ng/ml)/lonomycine (750ng/ml) pendant 4h. Le schéma expérimental est représenté en (A). La viabilité
cellulaire des PBMC (B), la réaction click ainsi que I'expression du CD69 pour les LT (C, D) et non-CD3 (E, F) ont été
analysées par cytométrie en flux. Les valeurs ont été représentées comme les moyennes + SEM de trois
expériences indépendantes réalisées avec trois réplicas par condition. La significativité a été déterminée par
ANOVA ou *p<0,05, **p<0,01 et ***p<0,005.

NA : Non activé, A : activé, RT : Température ambiante.
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1.3. Validation du protocole sur le modéle d’intérét : les lymphocytes T 61 (DOT)

Ce projet repose sur I’élaboration d’un biohybride couplant des nanoparticules a la surface de
LT non-62 amplifiés in vitro également appelés DOT pour « Delta One T cells ». Ce produit
cellulaire regroupe des LT V81 et T V63 bien que la majorité posseéde un TCR V61, d’ou leur
nom. Les DOT possédent de nombreuses caractéristiques intéressantes pour une utilisation
en thérapie ciblée, c’est pourquoi nous les avons choisies comme modeéle pour valider notre
technique de couplage. Les LT V61 sont des cellules non-conventionnelles constituées de
récepteurs divers les plagant a la limite du systéme immunitaire inné et adaptatif. Cela leur
permet donc d’effectuer une réponse rapide a I'aide de leurs récepteurs innés, tel que NKG2D,
mais également d’avoir une activité cytotoxique par le biais de leur TCR (Figure 20). Le
protocole de génération des DOT a donc été congu pour générer en grande quantité et selon
un protocole compatible avec des conditions GMP des LT V&1 utilisables en clinique. Notre
laboratoire a montré la réactivité de ces cellules contre des cellules infectées par le CMV et
contre des cellules de GBM. Toutes ces caractéristiques font des DOT un modeéle de choix pour
notre biohybride. Nous avons donc voulu valider la réaction click a I'aide du FAM-DBCO sur

ces cellules.

1.3.1. Résultats de I'expansion des DOT

Le protocole de génération des DOT a été développé par I’équipe de Bruno Silva-Santos [159].
Cette stratégie repose sur une stimulation de PBMC déplétées en LTap avec une combinaison
d'agonistes des récepteurs TCR et de cytokines (OKT3, IL-1b, IL-4, IL-15, IL-21, IFNy) pendant
21 jours (Figure 33A). Elle induit I'expansion massive, jusqu’a 60 000 fois plus de cellules, et
sélective des LT Vo1 (Figures 33B, C) exprimant de novo ou surexprimant plusieurs récepteurs
NK (NKp30, NKp44, NKG2D, DNAM-1), tous précédemment identifiés comme des acteurs
importants dans le ciblage des cellules tumorales. Elles sont également caractérisées par une
augmentation des molécules d’adhésion cellulaire (ICAM-1, CD56) et des récepteurs de
chimiokines (CD183/CXCR3, CD196/CCR6 et CX3CR1) suggérant un potentiel élevé de
migration et de recirculation entre le sang et les tissus. Pour finir, une diminution des
molécules associées a I’exhaustion des cellules (PD-1, CTLA-4) démontre une remarquable

"fitness" des cellules DOT [159], [171]. Ces cellules sont actuellement testées comme thérapie
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cellulaire adoptive allogénique "préte a I'emploi" dans un essai clinique de phase | en cours de

recrutement chez des patients atteints de LMA (NCT05886491).

A la suite de cette amplification les DOT sont cultivées en milieu contenant de I'IL-15 afin de
conserver leur caractéristique cytotoxique. En effet, cette cytokine est un facteur clé de

différenciation des DOT [157].
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Figure 33 : Phénotypage des DOT avant et aprés amplification.

Les DOT ont été récupérées a partir de sang total de donneurs sains. Les PBMC ont été isolées et les LTaB ont été
éliminés a I'aide d’un tri cellulaire magnétique. Les PBMC restantes ont été cultivées pendant 21 jours a I'aide
d’un protocole développé par I’équipe de Bruno Silva-Santos [159], [171] pour l'expansion des LTyd V62neg,
également appelé DOT, a l'aide d’un cocktail de cytokines. Le schéma expérimental est représenté en (A).
L’élimination des LTaB et I'expansion ont été suivies par cytométrie en flux (B et C).

1.3.2. Vérification de I’assimilation des azido-sucres aprés expansion

Tout d’abord, il a été primordial de vérifier I'assimilation correcte des azido-sucres AcaGalNAz
et AcaManNAz par les DOT a la suite du protocole d’expansion. Basé sur les résultats obtenus

avec les PBMC, le protocole établi a été utilisé sur les DOT (48h, 30uM d’AcsGalNAz ou
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d’AcaManNAz puis 30min, 50uM de FAM-DBCO en RPMI simple a RT (Figure 34A). Les résultats

ont été évalués par microscopie confocale et cytométrie en flux.

Les DOT, apreés les 3 semaines d’amplification, sont capables de métaboliser les azido-sucres
et de les présenter a leur surface comme observé en cytométrie en flux (Figure 34B). La
fluorescence verte est uniquement localisée a leur surface comme attendu, il n’y a donc pas
d’internalisation du FAM-DBCO aprés fixation sur le groupement azide (Figure 34C(b) et (c)).
La fluorescence détectée dans la condition non spécifique (Sucre -, DBCO +, Figure 34C(a)), est
probablement due a linternalisation du FAM-DBCO par les cellules non viables. Une
colocalisation avec le noyau, coloré en bleu, est observée dans ce cas (Figure 34C). D’autre
part, les DOT présentent une plus grande quantité d’azides a leur surface apres culture avec
I’AcaManNAz par rapport a I’AcsGalNAz suggérant une meilleure efficacité d’assimilation de
ce sucre par les cellules (Figure 34B). Tous ces résultats confirment la capacité des DOT a

effectuer la réaction click avec le FAM-DBCO méme apres les 21 jours d’amplification.
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Figure 34 : Fonctionnalisation des DOT avec le FAM-DBCO.

200 000 DOT ont été cultivées en présence d’IL-15 et d’AcsGalNAz ou d’AcaManNAz (30uM, 48h) puis ont été
incubées avec le FAM-DBCO (50uM, 30min, RPMI simple, RT). Le schéma expérimental est représenté en (A). La
réaction click a été analysée par cytométrie en flux (B) et microscopie confocale (C) ou (a) correspond d la
condition non spécifique (Sucre -, DBCO +), (b) a la culture des cellules avec le AcsGalNAz et le (c) avec
I’AcaManNAz. RT : Température ambiante, Echelle : 10um
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1.3.3. Analyse de la stabilité des azido-sucres a la surface des DOT

Le statut trés activé des cellules DOT pourrait engendrer une dilution des azides disponibles a
la surface a cause soit de la division cellulaire soit d’'un métabolisme important conduisant au
remplacement rapide des sucres de surface. Nous avons donc analysé le temps de

conservation des azides a la surface des cellules.
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Figure 35 : Cinétique de conservation des azides a la surface des DOT.

200 000 DOT ont été cultivées en présence d’IL-15 et d’AcsGalNAz ou d’AcaManNAz (30uM, 48h) puis les cellules
ont été remises en culture (0 a 7 jours, 37°C, RPMI complet) avant d’étre incubées avec le FAM-DBCO (50uM,
30min, RPMI simple, RT). Le schéma expérimental est représenté en (A). Le suivi de la réaction click a été analysé
par microscopie confocale (B) et cytométrie en flux (C). Les valeurs ont été représentées comme les
moyennes + SEM de deux expériences indépendantes réalisées avec trois réplicas par condition La significativité
a été déterminée par ANOVA ou *p<0,05, **p<0,01 et ***p<0,005. RT : Température ambiante.
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Les DOT ont été cultivées avec les azido-sucres ainsi que de I'lL-15 pendant 48h puis lavées et
remises en culture uniquement avec de I'lL-15 jusqu’a sept jours avant de les incuber avec le
FAM-DBCO (Figure 35A). Les DOT sont capables d’interagir avec le FAM-DBCO pendant trois a
guatre jours de remise en culture, en fonction de I'azido-sucre utilisé, avant une diminution
progressive et significative de la fluorescence (Figure 35B). Cependant, toutes les cellules
n’ont pas la méme capacité a conserver les azides a leur surface au vu des résultats obtenus
en microscopie confocale. Certaines conservent une forte fluorescence méme apres sept jours
de remise en culture tandis que d’autres la perdent complétement dés trois jours (Figure 35C).
Une hétérogénéité de capacité proliférative ou d’activité métabolique pourraient expliquer
ces différences, les cellules les plus quiescentes conservant peut-étre plus longtemps les

azides membranaires.

1.3.4. Vérification de la capacité d’activation des DOT

Tout comme pour les JRT3 LES et les PBMC, une validation de la capacité d’activation des DOT
a été entreprise via leur sécrétion d’IFNy apres activation par un anticorps anti-CD3. L'IFNy est
une cytokine produite rapidement par les DOT apres leur activation et d’intérét pour les
réponses anti-virales et anti-tumorales La culture et la réaction click ont été réalisées comme
déterminé précédemment puis les cellules ont été incubées avec un anticorps anti-CD3 (clone
OKT3) pendant 24h. Un ELISA IFNy sur les surnageants de culture a été réalisé dans le but de

quantifier la sécrétion de cette cytokine (Figure 36A).

Les résultats montrent que la capacité d’activation des DOT ne semble pas impactée par
I'incorporation des azido-sucres dans les cellules ou par la réaction click avec le FAM-DBCO.
Effectivement, en comparaison a la sécrétion basale d’IFNy observée en condition non activée
(NA, Sucre -, DBCO+/-), l'activation des cellules par I'anticorps anti-CD3 provoque une
augmentation significative de cette sécrétion dans la condition sans azido-sucre ni DBCO (A
Sucre -, DBCO -). Cette derniere reste constante méme aprées l'ajout d’AcsManNAz ou
d’AcsGalNAz et/ou du FAM-DBCO, il n'y a pas de différence significative de quantification

d’IFNy entre toutes les conditions activées (Figure 36B).

Un protocole a donc été établi a I'aide du FAM-DBCO sur ces différents types cellulaires. Cette

premiere optimisation nous donne donc une base pour réaliser les premiers tests comprenant
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les polymersomes : 30uM d’azido-sucre pendant 48h puis un temps d’incubation de 30min a
température ambiante pour la réaction click. La formulation des polymersomes étant un
facteur limitant dans les prochaines expérimentations, seul ’AcaManNAz a été conservé du

fait de sa meilleure efficacité.
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Figure 36 : Quantification de la sécrétion d’IFNy par les DOT apres la réaction click avec le
FAM-DBCO.

200 000 DOT ont été cultivées en présence d’AcsGalNAz ou d’AcaManNAz (30uM, 48h) puis ont été incubées avec
le FAM-DBCO (50uM, 30min). Les cellules ont ensuite été activées a I'aide d’un anticorps anti-CD3 (Clone OKT3,
10ug/ml, 24h). Le schéma expérimental est représenté en (A). Le taux d’IFNy a été analysé par ELISA (B). Les
valeurs ont été représentées comme les moyennes + SEM de trois expériences indépendantes réalisées avec trois
réplicas par condition. La significativité a été déterminée par un test t multiparamétrique ou *p<0,05, **p<0,01
et ***p<0,005. NA : Non activé, A : activé, RT : Température ambiante.

2. Mise en ceuvre du biohybride « DOT — polymersomes »

Le développement de notre biohybride s’appuie sur le couplage des polymersomes a la
membrane cellulaire a I'aide de la réaction click entre un azide libre et le DBCO. Les résultats
obtenus auparavant démontrent I'efficacité de cette réaction click par I'utilisation du FAM-
DBCO. Ici, nous avons intégré le DBCO a la membrane du polymersome afin de le coupler aux
DOT. La réaction click se déroule donc entre les azides libres présents sur 'extrémité des
glycanes de surface cellulaire et le DBCO disponible a membrane du polymersome. Nous avons
également inclus un composé fluorescent (Rhodamine B ou Fluorescéine) a la membrane du
polymersome afin d’évaluer le couplage entre les deux acteurs par microscopie confocale

(Figure 37). Dans cette partie, nous allons voir I'optimisation du protocole de réaction click
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entre les DOT et les polymersomes. Pour cela, diverses tailles, ratio et formulation de
polymersomes ont été testés.

Composé fluorescent

8
@
;
s :
7
0.\. L Noaco
® :
3 =
i, o S
—~7 S8
Qo Yy y N
R . I 8¢,
Réaction cIickl g
3
(=]
N;—@

Glycanes
modifiés

Figure 37 : Représentation schématique de la réaction click entre un azide libre présent sur
I'extrémité des glycanes de surface cellulaire et le DBCO présent a la membrane du

polymersome.

2.1. Formulation des polymersomes

2.1.1. Production

La production des polymersomes se déroule en deux étapes. La premiere permet de former
la base de la vésicule et la seconde d’ajouter le DBCO a l'aide d’une liaison NH2-NHS
(Figure 38A). La collaboration avec le LCPO m’a permis de me former sur l'utilisation de

techniques de formulation des polymersomes : I'électroformation, la double émulsion et

I’extrusion manuelle.

L’électroformation fait partie des méthodes dites de « bulk hydratation », considérée comme
la plus simple pour l'auto-assemblage des copolymeres amphiphiles. Elle consiste en
I'hydratation directe du copolymére solide dans une solution aqueuse. L'auto-assemblage se
produit progressivement au fil du temps, a mesure que le copolymere se dissout. En ce qui
concerne I'électroformation, c’est une des variantes assistées par un champ électrique. Elle a
été développée dans le but de former des vésicules géantes en un temps court. Les étapes de

production sont schématisées en Figure 38B.

Lors de la méthode de double émulsion, les copolymeres sont solubilisés dans un solvant

organique tel que du toluéne afin de former une phase huileuse. Cette solution est mélangée
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a une phase aqueuse (PBS) pour former une émulsion eau-dans-huile ou des gouttelettes se
forment et sont stabilisées a l'interface avec I'huile par les copolymeéres agissant comme des
surfactants. Cette premiére émulsion est par la suite mélangée a une seconde phase aqueuse
pour former une double émulsion eau-dans-huile-dans-eau. Lors de I’évaporation du toluene,
la phase huileuse se réduit permettant aux blocs hydrophobes des deux interfaces de se

rencontrer formant une bicouche polymérique et donc des polymersomes (Figure 38C).

Ces deux approches ne permettent pas de former des particules de tailles homogenes mais
plutét des particules de diverses morphologies avec une dispersion de taille élevée.
Cependant, dans ce projet I'impact de la disparité et de la différence de taille sur le couplage
cellule-polymersome n’est pas connu. Il est donc primordial d’obtenir une solution homogene
afin de rechercher la taille la plus appropriée a cette technique de réaction click. Pour cela,
nous avons extrudé manuellement nos polymersomes afin de les calibrer. Le but de I’extrusion
est de forcer les polymersomes a passer a travers un filtre avec des pores de tailles définies
afin de réduire leur spectre de taille (Figure 38D). Nous obtenons alors une population de

polymersomes ayant une taille maximale choisie et fixe avec une hétérogénéité réduite.

Comme expliqué plus haut, I'ajout de DBCO a la membrane des polymersomes consiste en
une deuxiéme étape. Apres assemblage des polyméres par électroformation ou double
émulsion et extrusion, les polymersomes obtenus sont entourés de NH; a leur surface du fait
des polymeéres choisis. Cela nous a permis de lier le DBCO couplé a une molécule de NHS
(DBCO-NHS) et donc de choisir la quantité de DBCO a ajouter a la surface des polymersomes

(Figure 38A).

Lors de ce projet, plusieurs polymersomes a base de PBut-PEG-NHS ont été formés. Les
pourcentages et types de DBCO-NHS et la molécule fluorescente ont été modifiés en fonction
de I'expérimentation menée. Leur nom, leur taille, leur quantification ainsi que leur méthode

de formulation ont été regroupés dans la Tableau 6.
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Figure 38 : Représentation schématique des différentes techniques de formulation utilisées.

Un schéma global de la formulation des polymersomes est représenté en (A). Etapes d’électroformation (B), de
double émulsion (C) et d’extrusion manuelle (D). Schémas récupérés de [271], [272], [273].

2.1.2. Comptage

Différents ratios de polymersomes ont été mis en contact avec les DOT afin de déterminer la
guantité nécessaire pour obtenir une réaction click efficace tout en limitant leur potentielle
toxicité cellulaire. Lors de la production, il n’a pas été possible de quantifier les vésicules
formées. Il nous a donc été nécessaire de trouver une méthode de comptage robuste et

reproductible afin de respecter les ratios définis lors de chaque expérimentation.

Les polymersomes formés mesuraient entre 100nm et 5um. Nous avons donc choisi dans un
premier temps d’utiliser la cytométrie en flux afin de les quantifier, cette technologie

autorisant la détection d’évenements en-dessous du um. De plus, des billes de comptage sont
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disponibles pour nous aider a détecter au mieux nos évenements. Tout d’abord, il existe des
Mégamix permettant de paramétrer le cytometre afin de séparer au mieux les évenements
du bruit de fond de I'appareil. En effet, malgré leur fluorescence, certains polymersomes
posseédent une taille tres faible et peuvent donc passer sous le seuil de détection de
I'instrument. Ensuite, des billes de comptage appelées Trucount servent de gamme étalon. Le
nombre de billes par microlitre étant connu, nous avons pu comparer notre échantillon a cette
gamme afin de connaitre le nombre d’évenements enregistrés dans le volume aspiré. Nous
avons testé cette méthode sur deux cytometres distincts afin d’évaluer la reproductibilité.
Malgré plusieurs tentatives et de nombreux ajustements, cette technique ne nous a pas
permis d’obtenir une quantification fiable et reproductible entre les deux cytometres. Les
polymersomes ne formant pas une population homogene au niveau de la taille ni de Ila

fluorescence, il était trop compliqué de les détecter précisément et de les séparer du bruit de

fond.

Suite a ces difficultés, nous nous sommes tournés vers la technologie NanoFCM avec I'aide de
Liam Barry-Carroll, post-doctorant dans I'équipe ExoMarQuage du laboratoire NutriNeuro
(UMR INRAE 1286). Le Flow NanoAnalyzer est un appareil permettant une caractérisation
multiparamétrique de nanoparticules comprises entre 7 et 1000nm. |l combine la diffusion de
la lumiere ainsi que la détection de fluorescence. Cela permet de détecter au niveau de la
particule unique et de déterminer des distributions de tailles de petits objets naturels et
synthétiques tels que les vésicules extracellulaires, les mitochondries, les bactéries, les virus
ou encore différents types de nanoparticules et nanomatériaux. Une fois les calibrations faites
a I'aide de billes de silice ainsi que de tampon PBS (Figure 39A), les différents échantillons de
polymersomes ont été dilués et analysés (Figure 39B). Les résultats sont regroupés dans le

Tableau 6.
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Figure 39 : Exemple de résultats de comptage des polymersomes a I'aide du NanoFCM.

Les polymersomes ont été formés par électroformation ou double émulsion au LCPO. Le NanoFCM a été calibré
au laboratoire NutriNeuro a I’aide de billes de calibration puis un échantillon de PBS a été acquis pour fixer le seuil
de détection. Différentes dilutions ont été analysées afin de déterminer les concentrations de polymersomes. Un
exemple de résultat obtenu pour le PBS et les polymersomes sont représentés en (A) et (B) respectivement.
L’histogramme noir représente la concentration totale de I’échantillon, le rouge la concentration d’événements
positifs pour la fluorescence choisie et le bleu la concentration d’événements négatifs pour cette méme
fluorescence.

Tableau 6 : Tableau récapitulatif du compte des polymersomes en fonction de leur type et
de leur technique de formulation.

Concentration Techniques de

Polymersomes Taille (nm) (nano/ml) formulation
100 3,23.10"°
Pbut-PEG 2 % Rhodamine B 300 1,01.10"° Electroformation
1000 1,71.10"
Pbut-PEG-fluorescéine 10 % 100 1,34.10° .
DBCO-NHS 400 > 83.10° Electroformation
Pbut-PEG-fluorescéine 20 % 200 2,2.10"° Double émulsion
DBCO-NHS 1000 1,29.10"
Pbut-PEG-fluorescéine 20 % 200 3.02.10% Double émulsion
DBCO-PEG;5-NHS e
Pbut-PEG-fluorescéine 20 % 200 511,10 Double émulsion

DBCO-NHS
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2.2. Evaluation de I’'absence d’internalisation des polymersomes

Avant d’envisager une interaction entre cellules et polymersomes, nous avons voulu vérifier
que les polymersomes n’étaient pas internalisés passivement par les DOT. Pour cette étape,
des polymersomes de 100nm, 300nm, 1um et 5um sans DBCO avec 2% de Rhodamine B
(excitation a 545nm et émission a 566nm) ont été formés par électroformation puis extrusion
manuelle comme expliqué précédemment. N'ayant pas pour but de coupler les polymersomes
aux cellules mais uniquement de voir une potentielle internalisation, nous n’avons pas
introduit de DBCO a leur membrane. De plus, nous avons choisi des tailles assez diverses afin
d’évaluer si ce parametre influait sur ce phénoméne d’endocytose ou d’internalisation

passive.

Afin de vérifier I'absence d’internalisation, les DOT ont été incubées pendant 30min ou 2h a
RT avec trois ratios de polymersomes : 10 polymersomes pour 1 cellule (10/1), 100/1 ou
1000/1 apres avoir été cultivées avec I’AcsManNAz (30uM, 48h) (Figure 40A). Aprés lavage
des cellules, les résultats sont analysés par microscopie confocale. Des résultats similaires
pour tous les ratios ainsi que pour les deux temps d’incubations ont été trouvés, c’est
pourquoi seules les conditions les plus extrémes sont représentées en Figure 40 (2h
d’incubation, 1000/1, 100nm et 5um). Concernant les nanoparticules de 100nm, nous
pouvons observer un polymersome fluorescent en rouge libre dans le milieu (Figure 40B,
fleche jaune, 100nm, ratio 1000/1). Aucune colocalisation avec le noyau n’a été observée dans
cette condition. La Figure 40C, quant a elle, correspond a une image de microscopie confocale
obtenue avec les polymersomes de 5um a un temps et un ratio identique (2h, 1 000/1). Un
résultat similaire est observé avec deux polymersomes libres dans le milieu mais aucune
colocalisation nucléaire n’est visible. L’'ensemble de ces observations indique donc que les
DOT n’engagent aucun mécanisme d’internalisation des polymersomes ou qu’il n'y a pas de

diffusion passive méme a une forte concentration pendant un temps long.

2.3. Optimisation du protocole de réaction click

Afin de trouver les conditions optimales pour obtenir un nombre conséquent de DOT

fonctionnalisées avec les polymersomes avec la meilleure viabilité possible, nous avons
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optimisé le protocole en testant plusieurs formats, ratios et tailles de polymersomes ainsi que

divers temps d’incubation (Tableau 4).
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Figure 40 : Vérification de la non-internalisation des polymersomes Pbut-PEG-Rhodamine B
dans les DOT.

200 000 DOT ont été cultivées en présence d’AcaManNAz (30uM, 48h) puis ont été incubées 30min ou 2h a
température ambiante avec des polymersomes Pbut-PEG-Rhodamine B sans DBCO (100nm, 300nm, 1um et 5um)
a trois ratios différents (10/1, 100/1 ou 1000/1 cellule). La potentielle internalisation des polymersomes a été
analysée par microscopie confocale. Le schéma expérimental est représenté en (A). Les résultats obtenus pour les
cellules incubées pendant 2h avec 1000 polymersomes de 100nm ou 5um sont présentés en B et C respectivement.
Les noyaux ont été marqués a I’aide du DAPI (bleu), les polymersomes sont visibles dans le rouge et sont marqués
d’une fleche. RT : Température ambiante. Echelle : 10um

2.3.1. Optimisation du polymersome

Nous avons tout d’abord cherché a optimiser la disponibilité du DBCO a la surface des
polymersomes. Dans un premier temps, des Pbut-PEG-fluorescéine avec 10% de DBCO-NHS
ont été produits par électroformation et extrusion manuelle comme expliqué précédemment.

Ici, nous avons choisi d’intégrer de la fluorescéine et non de la Rhodamine B afin de pouvoir
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comparer les résultats avec ceux obtenus lors de I'optimisation avec le FAM-DBCO. Le
pourcentage de DBCO a été choisi a I'aide de résultats préliminaires non concluants réalisés
avec 0,5 et 5% de DBCO. Nous avons donc décidé d’accroitre ce pourcentage afin d’améliorer
la disponibilité du DBCO a la surface et donc d’optimiser I'interaction recherchée. Deux tailles
de polymersomes ont été utilisées, 100 et 400nm, et ces derniers ont été mis en contact avec
les DOT pendant 30min ou 2h a RT (Figure 41A). Les trois ratios 10, 100 et 1000/1 ont été
testés. Comme précédemment, le DAPI a été utilisé comme marqueur nucléaire. La Figure 41B
est un exemple des résultats obtenus en microscopie confocale pour le temps d’incubation le
plus long au plus grand ratio pour les deux tailles (2h, 1000/1, 100 et 400nm). Quelle que soit
la taille des polymersomes, aucune fluorescence n’est visible a la surface des cellules ce qui
traduit une absence de réaction click. Cependant, nous observons une colocalisation de cette
derniéere avec le DAPI au niveau des cellules semblant non viables au vu de leur morphologie
granuleuse. Cela suggére que les polymersomes peuvent pénétrer dans ces cellules non-
viables ou en processus de mort cellulaire. L'absence de réaction click peut étre dle a un
mangue de disponibilité du DBCO a la surface des cellules ce qui empécherait son interaction

avec l'azide libre.
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Figure 41 : Fonctionnalisation des DOT avec des polymersomes Pbut-PEG-Fluorescéine avec
10% DBCO-NHS.

200 000 DOT ont été cultivées en présence d’AcaManNAz (30uM, 48h) puis ont été incubées 30min ou 2h a
température ambiante avec des polymersomes Pbut-PEG-Fluorescéine 10% DBCO (100nm, et 400nm) a trois
ratios différents (10/1, 100/1 ou 1000/1 cellule). Le schéma expérimental est représenté en (A). La réaction click
entre les polymersomes et les cellules a été analysée par microscopie confocale (B). Les résultats obtenus pour les
cellules incubées pendant 2h avec 1000 polymersomes de 100nm sont présentés en B(a) et B(c) tandis que ceux
pour les polymersomes de 400nm en B(b) et B(d). Les noyaux ont été marqués a I'aide du DAPI (bleu) et les
polymersomes sont visibles dans le vert. RT : Température ambiante. Echelle : 10um
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Nous avons donc vérifié cette disponibilité a I'aide d’'un azide fluorescent (N3-FAM). Lors de
cette étape, les polymersomes seuls et non extrudés sont incubés avec ce N3-FAM. Si le DBCO
est disponible a la surface des vésicules, une fluorescence est visible a la surface de ces
derniéres par microscopie confocale car les deux entités sont capables d’interagir entre elles
via la réaction click (Figure 42). Or nous n’avons observé aucune fluorescence ce qui confirme
I'absence de DBCO. Cela pourrait étre d( a un manque d’efficacité de la liaison NHS-NH; ou

bien une internalisation du DBCO apres s’étre accroché au polymersome.
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Figure 42 : Schéma expérimental de la vérification de la disponibilité du DBCO sur les
polymersomes Pbut-PEG 20% DBCO a I'aide d’un azide fluorescent (Ns-fluorescéine).

Les polymersomes Pbut-PEG avec ou sans DBCO (20%) ont été incubés toute une nuit avec un N3-FAM.

Malgré divers essais, cette méthode d’électroformation n’a pas permis d’avoir une quantité
suffisante de DBCO a la surface des polymersomes pour réaliser une réaction click concrete
avec les DOT. Une seconde méthode de production a donc été envisagée dans le but de
corriger ce biais de formulation : la double émulsion. A la suite de cette formulation, les
polymersomes Pbut-PEG sont fonctionnalisés avec 20% de DBCO-NHS et une vérification de
la disponibilité du DBCO par réaction avec le N3-FAM a été réalisée avant la formation des
polymersomes finaux. Pour cela, les polymersomes non extrudés, possédant donc une forte
dispersion de taille, ont été incubés comme précédemment avec un N3-FAM et cette réaction
a été analysée par microscopie confocale. La disponibilité du DBCO est confirmée comme
montré par la présence de fluorescence verte a la surface des polymersomes contenant 20%
de DBCO-NHS (Figure 43B) qui ne I’est pas sur la condition controle ne contenant pas de DBCO
(Figure 43A). Cela prouve l'interaction entre le N3-FAM et le DBCO et donc sa disponibilité a

la surface du polymersome.
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La méthode de double émulsion ainsi que I'ajout de 20% de DBCO-NHS ont donc été conservés

pour les formulations suivantes.
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Figure 43 : Vérification de la disponibilité du DBCO sur les polymersomes Pbut-PEG 20%
DBCO a l'aide d’un azide fluorescent (Ns3-fluorescéine).

Les polymersomes Pbut-PEG avec ou sans DBCO (20%) ont été formés par double émulsion puis ont été mis en
contact toute une nuit avec un N3-FAM. La réaction click pour le contréle Pbut-PEG (A) et I’échantillon Pbut-PEG
20% DBCO (B) a été analysée par microscopie confocale. Les polymersomes sont visibles dans le vert.
RT : Température ambiante. Echelle : 5um

2.3.2. Optimisation de I'interaction cellule - polymersome

En plus de I'augmentation du pourcentage de DBCO a la surface des polymersomes, nous
avons recherché différentes solutions pour palier a ce manque d’interaction entre l'azide libre
et le DBCO présent sur les vésicules. L'une d’entre elles a été de rapprocher physiquement les
deux entités, c’est-a-dire le DBCO et |'azide, tout en limitant le potentiel encombrement
stérique présent a la surface des polymersomes. Pour cela, deux types de polymersomes ont
été formés avec la méthode de double émulsion dont I'un possédant un DBCO plus long grace
a la présence de cing molécules de PEG (DBCO-PEGs-NHS). En effet, le fait de créer un bras
plus long pour le DBCO pourrait faciliter sa rencontre avec les cellules. Pour cette étape, trois
polymersomes ont été formés (Figure 44) :

- PBut-PEG-Fluorescéine avec 20% DBCO-PEGs-NHS extrudé a 200nm

- PBut-PEG-Fluorescéine avec 20% DBCO-NHS extrudé a 200nm

- PBut-PEG-Fluorescéine avec 20% DBCO-NHS extrudé a 1um
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Figure 44 : Représentation schématique de la formulation des deux types de polymersomes.

La formulation des polymersomes possédant un DBCO-NHS (200nm et 1um) est représentée en (A). Celle des
polymersomes possédant un bras plus long avec le DBCO-PEGs-NHS (200nm) est représentée en (B).

La seconde solution pouvant rapprocher les cellules des polymersomes est de diminuer le
volume d’incubation lors de la réaction click. Ce dernier a été réduit a 10ul en P96V au lieu de
50ul en P96U initialement. Les temps d’incubation de 30min et 2h a RT et les trois ratios (1000,
100 ou 10/1) ont été conservés (Tableau 4, Figure 45A). Ces conditions ont donc permis de
tester plusieurs parameétres : la longueur du DBCO sur les polymersomes, la taille des
polymersomes mais également les conditions d’interaction. La Figure 45B illustre les résultats
obtenus en microscopie confocale pour 2h d’incubation avec les polymersomes de 1um au
ratio 1000/1. On observe une interaction entre les polymersomes et les cellules comme
montré par la présence de fluorescence verte a la surface des cellules. De plus, leur position
membranaire est confirmée du fait de I’'absence de colocalisation avec le DAPI. Lors de ces
essais, nous n’avons observé aucune fluorescence pour les deux polymersomes de 200nm
qguelle que soit la longueur du bras. Ces résultats indiquent que la réaction click reste faible
malgré ces nouvelles conditions. En outre, les polymersomes de 200nm restent relativement
petits ce qui pourrait expliquer qu’ils ne se fixent pas ou alors qu’ils ne soient pas visibles en

microscopie confocale.
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Figure 45 : Fonctionnalisation des DOT avec trois polymersomes Pbut-PEG-Fluorescéine avec
20% DBCO-NHS (200nm ou 1um) ou DBCO-PEGs-NHS (200nm).

100 000 DOT ont été cultivées en présence d’AcaManNAz (30uM, 48h) puis ont été incubées 30min ou 2h a
température ambiante avec des polymersomes Pbut-PEG-Fluorescéine avec 20% DBCO-NHS (200nm, et 1um) ou
20% DBCO-PEGs-NHS (200nm) a trois ratios différents (10/1, 100/1 ou 1000/1 cellule). Le schéma expérimental
est représenté en (A). La réaction click entre les polymersomes et les cellules a été analysée par microscopie
confocale. Seuls les résultats pour une incubation de 2h avec 1 000 polymersomes Pbut-PEG-Fluorescéine avec
20% DBCO-NHS de 1um sont présentés ici (B). Les noyaux ont été marqués a l'aide du DAPI (bleu) et les
polymersomes sont visibles dans le vert. RT : Température ambiante. Echelle : 5um

Au vu de cette faible interaction, nous avons envisagé une nouvelle optimisation concernant
les caractéristiques d’incubation lors de la réaction click. Nous avons augmenté le temps
d’incubation ainsi que la température (en la montant a 37°C) pendant 2h ou 4h tout en gardant
les trois types de polymersomes et les trois ratios. De plus, un marqueur de viabilité (FVS780)

a été ajouté pour distinguer les cellules viables des cellules non viables a I'aide de son spectre

page 110 sur 153



Résultats

d’émission dans le rouge (excitation a 633nm et émission a 780) (Figure 46A). Ce colorant se
lie de maniére covalente aux amines intracellulaires et de surface. Lors d’un processus de mort
cellulaire, les membranes des cellules deviennent perméables ce qui permet la diffusion
intracellulaire du colorant et donc une concentration localisée dans le cytoplasme. Une
colocalisation de la fluorescence verte des polymersomes avec la rouge du marqueur de
viabilité nous permettrait de prouver que les polymersomes se sont internalisés via la

perméabilisation des membranes ce qui les excluraient de I'analyse (Figure 46B).

Nous avons également ajouté un controle avec le FAM-DBCO afin de confirmer la présence
d’azide a la surface des cellules et exclure un quelconque probléeme de culture ou
d’assimilation de I’AcsaManNAz par les DOT. Une fluorescence verte est visible a la surface des
cellules et aucune internalisation n’est perceptible traduisant une réaction click efficiente et
donc une présence conséquente d’azides libres a la surface des DOT. De plus, aucune
colocalisation entre le DAPI et le FVS780 n’est présente sur les cellules ayant interagi avec le

FAM-DBCO, ce qui indique une bonne viabilité (Figure 46C).

Concernant les polymersomes, seuls les résultats pour les DOT incubées pendant 4h a un ratio
de 1000/1 de PBut-PEG-Fluorescéine 20% DBCO-NHS extrudés a 200nm sont représentés
(Figure 46D). Quelques spots verts sont visibles sur la membrane des DOT traduisant une
amélioration de la réaction click. Aucune colocalisation avec le marqueur de viabilité ou avec
le DAPI n’est observée. Les polymersomes se fixent donc de facon spécifique aux azides libres
présents a la surface des cellules viables. Cependant nous n’avons pas observé de fluorescence
et donc de fixation des polymersomes comprenant le DBCO-PEGs-NHS quelles que soient les

conditions utilisées et ce sur trois expériences distinctes.

Tous ces résultats nous indiquent que les polymersomes de 200nm comprenant 20% DBCO-
NHS incubés pendant 4h a 37°C avec les DOT semblent étre les conditions optimales pour une
réaction click efficace. Nous avons alors décidé de nous focaliser sur ce protocole ainsi que ce

polymersome pour la suite des optimisations.
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Figure 46 : Fonctionnalisation des DOT avec trois polymersomes Pbut-PEG-Fluorescéine avec
20% DBCO-NHS (200nm ou 1um) ou DBCO-PEGs-NHS (200nm).

100 000 DOT ont été cultivées en présence d’AcaManNAz (30uM, 48h) puis ont été incubées 2h ou 4h a 37°C avec
du FAM-DBCO ou des polymersomes Pbut-PEG-Fluorescéine avec 20% DBCO-NHS (200nm, et 1um) ou 20% DBCO-
PEGs-NHS (200nm) a trois ratios différents (10/1, 100/1 ou 1000/1 cellule). Le schéma expérimental est représenté
en (A). La viabilité des cellules (B) et la réaction click avec le FAM-DBCO (C) ou avec 1 000 polymersomes Pbut-
PEG-Fluorescéine avec 20% DBCO-NHS de 200nm pendant 4h (D) ont été analysées par microscopie confocale.
Les noyaux ont été marqués a I'aide du DAPI (bleu), les cellules non viables sont visibles en violet et les
polymersomes sont visibles dans le vert. L’expérience a été reproduite trois fois de fagcon indépendante.
RT : Température ambiante. Echelle B et C : 10um, Echelle D : 5um

2.3.3. Optimisation du ratio cellule - polymersomes

Dans le but d’augmenter encore la réaction click, nous avons voulu tester une augmentation
des ratios de Pbut-PEG-Fluorescéine, 20% DBCO de 200nm : 1 000, 3 000 ou 10 000/1. Les
conditions de culture énoncées précédemment ont été conservées (P96V, 10ul, 4h, 37°C +
FVS780) (Figure 47A). Comme auparavant, un contréle a I'aide du FAM-DBCO a été inclus afin

de vérifier I'assimilation de I’AcsManNAZ par les cellules. Une fluorescence verte est visible a
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la surface des cellules et aucune internalisation n’est perceptible traduisant une réaction click
efficiente et donc une présence conséquente d’azides libres a la surface des DOT. De plus,
aucune colocalisation entre le DAPI et le FVS780 n’est présente sur les cellules ayant interagi
avec le FAM-DBCO, ce qui indique une bonne viabilité (Figure 47B). Concernant le ratio
1000/1, un résultat similaire au précédent a été retrouvé ce qui indique la reproductibilité de
ce protocole (Figure 47C). Une augmentation du nombre de cellules fonctionnalisées ainsi que
du nombre de polymersomes a la surface de ces cellules est observée avec I'augmentation du
ratio (Figure 47D, E, F, G). Ces résultats indiquent qu’une quantité conséquente de
polymersomes est nécessaire pour obtenir une réaction spécifique sur certaines cellules.
Cependant, une validation de cette expérience ainsi qu’une analyse approfondie de la viabilité
cellulaire serait intéressante afin de voir si l'utilisation du ratio 10 000/1 est réellement

nécessaire ou si 3000/1 ne serait pas suffisant.

De plus, bien que ce phénomene soit Iégerement réduit avec 'augmentation des ratios, nous
avons remarqué que certaines cellules sont fonctionnalisées par un grand nombre de
polymersomes tandis que d’autres ne le sont pas du tout et ce phénomeéne n’est pas observé
lors de I'utilisation du contréle FAM-DBCO. |l est possible que cela soit d(i a une hétérogénéité
de métabolisme ou de prolifération entre les DOT. Cela engendrerait une faible quantité
d’azide libre a leur surface et donc une faible réactivité avec les polymersomes. De plus, les
vésicules sont plus grosses et moins fluorescentes que le FAM-DBCO ce qui augmenterait cette
difficulté d’interaction et d’observation en microscopie confocale. Nous aimerions donc
réaliser cette expérience une nouvelle fois afin de confirmer les résultats obtenus mais
également d’utiliser un marqueur de la membrane cellulaire afin de confirmer la localisation
des polymersomes. Pour finir, de nombreux tests de validation fonctionnelle sont a prévaoir.
Tout d’abord, il serait intéressant de pouvoir quantifier le nombre de polymersomes liés aux
cellules. Cela nous permettrait de connaitre I'efficacité du couplage et de pouvoir moduler ce
paramétre. Ensuite, nous aimerions vérifier la capacité des DOT a s’activer comme effectué
précédemment lors de I'optimisation avec le FAM-DBCO. Des systéemes de co-culture en 2D
ou 3D pourront également étre mis en place a I'aide de modele de GBM ou de CMV afin
d’évaluer la capacité de ces biohybrides a cibler mais aussi a infiltrer les sites d’intérét dans le
cas des cultures 3D. La capacité cytotoxique des cellules pourra étre évaluée, et ce, dans le

but de vérifier que la présence du polymersome a la surface des cellules n’affecte cette

page 113 sur 153



Résultats

derniére. D’autre part, nous aimerions réaliser ces tests de ciblage a I'aide de modeéles in vivo
(CMV et GBM). Enfin, des tests d’encapsulation de molécules au sein du polymersome seront
a prévoir au LCPO afin de valider la faisabilité et I'intérét thérapeutique de ce biohybride. Des
tests de comparaison d’efficacité entre des DOT seules ou fonctionnalisées avec des
polymersomes vides ou encapsulant une molécule pourront étre fait sur des modeles 3D dans
un premier temps (GBM) puis sur des modeéles in vivo (CMV et GBM). Toutes ces possibilités

seront développées dans le chapitre suivant.
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Figure 47 : Fonctionnalisation des DOT avec une gamme de polymersomes Pbut-PEG-
Fluorescéine avec 20% DBCO-NHS (200nm).

Le schéma expérimental est représenté en (A). 200 000 DOT ont été cultivées en présence d’AcasManNAz (30uM,
48h) puis ont été incubées 4h a 37°C avec des polymersomes Pbut-PEG-Fluorescéine avec 20% DBCO-NHS (200nm)
a trois ratios différents : 1000/1 (B), 3000/1 (C) ou 10 000/1 (D, E). La réaction click entre les polymersomes et les
cellules a été analysée par microscopie confocale. Les noyaux ont été marqués a I’aide du DAPI (bleu), les cellules
non viables sont visibles en violet et les polymersomes sont visibles dans le vert. L’expérience n’a été réalisée
qu’une fois. RT : Température ambiante. Echelle B: 100Px, Echelle C(a),(d) / D(b), (e): 20um,
Echelle C(b),(c),(e),(f) / D(c),(f), F: 5um, Echelle D(a),(d): 10um, Echelle E, G : 50px
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Ce projet consiste a coupler le meilleur de la nanotechnologie au systeme biologique le plus
approprié en formant un biohybride couplant des LT V61, ici modélisés par les cellules DOT,
associés a des polymersomes. La formation de ce biohybride peut étre réalisée a I'aide de la
chimie click appelée SPAAC se faisant entre les azides exprimés a la surface cellulaire par
modification métabolique et le DBCO ajouté a la surface des polymersomes. Dans cette partie,
nous allons discuter des principaux résultats obtenus mais également des problématiques
rencontrées lors de I'élaboration de ces protocoles avec les optimisations pouvant étre mises
en place pour les améliorer. Par la suite, nous évoquerons les perspectives envisagées a court,

moyen et long terme suite a ce travail.

1. Optimisation de la modification métabolique et de la réaction click a I'aide d’'un DBCO

fluorescent

La premiere étape de ce travail consistait a mettre au point les protocoles de modification
métabolique des cellules et de chimie click. Pour cela, différents produits cellulaires (lignée
JRT3 LES, PBMC et DOT) ont été utilisés et I'efficacité de la réaction a été visualisée a l'aide
d’un DBCO fluorescent (FAM-DBCO). Dans ce premier chapitre, nous allons discuter des
résultats obtenus lors de ces optimisations et des expériences que nous pourrions mettre en

place pour répondre aux problématiques rencontrées.

1.1. Sélection de I’azido-sucre optimal

Concernant la modification métabolique des cellules, notre choix s’est porté sur I'utilisation
de trois azido-sucres : I’AcaGIcNAz, I'AcsGalNAz et I’AcaManNAz. Lors des expériences de
cinétique et de concentration, I’AcsManNAz a montré la meilleure efficacité, suivi par
I’AcsGalNAz, alors que I’AcsGIcNAz s'est révélé moins performant et toxique, justifiant son
exclusion des études ultérieures (Figure 26). Cette différence de performance et de toxicité
peut s’expliquer par les différentes voies métaboliques empruntées par chaque sucre une fois
intégré dans la cellule. Le GIcNAz, produit a partir de I’AcaGIcNAz, emprunte la voie du GIcNAc,

qui est particulierement impliquée dans la glycosylation des protéines nucléaires et
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cytosoliques [99]. En conséquence, le GIcNAz est moins présent a la surface des cellules, ce
qui réduit son efficacité dans les réactions de chimie click. Concernant la toxicité, I’AcaGIcNAz
n’est pas reconnu comme particulierement cytotoxique bien que nos résultats nous indiquent
le contraire. Deux hypothéeses ont donc été avancées : premierement, les groupes azides du
GIcNAz pourraient étre peu exposés a la surface cellulaire et perturber le métabolisme en
restant dans le cytosol ou le noyau. Deuxiemement, la voie métabolique du GIcNAz dépend
de deux enzymes critiques, OGT et OGA, qui régulent I'ajout et le retrait du GIcNAz sur les
protéines (Figure 14). Un déséquilibre dans I'activité de ces enzymes pourrait entrainer une

accumulation des métabolites, provoquant une toxicité cellulaire [99], [100].

L'AcsGalNAz, via I'O-glycosylation, pourrait se convertir en NeuNAz, favorisant son
incorporation dans la voie du ManNAz, responsable de la production d'acide sialique, essentiel
dans les interactions cellulaires [102]. L’AcaManNAz, précurseur clé de la voie métabolique
menant a |'acide sialique, est largement utilisé dans la SPAAC pour lier des entités chimiques
aux cellules ou anticorps. Tomas et Gibson ont montré que 96h de culture avec 40uM
d’AcasManNAz optimisent la réaction click, mais des concentrations supérieures provoquent
une toxicité diie au DMSO [107]. Nous avons obtenu une réaction efficace aprés 24 a 48h de
culture avec 30uM d’AcsManNAz, un résultat similaire. Ces variations de temps et de
concentration peuvent s’expliquer par les différences métaboliques des lignées cellulaires. Li
et al. ont démontré que des cellules tumorales pouvaient n’étre traitées qu’avec 20uM
d’AcsManNAz-BCN pendant 48h pour avoir une expression suffisante tandis que des LT
nécessitaient 50uM d’AcsGalNAz pendant 48h [274]. Cela souligne les besoins variables en

azido-sucres selon les types cellulaires.

1.2. Stabilité / Conservation des glycanes modifiés a la surface cellulaire

L'une des difficultés rencontrées au cours de notre étude concernait la stabilité des glycanes
modifiés a la surface des cellules. En effet, certaines expériences ont indiqué une
internalisation du FAM-DBCO, révélée par une fluorescence verte intracellulaire, révélant
donc une potentielle internalisation des azides (Figures 27, 34). De plus, nous avons observé
une diminution de cette fluorescence a la surface de DOT avec le temps indiquant que pour
certaines cellules, les azides restent stables a la surface pendant une période trés limitée, de

3 a 4 jours (Figure 35). Apres expansion, les DOT présentent un état fortement activé, ce qui
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pourrait entrainer une dilution des azides disponibles a la surface en raison soit du
métabolisme cellulaire conduisant au renouvellement des sucres membranaires soit en raison

de la division cellulaire.

1.2.1. Hypothése d’un recyclage métabolique des glycanes azidés

Ces phénomeénes d’internalisation de fluorescence, liés au DBCO fluorescent ou a des
nanoparticules, et la perte d’azides ont été observés dans plusieurs études. Kang et al. ont
montré que les cellules, traitées avec des azido-sucres, n'interagissaient avec un DBCO
fluorescent que pendant 3 jours, sans fournir davantage d'explications sur cette perte d'azides
[275]. Tomas et Gibson, en couplant des polymersomes sur des cellules A549 via la SPAAC,
ont constaté que les polymersomes restaient a la surface des cellules pendant 4 jours, et ont
suggéré que la perte d'azides pourrait étre liée au recyclage membranaire provoquant
I'internalisation des glycanes [107]. Yamagishi et al., en utilisant une sonde DBCO-fluorescente
sur des cellules HeLa modifiées, ont observé par microscopie confocale que la fluorescence
était d’abord localisée dans le réticulum endoplasmique avant d’étre transportée vers les
lysosomes, puis I'appareil de Golgi [276]. Enfin, Wang et al. ont suggéré que le DBCO-Cy5
pouvait s'internaliser passivement, détectant une fluorescence dans les endosomes et les

lysosomes des cellules cancéreuses modifiées in vivo [277].

Perspectives : Pour explorer le lien entre l'instabilité des glycanes azidés a la surface des
cellules et leur recyclage métabolique, il serait pertinent d’utiliser des azido-sucres marqués
au carbone 13 (*3C), un isotope stable avec une masse légérement supérieure au *2C, isotope
naturel. En marquant I’azido-sucre avec du 13C, il serait possible de suivre son intégration dans
les intermédiaires métaboliques. Cette approche, couplée a la spectrométrie de masse,
permettrait de distinguer le 3C du '2C en fonction de leur masse et de suivre leur répartition
dans les produits métaboliques. Par exemple, Bhowmik et al. ont utilisé cette technique pour
analyser le métabolisme des composés phosphorylés dans des voies comme la glycolyse et le
cycle de Krebs [278], et Cocuron et Alonso ont suivi les voies de la glycolyse et des pentoses
phosphates [279]. Dans notre projet, marquer les azido-sucres (AcaManNAz ou AcsGalNAz)
avec du 13C et les incuber avec les DOT pendant une semaine avec des prélévements réguliers

permettrait, via la spectrométrie de masse, de quantifier I'incorporation du 3C dans les voies
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de glycosylation et de recyclage des membranes. La détection du 3C dans ces voies

confirmerait le lien entre I'instabilité des glycanes azidés et leur recyclage métabolique.

De plus, il serait intéressant d'examiner si la liaison avec le FAM-DBCO ralentit l'internalisation
et la perte des glycanes a la surface. Dans notre étude, nous avons remis les DOT en culture
pendant plusieurs jours avant de réaliser la réaction click avec le FAM-DBCO. Nous pourrions
inverser ce processus en effectuant la réaction click juste apres I'ajout des azido-sucres, puis
remettre les cellules en culture pour observer l'intensité de fluorescence. D'apreés Tomas et
Gibson, la réaction click avec les polymersomes n’empéche pas les neuraminidases de cliver
les sialoglycoconjugués a la membrane [107]. Nous pourrions confirmer ces résultats a l'aide
de I'Incucyte, un systeme d'imagerie cellulaire en temps réel, permettant de suivre la
fluorescence du FAM-DBCO au fil du temps. Les DOT seraient incubées avec des azido-sucres
pendant 48h, puis avec le FAM-DBCO pendant 30min, avant d'étre remises en culture. Une

diminution de la fluorescence indiquerait une perte des azides malgré la liaison au FAM-DBCO.

1.2.2. Hypothése de la division cellulaire

Bien que les DOT ne soient pas réputées pour une division cellulaire importante apres
expansion, cette division pourrait expliquer la perte de fluorescence du FAM-DBCO a leur
surface, indiquant une perte des glycanes modifiés. Plusieurs études, dont celle de Tomas et
Gibson, ont abordé cette problématique. lls ont observé une réduction de 50 a 60% de la
fluorescence 48h apres la réaction click, dGe a la division cellulaire et a la perte des
polymersomes de surface, avec une diminution plus modérée aprés 72h [107]. Dans une autre
étude, Baskin et al. ont utilisé la réaction click pour suivre la distribution des glycanes dans le
développement embryonnaire. Apres injection d'azido-sucres dans des embryons de poisson-
zébre, marqués avec des sondes fluorescentes via la SPAAC, ils ont observé que la
fluorescence, initialement répartie uniformément, devenait plus intense au niveau du sillon
de clivage pendant l'anaphase, avant de s'estomper a la fin de la division cellulaire. Cette
disparition serait dlie a la production de nouveaux glycanes sans azide, remplacant les
glycanes modifiés [280]. Dans notre cas, il est possible que deux populations cellulaires
coexistent dans nos cultures : une avec une prolifération tres réduite, voire arrétée, et une

autre avec une prolifération dite « normale ». Cela pourrait expliquer pourquoi certaines
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cellules conservent une fluorescence de surface jusqu’a 7 jours aprés la culture, tandis que

d’autres la perdent apres seulement 3 jours (Figure 35).

Perspectives : Pour explorer ce lien possible entre I'instabilité des glycanes azidés a la surface
des cellules (référée par la fluorescence du FAM-DBCO) et la prolifération des DOT, il serait
pertinent de réaliser un test de prolifération a l'aide de l'estérase succinimidyl de la
carboxyfluorescéine (CFSE). Le CFSE, un colorant fluorescent vert, marque les molécules
intracellulaires et se répartit lors de la division cellulaire entre les cellules filles, permettant
ainsi de suivre la prolifération [281], [282]. La prolifération des DOT seules ou couplées au
FAM-DBCO pourrait étre évaluée par cytométrie en flux en observant la dilution du CFSE,
comparée a celle du FAM-DBCO. Une corrélation positive entre ces deux dilutions indiquerait
gue la perte des azides est en partie liée a la prolifération cellulaire. De plus, un suivi en temps
réel avec un systéme d’imagerie automatisé tel que I'lncucyte permettrait de visualiser

directement la division cellulaire et ainsi tester cette hypothése.

Bien que la stabilité des glycanes modifiés a la surface des cellules soit un point crucial a
vérifier, les mécanismes de recyclage ou de division cellulaire mentionnés au-dessus ne
devraient pas compromettre le potentiel de notre biohybride. En effet, le but serait d’ajouter
les polymersomes a la surface des cellules dés la fin de la culture avec les azido-sucres. Les
biohybrides formés seraient immédiatement injectés chez le patient, de sorte que les cellules
n'aient pas le temps de se diviser ou de recycler leur membrane avant que le biohybride

n'atteigne le site d’intérét.

2. Mise en ceuvre du biohybride « DOT — polymersome »

La seconde étape de ce travail consistait a mettre au point notre biohybride a I'aide de la
SPAAC. Ce dernier s’appuie sur le couplage des polymersomes fonctionnalisés avec du DBCO
avec les DOT métaboliquement modifiées a I'aide de I'AcsManNAz. Tout au long de ce
processus, nous avons réalisé des tests de vérification de la disponibilité des azides et du DBCO

en utilisant respectivement du FAM-DBCO et un azide fluorescent.

Sélection de la taille des polymersomes : Deux tailles principales de polymersomes ont été
testées: 200nm et 1um. Le but ici était d’avoir des polymersomes d’une taille assez

importante pour empécher leur potentielle internalisation par la cellule, que ce soit via un
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processus actif ou passif, tout en évitant une taille excessive qui pourrait perturber les
fonctions naturelles des cellules en raison d'un encombrement stérique. Ce choix nous a
également permis d’évaluer le comportement des cellules face a des polymersomes de tailles
plutét éloignées. Nous avons observé une réaction click relativement efficace lorsque les
polymersomes de 200nm étaient incubés avec les DOT, tandis qu'aucune réaction n'a été
détectée avec les polymersomes de 1um (Figure 46). Ce phénomeéne pourrait s'expliquer par
le fait que la SPAAC est controlée par la diffusion. En effet, dans ce type de réaction, la
transformation chimique, ici la SPAAC, est si rapide que la vitesse de la réaction dépend
principalement de la diffusion des molécules et de leur probabilité de rencontre, plutot que
de la rapidité de leur interaction une fois en contact. Ainsi, la diffusion des objets a travers le
milieu devient déterminante. La diffusion des nanoparticules, qui correspond a leur
déplacement dans un milieu, est influencée par divers facteurs, notamment leur taille. Plus un
objet est petit, plus il diffuse rapidement, facilitant ainsi la rencontre et réduisant le risque
d'encombrement stérique qui pourrait bloquer l'interaction. Par conséquent, plus les objets
en interaction sont grands, plus leur diffusion est lente, ce qui impacte directement la vitesse
de la réaction contrélée par la diffusion [283]. Dans notre cas, cette théorie pourrait expliquer
pourquoi nous avons observé une réaction click avec les polymersomes de 200nm, mais pas
avec ceux de 1um. C’est pour cette raison que nous avons décidé de poursuivre les

expériences avec les polymersomes de 200nm.

Disponibilité du DBCO : Lors de nos optimisations, nous avons rencontré des difficultés a
établir une interaction efficace entre les cellules et les polymersomes. Les cellules ont
tendance a sédimenter rapidement au fond des puits de culture, tandis que les polymersomes
restent en suspension en raison de leurs propriétés versatiles. Pour pallier a ce probleme, nous
avons effectué la réaction click dans un faible volume de milieu (10ul) dans des plaques a fond
conique. Afin d'améliorer la disponibilité du DBCO a la surface des polymersomes, nous avons
allongé le polymeére contenant le DBCO en ajoutant des molécules de PEG entre le DBCO et le
NHS (Figure 44). Cependant, cet allongement n'a pas amélioré I'efficacité de la réaction click,

probablement en raison d’'un encombrement stérique menant a une altération de la réaction.

Répartition hétérogene des polymersomes : Nous avons également observé une répartition
non homogene des polymersomes a la surface des cellules. Certaines DOT en possédaient

beaucoup tandis que d’autres n’en avaient trés peu voire aucun. Or, comme mentionné
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précédemment, des tests de vérification de la disponibilité des azides a la surface des cellules
et du DBCO sur les polymersomes ont été effectués. Le probleme semble donc provenir de la
rencontre entre les deux entités. Cette hétérogénéité pourrait s’expliquer par I'utilisation de
plaques de culture a fond conique, condition défavorable a la rencontre. Comme expliqué plus
haut, la SPAAC est fortement dépendante de la diffusion des nanoparticules. Dans des plagques
a fond conique, les cellules forment plusieurs couches et, malgré une homogénéisation a mi-
incubation, peut-étre que les polymersomes ne parviennent pas a diffuser a travers ces
couches. Certaines cellules, probablement situées en surface, interagissent fortement avec les
nanoparticules, tandis que celles au fond du puits n'en rencontrent aucune. Une optimisation
des conditions d'incubation lors de la SPAAC serait donc nécessaire pour parfaire la production

des biohybrides.

3. Perspectives globales du projet
3.1. Perspectives a court terme : validations in vitro avec des polymersomes vides

Ce projet a donc permis le développement d’un biohybride couplant les DOT et les
polymersomes a |'aide de la réaction click et plus particulierement de la SPAAC. Toutefois,
plusieurs étapes de validations restent nécessaires pour démontrer que ce biohybride est

idéal dans le traitement de diverses pathologies comme les infections ou le cancer.

Optimisation des conditions de réaction click: Comme mentionné dans le chapitre
précédent, les DOT ne sont pas uniformément recouvertes de polymersomes, certaines en
présentent une grande quantité a leur surface, tandis que d'autres en ont trés peu, voire
aucun (Figure 47). Pour valider I'hypothese des différentes couches cellulaires évoquées, il
serait pertinent d'optimiser les conditions d'incubation en optant pour des plaques de culture
a fond plat. Une quantification précise du nombre de cellules serait nécessaire afin de ne
recouvrir que le fond du puits, sans superposition de plusieurs couches, garantissant ainsi a
chaque DOT une probabilité équivalente d’interagir avec les polymersomes. |l serait
également important de maintenir un faible volume d'incubation et d'envisager I'ajout d'une
|égére agitation constante, par un mouvement de balancier, afin d'améliorer I'homogénéité

des interactions.
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Tests fonctionnels d’activation polyclonale avec un anti-CD3 : Dans un premier temps il est
primordial de vérifier que I'ajout de polymersomes, méme vides, n’altére pas la capacité
d’activation des DOT. Leur activation par le TCR, phénoméne classique d’activation des DOT,
pourrait donc étre testée comme par une activation via un anti-CD3, suivie d'une mesure de
la sécrétion d'IFNy, comme réalisé plus t6t dans ce projet (Figure 36). Un phénotypage en
cytométrie en flux permettrait également d'observer I'expression de marqueurs d'activation
tels que 4-1BB et CD40L, deux récepteurs de costimulation rapidement exprimés apres
activation et jouant un réle clé dans I'amplification des fonctions des LTyd [189], [284].
Cependant, nos résultats montrent que toutes les cellules ne réussissent pas la réaction click
avec les polymersomes (Figure 47), nécessitant un tri préalable. Utiliser un trieur FACSAria
(BD) permettrait donc de séparer les cellules non fonctionnalisées (qui serviraient de controle)

des celles fonctionnalisées avec les polymersomes, a I'aide de leur fluorescence.

Tests de réactivités anti-virale et anti-tumorale in vitro : Les biohybrides DOT - polymersome
devront ensuite étre testés dans des conditions d’activation plus physiologiques, notamment
a l'aide de co-cultures. L'idée principale serait de tester I'activité de notre biohybride dans
deux contextes différents : un contexte infectieux a I'aide de modeles utilisant le CMV et un

contexte tumoral a I’aide de modeles de GBM.

Plusieurs études, y compris certains travaux de notre équipe, ont mis en lumiére le réle
des DOT dans la reconnaissance des cellules infectées par le CMV. Il a été démontré que les
DOT peuvent identifier des fibroblastes, des macrophages ou des cellules endothéliales
uniquement lorsque ces cellules sont infectées, et qu’ils sont capables de sécréter des
cytokines antivirales comme I'IFNy. Des co-cultures ont également révélé la sécrétion
d'effecteurs solubles, notamment I'IP-10, I'l-TAC et le GM-CSF, qui jouent un réle important
dans le recrutement de cellules immunitaires sur les sites d'infection, renforcant ainsi
I'immunité adaptative contre le CMV. De plus, les DOT montrent une cytotoxicité directe
envers les fibroblastes infectés via des mécanismes de dégranulation (Marséres et al., en
révision dans Nature Communication). Ces résultats établissent une base solide pour
I'évaluation des DOT fonctionnalisés avec des polymersomes. Cela permettrait de déterminer
si la modification des glycanes de surface par des azides, ou l'ajout de polymersomes, altere

leur capacité a reconnaitre les cellules infectées.
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Par ailleurs, pour valider la polyvalence de ce biohybride, il serait pertinent d’évaluer
son activité contre des lignées tumorales, en particulier dans le contexte du GBM. Dans notre
laboratoire, la réactivité des DOT contre des lignées cellulaires de GBM (U87, U251, U343,
U373) et des cellules a caractere souche de GBM (GSC) dérivées de patients (P3, BDX6, BDX7,
BDX8, BDX10) a déja été démontrée. Ces analyses ont montré une cytotoxicité
dose - dépendante des DOT, induisant I'apoptose des cellules tumorales, et cela avec des
résultats reproductibles chez différents donneurs de DOT. En culture 3D, a partir de
sphéroides de GSC, les DOT ont montré une cytotoxicité accrue, associée a une sécrétion de
granzyme et perforine et a une élimination compléte des sphéroides, surtout en présence d'IL-
15 (Marseres et al., en révision dans Nature Communication). Nous pourrions reproduire les
tests déja effectués en utilisant notre biohybride et comparer les niveaux de cytotoxicité
obtenus a ceux des études précédentes. L'utilisation de sphéroides permettrait aussi d’évaluer
la capacité de ce biohybride a infiltrer les masses tumorales, ce qui constituerait un indicateur

clé de son efficacité en thérapie anticancéreuse.

3.2. Perspectives a moyen terme : Validation in vivo avec des polymersomes vides

Pour envisager I'utilisation du biohybride en essais cliniques, des tests in vivo sont essentiels
pour garantir I'efficacité et la sécurité du biohybride. La sélection de modeles pertinents pour
I'étude des LTyd est complexe a cause des différences inter-especes, mais les modeles
humanisés peuvent aider. Ces modeles permettront de valider la réactivité des biohybrides
dans un environnement biologique complet, en étudiant les interactions cellulaires, la
biocompatibilité et leur capacité a infiltrer les sites d'intérét. Du fait de la fluorescence des
biohybrides, l'imagerie en temps réel et la cytométrie en flux serviront a évaluer leur

distribution et persistance dans les tissus.

Modeéles humanisés : Il a été montré que le CMV humain (HCMV) n'infecte pas les souris, et
gue les DOT humains ne réagissaient pas contre des cellules murines infectées par le CMV
murin (MCMV) in vitro (Marseres et al, en révision dans Nature Communication). Ainsi un
modeéle murin humanisé pourrait reproduire une infection par le CMV. Un modéle prometteur
consiste a injecter par voie intra-splénique des fibroblastes infectés par le HCMV chez des
souris immunodéficientes greffées avec des PBMC humains [285]. Ce modele est déja utilisé

pour tester des thérapies anti-HCMV, et, dans notre laboratoire, pour évaluer la réactivité des
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DOT amplifiées contre ce virus. Bien que ce modele ait permis de démontrer la présence de
DOT sur les sites infectieux, il est important de noter qu'il ne reproduit pas fidelement
I'infection des tissus humains par le HCMV. Dans notre contexte, il nous servirait a évaluer la

capacité des biohybrides a cibler les sites infectieux par imagerie ou cytométrie en flux.

Un second modeéle plus sophistiqué serait nécessaire pour étudier la toxicité et I'élimination
du biohybride. En effet, lors de transfert allogénique, un processus de rejet des cellules
« étrangeres » est toujours observé. Le but de ce type de thérapie est donc de réussir a avoir
un effet avant que ce mécanisme de rejet se mette en place. Bien que les DOT soient
généralement bien tolérées lors de transferts allogéniques et que les polymersomes soient
réputés biocompatibles, il est crucial de vérifier que I'ajout de ce polymersome a la surface
des cellules n’accélere pas le processus d’élimination du biohybride, diminuant son potentiel
d’action. Un modele murin greffé de progéniteurs hématopoiétiques CD34+ recréant
partiellement un systeme immunitaire humain permettrait d'observer l'interaction des
biohybrides avec le systeme immunitaire et leur ciblage des sites infectieux [286]. Il nous
permettrait d’évaluer la persistance du biohybride et de la comparer aux DOT seules afin de
voir si I'ajout du polymersome a un quelconque effet sur cette caractéristique. Cependant, ce
modele est colteux, chronophage (18 a 25 semaines pour une expérimentation compléete) et
complexe a mettre en place. De plus, bien que le systeme immunitaire humain soit
partiellement reconstitué, il ne reproduit pas parfaitement la totalité des interactions

immunitaires retrouvées chez ’'Homme.

Modeéles murins : Les modéles murins humanisés présentent des limitations, notamment une
migration non optimale des DOT, observée principalement vers les poumons et le foie, qui ne
sont ni les sites infectieux, ni les cibles privilégiées ou une mise en place trop complexe , et
restent une mimétique artificielle d’'un systeme dans un contexte in vivo. Une alternative
serait d'adopter un modéle murin a 100%, en développant des biohybrides a partir de LTy6
murins. Un protocole d'expansion des LTyd murins, inspiré de celui utilisé pour les DOT
humaines [159], a déja été développé au laboratoire. Il consiste a prélever des rates de souris
C57BL/6, a dépléter simultanément les LTap et les cellules NK, puis a amplifier les LTyS en
présence d'IL-15, d'INFy, d'lL-21, et d'IL-1B. Les LTyd ainsi obtenus seraient ensuite
métaboliquement modifiés et couplés a nos polymersomes, comme décrit dans le cadre de

nos travaux. Ce biohybride serait ensuite injecté dans des souris immunodéficientes RAG-1,
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infectées par le MCMV. Ce modele permettrait d’étudier la persistance ainsi que les capacités
d'activation et de migration des biohybrides dans un environnement plus physiologique que
les modeles humanisés, tout en permettant des comparaisons avec des souris recevant

uniquement des LTy& sans polymersome.

L'utilisation de modeéles murins offre également la possibilité d’évaluer la toxicité potentielle
de notre biohybride. Les LTyd murins, seuls ou couplés a des polymersomes, seraient injectés
dans des souris sauvages (WT), et la réponse immunitaire serait mesurée a |'aide de divers
marqueurs pour évaluer la biocompatibilité. Bien que le systeme immunitaire murin différe
de celui de I'Homme, ce modéle offrirait un systéme biologique complet pour observer a la

fois le comportement du biohybride et la tolérance immunitaire face aux polymersomes.

3.3. Perspectives a long terme : Validation in vivo avec des polymersomes encapsulant

un principe actif

Une derniere étape de validation de la faisabilité et de I'efficacité de notre biohybride serait
de tester son activité en encapsulant un agent thérapeutique a l'intérieur des polymersomes.
Bien que de nombreuses optimisations soient encore nécessaires au LCPO pour une
encapsulation efficace, nous pouvons déja envisager des modéles permettant de valider
I'utilité de ce systeme. Comme précédemment, les analyses seraient réalisées par imagerie en

temps réel et cytométrie en flux via de la fluorescence du polymersome.

Modéle CMV : Si ce dernier montre des résultats intéressants et pour simplifier la mise en
ceuvre de ces validations in vivo, il serait pertinent de conserver le modele CMV murin
précédemment mentionné. Ce modeéle permet de tester de maniére rigoureuse |'efficacité de
notre biohybride. Des agents antiviraux (le Ganciclovir, le Valganciclovir ou le Maribavir)
seraient encapsulés dans les polymersomes et la capacité du biohybride a délivrer ces
traitements aux sites infectés serait évalué. L'intérét des biohybrides par rapport a une
utilisation systémique des antiviraux est un effet local qui limite la toxicité médullaire ou
rénale de ces molécules. L'efficacité du biohybride pourrait étre évaluée en termes de
migration, de biocompatibilité et d'activité antivirale et serait alors comparée aux LTyd

couplés ou non a des polymersomes vides.
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Modeéle GBM : Sur la base des résultats obtenus lors des tests in vitro avec les lignées de GBM,
il serait pertinent de mettre en place un modele murin afin de poursuivre la validation de notre
biohybride dans ce contexte. Un agent chimio-thérapeutique serait encapsulé dans le
polymersome et testé dans un modele de xénogreffe dérivé de patients (PDX). Dans ce
modele, des cellules souches dérivées de patients (P3) seraient injectées par voie
intracranienne chez des souris Ragy2C”", reproduisant la formation d’une tumeur [287]. Une
fois la tumeur formée, le biohybride serait administré par injection intracranienne ou intra-
tumorale, permettant d'évaluer sa persistance et son effet sur la croissance tumorale. Les
résultats seraient ensuite comparés a ceux obtenus avec des DOT seules ou couplées a des

polymersomes vides.

L'une des limites potentielles de ce modele réside dans les effets négatifs que la
chimiothérapie pourrait avoir sur les DOT. Une stratégie en deux étapes pourrait étre
envisagée : d'abord, les DOT fonctionnalisées transporteraient les polymersomes vers la
tumeur, exécutant leur action cytotoxique (sécrétion de perforine et granzyme),
généralement effective en 24 a 72 heures [288]. Une fois les DOT épuisées (« exhaustion »),
la chimiothérapie encapsulée serait libérée a I'aide d’un stimulus extérieur tel qu’un flash
lumineux. Des données préliminaires obtenues au LCPO ont montré qu’il était possible
d’intégrer des molécules photoclivables a l'intérieur du polymersome permettant une
libération de son contenu par choc osmotique aprés I'administration d’un flash lumineux
(données non représentées). Nous pourrions également imaginer que la chimiothérapie
libérée pourrait étre utilisée pour éliminer les DOT en état d’épuisement. Cela permettrait
potentiellement de limiter la réponse immunitaire dle au transfert adoptif comme énoncé
précédemment mais également de freiner une éventuelle prolifération anormale des DOT
modifiées avec les polymersomes. Ce modéle pourrait ainsi prouver la potentielle approche
synergique de notre biohybride : une premiére phase de destruction tumorale via les DOT,
suivie d'une phase d'élimination des cellules tumorales et des DOT modifiées par la
chimiothérapie encapsulée dans les polymersomes, optimisant le potentiel thérapeutique

contre le GBM.
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4. Ouvertures

Dans ce travail, nous avons démontré les bénéfices de la chimie click, et en particulier de la
réaction SPAAC, pour le couplage de nanoparticules avec des cellules dans le but d'améliorer
les thérapies ciblées. Nous avons opté pour |'utilisation des LTyd et des polymersomes afin de
réaliser ultérieurement une preuve de concept avec les modeles MCMV / HCMV et GBM
disponibles au laboratoire. Néanmoins, cette approche pourrait étre adaptée a d'autres
contextes, en envisageant le couplage de polymersomes a la surface d'autres types de cellules
ou en greffant différentes entités sur les cellules. Ces perspectives seront développées dans

les chapitres suivants.

4.1. Modification métabolique de diverses cellules

La modification métabolique des cellules couplée a la chimie click, se révele adaptable a de
nombreux contextes pathologiques. Tout d’abord, nos résultats ont montré que la
modification métabolique par I’AcaManNAz ou I’AcsGalNAz, suivie d’une réaction click avec le
FAM-DBCO, était applicable aux LT mais également a d'autres cellules que nous avons
nommées non-CD3 (Figures 31, 32). De plus, plusieurs études de preuve de concept ont
prouvé la faisabilité d’appliquer cette méthode sur diverses cellules tumorales. Kang et al. ont
réussi a modifier métaboliquement des lignées cellulaires tumorales (KB, A549, U87MG, MCF-
7, MDA-MB-468, et MDA-MB-436) pour marquer ces cellules in vivo avec du DBCO fluorescent
[275]. De méme, Lee et Zhang ont démontré la possibilité de modifier métaboliquement des
cellules tumorales pulmonaires (A549) et coliques (CT26) pour y attacher des polymersomes
couplés au BCN ou des micelles polymériques via la SPAAC ou la réaction de Staudinger-

Bertozzi respectivement [289], [290].

Les macrophages, en raison de leur r6le immunitaire, représentent des vecteurs intéressants
pour les nanoparticules, notamment pour la réparation tissulaire. Mao et son équipe ont
montré que la modification métabolique des macrophages pouvait étre bénéfique lors de la
réparation tissulaire a I'aide d'un modele imitant la matrice extracellulaire [291]. De plus, Xie
et al. ont montré que les neutrophiles, bien que difficiles a cultiver, pouvaient aussi étre
modifiés sans perte de viabilité, contribuant a la phagocytose et a la polarisation anti-

inflammatoire des macrophages [292]. Ces études suggerent que la modification métabolique
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de ces cellules immunitaires peut étre utile dans diverses thérapies, notamment pour traiter

des pathologies inflammatoires.

Ces résultats indiquent que la modification métabolique suivie de la réaction click peut étre
appliquée a divers types de cellules immunitaires, telles que les LT, macrophages et
neutrophiles, pour des applications thérapeutiques et cliniques dans des domaines comme la

lutte contre le cancer, la réparation tissulaire et le traitement des inflammations.

4.2. Utilisation de la SPAAC pour lier d’autres entités chimiques a la surface des cellules

La technologie de chimie click, notamment via la SPAAC, offre des perspectives d'optimisation
des thérapies ciblées en couplant des cellules immunitaires a d'autres entités chimiques que
des nanoparticules, telles que des anticorps. Par exemple, des études comme celle de Gong
et al. ont démontré la possibilité de lier des anticorps a des oligonucléotides via la SPAAC.
Cette conjugaison repose sur la fonctionnalisation de cet anticorps avec un DBCO-PEGs-NHS
au niveau de ses chaines latérales amines via une interaction NH;-NHS. Cet anticorps peut

ensuite étre lié de maniere covalente a un oligonucléotide modifié par un azide [293].

B 2. Ajout due l'anticorps
fonctionnalisé avec du DBCO
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Figure 48 : Représentation schématique de la modification des anticorps avec un DBCO et
incorporation a la membrane cellulaire.

L’anticorps peut étre fonctionnalisé avec un DBCO-PEGs-NHS au niveau de ses chaines latérales amines via une
interaction NH>-NHS. Cet anticorps peut ensuite étre couplé a la membrane cellulaire a I'aide de la SPAAC. Ce
protocole permet la création d’un biohybride ol I'anticorps peut améliorer le ciblage des DOT tout en jouant un
réle sur la DOT elle-méme ou sur I’environnement. Créée avec BioRender.com
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Une étude similaire a été réalisée par Wiener et al. dans laquelle ils ont utilisé la SPAAC afin
de créer un anticorps couplé avec un simple ou un double oligonucléotide pour améliorer les
outils de diagnostic au niveau protéique [294]. Sur la base de ces études, nous pourrions
envisager de coupler des anticorps fonctionnalisés avec du DBCO a des cellules immunitaires
pour améliorer différentes propriétés selon |'anticorps choisi. Cela permettrait d'optimiser le
ciblage des sites tumoraux ou inflammatoires, de moduler I'environnement tumoral, de
favoriser le recrutement d'autres cellules immunitaires sur le site d'intérét ou encore de
renforcer l'interaction avec les cellules cibles. Selon I'anticorps sélectionné, il serait possible
d'activer des voies métaboliques menant a la destruction des cellules tumorales ou
immunosuppressives. Nous développerons ci-aprés quelques exemples illustrant ces

approches.

Ainsi, dans le cadre du cancer, une stratégie potentielle serait de coupler des DOT a des
anticorps ciblant les marqueurs PD-L1 ou CD80/CD86. En effet, comme mentionné dans
I'introduction de ce travail, les LT expriment des récepteurs inhibiteurs a leur surface tels que
PD-1 et CTLA-4, qui interagissent respectivement avec les ligands PD-L1 et CD80/CD86 [174],
[175]. Lors d’un développement tumoral, les cellules cancéreuses mettent en place des
mécanismes d’évasion immunitaire, notamment via I'expression de ces ligands, inhibant ainsi
I'activation des LT infiltrant la tumeur. En couplant des anticorps dirigés contre ces marqueurs
aux DOT via la SPAAC, nous pourrions non seulement améliorer le ciblage des cellules
cancéreuses, mais aussi bloquer ces mécanismes d’échappement, facilitant une meilleure
reconnaissance des cellules tumorales et une activation plus efficace des LT, renfor¢ant ainsi

potentiellement la réponse immunitaire antitumorale.

Une autre stratégie consisterait a utiliser un anticorps pour rapprocher physiqguement une
cellule immunitaire de sa cible, facilitant ainsi la formation de la synapse immunitaire. Un des
modeles envisageables pour démontrer cela serait I'utilisation de fibroblastes HT29 infectés
par le CMV. Les cellules infectées par le CMV sont reconnues par les LTyd via l'interaction
entre le TCRyb et I'EPCR, bien que cette interaction ne soit pas toujours optimale [141]. Pour
améliorer cette synapse, nous pourrions coupler des LTyd avec un anticorps permettant de
rapprocher les deux cellules. Par exemple, un anticorps anti-EphA2, récepteur fortement

exprimé sur les cellules infectées, pourrait étre une option envisageable. Cet anticorps ne
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jouerait alors aucun réle biologique direct, mais servirait uniquement a rapprocher les cellules

pour faciliter leur interaction.

Ce chapitre montre les nombreuses possibilités qu'offre la modification métabolique de

cellules via la chimie click, applicable a divers contextes pathologiques, en fonction des

besoins thérapeutiques.

page 131 sur 153



Conclusion

CONCLUSION

En conclusion, ce travail de thése a permis de développer un biohybride innovant associant
des DOT métaboliquement modifiés a des polymersomes fonctionnalisés grace a la chimie
click, et plus précisément la réaction SPAAC. L'optimisation des conditions de culture pour la
modification métabolique a I'aide d’un DBCO fluorescent (FAM-DBCO), d'abord sur des lignées
cellulaires comme JRT3 LES et les PBMC, puis sur les DOT, a permis de faire la preuve du
concept de fonctionnalisation métabolique de ces types cellulaires. Par la suite, I'élaboration
du protocole avec des polymersomes vides, ainsi que le développement d'une méthode de
guantification de ces derniers, a permis de définir des conditions optimales pour la création
du biohybride. La limitation de la disponibilité des polymersomes permettant |'établissement
de nos biohybride restant un facteur limitant, des optimisations ainsi que des tests
fonctionnels supplémentaires soient nécessaires pour valider pleinement la fonctionnalité de
ce biohybride. Cependant, les résultats obtenus constituent une base prometteuse pour le
développement de nouvelles stratégies utilisant les DOT ainsi que les polymersomes. De plus,
la flexibilité qu'offre la chimie click permettrait de I'adapter a différents types cellulaires et
d'autres entités chimiques, ouvrant ainsi des perspectives pour améliorer le développement

de thérapies ciblées et d’outils de diagnostic.
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Optimisation de la réaction click pour
obtenir des biohybrides homogénes
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Figure 49 : Schéma de conclusion

Ce travail a mené a I’élaboration de biohybrides composés de DOT, métaboliquement modifiées avec des azido-
sucres, et des polymersomes fonctionnalisés avec du DBCO. Les protocoles mis en place lors de ce projet ont
présenté quelques limites et des optimisations et validations sont a prévoir afin de parfaire cet outil
thérapeutique. 1. Optimisation des conditions de culture afin d’obtenir une suspension cellulaire homogene avec
des DOT suffisamment recouvertes de polymersomes. 2. Des tests in vitro validant les capacités d’activation et de
ciblage du biohybride formé ainsi que sa biocompatibilité. 3. Tests in vivo validant les capacités de reconnaissance
et de migration du biohybride formé ainsi que sa biocompatibilité. 4. Test in vivo validant les bénéfices
thérapeutiques qu’apporte ce biohybride avec un effet synergique de I'activité des DOT et du principe actif
encapsulé dans les polymersomes. Créée avec BioRender.com. DOT : Delta One T cell, IFNy : Interféron y
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Résumés

Développement d’un biohybride conjuguant lymphocytes T y8 et polymersome : combinaison de la thérapie

cellulaire et du drug delivery

Contexte : L’association de la thérapie cellulaire et des nanomédecines a progressé ces dernieres années afin d’'améliorer la
prise en charge de nombreuses pathologies. Les lymphocytes T (LT) y§, population cellulaire a I'interface entre I'immunité
innée et adaptative, sont impliqués dans les réponses aux agents infectieux et aux cancers. lls se divisent en deux sous-
populations principales : les LT Vy9V62 et les LT non-Vy9V&2, composés essentiellement de LT V61. Les LT V61 possedent de
multiples mécanismes d’activation, indépendants de la présentation antigénique par le HLA, et diverses fonctions effectrices,
ce qui les rend particulierement intéressant pour contourner les limitations rencontrées avec les thérapies utilisant les
populations plus conventionnelles comme les LTa. De plus, ces cellules possedent des propriétés de ciblage tissulaire qui en
font des vecteurs prometteurs lors du développement de thérapie utilisant des nanoparticules. Parmi les nanoparticules
développées ces derniéres années, les nanoparticules polymériques, ou polymersomes, se distinguent par leurs nombreuses
caractéristiques tres utiles pour la thérapie : une membrane ayant une taille et une composition modulables, une capacité
d’encapsulation importante de composés hydrophiles ou hydrophobes et une formulation relativement simple. De plus, les
avancées en ingénierie métabolique et en chimie click utilisant les cyclooctynes comme le Dibenzocyclooctyne (DBCO) ont
facilité son utilisation lors du développement de nouvelles thérapies ciblées.

Objectif : Ce travail de these avait pour objectif de mettre au point un protocole de chimie click afin de créer un biohybride
composé de polymersomes fonctionnalisés avec du DBCO et des LT V61 (DOT) amplifiés et modifiés par ingénierie
métabolique.

Résultats : Dans un premier temps, les protocoles d’ingénierie métabolique et de chimie click ont été mis au point a I'aide de
DBCO fluorescents. Ces protocoles ont été optimisés successivement sur une lignée cellulaire, des cellules mononuclées du
sang périphérique (PBMC) puis sur les cellules d’intérét, les DOT. Des tests de toxicité et de fonctionnalité cellulaire ont été
réalisés afin de vérifier la faisabilité de ce biohybride. Par la suite, ce méme protocole a été expérimenté et optimisé sur des
DOT et des polymersomes vides fonctionnalisés avec du DBCO.

Perspectives : Cette thése apporte une premiere preuve de concept pour la combinaison de polymersomes avec les DOT.
Toutefois, des tests de validation sont nécessaire pour évaluer pleinement la faisabilité de ce biohybride. Ces tests devront
notamment vérifier I'activité des biohybrides envers les cellules cibles d’intérét, la toxicité liée a la chimie click ainsi que les
avantages potentiels que cette nouvelle approche thérapeutique pourrait offrir dans le traitement de pathologies telles que
le cancer et I'infection au CMV.

Mots clés : lymphocytes Ty§, polymersome, réaction click, dibenzocyclooctyne, biohybride

Development of a Bio-Hybrid Combining y6 T Lymphocytes and Polymersomes: Merging Cell Therapy and Drug
Delivery

Background: The combination of cell therapy and nanomedicine has advanced in recent years to improve the management
of various pathologies. y6 T lymphocytes (y5 T cells), a cell population at the interface between innate and adaptive immunity,
are involved in immune response to infectious agents and to cancers. They are divided into two main subpopulations: Vy9Vvé2
T cells and non-Vy9V62 T cells, mainly composed of V&1 T cells. V&1 T cells have multiple activation mechanisms independent
of antigen presentation by HLA and various effector functions, making them particularly attractive for overcoming the
limitations associated with therapies that use more conventional populations such as aff T cells. Additionally, these cells have
tissue-targeting properties that make them promising vectors for developing nanoparticle-based therapies. Among the
nanoparticles developed in recent years, polymeric nanoparticles, or polymersomes, stand out due to their many attractive
features: a membrane with tunable size and composition, significant encapsulation capacity, and relatively simple
formulation. Moreover, advances in metabolic engineering and click chemistry using cyclooctynes such as
Dibenzocyclooctyne (DBCO) have facilitated their use in the development of new targeted therapies.

Objective: This thesis aimed to develop a click chemistry protocol to create a biohybrid composed of DBCO-functionalized
polymersomes and V81 T cells (DOT) amplified and modified through metabolic engineering.

Results: Initially, metabolic engineering and click chemistry protocols were developed using fluorescent DBCO. These
protocols were sequentially optimized on a cell line, peripheral blood mononuclear cells (PBMCs), and then on the cells of
interest, the DOT cells. Toxicity and functionality tests were conducted to assess the feasibility of this biohybrid. Subsequently,
the same protocol was tested and optimized on DOT cells and empty polymersomes functionalized with DBCO.

Perspectives: This thesis provides a first proof of concept for combining polymersomes with DOT cells. However, further
validation tests are necessary to fully evaluate the feasibility of this biohybrid. These tests should particularly verify the
activity of DOT cells against the target cells, the toxicity associated with click chemistry, and the potential benefits that this
new therapeutic approach could offer in treating pathologies such as cancer and CMV infection.

Keywords: y6 T cell, polymersome, click reaction, dibenzocyclooctyne, biohybrid



