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ABREVIATIONS

ACS : American cancer society, société du cancer des-Bhais d’Amérique.

ADN : Acide désoxyribonucléique.

ARCA : Anti reverse cap analog, analogue chimique deiffecdes ARNm.

ARN (m) : Acide ribonucléique (messager).

ATP: Adénosine triphosphate.

BET: Bromure d’éthidium.

BRAF : v-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1, dlogue de I'oncogene viral v-Raf
de sarcome murin.

CD : Cluster of differenciatiormarqueur de différenciation.

CMH : Complexe majeur d’histocompatibilité.

CMV : Cytomegalovirus.

CPA : Cellules présentatrices d’antigenes.

Coll. : Collaborateurs.

CTL : Cytotoxic T lymphocyte, lymphocyte T cytotoxique.

DC : Dendritic cell,cellule dendritique.

DOPE : Dioléyl phosphatidyl éthanolamine.

dp : Degré de polymérisation.

EDTA : Acide éthylénediamine tétraacétique.

EGFP : Enhanced green fluorescent protgirgtéine fluorescente verte optimisée.
IARC : International agency for research on cancer, Agerieenational de recherche sur le
cancer.

IRES : Internal ribosomal entry site.

GFP : Green fluorescent protein, protein fluorescentéever

FACS : Fluorescence activated cell sorter, trieur deutesl

FITC : Fluoresceinsothiocyanate, isothiocyanate de fluorescéine.

gp100: Glycoproteine de 100 kDa.

HCSP : Haut comité de santé publique.

HDHE : L-histidine-(N,N-di-n-hexadecylamine)ethylamide.

HEPES : acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sutas.

HLA : Human leucocyte antigeantigenes des leucocytes humain.

HpK: Histidylated polylysinepolylysine histidylée.

HPV : Humanpapilloma virus, papilloma virus humain.

i.d. : Intradermique.

i.m. : Intramusculaire.

i.n. : Intranodullaire.

i.p.: Intrapéritonéale.

IP : lodure de propidium.

I.v. : Intraveineuse.

IFN : Interféron.

LFA : Lipofectamine.

LT : Lymphocyte T.

LPD : Liposome polymer DNA, complexe ADN/ARNmM-polymérégsealsomes.

LPR : Liposome polymer RNA, complexe ARNm-polyméres-ipmes.

MAGE : Melanoma-associated antigen, antigéne associé amnonée.

MAPK : Mitogen activated protein kinase, protéine kinastesée par les mitogenes.
MART1/MelanA: Melanoma antigen recognized by T cells / melanont@en A, antigéne A du
mélanome.

Mo-DCs : DC dérivées des PBMC.

MTT: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazatn bromide.



NBD-PE : N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)-1,2-dihexadeoyl-snglycero-3-
phosphoethanolamine, triethylammonium salt.

NK : cellules « Natural Killer ».

NLS : Nuclear location signal, signal de localisationléate.

ODN : Oligodésoxynucléotides.

OMS : Organisation mondiale de la santé.

PAP : Prostatic acidic phosphatase, phosphatase acideptdestate.
PBMC: Peripheral blood mononuclear cells, cellules moctaas circulantes.
PBS : Tampon phosphate salin pH = 7,4.

pDC : Cellule dendritique plasmacytoide.

PEG : Polyéthylene glycol.

PEI : Polyéthyleneimine.

PET : PBS avec 0,02% d’EDTA et 2;5/ml de trypsine.

pLK: Poly-L-lysine.

pLK-His : Poly-L-lysine histidylée.

RE: Reticulum endoplasmique.

RLU: Relative light units, unités de lumiére relatives.

S.c :Sous-cutanée.

SVF : Sérum de veau feetal.

TAA : Tumor associated antigen, antigene associé angurs.
TCR : Récepteur des lymphocytes T.

Th : Lymphocytes T auxiliaire (" helper ™).

TIL : Tumor infiltrated lymphocytdymphocytes T infiltrés.

TLR: Toll like receptorrecepteur de type Toll.

UV: Ultraviolets.

UTR : Untranscribed regiomggion non transcrite.



Introduction

Le cancer est une maladie déja décrite par leptiems (papyrus Ebers, 1600-1500 av j.c.)
causant 7,4 millions de décés dans le Monde en 20@di mobilise de nombreux chercheurs a
travers plusieurs plans nationaux en France, awaog-Uni et aux Etats-Unis d’Amérique. Les
cancers ont compté pour 32,9% des causes de désdsrhmes en France entre 2003 et 2007 et
pour 23,4% des causes de déces des femmes suméatte période (INVS, 2010). Il existe de
nombreux types de cancers et si quelques-uns colam&ancers des voies respiratoires et
digestives ont diminué avec les restrictions desoormation d’alcool et de tabac, ce n’est pas le
cas de la plupart des autres types de cancerseXeanple, le mélanome est un de ceux dont
l'incidence augmente en France et dans le Mondeégeession spontanée de mélanome est rare,
elle est estimée a 0.2-0.4% par I'Agence Intermati® de Recherche sur le Cancer (IARC, 2008)
démontrant la nécessité de développer des traitsrappropriés et en particulier des vaccins.

M. Harald zur Hausen a recu en 2008 le prix NoleeMe&decine pour avoir montré le lien entre le
papilloma virus humain luman Papilloma Virus, HPV) et le cancer du col de l'utérus. Deux
sociétés pharmaceutiques (Merck et Glaxo Smith &licommercialisent des vaccins contre ce
virus (Gardasil et Cervarix respectivement). Sedies modeles de projection de I'Organisation
Mondiale de la Santé (OMS), I'administration de eascins a plus de 70% des jeunes adolescentes
(10-13 ans) permettra s’ils sont efficaces pengantminimum 10 ans, de diminuer fortement
I'incidence des cancers du col causés par les gée®tviraux 16 et 18 responsables de 70% des
cancers du col invasifs dans le monde (OMS, 2009).

Les traitements utilisés pour les mélanomes difterigelon I'évolution de la pathologie. Les
meélanomes de stade précoce localisés de faconfisigller dans la peau ou les ganglions proches
de la tumeur primaire peuvent étre excisés chicatgment. D’autres traitements sont nécessaires
pour stopper la progression et prévenir la fornmatile métastases comme la chimiothérapie
(dacarbazine, temozolamide), la radiothérapie, 'manunothérapie. Cette derniere consiste a
stimuler les défenses de I'organisme contre lekilesl tumorales. Les cellules cancéreuses sont
caractérisées par une expression dérégulée de ganesr des mutations affectant leur fonction.
Ces anomalies conduisent & une production de pesté&inormales, a la surexpression des protéines
normales ou a I'expression de nouvelles protéiResir certains cancers, un (des) antigene(s) a
(ont) été identifié(s). Ainsi, dans les cancers élamome, il existe des antigénes spécifiques des
mélanocytes transformés en cellules tumoraletesMAGE-1 et MAGE-3 (Melanoma Antigen)

et d’autres tels que tyrosinase, gp-100 (glycojmetde 100 kDa) et MART-1 (Melanoma Antigen
Recognized by T Cells 1) présents sur les mélapsayprmaux, et surexprimés par les cellules du
mélanome. Ces antigenes peuvent étre utilisés ipoluire une réponse immune vis-a-vis des

cellules cancéreuses pouvant conduire a I'élinomaties mélanomes.



Pour stimuler une réponse immune anti tumorales) lagtigene(s) peuvent étre introduits
dans l'organisme sous forme protéique ou sous fatm@eptides (polypeptides de moins de 50
acides aminés). On peut également utiliser I'acideléique (ADN ou ARNm) codant I'antigene
pour faire produire directement I'antigene tumagral les cellules immunitaires et notamment les
cellules présentatrices d’antigenes telles qued#sles dendritiques (DC).

L’induction d’'une réponse immune spécifique paredtion de 'ARNm d’'un antigéne
tumoral est une approche innovante. C'est de phes alternative sécurisante aux stratégies de
vaccination ADN par thérapie génique virale et noale. L'injection d’'une formulation contenant
'ARNmM est également une alternative intéressahtaa@ns colteuse par rapport aux stratégies de
thérapie cellulaire avec des cellules dendritiquesle transfert adoptif de lymphocytes.

L’équipe du Dr Patrick Midoux a développé une folation vaccinale originale pour le
mélanome constituée de lipopolyplexes (LPR) comeHARNmM d’'antigene MART-1. Les LPR
sont une formulation a trois partenaires composeéel’ARNm condensé avec un polymeére
cationique et de liposomes (Mockey et coll., 2008ns le modéle du mélanome murin B16F10, la
vaccination avec ces LPR induit des lymphocytegtdtoxiques anti-B16F10 qui conduisent a un
retard de développement de tumeurs primaires etélastases pulmonaires.

Au cours de ma these, je me suis consacré a I'tgattron de ces formulations, en
développant d’autres lipopolyplexes et un ciblatps lipopolyplexes spécifique aux cellules
dendritiques.
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|_Les Cancers

A. Incidence et mortalité

Entre 1996 et 1998, 43% des hommes et 38% des feramagent un risque de développer un
cancer au cours de leur vie aux Etats-Unis d’Amei@Jemal et coll., 2002). Ces pathologies ont
été responsables de 6 millions de morts en 2008 l@avonde (OMS, 2002). Selon les estimations
de 'OMS, 12 millions de personnes ont été diaggases porteuses d’'un cancer en 2008, 7
millions en sont mortes et 25 millions vivent akecancer. Pour 2009, les estimations faisaiemt éta
de 12,4 millions de cas de cancers a travers ledel@b 7,6 millions de morts. Le cancer qui a la
plus forte prévalence est le cancer du poumon [@suhommes et celui du sein pour les femmes
(IARC, 2008). Comme on peut le voir dans le tabléade risque de développer un cancer a
pratiguement doublé en France entre 1980 (16&88pet 2005 (319 380 cas) ; 146 000 personnes
sont mortes d’'un cancer en 2005. L’incidence des@a a augmenté de 93% pour les hommes et
84% pour les femmes. Elle augmente plus fortemaatlgur mortalité. Ceci s’expliquerait par le
fait que plusieurs tumeurs agressives ont recuié & la diminution de la consommation d’alcool
et de tabac et que des cancers dits « de diagfiagticable » sont plus fréquemment diagnostiqués
(Institut de Veille Sanitaire, 2008). Les trois égpde cancers les plus diagnostiqués aux Etats-Unis
d’Amérique chez les femmes en 2008 sont les carnterein (26%), du poumon, du colon et du
rectum. Ces deux derniers représentent 50% de®rmarOn s’'apercoit que la mortalité due au
cancer aux Etats-Unis d’Amérique est la méme adjbur qu’il y a 50 ans alors que la mortalité
due aux maladies cardiaques, vasculaires ou iafesgs a diminué de 2/3 (Varmus, 2006 ; Jemal et

coll., 2008). Cette disparité montre la difficutté trouver des traitements contre les cancers.
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Tableau 1 : Répartition du nombre de malades de caer en France entre 1980

et 2005.
1980 1985 1990 1995 2000 2005
Lévre-Bouche-Pharynx 13280 14414 14812 14549 136602270
Esophage 5494 5591 5542 5381 5001 4721
Estomac 8904 8420 7942 7529 7074 6794
Colon-rectum 23804 26470 29187 31990 34623 37413
Foie 1768 2381 3190 4191 5276 6433
Pancréas 2652 2877 3351 4129 5331 7218
Larynx 4774 4886 4794 4542 4177 3735
Poumon 17912 19982 22186 24685 27440 30651
Plévre 343 493 651 794 887 906
Mélanome de la peau 2210 3202 4386 5628 6701 7401
Prostate 10756 14190 18979 26760 39636 62245
Testicule 977 1157 1349 1544 1745 2002
Sein 21704 25114 29649 35392 42000 49814
Col de I'utérus 5136 4431 3939 3576 3295 3068
Corps de I'utérus 4287 4427 4640 4912 5274 5774
Ovaire 3403 3613 3818 4023 4218 4375
Vessie 7149 8198 9055 9631 9795 9679
Rein 3689 4653 5647 6614 7420 7949
Systéme nerveux central 2360 2700 3057 3429 3770 2011
Thyroide 1352 1773 2415 3366 4726 6672
Lymphome malin non 3727 5160 6684 8179 9395 10224
Hodgkinien
Maladie de Hodgkin 1422 1428 1431 1431 1463 1544
Myélome 1865 2237 2681 3215 3827 4516
Leucémies aigues 1085 2144 2320 2534 2779 3082
'-e“c‘i[:‘rign'mgh""'de 1810 2033 2286 2576 2883 3224
Tous cancers 168850 188742 211776 239792 273518 3819

D’aprés (Belot et coll., 2008).
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B. Le mélanome

Bien que les mélanomes ne représentent que 4% alesers dermatologiques, ils sont
responsables de 80% des morts de cancer de IgMékeu et Mihm, 2006). De plus, leur incidence
et leur mortalité ont augmenté ces dernieres an(Esdeau 1 et Fig. 1). Les chirurgiens sont
confrontés a un dilemme face a des patients av@mééanomes primaires localisés. L'ablation du
ganglion le plus proche est souvent responsabléa deortalité et est rarement associée a un
bénéfice pour le patient. L'excision de la tumetimaire est une alternative possible et est suivie
d’observations réguliéres du patient pour déteddsr métastases dans les ganglions. Chez les 20%
de patients qui développent des métastases gangiies durant la période d’observation, les
ganglions sont ensuite excisés. Ceci permet pour 86s patients d’éviter la mort mais pour les
20% de patients restants, le délai d0 a I'obsarmagiermet aux métastases de gagner d'autres
ganglions. Ainsi, aucune des deux approches nigitnale pour le traitement de mélanomes de

stade précoce (Cochran et coll., 2006).

B Nombre de cas estimés
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Figure 1 : Estimation Nationale de l'incidence et d la mortalité des mélanomes
de 1980 a 2005 en Franc@ partir des données de (Belot et coll., 2008).

Selon les estimations, il y aurait eu en Franc®l7douveaux cas de mélanome en 2005
(12™rang chez les hommes éf"8rang chez les femmes) avec des taux d'incidenca &i@our
100 000 pour les hommes et 8,8 pour 100 000 paufdemes ; 1440 décés en France et 20%
d’augmentation depuis 1980 (HCSP, 2009).
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Figure 2 : Schéma de la pealA partir de (ACS, 2010).

Les mélanomes dérivent des mélanocytes présents ldatame basale de I'épiderme
(Fig. 2). Les mélanocytes sont les photo-protestelgr la peau. Ces cellules ont pour fonction de
sécréter la mélanine et de protéger des radiatidhkes autres cellules de la peau. Le bronzage est
une réponse de défense aux UV. Les mélanocytesteptide la mélanine qu’ils transferent aux
kératinocytes ou elle absorbe et dissipe I'éneie Si la plupart des kératinocytes et des autres
cellules de la peau répondent aux radiations U\Vmenirant ou en arrétant leur cycle cellulaire
apres lésion de I'ADN, les mélanocytes résisterduxia ces radiations. Ces derniers stimulent la
production de facteurs de croissance par les ké@ties qui agissent sur la croissance des
mélanocytes. Les UV induisent des mutations, engréickes réactions immunes dans la peau,
augmentent la production locale de facteurs dessanice et provoquent la formation de radicaux
libres délétéres pour les kératinocytes et les moglgtes (Gandini et coll., 2005 ; Aggarwal et coll.
2006 ; Miller et Mihm, 2006 ; Gray-Schopfer et col007).

Lors de la tumorigénese, les mélanocytes échappecdntréle des kératinocytes et forment
des mélanomes. 80% des cas de mélanome seraieat uliss exposition au soleil et les risques
augmenteraient avec certains facteurs tels quesda jplanche, les cheveux roux, des taches de
rousseur, l'exposition au soleil pendant I'enfantE€me sans coups de soleil, I'exposition
intermittente au soleil et utilisation de lampeshidenzage (Giblin et coll., 2007). Les mélanomes
apparaissent a partir de grains de beauté dan®%0d8s cas. Il existerait une corrélation entre les
inflammations dues aux coups de soleil et a la audeécigarette et le développement de cancers du
poumon et de mélanome. De plus, les mélanomes gerssent des facteurs de risque propres tels

gue goudron de houille, arsenic et radiation. dl yn risque accru de mélanome pour les personnes
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ayant pratiqué le bronzage artificiel avant 'age3® ans, ce qui pourrait avoir entrainé des effets
délétéres sur la réponse immune.

Les UV générés par des lampes a bronzer sont d&inés supérieures a ceux regus du soleil
apres filtration atmosphérique de la plupart des RJ¥t C. Les UV B sont les plus dangereux et
sont des carcinogénes directs alors que les UV des carcinogenes indirects (IARC, 2006 ;
ACS, 2008 ; OMS). Mais, bien que les mélanomesnsdies aux UV, les zones de distribution sur
le corps ne sont pas toujours liées a celles exgas&ees, 2008).

C. Diagnostic et classification
a. Dépistage

Une détection précoce des tumeurs augmente lesehaie succes des traitements, le
nombre de cellules tumorales a détruire est plidefat celles-ci n’auraient pas encore acquis tous
les mécanismes de résistance a la réponse immunenm® des métastases dormantes ou actives,
sources de récurrences. Dans le cas des mélandaneistection se fait classiquement par
observation et palpation. Les |ésions mélanomassemblent fréquemment a des Iésions bénignes
ne nécessitant aucun traitement (Marghoob et c20Q9). L'IRM (Imagerie par Résonance
Magnétique), la radiographie et I'échographie saurgsi utilisées. Des biopsies sont fréquemment
pratiqguées pour confirmer un diagnostic visuel ntailes-ci peuvent étre partielles et I'excision
peut avoir été réalisée dans une zone saine. 88%atede mélanome sont traités de cette facon
(Lipsker et coll., 2007).

b. Classification
Les mélanomes cutanés sont classés en quatreyp@mssprincipaux :

- lentigo : le mélanome apparait dans un lentigoegti plus frequemment présent dans la

région téte et cou.

- superficiel : développement superficiel du mélaeavant I'invasion verticale.

- nodulaire : progression rapide du mélanome ; tggeus agressif.

- acral lentiginous melanoma : Iésions pigmentéepaume, plante, sous les ongles, rares.

Des caractéristiques phénotypiqgues communes pemhddt classification entre mélanome
in situ, tumeur primaire ; mélanome issu de grain de lgedont il a gardé la forme et qui possede

une couleur uniforme ; mélanome invasif touchansielurs couches de la peau et nodules (Fig. 3).
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Figure 3 : Caractéristiques phénotypiques des priripaux types de mélanome
(OMS).

a) Mélanome issu d’'un grain de beauté.

b) Mélanome : noter 'asymétrie, les bords irréguliefrta couleur non uniforme.
c) Petit mélanome < 3 mm.

d) Mélanomein situ : Iésion plate, brune avec bords irréguliers.

e) Mélanome invasif : forte asymétrie et différencescduleur.

f) Nodule de mélanome.

La classification de Clark pour les tumeurs esébasur I'invasion des tissus sous-jacents
par les mélanocytes. Elle comprend quatre stad@sI{l) : stades | et Il = localisé (confiné a
'organe d’origine), stade Il = régional (aux alears de I'organe d’origine), stade IV = distant /
métastasique (loin du foyer tumoral) (Marghoobadk c2000 ; Owen et coll., 2001) (Fig. 4).

1.0

0.9 4
Stage | (n=9175)
0.8 1

0.7 -

0.6 4
Stage Il (n=5739)
0.5 -

0.4 +
Stage lli{n=1528)

0.3 +

Proportions de survivants

0.2 +

0.1 1 Stage IV{n=1158)

——

0.0 T T T T T T T T T T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Survie (années )

Figure 4 : Survie de patients atteints de mélanomselon le temps et le stade de
progression de la maladie(n = nombre de patientspdapté d’American Joint
Committee on Cancer, 2002
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Les patients atteints de mélanome métastasiquae($t§ ont une espérance de vie moyenne
de 6 mois et des chances de survie a 2 ans de5%&Qummins et coll., 2006 ; Dudley et coll.,
2008). Les taux de survie a 5 et 10 ans sont céspment de 91% et 89% mais ils sont
respectivement de 65% et 15% a 5 ans pour un nréknégional et distant. Il est important de noter
gue les traitements pour lesquels aucun recul stexdont d’abord essayés sur des patients attints
mélanomes a des stades avancés (lll ou 1IV) poudé&erminer I'innocuité (Fig. 4). Ces mémes
traitements s'ils étaient utilisés sur des patieletstades précoces pourraient avoir plus de succes

La détermination d’un effet clinique en réponse fraitements anticancéreux, a été standardisée et
la réponse objective au traitement (Objective CahiResponse, RECIST : Response Evaluation
Criteria in Solid Tumors) est définie par 30% ddueion de la somme des plus grands diameétres des
Iésions mesurés avant traitement. Pour 'OMS upenge objective signifie 50% de réduction dans la
somme des produits des diametres perpendiculaggdédions. Dans les deux cas, il ne doit pas y
avoir apparition de nouvelles Iésions pendantdigeiment (Dalton et Friend, 2006 ; Rosenberg dt, col
2008).

D. Mécanismes de la transformation mélanomale

Dans les conditions physiologiques, la prolifénatides mélanocytes est régulée par les
kératinocytes soit par contact cellulaire soit dies facteurs de croissance. La transformation des
meélanocytes s’accompagne d’'une modification depfegsion des molécules d’adhésion (E-cadhérine

vers N-cadhérine) et d’une altération des jonctgsrsées entre kératinocytes et mélanocytes.

Pendant leur transformation en cellules cancérdgisgs5s), les mélanocytes acquiérent la capacité
de croissance non régulée puis celle de formatométastases. Ces modifications s’accompagnent de
mutations de genes contrbélant la prolifération utaite, les propriétés adhésives des cellules et

'apoptose.

La transformation des mélanocytes est détectablphotogiquement en suivant la régle ABCD
pour asymetrie (A), irrégularité de contour (Bo)denodification de la couleur (C) et du diametre de

la 1ésion (D).
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Figure 5: Changements phénotypiques et physiologigs associés a la

progression du mélanomeAdapté de (Miller et Mihm, 2006).



E. Antigénes de mélanome

Plusieurs antigenes spécifiques des mélanomesesmntnus par les lymphocytes T autologues.
Deux types d’antigénes de tumeurs peuvent étrangiists : mutations ponctuelles qui génerent de
nouveaux peptides ou qui donnent de nouveaux égdtepexpression de genes tumeur spécifique.
Un faible pourcentage est spécifique de la ligreérengnale (Cancer Testis Antigens). Les antigenes
présentent des séquences immunodominantes, d@st-ai stimulent plus efficacement le
systeme immunitaire, qui sont utilisées sous fodaeeptides et de protéines (Tableaux 2 et 3)

(Sato et coll., 2009). Plusieurs de ces antigemsscmmuns a d’autres types de cancers.

Le tableau 2 montre que trois antigenes de mélangynesinase, MART-1 et gp 100) sont

exprimés dans les métastases de plus de 90% destpastteints de meélanome a stade

métastasique.

Tableau 2 : Principaux antigenes de mélanome recons par les lymphocytes T,
pourcentage d’expression de ces antigénes dansnhedtastases de patients

Expression dans

[ 4 Restriction Position
Geéne es metastases HLA Séquence peptidique dans la
(nombre de cas) proteéine
A2 KVLEYVIKV 278-286

MAGE-A1 46%
A3 SLFRAVITK 96-104
Al EVDPIGHLY 168-176

MAGE-A3 74%
DP4 KKLLTQHFVQENYLEY 243-258
MAGE-A4 28% A2 GVYDGREHTV 230-239
MAGE-A10 47% A2 GLYDGMEHL 254-262
MAGE-A12 62% Cw7 VRIGHLYIL 170-178
MAGE-C12 59% A2 ALKDVEERV 336-344
Tyrosinase > 90% A2 YMDGTMSQV 369-377

Melan-A/IMART1 > 90% A2 ELAGIGILTV 26-35

209-217

0,
gpl00 > 90% A2 IMDQVPFSV (T210M)

Adapté de (Boon et coll., 2006).
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Dans le tableau 3, les différents types d’antig&tgeemélanome sont présentes, on distingue :

- antigenes de différenciation (gp 100, MART-1) exg@s par les mélanocytes et les
mélanomeslls sont exprimés dans les tumeurs mais égalemeriagbn limitée dans les
cellules normales des tissus sains correspondaatsplupart sont retrouvés dans le
mélanome et les mélanocytes. Parmi eux la tyrosjngp100, MelanA/MART-1 qui

participent a la biosynthese de la mélanine damikganocytes.

- antigénes uniques subdivisés en deux groupes:atdgenes dus a des mutations
ponctuelles (uniques) comme CDK4cetaténine et ceux présents dans les mélanomes et
absents dans les mélanocytes comme GnT-V (N-atetglgpmyl transférase C). Les
mutations présentes entrainent I'activation des/owlulaires comme la prolifération. C’est
notamment le cas BRAF, dont les mutations sontcéss® a 50% des meélanomes. Ces
mutations sont mutuellement exclusives et causagctiation constitutive de sérines-
thréonine kinases de la voie MAPK permettant unpaegion des cellules cancéreuses
(Miller, 2006).

- antigenes de prolifération associés a une stiioualalu cycle cellulaire (cyclines A, B1,

D1, D3 et E, cdk2), a la surexpression de la téfase

- antigenes de signalisation avec diminution desibdité aux régulateurs de croissance
(baisse d’expression de PTEN) et augmentationedgiession d’oncogenes comme c-myc.
Ce groupe comprend également des protéines antiatmpes (survivine), hTERT et les

protéines suppressives de tumeurs (p53, Bcl2).

- antigenes de profil métastasique qui par modifica d’expression des protéines
d’adhésion extracellulaires (perte d’expressiofieleadhérine au profit de la N-cadhérine)
et par expression de protéases de digestion datlecmextracellulaire (MMP) permettent la

dissémination tumorale.

Barrow et coll. ont comparé I'expression d’antigede mélanome en fonction du stade par

immunohistochimie sur des biopsies de mélanomasgmés, de métastases ganglionnaires, de

métastases sous-cutanées et de métastases digBartesv et coll., 2006). lls ont montré que les

antigénes de différenciation des mélanocytes sgmireés a tous les stades dans les biopsies de

plus de 90% des patients. Leur étude a permis degrerajue certains antigenes sont corrélés a la

progression des mélanomes vers le stade métastarewffet, les antigenes MAGE-Al et

MAGE-A4 sont exprimeés, respectivement, dans 20%%tdes mélanomes primaires et 51% et

44% des métastases distantes ce qui en fait depiewas de diagnostic.
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Tableau 3: Marqueurs de mélanome.

o e Tyrosinase TRP-1, TRP-2 AIM-1 Mitf
Différenciation
gp100, MART1 MC1R S-100 HMW-MAA
Cyclines
Cdk2 1, p15] p211, p27] PCNA 1, mdm-2 1
Prolifération A, B1, D1/D3, E?
pl6 | Ki67 1 téloméraset
c-kit | N-ras 1 . .
Signalisation a-caténine| ?rzﬁiféfrlijr:ea la PTEN |
c-myc 1 EGFR] !
Facteurs de ATF-1 1 AP-2| NFKB |
transcription
E-cadhérine | ICAM-1 1 avp3 1, avp6 1
Adhésion N-cadhérinet MCAM 1 CD44 v61
VCAM-1 | ALCAM 1t
PA-system?
Protéases MMP-1, 2, 9, 131 MT1-MMP 1 EMMPRIN 1
Cathépsines B, D, H, Lt
TIMP-1, 3 1
CD63 | Ostéonectinet
Autres CTAs 1
HLA classe | | Fas/Fas ligandt
HLA classe Il 1

1 expression augmente avec la progression tumaopadepression diminue avec la
progression tumorale. TRP: protéine reliée a lasigase; MC1R: récepteur a la
mélanocortine 1; AIM-1: absent du mélanome; S-1@M% soluble dans le sulphate
d’ammonium a pH neutre ; Mitf: facteur de transtdp de la microphtalmie;
HMW-MAA: antigene de haut poids moléculaire assoc& mélanome;
PCNA: antigéne des cellules en prolifération; MDM2ncogéne murin double
minute ; N-ras: homologue de l'oncogene viral RA®s dneuroblastomes;
EGFR: récepteur au facteur de croissance de I'épelePTEN: homologue de la
phosphatase et de tensin; ATF-1: facteur de trgotsxnr activateur 1; AP-2: protéine
activatrice 2 ; VCAM: molécule dadhésion des deldu vasculaires;
ICAM: molécule d’adhésion intercellulaire; ALCAMmolécule d’adhésion des
cellules leucocytaires activées ; MMP: metallo t@imase de la matrice;
EMMPRIN: inducteur des metallo protéinases de Hrite extracellulaire ; PA-
system: systéeme phosphatase alcaline; CTAs: amfigéle cancer des gonades.
A partir de données de (Lowe et coll., 2007 ; Mabwa et Bar-Eli, 2008 ; OMS).
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Il_ Le systeme immunitaire

A. Les voies de la présentation antigénique

Pathogenes Présentation croisée

Pathogénes cytosoliques ) N .
9 W q extracellulaires d’antigénes exogéenes

Tout lul Cellules Macrophages et
oute ceflule présentatrices cellules dendritiques
Apprétement des Cytosol Vésicules Cyotosol
antigénes spécialisées rétrotranslocation
Peptides liés au CMH-| CMH-II CMH-I
Présentés aux LT CD8 * activés LT CD4 * LT CD8* naifs
La cellule
Effet sur la cellule Mort cellulaire Activation présentatrice peut

reconnue activerun LT CD8 *

Figure 6 : Modes de présentation des antigene&dapté de (Murphy et coll., 2010).

Classiqguement on distingue trois types de voieprdsentation ou apprétement de I'antigene :
la présentation des pathogénes cytosoliques surcdesplexes CMH-I (Complexe Majeur
d’Histocompatibilité de classe I), la présentatt@s pathogenes extracellulaires sur les complexes

CMH-II (CMH de classe Il) et la présentation cr@sdes molécules exogenes sur le CMH-I
(Fig. 6).

Tous les types cellulaires expriment les molécdi@sSCMH-I mais présentent I'antigene avec
des efficacités tres différentes. La majorité deltutes peut donc étre la cible de lymphocytes T
cytotoxiques. Cependant, ces derniers doivent aupat étre activés par des cellules présentatrices
d’antigenes professionnelles qui sont les lymphexyB (LB), les macrophages et plus
particulierement les cellules dendritiques (DC)ofhbetta et Mellman, 2005 ; Robson et coll.,
2010). Bien que les LB ne soient pas les plus psid@nelles, elles sont les plus spécifiques. Leur
capacité a présenter I'antigéne est liée a leurtiom primaire de sécrétion des immunoglobulines,
alors que pour les DC la fonction principale esstienulation des lymphocytes. Les macrophages
expriment CMH-I et Il, et en augmentent les niveagxes inflammation. Mais ces niveaux sont
faibles comparés aux LB ou aux DC ce qui expligoarguoi les macrophages stimulent moins
efficacement les LT. De plus, méme avec leur fadpacité d’endocytose, les endosomes des
macrophages ne sont pas spécialisés pour la paéisendes antigenes et seraient plus adaptés a la
digestion du matériel internalisé. Contrairement macrophages et aux LB, la fonction primaire
des DC est la présentation des antigénes. Les 43 @hacrophages stimulent les lymphocytes T
naifs (Pozzi et coll., 2005).
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a. Voie endogéne de présentation sur les molécules diomplexe Majeur

d’Histocompatibilité de classe | (CMH-I)

Les antigenes d’'un pathogéne intracellulaire (asté&irus) ou d’'une protéine endogéne
anormale sont dégradés dans le protéasome aprpstinyilation. Les épitopes peptidiques issus de
cette dégradation sont transportés du compartirogosolique vers le reticulum endoplasmique
(RE). Au niveau de la membrane interne du RE, péement correct de la chaine lourde du CMH-I
et de 1a32 microglobuline permet la fixation des peptides agt facilitée par I'interface crée par la
tapasine et les TAP (protéines associées au trendpd’antigéne). La molécule CMH-I est un
hétérodimere assemblé dans le RE. Avant liaisopapiide, les nouvelles molécules de classe |
sont retenues dans le RE par des interactions #&&cmolécules chaperonnes calnexine,
calciréticuline et ERp57 ainsi que d’autres praiassociées comme la tapasine. Les molécules du
CMH-1 présentent un peptide de 8 & 10 acides amédf et Ploegh, 1995). En absence du
peptide, les hétérodimeres de classe | sont irestadtl se dissocient a température physiologique
(Rock et Goldberg, 1999). La liaison d’'un peptitibsdise I'interaction entre les chaines lourdes et
légeres et permet au complexe peptide — CMH-I e'&ansporté vers la membrane plasmique (Fig.
7). Des lymphocytes T cytotoxiques antigéne-spgues ou CTL, aprés reconnaissance du
complexe CMH-I-peptide par le récepteur des lymptec T (TCR) seront actives et iront détruire

les cellules qui présenteront le méme couple CMidgtide.
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Figure 7: Origine des peptides présentés sur le CMN de classe |I.
D’aprés (Trombetta et Mellman, 2005).

b. Voie exogene de présentation sur les moléculas @MH de classe |l

Les pathogenes extracellulaires sont endocytéshagqeytés par les cellules présentatrices
d’antigenes (CPA) et dégradés dans les lysosom@hago-lysosomes. Les fragments peptidiques
produits ne sont pas transportés vers le RE, nsamcas aux molécules CMH-I1I présentes dans des
vésicules de sécrétion particulieres. Les moléc@lddH-11 sont localisées initialement a la
membrane interne du RE ou elles sont sous une famawtive car complexées a la molécule
invariante li (CD74) (Bryant et coll.,, 2002). Lagtadation de la chaine invariante li par les
protéases contenues dans les endosomes tardifee géméragment de 21 acides aminés appelé
CLIP (peptide li associée aux classes Il). Ce peptéste associé au site de fixation peptidique de
la molécule de CMH-II. Arrivé dans un compartimemdosomal spécialisé, CLIP est libéré par
'action de la molécule HLA-DM chez 'Homme et H2-ihez la souris. L'accumulation de
molécules CMH-II néo synthétisées observée dansnadosome tardif spécialisé a conduit a la
dénomination de « MIIC » (compartiments riches &tHZIl), ou « CIIV » (vésicules de classe II).

Les complexes CMH-II-peptide retournent a la swafde la cellule et participent a la stimulation
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des lymphocytes auxilliaires ou T helper (Th). Gesphocytes organisent par la suite une réponse
immune a médiation cellulaire et/ou humorale colgngathogene reconnu.

Pour gu’'une réponse T soit efficace, outre recasasice de I'antigene sur les CMH des
CPA, il faut également des signaux de co-stimutatidu départ la co-stimulation n’était censée
représenter que des interactions ligands réceptaiires que le TCR mais ce processus est plus

complexe (Croft, 2003 ; Krogsgaard et coll., 2007).

a. « Présentation croisée » ou voie vacuolaire de pe¥gation sur les

molécules du CMH-I

Récemment il a été montré que les CPA et plus qudigrement les DC, possedent
également la capacité a présenter des antigengeme® sur les molécules de classe | et a activer
des LT CD8 (Rock et Goldberg, 1999 ; Ackerman et coll., 20@8 mécanisme cassant le dogme
« antigene endogéne-CMH-I / antigene exogene-CM¥-Hst appelé « présentation croisée »
(cross-presentation ou cross-priming) (Rock et Geild, 1999) (Fig. 8). Cette présentation
s’effectue a partir d’antigenes aussi bien issusdllelles mortes par capture de corps apoptotiques

gu’aprés contact avec des cellules vivantes (Maitthet coll., 2010).
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Figure 8 : Présentation CroiséeD’aprés (Larsson et coll., 2001).
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Les antigenes internalisés rejoignent le cytosdl sjorés fusion des phagosomes avec le
reticulum endoplasmique, reticumum qui contient tleslécules CMH-1 soit aprés clivage
peptidigue des antigénes par la cathépsine Sisbiiaa des molécules CMH-I présentes dans les
endosomes (Rock et Shen, 2005 ; Groothuis et Need{#5). Ce mécanisme de présentation fait
intervenir le protéasome pour certains antigenesnoe le montre le blocage de la présentation
croisée par des inhibiteurs du protéasome (AmigostrSavina, 2010). Lorsque les antigénes sont
internalisés par une endocytose via le réceptel€-RE5 (lectine reconnaissant des sucres dont le
mannose) et la phagocytose, ils peuvent conduireeaprésentation croisée (Ackerman et coll.,
2003). Bonifaz et coll. ont montré un ciblage dedlutes dendritiques et une présentation du
peptide ovalbumine sur les complexes CMH-I dansnaaéle murin aprés administration sous-
cutanée d’ovalbumine conjuguée a un anticorps monatanti-DEC 205 (Bonifaz et coll., 2004).
Comme DEC 205, le récepteur mannose (CD 206) gaetectivement a 'immunité adaptative. |l
permet la délivrance d’antigénes internalisés dksscompartiments riches en molécules du CMH
de classe Il (Sallusto et coll., 1999), de les gméar et d’activer les lymphocytes T CD#Engering
et coll., 1997; Engering et coll., 1997). CD 206rpet également de présenter de facon croisée des
antigénes solubles pour activer les lymphocytegtdtaxiques (Burgdorf et coll., 2006 ; Burgdorf
et coll.,, 2007). De facon intéressante, le pepHd#! (Keyhole Limpet Hemocyanin, protéine
immunogéne extraite de mollusques), fréquemmelgéitomme adjuvant doit, au moins en partie,
ses effets immunogénes a une interaction avecépt@éur mannose (Presicce et coll., 2008).

Dans le cas de la phagocytose, la formation d’umpastiment mixte phagosome / reticulum
endoplasmique, spécialisé dans la présentatioséz@ eté proposée. Il contiendrait a la fois les
antigenes exogénes, les molécules de CMH-I et dimbde de la machinerie nécessaire a
'apprétement ce qui permettrait de limiter la cetipon avec les antigénes endogenes présents en
grande quantité dans le cytosol et favoriseraitdliction d’'une réponse immunitaire contre une

agression extérieure (Guermonprez et coll., 2a8@ude et coll., 2003).
b. Les récepteurs TLR

Les récepteurs de type Toll (TLR, Toll Like Recejptont des récepteurs reconnaissant des
pathogenes. Il existe deux groupes de TLR, l'unsgmé a la surface des cellules, l'autre
intracellulaire (Kawai et Akira, 2005 ; Paulos etl¢ 2007).

Les TLR 1, 2, 4, 5 et 6 sont situés dans la menmgbElasmique et reconnaissent des
composants de micro-organismes notamment des nu#ifla surface de bactéries comme des
glycoconjugués de la paroi bactérienne. Les TLR21et 6 reconnaissent des lipoprotéines
bactériennes. Le TLR 4 reconnait le lipopolysaddeafLPS) de la membrane externe des bactéries
Gram-. Le TLR 5 détecte la flagelline, un constiiudu flagelle des bactéries Gram + et Gram -.
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Les TLR intracellulaires se trouvent dans des emti@s et reconnaissent des motifs exposes
aprées internalisation et dégradation des microasgaas. L'activation de ces récepteurs se produit
dans les endosomes tardifs, compartiments dangdissgn ne trouve normalement pas les acides
nucléiques de I'héte. Le TLR 3 est spécifique d&NAdouble brin, les TLR 7 et 8 reconnaissent
les ARN viraux simple brin qui sont riches en paigaanine/uracile et le TLR 9 les motifs CpG
non méthylés des ADN bactériens et viraux. L'adiorade ces récepteurs dans les DC se traduit
par le déclenchement d’'une réponse immune innégaliiani et coll., 2005).

B. Les réponses immunitaires de type Thl et Th2

Il existe deux types de lymphocytes T qui sontidgtables par I'expression des protéines de
surface CD4 et CD8. Ces deux types de celluleeo@nnaissent pas les mémes molécules CMH,
les lymphocytes CD4 reconnaissent les complexesidee@MH-11 et les CD8 les complexes
peptide-CMH-I. Les lymphocytes CD8 sont dits eféers. La réponse immunitaire spécifique
contre la plupart des antigénes est dépendantgrdpsocytes T auxilliares CD4Th).

Apreés activation, les LT CD4naifs se différencient en cellules fonctionnetlessoutien (Th 1
ou 2) selon qu'elles produisent, respectivement) &y ou de I'lL-4. Les cellules Thl sont
essentielles a la protection contre les infectiorigacellulaires alors que les Th2 protégent de
certaines infections extracellulaires (Seder et A#4m2003). Pour la différenciation des Thi,
linterleukine 12 (IL-12) produit par les cellulegrésentatrices d’antigenes en réponse aux
stimulations TLR, agit de concert avec les voiessimalisation et les facteurs de transcription
comme STAT4 et T-bet pour produire une réponse avdc la sécrétion d’'IFN De la méme
fagon, IL-4, STAT6 et le facteur de transcriptiolATA-3 sont essentiels au contrOle de la
différenciation Th2.

a. La réponse de type Thl

Ce type de réponse est dirigé contre un antiganacellulaire, comme ceux rencontrés lors
d’une infection virale ou d'un processus tumorigdres CPA (macrophages ou DC) présentent des
peptides antigéniques aux lymphocytes T CBdr les molécules du CMH-II. La production d’IL-
12 stimule les lymphocytes T CDers une réponse de type Thil.
Les lymphocytes Thl produisent a leur tour de Pllet de I'lFNy. Ces 2 cytokines stimulent les
lymphocytes T CDZet CD8, ainsi que les CPA et amplifient la réponse imrtairé. Bien qu’une
réponse primaire CTL puisse exister en absencenighocytes T CD%4 ceux-ci sont nécessaires a
I'établissement d’une réponse mémoire qui permettrdéclenchement immunitaire plus rapide en

cas de nouvelle stimulation (Bevan, 2004 ; Hartigadovinac, 2008).
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b. La réponse de type Th2
La réponse Th2 est caractérisée par une étroiteboohtion entre les lymphocytes T CD4
et les lymphocytes B dans la lutte contre le mémégene. Les lymphocytes B jouent un role
prépondérant en tant que CPA. Lors d'une réponsdype Th2, les lymphocytes T CD4
produisent les interleukines IL-4, IL-5, IL-6, 1L1OJet IL-13 et favorisent la commutation de classe

et la production d'anticorps (Seder et Ahmed, 2003)

[ll_ Vaccination contre le mélanome

Un cas de régression compléte et spontanée de onéaa été observé, mais le mécanisme
en reste inconnu (King et coll., 2001). Dans lapplt des cas, la régression des mélanomes est
corrélée a une infiltration de cellules immuniairet en particulier de lymphocytes T cytotoxiques
capables de détruire les cellules tumorales. EB,188h et ses collaborateurs ont été les prendiers
montrer l'activité cytotoxique dirigée contre lesllules tumorales, de lymphocytes T infiltrés
prélevés sur des patients atteints de mélanome€ttooll., 1988).

Plusieurs stratégies de vaccination anticancérsmusemises en ceuvre pour stimuler ce type
de cellules. Il faut distinguer la vaccination pgétive pour prémunir contre le développement
d'une pathologie, c'est le cas du vaccin contrepépillomavirus humain, de la vaccination
thérapeutique qui a pour but d’éradiquer les ceflulmorales chez les patients (Koutsky et coll.,
2002).

La vaccination consist& introduire un agent extérieur (le vaccin) dan®rganisme vivant
afin de créer une réaction immunitaire positivettmnne maladie. Le principe actif d’'un vaccin est
un antigéne destiné a stimuler les défenses nisiréé I'organismele systéme immunitaire. Le
vaccin préventif a pour objectif’ @uquer le systeme immunitaire pourifqueconnaisse un
pathogene avantdpparition de symptédme et 'gupuisse 1éliminer définitivement. Le vaccin
thérapeutique est lui administré dans un contextiegbogique. Les acteurs principaux de la réponse
immunitaire sont les anticorps, les lymphocytes necrophages et les cellules dendritiques.

Le mélanome est un cancer tres étudié d’'une paceppue les cellules cancéreuses issues
de biopsies de mélanome sont faciles a prélevetutaeurs primaires étant cutanées, a cultiver et a
immortaliser. D’autre part, il existe pour ce tyge cancer a la fois des modeéles bien caractérisés
comme le modele murin B16F10 et des modeles denomla spontanés chez la souris qui
permettent I'’étude de la progression tumorale dadermation de métastases (Poste et coll., 1982 ;
Cruz-Munoz et coll., 2008 ; Dankort et Curley, 2D08eci en fait un modele de choix pour la
vaccination anticancéreuse.

L’analyse des résultats de vaccination thérapeetpntre le mélanome réalisées entre 1995

et 2004 par I'Institut National du Cancer des Etdtés d’Amérique (NCI: National Cancer
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Institute) a révélé un taux de réponse global dedsfd que soit le type d’antigene utilisé sous
forme de peptides administrés directement, de \dtude cellules dendritiques. Cependant, un des
problemes de regroupement des résultats des diféérétudes est que dans certains cas, les criteres
d’évaluation des réponses cliniques ne sont passpf@rét temporaire de croissance, disparition
des symptdmes, nécrose tumorale, maladie stabiige lus longue que prévu) et non une réponse
objective. Les essais de vaccination anti-mélan@mneutilisant des épitopes peptidiques des
antigenes MART-1, gpl00 et tyrosinase chez desemtsti atteints de mélanome de stade
meétastasique ont été un échec. De méme, les gemathérapie génique en utilisant des virus
codant ces antigenes n’ont pas permis d’obtenirégenses satisfaisantes. Enfin, un trés faible
nombre de patients a répondu aprés traitement deeccellules tumorales modifiées (corps
apoptotiques ou lysats cellulaires) ou des celldesdritiques stimulées avec différentes formes
d’antigenes (Rosenberg et coll., 2004).

Taux de réponses objectives (RECIST) de patients at  teints de
mélanome métastasique traités au NCI
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Figure 9 : Pourcentages de réponses objectives datignts traités avec différents
modes de vaccination aux Etats-Unis entre 1995 eD@4. RECIST : Response
Evaluation Criteria in Solid Tumors, réponses ofiyes des tumeurs solides,
n: nombre de patients traités, ACT : Adoptive Citansfer / transfert adoptif de
lymphocytes, NMA : Non Myelo Ablative : traitemelymphodéplétif, TBI : Total
Body Irradiation / Irradiation. Adapté de (Rosempet Dudley, 2009).
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La figure 9 compare les succes de différents podéscde vaccination contre le mélanome en
administrant soit :

- de I'lL-2 ou des anticorps anti-CTLA-4 (antigenél&s lymphocytes T cytotoxiques).

- des antigénes : peptides, protéines ou acidesiquekcodant un antigene tumoral.

- des cellules immunes : réinjection de lymphocyte®lagues amplifiés et actives

Vivo.

Les résultats indiquent que I'administration d’gaties, d’IL-2 ou d’anticorps anti-CTLA-4
est peu efficace. La vaccination de patients dgele mélanome métastasique avec des antigenes
définis a entrainé des réponses favorables cheanima&rité de patients (5-10%) (Boon et coll.,
2006). Par contre, I'administration de lymphocyaesologues (ACT pour Adoptive Cell Transfer)
avec ou sans traitement lymphodéplétif (NMA : Nogdid Ablative, lymphodéplétion chimique ;
TBI : Total Body Irradiation, lymphodéplétion paradiation) montre de meilleurs résultats (50-
72%) (Rosenberg et Dudley, 2009).

L'irradiation est utilisee comme traitement desteuc des cellules cancéreuses, il faut
cependant noter que cette thérapie agressive a&négal un effet délétere sur les cellules du
systeme immunitaire. En effet, Liao et coll. ontntté que lirradiation de mélanomes B16
empéche le développement d’'une réponse immuneédirgpntre I'antigene MART-1 dans un
modéle murin (Liao et coll., 2009).

Malgré de bons résultats préliminaires, tres peuvateins se révelent efficaces du fait de la
résistance des cellules de mélanome a l'apopteasadV et coll., 2003 ; Yang et coll., 2006 ;
Chouaib et coll., 2009). Cette résistance impoetatgs cellules cancéreuses en géenéral a entrainé
I'échec des tests de phase Il de 13 vaccinscamier contre mélanome, cancer colorectal, cancer
du sein, cancer du pancréas, lymphome et canderptestate (Berinstein, 2009). Les mécanismes
de résistance a I'apoptose font I'objet de ciblesno-thérapeutiques et des molécules mimétiques
d’activateurs de l'apoptose sont maintenant ugks@our lever cette résistance a l'apoptose et

permettre d’augmenter I'efficacité des traitemdbtai et coll., 2009).

A. Vaccination par thérapie cellulaire
a. cellules dendritiques
De nombreuses approches vaccinales anticancérpasethérapie cellulaire utilisent les
cellules dendritiques (DC) pour présenter les antg et stimuler une réponse immune vis-a-vis
des cellules cancéreuses, principalement des lyoypd® T cytotoxiques (CTL, Bringmann et coll.,
2010).
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Trois types de DC sont couramment utilisés :

- les MoDC de phénotype CDI€D11¢/CD123 qui sont des DC générées vivo a

partir des monocytes circulants du patient.

- les DC circulantes du patient, de phénotype CIGR11¢/CD123.

- les DC CD34 généréesx vivo a partir des cellules souches hématopoiétiqiie34

prélevées au patient.

Les MoDC sont les plus utilisées car les plus éscih obtenir en grande quantité (100-
150 16 cellules par prélévement de Leucocytes) alors lgueifférenciation est plus difficile a
partir de DC circulantes ou de cellules CD3A4 partir de la littérature, il est cependant idifé
d’établir quel type de ces DC est préférable pauthErapie cellulaire (Aarntzen et coll., 2008 ;
Ballestrero et coll., 2008 ; Lesterhuis et collD08). De plus, les MoDC présentent une activité
immunitaire sans différenciation préalable en D@rdvcontact avec les antigenes. En effet, le
vaccin sipuleucel-T (Provenge) constitué de morexyutologues, activés apres prélevement par
des protéines chiméres GM-CSF / phosphatase aeidke grostate, a montré une augmentation de
la survie de patients atteints de cancer de lagtesge 33% par rapport au groupe contrble apres un
suivi de trois ans (Higano et coll., 2009). Celktérapie est maintenant approuvée par I'autorité de
régulation des drogues des Etats-Unis d’Amériquaeptésente la premiere immunothérapie
validée comme traitement contre le cancer (Dra@&Q}p

Apres prélevement et amplification, les DC sontvaetsex vivo avec des peptides ou des
protéines antigéniques ou bien transfectées avec agdales nucléiqgues codant les antigenes
tumoraux (Granucci et coll., 2005 ; Lesterhuis @t.c2008 ; Engell-Noerregaard et coll., 2009 ;
Van Nuffel et coll., 2010).

L'utilisation de peptides et de protéines ne perpegt de réponses immunes maximales
d’'une part parce que ces produits sont rapidemégriadés et, d’autre part parce qu’ils ne donnent
des réponses que chez les patients possédant llekescédymphocytaires avec les complexes
peptide-CMH adéquats. Pour ces raisons, |'utilisatl’acides nucléiques qui permet la génération
de tous les épitopes apres transfection est peetBaak et coll., 2009).

Les DC sont efficacement transfectées avec deswasctiraux. En particulier, les lentivirus
dérivés du VIH (Virus d’'lImmunodéficience Humain) au VIS (Virus d’Immunodéficience
Simien) ont un tropisme naturel pour les DC (Cha2@10). lls peuvent transduire 50% des DC
immatures. Les DC génétiquement modifiées gardent tapacité de maturation et restent
phénotypiqguement identiques aux DC non modifiéas sae leur viabilité ne soit affectée (Gruber,
2000). Cependant, l'utilisation de ce type de vecigésente deux risques majeurs. Le premier
étant l'intégration dans une région entrainanttil@tion de proto-oncogenes ou l'inactivation de

genes suppresseurs de tumeurs (Gunter et colB, ;1198cein-Bey-Abina et coll., 2003). Le second
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est le développement indésirable d’'une réponseiaaié par la présentation d'antigenes du vecteur
a la surface des DC infectées.

Des approches de transfection non virale sont aiéliés pour des problémes de sécurité et
de colt de production liés aux vecteurs virauxldc&gopermeéabilisation avec de ’TARNm permet
de transfecter 90-95% des DC (Weissman et colD020van Tendeloo et coll., 2001 ; Landi et
coll., 2007 ; Yamamoto et coll., 2009).

Ces résultats montrent donc une plus forte effiéase transfection des cellules dendritiques avec
FARNmM.

Bien que plusieurs validations de ces approekesvo aient été obtenues dans des modeles
murins ou il a été possible d'éradiquer des tumeerdcmi aprés injection de DC chargées avec
des peptides tumoraux, les réponses cliniques danadion contre le mélanome avec des DC, ne
dépassent pas 5-10% (Zhang et coll., 2007 ; Lastest coll., 2008). En vaccinant plus de 200
patients avec des DC activees avec des peptidestigbaes tumoraux, Aarntzen et ses
collaborateurs ont remarqué que les réponses elatvgimais lieu chez les individus a forte charge
tumorale, a forts taux de LDH (Lactate DesHydrogé)aavec des métastases dans le cerveau ou
avec des cancers a évolution rapide (Aarntzen lét 2008). Le taux de réponse (SD = stable
disease, maladie stable) était de 10-15% sur @lemréponses immunes ont été obtenues chez 60%
des malades avec des cancers localisés et ched&@Op@atients avec des cancers métastasiques.

Apres transfectiomx vivo, les DC sont injectées aux patients selon différgnies a savoir
intraveineuse, intradermique, intraganglionnairscets-cutanée. Lesteruis et coll. ont regroupé tous
les résultats de thérapie cellulaire avec celldlesdritiques pour comparer statistiquement les
protocoles utilisés (Lesteruis et coll., 2008).dBetux, bien que plusieurs auteurs affirment que
certaines voies d'injection des DC sont supérieued’autres pour l'induction de réponses
immunes, ce résultat n’est pas démontre statistiené

La plupart des DC injectées restent au site d’'tigacet seulement 1% migrent vers les
ganglions drainants chez 'Homme, migration nédessala stimulation de lymphocytes (De Vries
et coll., 2003 ; De Vries et coll., 2005). Les augeont rapporté que moins de 4% de DC avaient
migré vers les ganglions des patients aprés injedtitradermique de DC marquées avein.
Selon Aarntzen et collaborateurs, la plupart desiipgttées meurent par nécrose et apoptose apres
administration. De plus, le suivi de cellules ddmiies marquées avec des particules de fer
superparamagnétiques ou de l'iridium a montré qésgdeur injection dans les ganglions de
patients atteints de mélanome, seulement 50% étadellement dans les ganglions (De Vries et
coll., 2005 ; Aarntzen et coll., 2008).
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Enfin, Yewdall et coll. ont montré récemment queexHa souris, la stimulation d’'une
réponse immune apres injection de DC pulsées aa®peptides, exigeait le transfert des antigenes
aux DC endogénes (Yewdall et coll., 2010).

Une régression efficace et stable chez des patdteints de mélanomes a été observée avec
une absence de résurgence du cancer durant phisienées. Ces patients ont été traités avec des
cellules dendritiques obtenues par différenciatenmonocytes circulants autologues en présence
de GM-CSF et d’IL-4 puis activées avec des peptMART-1. Cependant, de tels succes n’'ont été
observés que pour deux patients sur les vingt-giggcomprenait I'effectif vacciné, révélant encore
une fois la difficulté a obtenir une régression dascers (Ray et coll., 2009).

Les chercheurs du Baylor Institute for ImmunologgsBarch dirigé par le Docteur Jacques
Banchereau ont obtenu de meilleurs résultats eainat des patients atteints de mélanome avec
des cellules dendritiques autologues chargées laveeptide adjuvant KLH et des peptides de
guatre antigenes de mélanome (MART-1, tyrosinasBGHE3 et gp 100). Certains patients ont
développé seulement des réponses CTL spécifiquabaatres des réponses cliniques. Il est
intéressant de noter que les patients qui n‘avgiast déclenché de réponse immune n’ont pas
développé de réponse cliniqgue. Cependant, le chemgiedes DC avec des peptides a entrainé sa
restriction allélique ; c’est pourquoi cet Instijulémarré un autre essai clinique dans lequ@&@s
autologues sont stimulées par des lysats de celldanélanome.

Les limites des efficacités cliniques des essatsqntés doivent toutefois étre tempeérés par le fait
gue la plupart des essais cliniques ont été faitsdes patients ayant des tumeurs métastasiques

mesurables et ayant déja subi de lourds traiten{Batkestrero et coll., 2008).

b. Transfert adoptif de lymphocytes

Il a été montré une relation entre la présenceyoiphocytes T infiltrés (Tumor Infiltrated
Lymphocytes, TIL), la survie des patients et lggoréses cliniques (Robbins et coll., 2004 ; Pages et
coll., 2005 ; Zhou et coll., 2005 ; Mihm et coll996). De plus, une orientation vers un profil Thl
est associée a un plus faible risque de récurréesdymphocytes T étant capables de détruire les
cellules cancéreuses et de se différencier enleglinémoires (Disis et coll., 2009).

Le transfert adoptif de lymphocytes (ACT, Adopti€ell Transfer) a été utilisé en 1988
pour la premiere fois et amélioré en 2002 en l'esst a une lymphodéplétion (Rosenberg et coll.,
1988 ; Dudley et coll., 2002).

Dans 50% des cas, les patients atteints de mélamo@testasique dont les tumeurs ont
résisté aux autres traitements ont eu des rép@usasves. Le transfert de CTL dirigés contre
lantigene MART-1 a entrainé des régressions. Dasphocytes infiltrés dirigés contre des
antigénes de meélanome sont détectés chez 80% teatpdDudley et coll., 2003). Chez ces
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patients, les lymphocytes doivent étre présentsoembre suffisant pour étre prélevés puis cultivés.
Les lymphocytes infiltrés sont prélevés puis angdifet activésex vivo avant réinjection. Les
meilleurs résultats sont obtenus lorsque leur addtnation est réalisée apres un traitement
lymphodeéplétif. Il reste cependant que 20% despttin’ont pas de lymphocytes infiltrés.

Lonchay et coll. ont montré que, bien que la frémpeedes lymphocytes T spécifiques
augmente apres vaccination, ceci n’est pas toupomrglé a un role effecteur de ces cellules dans
la régression tumorale (Lonchay et coll., 2004).olit montré que d’autres lymphocytes T tumeur-
spécifiques présents avant la vaccination étailrst sugmentés apres vaccination que les cellules
contre lesquelles le vaccin était destiné. Selon hgypothese, les lymphocytes T stimulés par le
vaccin interagiraient avec la tumeur et permetttageix autres lymphocytes T de devenir actifs et
prolifératifs. L'augmentation des fréquences de pimcytes T spécifigues résultant de la
vaccination peut donc entrainer la régression tateate facon directe ou indirecte.

Le phénotype des LT injectés est important. Letulesi CD7 CD27° CD28 CD62L" (type LT
mémoire centraux) sont plus efficaces que des U$ gifférenciés ayant perdu ces marqueurs. Il a
aussi été mis en évidence que les LT ayant leslphgs téloméres étaient les plus efficaces. Les
TIL ne sont pas des populations clonales de lymytiescT mais des populations tres hétérogenes
comprenant a la fois des cellules tres réactivesd’autres non. La compréhension des
caractéristiques des sous-populations qui les cear@ourrait permettre d’augmenter I'efficacité
des vaccinations directes ou par transfert ad¢ptied et coll., 2009).

Le probleme inhérent au transfert adoptif est émdardisation : en effet, ce traitement est
hautement personnalisé, demande du temps et ud gaaoir faire. Le traitement de chaque patient
est différent et un nouveau réactif est créé pdague patient. Le transfert de THest pas
toujours possible car ces cellules n’existent quezcertains patients. De plus, leur identificagbn
leur cultureex vivo restent difficiles (Rosenberg et coll., 2008 ; &uzerg et Dudley, 2009).

Il apparait que pour une thérapie efficace parsteah de TIL, les populations injectées doivent
posséder des lymphocytes spécifiques d’antigénesadcer. Kawakami et col. ont montré un lien
entre l'efficacité du traitement et la présence lglaphocytes spécifiques de gpl00 parmi les
cellules administrées (Kawakami et coll., 1995)alies résultats semblent indiquer que la
persistance a long terme (un mois) des lymphodydesferés serait nécessaire pour permettre des
régressions (Zhou et coll., 2005). Yee et ses goié ont transféré des lymphocytes T activés
provenant des cellules leucocytaires circulantegpatéents atteints de mélanome (Yee et coll.,
2002). Ces lymphocytes ont été stimulés par déde® dendritiques autologues activées avec des
épitopes peptidiques des antigenes gp 100 ou MARApiés trois étapes de stimulation a une
semaine d'intervalle, les lymphocytes spécifiques dntigénes ont été clonés et amplifiés avant
leur administration avec de I'IL-2. L’administratiod’lL-2 a prolongé la durée de vie des
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lymphocytes infiltrés. Ce traitement a permis deinfer la progression des mélanomes chez
quelques patients. L’administration de lymphoceécifiques des antigenes gp 100 et MART-1 a
donné lieu a une sélection des cellules composantumeurs. Pour trois patients, il a été mis en
evidence une perte d’expression des antigenes MAR{Tgp 100 mais pas de I'antigéne tyrosinase,
autre antigene de mélanome contre lequel la vaooma’était pas dirigée (Fig. 10).
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Figure 10 : Analyse immunohistochimique de I'expresion des antigénes des
protéines gpl00, tyrosinase et MART-1 avant (PRE) teaprés (POST)

administration de lymphocytes T activés avec les dgenes gp 100 et MART-1

chez un patient atteint de mélanome (Yee et col2P02).

Ce résultat montre que I'administration de lymphiesyspécifiques n’est pas suffisante pour
obtenir une régression durable.

L’amplification de TIL a partir d’'une tumeur prer@i8 semaines, et nécessite un grand
investissement logistique qui exclurait les patdes plus fragiles ou a stade avancé (Klapper et
coll., 2009). En effet, Prieto et coll. ont mis éwmidence le développement de métastases chez
quelques patients durant ce délai lors d’'un tragteinde transfert adoptif de lymphocytes et ont
exclu ces patients de I'étude clinique (Prietoak,c2010). Dreno et coll. et Labarriere et colht
montré dans le cas de mélanomes de stade Il gffecdicité du transfert adoptif dépendait du
nombre de ganglions infectés, montrant ainsi um éietre progression cancéreuse et efficacité du
traitement (Dreno et coll., 2002 ; Labarriere dt.c2002).

Enfin, 'administration de TIL pourrait ne pas stdfa entrainer une régression chez des
patients atteints de mélanome. Rosenberg et aullvacciné par voie sous-cutanée des patients
atteints de mélanome avec 1 mg de peptides gp tLlO@asinase en présence de I'adjuvant de
Freund (Rosenberg et coll., 2005). lls ont mis @dahce 'induction de lymphocytes spécifiques
des antigénes mais il n'y avait pas de différerenesdes quantités de lymphocytes induits pour les
patients chez lesquels la maladie a progresséuetceax chez lesquels elle n’a pas progressé ce qui
montre que la présence de lymphocytes T spécifigieetigenes de mélanome ne suffit pas a la

stabilisation de ce type de cancer et a des régmsssliniques. L'absence de réponse clinique
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pourrait signifier que les lymphocytes dirigés cerdes antigenes de mélanome n’ont peut-étre pas
eu acces a la totalité de la tumeur.

Ces deux approches de thérapie cellulaire (lympiesayu cellules dendritiques) conduisent
a des traitements personnalisés difficilement gdisables et nécessitent une logistique lourde avec
prélevement de cellules, amplification, activatiprpcédures avec de nombreuses opportunités de
contamination et difficlement applicables dans Ipays peu développés ou en voie de
développement.

c. Exosomes
Les exosomes sont de petites vésicules membrana&esttées par plusieurs types
cellulaires aprés fusion d’endosomes tardifs /dgsoes avec la membrane plasmique. Les cellules
présentatrices d’antigenes comme les lymphocytes Bs DC sécretent des exosomes avec des
molécules CMH | et Il qui stimulent la prolifératiale lymphocytes Tn-vitro. Ces vésicules sont
utilisées comme vaccin (Zitvogel et coll., 1998 erm2er et coll., 2000). Cependant, celles-ci
souffrent des mémes limites de production que &sins cellulaires a savoir le besoin d’une unité

de production dédiée possédant du personnel quatifin colt important (Viaud et coll., 2010).

d. Cellules de mélanome

Pour la vaccination, des cellules tumorales dargrblifération a été rendue impossible
par irradiation sont également employées. En effelies-ci contiennent des antigénes tumeur-
spécifique. L'injection de cellules autologues deélanome irradiées a permis l'induction de
réponses immunes mais sans augmenter la survipatiests de la cohorte vaccinée (Morton et
Foshag, 1992 ; Faries et Morton, 2005).
Des lysats de cellules de mélanome ont eégalemérgrgployés sans bénéfice cliniqgue (Sondak et
Liu, 2002).

B. Vaccination directe
a. Peptides et protéines

De nombreux antigénes de mélanome sont connussd@sences de leurs géenes, de leurs
protéines ainsi que les épitopes peptidiques dartsnant été identifiées (Tableau 2 p21). Par
exemple, dans le cas de I'antigene MART1/Melanafséquence peptidique immunodominante de
reconnue chez les patients est localisée dansnwide transmembranaire de la protéine ce qui
limite la diversité de séquence (Zippelius et ¢o2002). Cette protéine est une protéine
transmembranaire de type lll de 118 acides amih&skDa). Elle se localise principalement au

niveau du réticulum endoplasmique et du réseasd@gien du mélanocyte. Les séquences de ses
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épitopes immunodominants chez ’'Homme et la saotg présentées en figure 11. La comparaison
des séquences protéigues chez 'Homme (hMART-13 sburis (NMART-1) montre une identité
de séquence de 69% et un épitope immunodominasit@€26 a 35) qui se situe essentiellement

dans la partie transmembranaire (TM) et ne vareedjun acide aminé entre les deux espéces.

A.
27 47
I
NHZF ™ COOH
1 1
1 26 35 118

B. mMART-1: MPQEDI HF- -GYPRKGHRRSYVTAEEAAGIGILIVVL GI ALLIGCW
hMART-1: MPREDAHFIYGYPKKGHGHSYTTAEEAAGIGILIVILGVI LLIGCW

YCRRRSGYRTLMDKRRHI GI QKTSRERCSCESPDHQDSRLSSQE
YCRRRNGYRALMDKSLHVGTQCALTRRCPQEGFDHRDSKVSLQE

KSHQPVVPNAPPAYEKLS - - - SPPPYSP
KNCEPVVPNAPPAYEKLSAEQSPPPYSP

Figure 11: Séquence des épitopes immunodominants e d I'antigéne
MelanA/MART-1 chez 'Homme et la souris.

Les épitopes peptidiques sont spécifiques poupdtients possédant les mémes restrictions
alléliques du systeme HLA (Talebi et Weber, 200@rando et coll., 2007). Les antigenes utilisés
sont reconnus par des lymphocytes T ayant échappg s€lection négative. Ces types de
lymphocytes sont généralement activés par des niaridépitopes optimisés (Slansky et coll.,
2000). Une étude des résultats de vaccinationnaéli@nomes avec des peptides MART-1, gp 100,
tyrosinase, gp 209 ou NY-ESO 1, réalisés a I'lostiational du Cancer aux Etats-Unis entre 1995
et 2004 montre que seulement deux régressionsphaside 300 patients vaccinés ont été obtenues
(Tableau 4) (Rosenberg et coll., 2004).
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Tableau 4 : Réponses cliniques observées lors decoimations avec des peptides
contre le mélanome.

Peptide Restriction Nombre de Réponses
HLA patients clinigues

MART1 57.35 A2 23 0

MART1 735+ IL-12 A2 12 0
MART1 56.35 (27L) A2 6 0
TRP-2180.188 A2 20 0
gp10Qo9-217 A2 9 1
9p:|-0Q09-217(21ovv|)a1 A2 32 0
9gp10Gog-217(210m)* 1L-12 A2 28 0
9p10G09-217(210m+ GM-CSF A2 18 0
gp10Qso-288 A2 9 0
9p10Q80-288(2889V)b A2 5 0
gp10Qs4.162 A2 10 0

g209-2M, g280-9V, MART-27L° + tyr3D® A2 16 0
gp10Qyse DR4 4 0

gp10Qys0+ g209-2M + MART-27L A2/DRA4 22 1
Tyrosinaseag.os: Al 16 0

gpl00% o5 A3 12 0
Tyrosinaseys.214 A2 8 0

TRP-1 ORF1-9 A3l 5 0
MAGE-12170.178 Cw7 9 0
NY-ESO-1157-165(165v) A2 19 0
NY-ESO-1161-180 DP4 6 0
NY'ESO'1161—180 + 157-165(165V) A2/DP4 11 O
Her2/neusgq.a7s A2 6 0
Téloméraseag-sas A2 13 0
Cellules dendritiques + g209-2M + MART-27L A2 15 0
Total 334 2

(@) g209-2M, (b) g280-9V, (c) MART24 35 (27L), (d) Tyrosinasgs-37e (370D)
Adapté de (Rosenberg et coll., 2004).

Récemment, 'administration du peptide gp100 (209-&vec substitution d’'une thréonine
par une méthionine en position 210 (210M) pour aemgper I'immunogeénicité) et IL-2 a permis
d’obtenir une bonne stimulation immunitaire chez gatients atteints de mélanome (Anderson,
2009). Selon les auteurs, ce vaccin ne permetligitraiter que 50% des patients atteints de
mélanome. Dans une autre étude, Lee et coll. @htitiune réponse immunitaire chez 91% des
patients atteints de mélanome vaccinés avec lédeegi100 (Lee et coll., 1998). Cependant, aucun
d’entre eux n'a développé de réponse clinique.eSauices résultats, les chercheurs de I'Institut du
Cancer de I'Université de Pittsburgh ont démarréessai clinique (NCT 0047 1471) avec un
vaccin constitué des trois peptides differents MAREs gp1l0Qpe-217 (210m) €t tyrosinase en

présence du GM-CSF (facteur de stimulation des ujpagtes et des macrophages) et d'un
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oligodésoxynuléotide CpG 7909 (activateur du rémepT LR9), le tout administré dans I'adjuvant
de Freund incomplet (émulsion de bactériés inagtiué

Cette absence de réponse clinique malgré la présdhme stimulation de la réponse
immunitaire pourrait étre due a la présence de hguptes T régulateurs dans la tumeur. Les Treg
(pour T régulateurs) suppriment les LT CDet les NK, empéchent I'activation et la proliféoat
des LT CD8 (Wang, 2008). Cette inhibition est due a la foikalestruction de cellules T par
contact et a une production de cytokines (Sakadgeiatoll., 2010). Les Treg produisent du TGF-
de I'lL-10 et expriment CTLA-4, GITR, TNFR et Foxp8s jouent un rdle important dans la
prévention des maladies auto-immunes et leur noralgenente avec la progression tumorale (Zou,
2006 ; Kryczek et coll., 2007 ; Liu et coll., 2007)

L’expansion des Treg et leur présence au sein tigriaur nuit au bon fonctionnement des
lymphocytes T effecteurs ce qui empéche une imréuaiti-tumorale efficace (Liyanage et coll.,
2002 ; Allan et coll., 2004). En effet, une analgss tumeurs de plus de 300 patients atteints de
cancer du foie a montré une corrélation entre lemces de survie des patients ayant une faible
guantité de Treg et une forte quantité de CTL rppport a ceux ayant beaucoup plus de Treg et
peu de CTL (Gao et coll., 2007).

L’utilisation conjointe d’anticorps anti-CTLA-4 guermettent une diminution du nombre
de lymphocytes T régulateurs a permis d’augmengdiicacité des vaccinations (Sanderson et
coll., 2005). Le traitement de patients atteints mdélanome avec des anticorps anti-CTLA-4
administrés par voie intraveineuse en combinaisa@t ales peptides gpl00 a permis a la fois
d’augmenter la survie des patients et des régmssitniques (2 patients sur 21 ; Phan et coll.,
2003 ; Hodi et coll., 2010). Ceci montre le bénefatinique de la levée de 'immunosuppression
tumorale avec pour contrepartie I'apparition detiéas auto-immunes.

Récemment, Cho et Celis ont publié une étude trémgtteuse chez 'Homme avec un
vaccin peptidique administré avec des adjuvant® @@'Celis, 2009). L'administration conjointe de
200pg de peptides TRRZ 183 plus 50ug d’anticorps monoclonal anti-CD40 (adgua des CPA)
et un ligand des récepteurs TLR (poly | : C) a psmiobserver que 80% des lymphocytes T CD8
circulants étaient spécifiques de I'antigéne ehtia@né la régression de métastases pulmonaires
dans le modele murin de mélanome B16F10. Leurdtaéset notamment les différences observées
entre les groupes ayant recu du poly I : C, du bBSles oligonucléotides CpG comme adjuvant
montrent la nécessité d'utiliser des adjuvantscaffes lors de la vaccination avec des peptides.
Enfin, ils ont observé de bien plus faibles régmessde métastases B16F10 lors de I'administration
du vaccin par voie sous-cutanée que par voie ietnause, révélant I'importance de la voie

d’administration.
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b. Vaccination génique : ADN ou ARNm

L'utilisation de vaccins peptidiques ou protéiquedcessite la sélection des patients
possédant le systeme HLA adéquat. Les acides queliADN et ARNm permettant la production
de tous les épitopes des antigenes sont moinsctiéstrDe plus, l'utilisation de protéines et
peptides est limitée par le colt et la difficulté kur production en conditions GMP (Good
Manufacturing Pratices, conditions de production piéparations médicamenteuses), colt et
difficulté qui sont moins importants pour les asidricléiques (Rosenberg et coll., 2003 ; Williams
et coll., 2009). Les thérapies avec acides nucbSiguhérapies génigues, sont soumises a des
contrbles stricts tant du point de vue de la pum#s préparations pharmaceutiques, de la
conformité des laboratoires et du suivi a longnedes patients, qui sont énoncés dans le code de
la santé publigue et notamment dans l'article L5121

ADN nu

Plusieurs vaccins ADN ont permis d’obtenir une station de la réponse immune vis-a-vis
des cellules tumorales (Kutzler et Weiner, 2008y&nson et coll., 2010).

Tagawa et ses collaborateurs ont administré a desengs atteints de mélanome de facon intra
nodale, 200ug, 400pg ou 800ug d’ADN plasmidiqueaobda tyrosinase. Les injections ont été
réalisées quatre fois a 14 jours d’intervalle. késpnce de lymphocytes spécifiques de la tyrosinase
a été mise en évidence chez 11 des 26 patieriSstranis sans jamais induire de réponse clinique
(Tagawa et coll., 2003).

Yuan et coll. ont administré par voie intramusad@aile 'ADN codant gp100 et montré
I'induction de lymphocytes T CD8chez cing patients sur 18, stimulation immunitasans
bénéfice clinique (Yuan et coll., 2009).

Lorsque des patients atteints de mélanome ont negr voie intradermique ou
intramusculaire quatre injections d’1 mg d’ADN ptadique codant gp 100 (avec deux injections
au méme site de 0.5 mg d’ADN en intramusculairecowy injections de 0.1 mg a des sites
différents en intradermique) aucune réponse imrairgibu clinique n’a été observée (Rosenberg et
coll., 2003). Cette équipe avait pourtant monué administration de ce plasmide était capable
d’induire une réponse immunitaire de type anticafpsellulaire dans un modele murin et méme de
protéger les souris vaccinées contre le développetiemélanome B16. Une absence de réponses
immunitaire et clinique a également été observé@sajnjection d’ADN plasmidique codant
MART-1 a des patients atteints de mélanome aloes ¢gs mémes plasmides stimulaient une
réponse immune chez la Souris (Triozzi et collQ3)0
La difféerence de résultats entre I'animal modeldeepatient révele la nécessaire prudence avec

laguelle les résultats obtenus chez des animatlabdeatoire doivent étre transposés a 'Homme.
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ARNmM

L'utilisation de I'ARN messager codant I'antigénentoral présente des avantages par
rapport a celle de 'ADN. L’ARNmM est exempt de sénces bactériennes, il est composé
uniquement de la séquence codante, d’'une coiffé’ @ d’une queue polyadénosine en 3'. Il ne
possede pas de séquence promotrices. Il est op@ntranscriptionn vitro, ce qui élimine le
probléme de contamination par 'ADN bactérien etptasmidique apres un traitement par DNase.
De plus, I'expression de l'antigene nécessite gsait uniguement délivré dans le cytosol des
cellules présentatrices d’antigenes et ne nécegagede pénétration nucléaire contrairement a la
transfection ADN. Les cellules dendritiques sons$ dellules quiescentes, difficiles a transfecter
avec des plasmides ADN. A I'exception des lentisjrde 1 a 10% des cellules dendritiques sont
transfectées avec I'’'ADN contre 95% dans le casAdRNm (Yamamoto et coll., 2009).

Landi et coll. ont comparé l'efficacité de trandfen par électropermeabilisation de cellules
dendritiques immatures obtenues par différenciatiercellules mononuclées circulantes humaines
avec ADN et ARNm (Landi et coll., 2007). En utilgaun plasmide et un ARNm codant la GFP, ils
ont pu mesurer qu'aprés 8h post-transfection, 5&% akllules étaient transfectées en utilisant
I’ADN contre 98% en utilisant TARNm.

Strobel et coll. ont montré qu’en utilisant desoBpmes cationiques (TransFast, DAC30 et
DMRIE-C), la transfection de cellules dendritiquesmaines dérivées de monocytes était
également plus efficace avec 'ARNm qu’avec I'ADMgmidique (Strobel et coll., 2000). De plus,
les cellules dendritiques transfectées avec ARNmose révélées étre de meilleures stimulatrices
de lymphocytes T spécifiques de I'antigéne queesdlansfectées avec 'ADN.

Comme I'ADN, '’ARNm d’'un antigéne permet de généteus les épitopes de I'antigene ce qui

abolit la restriction allélique inhérente aux vascpeptidiques (Pascolo, 2004).

Cellules dendritiques transfectées avec 'TARNmM
approcheex-vivo

La grande majorité des essais cliniques pour ldsdae antigénes ont été utilisés sous
forme d’ARNmM, ont été réalisés avec des cellulesddgques autologues transfectées avec de
’TARNmM puis ré-administrées aux patients apresuralex-vivo. La transfection de MoDC par de
TARNmM codant I'épitope immunodominant pp65 du ayiegalovirus humain a permis la
stimulation de lymphocytes CD4 et CD8 prélevéssmhtients (Holtkamp, 2006).

Le groupe dElil Gilboa a été le premier a démantum effet protecteur contre le
développement de métastases pulmonaires dans kegenodrin de mélanome B16, en utilisant des
cellules dendritiques transfectées avec de '’'ARNgu ide tumeurs de mélanomes (Boczkowski et
coll., 1996).
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Kyte et coll. ont montré que l'injection de cellsldendritiques autologues transfectées avec
des ARNm totaux de tumeurs autologues était cagdiisiduire la prolifération de lymphocytes T
circulants chez les patients avec une sécrétidrNayl (Kyte et coll.,, 2005). La méme équipe a
utilisé cette approche dans un essai de phasetldbtenu une stimulation de la réponse immune
sans toutefois observer de bénéfice clinique (Kyteoll., 2006).

Schuurhuis et coll. ont déclenché chez des patiatitsnts de mélanome des réponses
cytotoxigues aprés administration de DC électropmravec des ARNm gpl00 ou tyrosinase
(Schuurhuis et coll., 2009).

approchein-vivo

Parmi tous les essais cliniques répertoriés pastitut National de la Santé et I'Institut
National du Cancer des Etats Unis d’Amérique (Httpvw.cancer.gov/clinicaltrialset ceux listés
sur le site gene therapy clinical trials worldwighetp://www.wiley.co.uk/genmed/clinical/), seuls

guelques-uns, administrent aux patients de '’ARMOsSorme libre ou complexée.

ARNmM nu

Hoerr et coll. ont comparé chez la souris les défmade stimulation d’'une réponse
adaptative de 'ARN messager transadritvitro et stabilisé en 3’ et 5’ par les séquences non
transcrites de I8-galactosidase de Xénope administré soit sous foume sous forme condensée
avec la protamine ou sous forme de complexes tesi&RNmM / protamine / liposomes Unifectin
(Hoerr et coll., 2000). Toutes ces formulations petmis l'induction de réponses cellulaire et
humorale.

Carralot et coll. ont montré les capacités de datman immunitaire d’ARNmM nu codant un
antigéne de mélanome dans un modéle murin (Camalooll., 2004 ; Carralot et coll., 2005). Le
groupe de Steve Pascolo a été pionnier dans l'aslimation d’ARNmM nu contre le mélanome en
réalisant le premier essai clinique de phase EH injectant directement 'ARN messager total
extrait de mélanomes a des patients (Weide et @0i08). Cependant, aucun effet clinique n’a été

observé. Selon les auteurs, I'efficacité de ce ivgoourrait étre améliorée par une vectorisation.

ARNmM complexé

Le brevet WO 2010/037539 Al, déposé par CUREVAC GMBnontre que
'administration conjointe dARNmM nu en plus d’ARNoomplexé a la protamine sulfate permet
une meilleure stimulation immunitaire et une meitke vaccination anti-tumorale que le complexe
seul, ou de 'ARNmM nu seul (GMBH, 2010). Le meilleésultat obtenu avec 'ARNm complexé
révele la nécessité de complexation de ’'ARNm foia pour permettre son internalisation et pour

le protéger de l'attaque des nucléases. Quantff@tl'synergique observé par co-administration
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d’ARNmM libre et complexé, 'ARNm libre pourrait avaun effet stimulateur de la réponse immune
par activation des récepteurs TLR 7 et 8 plus itgpdrque 'ARNmM complexé (Weide et coll.,
2008).

La societé CUREVAC GMBH, spécialisée dans la prtidacd’ARN messager a développé
une formulation d’ARN messager appelée RNAEtivBans une premiére étude avec des groupes
de patients atteints de cancer de la prostate, peatocole a consisté en cing administrations
intradermiques de quatre ARNm d’antigenes spéafadiffférents du cancer de la prostate (320
[g par antigéne, 1.5 mg au total) avec diminutietaddose si une toxicité était observée. Dans une
seconde étude, cette méme société va administreaagin candidat ARNm a des patients atteints

de cancer du poumon avec relation dose — toxité&auation de I'effet thérapeutique.

Dans un essai clinique, des patients atteints denmode ont recu par voie intradermique six
ARNmM obtenus par transcriptidn vitro complexés a la protamine codant Melan-A, Tyrosnas
gpl100, Mage-Al, Mage-A3, et Survivine avec le GMFQfacteur de stimulation des granulocytes)
comme adjuvant et avec ou sans le peptide KLH (KkeyH.impet Hemocyanin, protéine
immunogéne extraite de mollusques) (Weide et c@Q9 ; essai clinigue NCT00204516).
Contrairement a I'administration d’ARNm nu, cettade a entrainé une régression chez un patient
sur 21 et une stimulation immunitaire chez la piupgies patients. lls ont également mis en
evidence une absence de toxicité des ARNmM et dprdéeamine aux doses injectées. Deux
phénomenes semblent responsables de la meilleppese immune obtenue aprés administration
d’ARNm complexé par rapport & 'TARNm libre. Pren@érent, ’TARNm est une molécule fragile et
rapidement dégradée et qui rentre difficlementsdies cellules, sa complexation permet une
protection et une meilleure pénétration cellulaibEuxiemement, les vecteurs utilisés pour la
complexation sont intrinsequement des activatearladéponse immune. En effet, les complexes
ARNm / protamine employés par Weide et coll. soe$ dctivateurs des TLR (Scheel et coll.,
2005). La stimulation des récepteurs TLR 7 a étdéledgent démontrée dans le cas d’ARNmM
complexé a la polyéthylénimine, a la fois pour déguences polyuridine et un ARNm codant pour

la protéine fluorescente verte (Diebold et coll02).
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IV_Transfert d’Acides nucléiques

Chez 'Homme, linjection directe d’ADN nu dans Imuscle cardiaque, le muscle
squelettique et le cerveau a permis d’obtenir wpeession de transgene. Mais seulement 1% de la
dose injectée est internalisée par les cellules €Lucoll.,, 2003 ; Jayankura et coll., 2003).
L’injection d’ADN dans la thyroide, la peau et leid est également efficace (Wolff et Budker,
2005). Le transfert d’ADN nu reste cependant pdicafe a cause de la dégradation rapide de
'ADN hors et a l'intérieur de la cellule (Koflert &oll., 1998). LADN nu pénéetre mal dans les
cellules et a une durée de vie courte (Mountai®020L efficacité de transfectiom vivo du tissu
pulmonaire de Macaques et de Souris est fortemmmantée (86 fois chez les Macaques et 54 fois
chez la souris) en utilisant 'ATA (Aurintricarbolky acid), un inhibiteur des nucléases DNAse |,
RNAse A, nucléase S1 et exonucléase Il (Glassptadbne et coll., 2002).

Un transfert efficace des acides nucléiques (ADNABINmM) nécessite l'utilisation de méthodes et

vecteurs qui facilitent leur protection et leureintalisation.

Les méthodes de transfection sont divisées endabéggories : methodes physiques, vecteurs viraux

et vecteurs chimiques.

Dans les essais cliniques de thérapie génique alamé des résultats positifs, le transfert
du géne correcteur a été réalisé avec des veatgarx dans des cellules prélevées au patient qui

lui ont ensuite été ré- administrées apres amatifia. Ainsi :

- En 2000 et 2002, des enfants atteints d’immurnic@éice sévere combinée liée au
chromosome X (SCID) due a une mutation du genertquzur la sous-unit¢gC des récepteurs des
cytokines qui est nécessaire a la différenciaties tymphocytes T et NK, ont été traités par
thérapie génique. Cavazzana-Calvo et ses codshos ont prélevé des cellules souches des
patients, pour y introduire le géne fonctionnelaégde d’'un rétrovirus, avant de les réinjecter a ce
mémes patients (Cavazzana-Calvo et coll.,, 2000vatzana-Calvo et coll.,, 2005). 17 des 20
enfants ainsi traités sont vivants avec une imréumiirmale, mais pour certains d’entre eux, il y a
eu activation de proto-oncogénes et un patientmest. Pour bien évaluer ce résultat, il faut le
comparer a ceux obtenus pour la méme pathologregpeffe de moelle osseuse avec laquelle 50-
85% de succes sont obtenus mais avec de nombréiextpagui meurent cependant a cause des

complications dues a une greffe (Kohn et Cand2®®9).

- En 2009, l'autogreffe de cellules souches dassielles le géne correcteur ABCD1

(transporteur a cassette de liaison a 'ATP) airt@duit par transduction lentivirale a permis de
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stopper la progression de I'adrénoleucodystropbedu chromosome X chez deux enfants (Cartier
et coll., 2009).

- Un résultat positif a été obtenu aprés injectiocale (ceil) d'un géne correcteur avec
vecteur viral. Maguire et coll. ont montré une aoréktion des capacités de perception de la lumiére
chez 12 patients atteints d’'une dégénérescenceerdie, 'amaurose congénitale de Leber de type
2, apres injection dans la rétine d’AAV codant éng RPEG5 (pigment de I'épithélium rétinien 65)
(Maguire et coll., 2009).

Mais la production de ces vecteurs viraux est seeraides contrbles sanitaires trés stricts
selon des processus complexes et contraignantpludele déces d'un patient qui souffrait d’'une
déficience en ornithine transcarbamylase, le 17tesepre 1999 apres thérapie génique par
adénovirus suite a une réaction inflammatoire elervecteur adénoviral a freiné l'utilisation de
vecteurs viraux (Raper et coll., 2003). Aucune deaantreprise pharmaceutique ne produit ce type
de vecteurs et il n’existe que quelques structaesMonde, comme le Généthon en France,
capables de produire des vecteurs dans des queapdéténettant leur utilisation clinique a grande

échelle.

Les acides nucléiques nus sont également admmiapé®s perméabilisation transitoire de
la membrane plasmique. Cette perméabilisationéadisée soit par bombardement (biolistique) des
cellules ou des tissus avec des billes d'or suguekes sont greffés ou absorbés les acides
nucléiques, soit par exposition a de forts chanipstrigues (électroperméabilisation) ou a des
ultrasons (sonoperméabilisation) qui entrainent diestabilisations transitoires et localisées qui
permettent I'entrée de molécules exogenes a prt&kicomme les acides nucléiques d’intérét
(Zelenin et coll., 1997 ; Zhang et Yu, 2008 ; Esmoét coll., 2009).

Si le bombardement de particules ne permet deféetes avec de 'ADN que 10% a 20%
des cellules épidermiques et 1% a 5% des cellulecutaires, 'administration par biolistique d’'un
ARNmM codant I'antigéne de mélanome TRP2 fusionti&@FP a permis, dans un modéle murin
de mélanome, I'induction d’'une immunité humoraleceflulaire ainsi qu’une protection contre le
développement de métastases B16F10 (Zelenin et @87 ; Steitz et coll., 2006).

L’administration par voie intradermique de 40ug rd’'plasmide codant la survivine,
antigene exprimé par une grande variété de tunmeais également par les cellules endothéliales et
absent des tissus différenciés, suivie de I'apptioad’'un champ électrique aux sites d’injection a
permis l'induction de lymphocytes CTL spécifiquégli@ine protection contre le développement de

meélanomes dans le modéle murin B16 (Lladser et, @lD9).
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Une derniere stratégie utilise I'injection hydrodymque qui introduit de I’ADN nu dans les
cellules d’organes fortement perfusés, notammefttiée Il y a injection rapide des complexes (1,6
a 1,8 mL de solution saline d’ADN pour une soudi an volume égal au volume sanguin total en
5s; Liu et coll., 1999). L’administration de ceagd volume en un temps court sature la veine cave
cardiaque et dirige le volume injecté vers la vempatique ce qui permettra la transfection des
hépatocytes (Andrianaivo et coll., 2004). Cettehunde serait cependant difficilement transposable

a ’'homme car elle nécessiterait I'injection de [Z,8e solution a grande vitesse.

A. Vecteurs chimiques
La membrane plasmique des cellules est une steudigmamique relativement lipophile et
négativement chargée. C’est pourquoi, elle ne daipas entrer la plupart des molécules

volumineuses et chargées négativement comme ldssacucléiques.

Dans le cas du transfert de genes plusieurs besrigrembranaires sont a franchir pour
permettre la délivrance du transgene dans le nogdulaire (Fig. 22) : (1) liaison a la surface
cellulaire et internalisation, (2) fuite endosomé® acheminement vers le noyau, (4) passage au

travers de I'enveloppe nucléaire (Fig. 12).

Dans le cas de 'ARNm, I'acheminement vers le noydule passage de I'enveloppe
nucléaire ne sont pas nécessaires pour une expredsitransgene. C’est pourquoi nous nous

concentrerons ici a décrire les étapes ne conceguane transfert ’ARNm.
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Figure 12: Principaux obstacles rencontrés par lescomplexes pour leur
internalisation dans la cellule. Adapté de (Morille et coll., 2008).
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B. Les différentes voies d’endocytose

Les cellules internalisent en permanence les fluieieles molécules de I'environnement
selon des processus regroupés sous le terme easeatec plusieurs types d’endocytose (Fig.
12). Je ne vais décrire brievement que les prihespeoies d’endocytose : clathrine dépendante, par
caveéoles, macropinocytose et phagocytose (Connéclemid, 2003 ; Midoux et coll., 2008 ;
Doherty et McMahon, 2009). Des voies d’endocytda¢hdne et cavéoline indépendantes existent
également mais peu d’études font état d'interntdisade complexes par ces voies (Mayor et
Pagano et coll., 2007 ; Sahay et coll., 2010).

Succintement, la voie clathrine dépendante esbikala mieux caractérisée. Elle est énergie
dépendante et implique un réseau de clathrine. d|l gprés reconnaissance des molécules a la
surface cellulaire, invagination de la membran®ehation de vésicules mantelées de clathrine qui
apres élimination du réseau de clathrine vont fuséo entre elles et avec les endosomes précoces.
Les molécules internalisées sont ensuite transféddams les endosomes tardifs puis dans les
lysosomes. Un gradient de pH s’établit & l'intériele ces vésicules allant des moins acides,
endosomes (pH 6,5 — 6.8) aux plus acides, lysos@pit<!,5) (Trombetta et Mellman, 2005). Le
trafic vésiculaire est contrélé par de petites GERales protéines rab, spécifiques de chaque type

de vésicules ; en particulier rab5 et rab7 pouetesomes précoces et tardifs respectivement.

La deuxieme voie d’endocytose avec formation deicuéss est la voie cavéole
dépendante.Les cavéoles sont des invaginationsckthsine. Le réseau de clathrine est remplacé
par un réseau de cavéoline 1. Les cavéoles sosemies en particulier dans des filots lipidiques
(lipid rafts) riches en cholestérol et sphingolgsd majoritairement sur les cellules endothéliales.

Cette voie est non acide et non digestive.

Enfin, la macropinocytose permet l'internalisatioie fluides par des extensions de
membrane soutenues par des filaments d'actine gilégs par les rho-GTP-ases. Chez les
Mammiféres, la phagocytose est particulierementldf@pée chez les macrophages, les monocytes
et les neutrophiles pour éliminer Bactéries, Lesumorps apoptotiques et dépdbts graisseux. C’est
un processus actif faisant intervenir des réceptetides cascades cellulaires spécifiques avec des
Rho-GTP-ases.

Comme nous le verrons par la suite les complexee &% vecteurs chimiques et les acides
nucléiques sont pour la plupart positivement chargéselon le type de vecteur seraient internalisés
par endocytose clathrine dépendante ou par cavéple€s interactions électrostatiques avec les
protéoglycanes et glycosaminoglycanes, macromaécamhioniques présentes sur la face externe

de la membrane plasmique (Khalil et coll., 200@uglas, 2008 ; Midoux et coll., 2008).
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Les protéoglycanes sulfatés font partie des conmieseellulaires les plus négativement
chargés. lls sont formés d’'un noyau protéique &&aton covalente a des glycosaminoglycanes :
héparine, héparane sulfate, dermatane sulfatedobitine sulfate et kératane sulfate. La charge des
protéoglycanes est principalement due aux groupenseifatés et cette sulfatation est inhibée par
le chlorate de sodium. La participation de ces oS lors de la transfection vitro etin vivo par
des vecteurs chimiques a été démontrée suite &aitantent par I’héparinase | ou a une pré-
incubation des cellules avec des polysaccharidasgéb négativement (Mislick et Badeschwieler,
1996 ; Mounkes et coll., 1998 ; Mannisto et c@007).

Deux types de vecteurs chimiques sont dévelopfesspolymeéres cationiques et les lipides
cationiques. Ces molécules polycationiques formdas complexes avec les groupements
phosphates des acides nucléiques chargés négatitvdlagpermettent la formation de complexes
ADN/polymére (polyplexes, PX), ADN/liposomes (lidepes, LX) et de complexes ternaires
ADN/polymeére/liposome (lipopolyplexes, LPD) (Felgres coll., 1997).

C. Polyméres cationiques et polyplexes
La polylysine a été le premier polymeére cationigtiBsé pour transfecter des cellules (Wu
et Wu, 1987).

Actuellement, le PEI (polyéthyléneimine) est leymoére cationique le plus utilisé. Il existe
sous forme branchée de 25 kDa ou linéaire de 22 (EFR&en 500 ; Fermentas Life Sciences ou
JetPEI ; Polyplus Transfection) (Fig. 13). Ces pwyes condensent I'ADN dans des structures

toroides et globulaires.

Poly-L-Lysine NHy

H [
M
H;-le\%‘/ \L}:’/\NHQ H:,N.:r_h____-nxﬂk;xx.:.ehlﬁ___f!:m_lu

Polyéthyléneimine linéaire Polyéthyléneimine branchée
Figure 13 : Formules développées de la polyéthyléngne et de la poly-L-Lysine.

50



Dans le cas de la polylysine, la complexation A®N est due aux amines primairesNH
des résidus lysine). Dans le cas du PEI branche,est due aux amines primaires (R-)ldt
secondaires (RNH). Enfin pour le PEI linéaire, il s’agit des ares secondaires (R-NH).

Le PEI est efficacén vitro etinvivo, de facon plus importante pour le PEI linéaireyfa
et coll., 1998 ; Zou et coll.,, 2000 ; Brissault aill., 2006). Le polymére présente une forte
toxicité notamment a cause du PEI libre restanesgdormation de complexes avec I'ADN
(Clamme et coll.,, 2003). La toxicité a été attribuge la forte densité de charge positive sur le
squelette macromoléculaire. Des effets létaux oé@tabservés chez des souris ayant recu des
polyplexes PEI linéaire de 22 kDa en i.v. (Zhangadf, 2004).

Apres internalisation dans les cellules, la libératdes complexes présents dans les
vésicules d’endocytose, est une étape essentallegermettre une expression du transgene dans le
noyau pour ’ADN ou dans le cytosol pour TARNm. pél acide des endosomes est dd a I'action
d'une ATPase a protons qui les concentre a l'iatérides vésicules endosomales et lysosomales.
Le PEI possede des amines secondaires protonablegieu acide qui sont capables de capter les
H* dans les endosomes ce qui permet de déstabi#isanémbranes des endosomes par un effet
tampon. Le remplacement des amines protonableggsaamines quaternaires, non protonables,

diminue de 20 fois les capacités de transfectioREU(Thomas et Klibanov, 2002).

Cet effet tampon, aussi appelé éponge a prototraie® une entrée massive d’ions chlorure
a l'intérieur des vésicules (Sonawane et coll.,,300a forte augmentation de la concentration
ionique dans les endosomes entraine par osmosenirée conséquente d’eau qui favorise une
déstabilisation membranaire voire sa rupture sugen gonflement (Fig. 14) (Zuber et coll., 2001 ;
Bieber et coll., 2002 ; Sonawane et coll., 2003).
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Figure 14: lllustration de I'’hypothese de I'éponge protons.
D’aprés(Medina-Kauwe et coll., 2005).
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Figure 15: Poly-L-Lysine histidylée.

Il est également possible de créer un effet épangeotons en utilisant I'histidine qui
possede un noyau imidazole protonable &p& Midoux et Monsigny (1999) ont montré pour la
premiere fois que le greffage de 90 résidus dihisé sur la poly-L-Lysine de 190 résidus lysine
permet d’augmenter tres fortement 'efficacité nsfection comparativement a la polylysine nue
(Midoux et Monsigny, 1999) (Fig. 15). L'efficacitie transfection des polyplexes ADN/polylysine
histidylée est fortement inhibée (1000 fois) enspree de bafilomycine ;Aun inhibiteur de la
pompe a protons endosomale. Ceci montre que lar@atdn du noyau imidazole des histidines est

impliquée dans la transfection et probablement pedélivrance de 'ADN dans le cytosol.

La diminution de I'efficacité de transfection erépence de bafilomycine; A également été
observée pour le PEI par Brissault et coll. (Budtsat coll., 2006). En plus de I'effet éponge a
protons, la poly-L-lysine histidylée pourrait égakent avoir un effet perméabilisant ou fusiogéne
en milieu acide (Midoux et coll., 2009).

Depuis la poly-L-Lysine histidylée, de nombreux ypoéres et peptides contenant des
résidus histidine ou imidazole ont été synthégm@sde nombreux autres groupes dans le monde. lls

sont listés dans le tableau 5.

Tres récemment, Midoux et coll. ont synthétisé il héaire substitué par des résidus
histidine et montré que ce polymere est au moirssiaefficace que le PEI linéaire pour la
transfection de cellules mais surtout qu'’il estumeaip moins toxiquen vitro (brevet (Cheradame,
2009)).
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Tableau 5 : Polymeres et peptides contenant de I$tidine.

Nom Type Référence
HpK, HIS, His-pLK Polylysine histidylée 1-4
HoK Oligolysine histidylée 4,5
PLH-g-PLL N-Ac-poly(L-hisidine)-graft-poly(L-lysine ) 6
Im-pK Polylysine imidazole 7,8
KGH6 Dendrimére 9
PDHP poly(DMAEA/His(Boc)-OMe)phosphazene 10
HK; HHK4b; HHHK8b Copolymeéres linéaires et branchesd’histidine et lysine 11-16
His6 RPCs (CH6K3H6C), 17,18
CDPim B-cyclodextrine histidylée 19,20
UCA Chitosan imidazole 21-23
Im-PEI PEI branché imidazole 24
PLH-NH2, PVIm-NH ,, poly(L-histidine) aminée, poly(1-vinylimidazole) aninée, 25_28
PVIm-Bu poly(1-vinylimidazole) alkylée
cRGD-hk cRGD-[(H)KKKK] & 29
HoKC K[K(H)KKK]5-K(H)KKC 30
K2AL2ALALH2LAHLALHLALALK?2A,
LAH4; LAH4-L1 31,33
K2AL2AHALHL2AL2ALHLAHALK2A
Tat-10H & C-5H-Tat-5H-C Peptide lié covalemment & @ résidus histidines 34
O10Hs Peptides ornithine & histidine 35
MS(O10He) Microspheres mantelées koHe 36,37
(KHKHKHKHKK)6-FGF2 Protéine recombinante fusionnée a un polymere 38,39

D’aprés (Midoux et coll., 2009), références citdass la revue.
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D. Lipides cationiques et lipoplexes

lIs sont utilisés sous forme de vésicules lipidgjappelées liposomes.

UniIameIIaires

@ géants

Petits Unllamellalres
unilamellaires moyens

OI|goIameIIa|res

Multilamellaires

Multivésiculaires

20nm 1dm 200 um

Diametre

Figure 16: Morphologie des différents régimes de ihe de liposomes.
D’aprés (Jesorka, 2008).

Les liposomes se distinguent selon leur taille.(Rif): les petits unilamellaires / SUV
(Small Unilamellar vesicles 0.02um a 0.2um), ledanmellaires intermédiaires / LUV (Large
Unilamellar Vesicles 0.2um a 1um), les vésiculedtilamellaires / MLVs (Multilamellar Vesicles)

et les unilamellaires géants / GUV (Giant UnilarmeWVesicles > 1um) (Jesorka, 2008).

Les lipides cationiques sont constitués de tromalaes : une chaine hydrophobe, un groupe
espaceur et une téte polaire hydrophile chargée (). Ces trois domaines sont reliés la plupart
du temps par un squelette glycérol comme c’estake mour les principaux lipides cationiques
utilisés en transfection dans la figure 18.

espaceur

Jvl*

/\/\/\/\:/\/\/\/\”/ groupement chargé
™ hydrophyle

Q

chaine hydrophobe

Figure 17 : Structure du lipide DOTAP (Dioléyltrimethylammoniumpropane)
D’apres(Lv et coll., 2006).

Dans un milieu aqueux, la partie hydrophobe esegée et les groupements hydrophiles

cationiques sont exposeés en surface. Ces dermgrefient les interactions électrostatiques avec
les acides nucléiques et leur condensation poardodes lipoplexes (Felgner et coll., 1997).
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Figure 18 : Formules développées de lipides frequenent utilisés. DOTAP : N-
[1-(2,3-Dioleoyloxy)propyl]-N,N,NtrimethylammoniumMethylsulfate ; DC-Chol :
3B-[N-(N',N'-dimethylaminoethane)-carbamoyl] cholesterdDOPE : 1,2-dioleoyl-
sn-glycero-3-phosphoethanolamine ; DOTMA : 1,2-do€adecenyl-3-
trimethylammonium propane (chloride salt) ; DMRIA,2-dimyristyloxypropyl-3-
dimethyl-hydroxy ethyl ammonium bromide. (Mintzer&manek, 2009 ; Morille et
coll., 2008).

Les liposomes sont utilisés comme vecteurs pouvrééldes drogues cytotoxiqgues comme
le paclitaxel ou la doxorubicine ou encore desleginucléiques (Zamboni, 2005 ; Davis et coll.,
2008).

La premiere expérienda vivo de transfection avec de I’ADN et des lipides aatjoes date
de 1989 et le premier essai chez 'THomme de 199@Bm et coll., 1989 ; Nabel et coll., 1993).
Les lipides cationiques sont rares chez les éixemis et seule la sphingosine est présente dans le

cellules et a de faibles quantités, d’'ou leur ti&iélevée (Kuvichkin et coll., 2009).

La mucoviscidose est due a une mutation du geRERQCystic Fibrosis Transmembrane
conductance Regulator). L’administration a huitiguets atteints de 400pug d’ADN codant un géne
CFTR fonctionnel complexé a des liposomes DOTAPpeamis chez deux d’entre eux un

recouvrement partiel de I'activité de ce gene (@urs et coll., 1997).

Stopeck et coll. ont administré de fagon intratua®®a des patients atteints de mélanomes
de stade IV une a trois doses de 10, 50 ou 250A@NIcodant pour les protéines CD80 (B7.1) et

B2m, impliqguées dans la présentation antigéniquees-exprimeées par les cellules de mélanome,
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complexé avec des liposomes DMRIE/DOPE. Ceci a pelanrégression des nodules injectés de
plus de 25% chez 7 des 14 patients (Stopeck et £6B7).

a. Importance des trois domaines
i. Chaine hydrophobe
Les chaines hydrophobes représentent la particiepat peuvent étre divisées en trois

catégories: simple chaine, double chaine, chotdsteér

Les lipides simple chaine sont le plus souventdigfactants a cause de leur capacité a
former des micelles en solution. Ils sont peu 3é8i car tres toxiques. Les lipides a double chaine
sont les plus utilisés et I'acide oléique (C18:4f)la chaine insaturée la plus fréquente. La lomgue
de la chaine hydrophobe des lipides module leuraeité de transfection (Felgner et coll., 1987 ;
Floch et coll., 2000). Les chaines hydrophobes sangénéral reliees au glycérol par des liaisons
éther. Plusieurs études ont montré que ceux ayeslidisons esters hydrolysables, sont moins
toxiques (Zhi et coll., 2010).

i. Groupe espaceur

L’espaceur permet un contact optimal entre la pélaire cationique et les phosphates de
I’ADN. Une relation entre I'espaceur et le tauxtdensfection existe : les lipides avec des espaceur
stables (DOTMA, DMRIE) sont plus toxiques que ceawec des liaisons labiles (DOTAP). La
majorité de ces domaines charniéres est forméegmesters (DOTAP, Fig. 18). Cependant, les
esters sont hydrolysables dans la circulation dargles fonctions éthers plus stables permettent
de meilleures vectorisations. Cette stabilité kmieur dégradation mais entraine une toxicité
(Pedroso de Lima et coll., 2001 ; Lv et coll., 2p@our les lipides cationiques a double chaine, le
glycérol sert d’espaceur (DOTMA, DOTAP, ...). Pous l@érivés du cholestérol comme le DC-
Chol, un espaceur de 3 a 6 atomes de carbonetesfnbptéte polaire- [Cht] - ancre hydrophobe
(Fig. 18) (Ma et coll., 2007 ; Nakamura et colD09).

ii. Téte polaire chargée
Obata et coll. ont compare les efficacités de fesmi®n de lipides cationiques avec des tétes
polaires comportant soit de la lysine, de I'argeniou de I'histidine. L’efficacité de transfection
suivait I'ordre lysine> arginine > histidine (Obata et coll., 2008). Désdés structure-activité ont
montré que les lipides cationiques avec la plusgefafficacité de transfection partagent les
caractéristiques suivantes : une téte polaire mgi@ deux fois plus courte que la chaine
aliphatique, une liaison éther (3 atomes) entrelednes aliphatiques et le squelette hydrophobe et

une paire de chaines oléyle comme partie hydropl@ba pourrait refléter la nécessaire proximité
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des chaines hydrophobes et des tétes cationigusslald#ormation de complexes avec les acides
nucléiques (Ren et coll., 2000 ; Lv et coll., 2006)

La densité de charge de membrasg) (nfluence l'efficacité de transfection. Les comyds
devraient avoir une densité de charge optimale poueraction a la fois avec les membranes
cellulaires et intracellulaires (Ahmad et coll.,080 Mintzer et Simanek, 2009). L’échappement
endosomal pourrait étre proportionnel a la foia grbtonation des vecteurs utilisés mais également
a leur densité de charge. Cette derniére sertigueia la formation d’un contact entre liposomies e
membranes précédant leur fusion (Hafez et Culi§ 12

Ainsi, les phosphonolipides avec la charge sur toma de phosphore ou d’arsenic, sont
moins toxiques que si la charge est portée parzatedFloch et coll., 2000 ; Lin et coll., 2003y L
et coll., 2006). Ces atomes sont plus voluminewxItpzrote, la densité de charge diminue (Mintzer
et Simanek, 2009).

Plusieurs types de groupements chargés positiveor@nété utilisés pour préparer des
phosphonolipides, des lipides avec du pyridiniumecanucléoside ou avec hydroxyalkylamine
(Fig. 19). L'utilisation de nucléosides est avaeiagp parce qu’en plus des interactions
électrostatiques communes a tous les lipides dgties entre la charge portée par le groupement
hydrophile et les groupements phosphates de I'Af@Nx-ci forment des liaisons hydrogenes et des
interactionst-t avec les bases des acides nucléiques (MintZimetnek, 2009). Ces lipides avec
nucléosides sont capables de former des complexeesADN et de transfecter des cellules et ce

avec une faible toxicité (Chabaud et coll., 2006).
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Figure 19: Modifications du groupement hydrophyle(Mintzer et Simanek, 2009).

Enfin, I'efficacité de transfection est augmentéeneodifiant la valence des lipides avec des

tétes polaires portant plusieurs charges (Fig. 20).

|
/j\ H_ NH,

0
NG
\_\
BGTC H 2
Figure 20: Structure de lipides cationigues multivéents. DOGS: 5-
carboxyspermylglycine-dioctadécylamine; BGTC : Biganidium-Tren-Cholestérol
(Morille et coll., 2008).
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b. importance de la structure
Les molécules lipidiques polaires (amphiphiles)vyes s’auto assembler pour former diverses
particules colloidales (Fig. 21), en fonction ddedmpérature et de la force ionique (Lasic, 1998).

On peut distinguer :
- des micelles (savons, détergents, lysophosphosipide
- des bicouches (phosphatidylcholine, phosphatidylegphosphatidylinositol, DODAC).

- des micelles inverses (phosphatidyléthanolamimeljagide).
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Figure 21: Structures organisées de lipide®’apres (Lasic, 1998).

La phase lamellaire est la structure la plus courant rencontrée parmi les lipoplexes. |l
est souvent admis que lincorporation de DOPE (ByDIPhosphatidylEthanolamine) dans les
liposomes permet une augmentation de l'efficacéérdnsfection. Le DOPE, utilisé comme co-
lipide, joue un rdle dans la libération de I'ADNgllipoplexes mais son role le plus important serai
la déstabilisation des membranes endosomales (Zutocoll., 2005 ; Pedroso de Lima et coll.,
2001). Ceci serait dU a sa capacité a former dasgshhexagonales inverséesg)(kstables a pH
acide (Koltover et coll., 1998). Bien que le DOPG@&it drés efficacein-vitro, il a tendance a
s’agréger dans le sang a cause d’'un effet hydrapkbbst rempladé vivo par le cholestérol (Lin
et coll., 2003). Le cholestérol n’adopte pas dacstire inversée hexagonale mais est utilisé pour
diminuer I'agrégation des complexés vivo (Faneca et coll., 2002 ; Dass, 200#4).permet

également d’augmenter la stabilité des bicouchasn@ et coll., 1999).

59



Leblond et coll. ont montré une amélioration ddfibacitié de transfection de lipoplexes
formés avec des lipopolythiurés, lipides non catjoas, apres optimisatiuon de la struture de & tét
polaire (Leblond et coll., 2006 ; Leblond et cal007).

Dans le cas des lipoplexes, I'échappement de I’Al@Sl endosomes pourrait étre provoquée
par un flip-flop des lipides de la membrane dedesome avec formation de paires d’ions entre les
lipides cationiques des lipoplexes et les lipidemm@iques membranaires, ce qui déstabiliserait les
lipoplexes et libérerait I’ADN dans le cytoplasm@i(et Szoka, 1996 ; Fig. 22).

Le DOPE permet la fusion des liposomes avec la mamebendosomale a pH acide. Il est
possible gu'il y ait formation de pores qui laisgent échapper 'ADN (Conner et Schmid, 2003).

ADN lipide cationique
ou
polyplexes

Membrane
endosomale
lipide anionique Formation de paires d'ions qui
déstabiliseraient la membrane.
Figure 22: lllustration de la théorie des paires dons.

D’aprés (Medina-Kauwe et coll., 2005).

Des lipides fusiogénes avec des groupements Histidyimidazoles ont été proposés pour
augmenter la fusiogénicité des lipoplexes et reogrlda DOPE (Tableau 6). Le groupement
imidazole, comme pour les polyméres, pourrait p&mmeun échappement endosomal apres
protonation.
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Tableau 6 : Formules développées de lipides contemtades imidazoles utilisés comme vecteurs

de transfection.

Chemical structure Reference Chemical structure Refarence
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(1) Budker et al (1996); (2) Heyeas etal (2002); (3) Kumar et al. (2003); (4) Singh et al. (2004); (5) Denoyenle et al (2006); (6) Karmali o al. {2006); (7) Mevel
et al. (2008a); (8) Obata et al. (2008); (%) Tarwadi et ol (2008); (10) Shigeta et al. (2007).

D’aprés (Midoux et coll., 2009), références citdass la revue.

61



Suite aux résultats obtenus avec les polymereslyiés, le Dr. P.Midoux en collaboration
avec le Dr Arabinda Chaudhuri (Inde) ont dévelogpé lipides cationiques histidylés. Ainsi la L
histidine-(N,N-di-n-hexadecylamine)éthylamide (HDHE, Tableau 6) associée au cholestérol
forme des liposomes cationiques fusiogenes enuraléde (5 <pH< 7) (Kumar et coll., 2003). Ces
liposomes ont une taille de 78 (x 24) nm et unegiaglobale de surface de + 32 (£ 1,5) mV a pH
neutre. Leur combinaison avec de I’ADN plasmidigoeduit a la formation de lipoplexes de 490
(x 20) nm ayant un potenti€l de - 2,5 mV. Cette formulation a une efficacité tdensfection
comparable a celle du FUGENE 6 et au DC-Chol/DOlHes lignées cellulaires A549, 293T7 et
Hela, et supérieure dans le cas des cellules lo@esatiHepG2 (Kumar et coll.,, 2003). Le L-
histidine-cholestéryl-éthylamidet,( Tableau 6) a été synthétisé et a permis un wendé gene
efficace dans différentes lignées cellulaires (A34BK293 et HelLa) avec une absence de toxicité
(Singh et coll., 2004).

Depuis, de nombreux lipides possédant des imidazmi¢ été mis au point, leurs formules

développées sont présentées dans le tableau 6.

En collaboration avec le Pr. Jaffres, le Dr. Midauxiéveloppé des lipides contenant des
groupements imidazoles de structure bioinspiréev@let coll., 2007; Mevel et coll., 2008; Mevel
et coll., 2008). Ce sont des lipophosphoramidates wpssemblent aux phospholipides
membranaires comme la phosphatidyléthanolaminphtesphatidylsérine, la phosphatidylcholine
et la sphingomyéline (Fig. 23). Dans ces lipidésstcun phosphoramidate qui est utilisé comme
groupement espaceur. Les phosphoramidates diffdesnphosphonates par le remplacement d’'une
liaison P-O par une liaison P-N, ces vecteurs g solubles dans I'eau et moins toxiques
(Lamarche et coll., 2007; Le Gall et coll., 2010).

McNeil et coll. ont comparé les efficacités de sfactionin vitro et de stimulation immune
in vivo de lipoplexes formés avec des liposomes DOPE :b@-(1 :1 mol/mol), Chol :DC-Chol
(1:1), PC: Chol:DC-Chol (16:8:4) ou PC: CHoC-Chol (1:1:1). Les lipopolexes PC:
Chol :DC-Chol (16 :8 :4) d’efficacité presque nuile vitro se sont avérés étre les meilleurs
stimulateurs de sécrétion d’lIL-12 et d'interfergnpar les splénocytes apres administration de
lipoplexes contenant un plasmide codant un antigensurface de I'hépatite B a des souris par voie
souis-cutanée. Ainsi, pour I'optimisation des folations liposomiques, I'étude des capacités de

transfectionn vitro pourraient ne pas suffire.
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E. Lipopolyplexes

Le groupe de Huang Leaf a été le premier a utitissr LPD obtenus en complexant 'ADN
plasmidique avec soit la polylysine hydrobromide £\25 600 Da), la protamine ou la protamine
sulfate et en utilisant des liposomes DOTAP (Gadleang, 1996 ; Li et Huang, 1997). Une
meilleure protection contre la digestion enzymagigie I'ADN et une plus importante expression

du gene rapporteur luciféragevivo ont été obtenues par rapport aux lipoplexes DOTABN.

Les LPD sont des complexes ternaires Lipid-PolgcalDNA (LPD) ou LPR lorsqu’ils sont formés
avec de 'ARNm (Lipid-Polycation RNA) (Fig. 24).uiNaboratoire, une formulation a base de LPR
dans lesquels 'ARNmM est complexé avec de la pelysine histidylée PEGylée, les liposomes
cationiques constitués avec HDHE/Cholestérol (Mgcke coll., 2007). L'administration d’'un
ARNmM codant lI'antigene tumoral MART-1 sous formeR.R permis l'induction d’'une réponse

immune chez la Souris ainsi qu’un retard de croissale mélanomes B16F10.

Figure 24 : Structure de lipopolyplexes en microsqoe électronique de
transmission. A : ADN / polycation Poly-L-Lysine histidylée PEGéd et liposomes
DOPE / DOPS (Lee et coll.,, 1996) ; B: ARNm / paiion polylysine histidylée
PEGylée et liposomes HDHE / Cholestérol (Mockegadt, 2007).

Des exemples de lipopolyplexes sont présentéslddableau 7.

Garcia et coll. ont comparé les capacités de teatish de LPD réalisés avec de 'ADN pré-
complexé par des PEI linéaire de 22 kDa ou brar#hé&5 kDa et 800 kDa et utilisant des
liposomes DOTAP/Cholestérol (Garcia et coll., 20018 ont montré que si I'ajout de liposomes
n’entrainait pas une meilleure complexation de IMxelle-ci permettait d’augmenter ['efficacité
de transfection qui s’est révelée étre supériewrella des polyplexes et lipoplexes correspondants.
De plus, ils ont mis en évidence une supériorigld®D formés avec le PEI linéaire de 22 kDa par

rapport a ceux formés avec les PEI branchés d®a%k800 kDa.
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Tableau 7: Exemples de lipopolyplexes utilisés poua transfection.

Complexes
Référence

Polycation Liposomes

Poly-L-Lysine_PEG (25.6 kDa) DOPE / CHEMS
(Leeet coll, 1996)

Poly-L-Lysine_PEG (25.6 kDa) DOPE / DOPS
PEI branchée (25 kDa) ou -
Poly-L-Lysine (16,1 kDa) DOTAP (Foglieni et coll., 2000)
Protamine sulfate DOTAP / Cholestérol (Tsai et coll., 2002)

PEI linéaire (22kDa)

DOTAP / Cholestérol (Garcia et coll., 2007)

PEI branchée (25 kDa ou 800 kDa)

Oligolysine (7-30 lysines)

DOCSPER (Golda et coll.,, 2007)

Oligolysine (18 résidus)

Poly-L-Lysine_PEG histidylée (50 kDa) HDHE / Choletrol (Mockey et coll.,, 2007)

DSPE-PEG2000-biotine

PEI (25 kDa) streptavidine-Ac anti (Hu et coll, 2010)
transferrine

Peptide adenoviral mu DC-Chol / DOPE (Perouzelet coll., 2003)

Peptide NLS SVv40 DC-Chol / DOPE (Keller et coll., 2003)

Peptide Tat modifié

ou

Antigéne T de SV40 Lipofectamine (Moon et coll., 2007)

ou

Protamine sulfate

Oligopeptides lysine histidine cystéine DMB-Chol DOPE

(Tokunagaet coll.,
2004)

CHEMS: Cholestéryl hemisucccinate; DOPE: 1,2-diglesm-glycero-3-

phosphoethanolamine; DOPS: 1,2-dioleoyl-sn-gly&miospho-L-serine ;
DOTAP : 1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-propane ; DOCSPER : 1,3-
dioleoyloxy-2-(N5-carbamoyl-spermine)-propane ; HPH L-Histidine-(N,N-di-n-

hexadécylamine)éthylamide ; DSPE-PEG2000: 1,2-alistd-sn-glycero-3-
phosphoethanolamine-N-[amino(polyethylene glyc@®@] ; DC-Chol : 3[3-[N-
(N',N'-dimethylaminoethane)-carbamoyl]cholesterpkptide Tat modifié : Arg-Lys-
Lys-Arg-Arg-Gln-Arg-Arg-Arg-Cys
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Hu et coll. ont développé un nouveau type de LRiécavec complexation ADN /PEI (25
KDa) /DSPE-PEG200-biotine / streptavidine-anticompsnoclonal dirigé soit contre le récepteur a
I'insuline soit contre le récepteur a la transfezr{Hu et coll., 2010). Ce type de complexe a perm
in vivo une expression dans les tissus exprimant ces stos savoir les tumeurs hépatiques et les

cellules du foie.

Tojunaga et coll. ont précomplexé de I'’'ADN plasmitk avec des oligopeptides contenant
lysine, histidine et cystéine avant complexatioacstes liposomes DMB-Chol/DOPE (Tokunaga et
coll., 2004). L'utilisation du complexe ternairgparmis une meilleure protection de ’ADN que les

oligopeptides seuls et une augmentation des cégatit transfection des complexes.

Perouzel et coll. ont utilisé des LPD ADN plasmigdq/ peptide adénoviral mu
(MRRAHHRRRASHRRMRGG) / liposomes DC-Chol/DOPE (Rezel et coll., 2003). lls ont mis
en évidence que le peptide adénoviral mu qui apdegriétés de déstabilisation des membranes
cellulaires permet d’augmenter I'efficacité de sfaction des LPD par rapport aux lipoplexes.

Toutes ces équipes ont ajouté des liposomes acissanucléiques d’abord complexés par
des polycations ce qui montre I'importance de Iferd’addition des composants. Moon et coll. ont
montré que les complexes formés par addition dddgiamine a des plasmides précomplexés par
des peptides Tat-C étaient plus efficace que ceuxrds par ajout successif de peptide Tat-C, de
Lipofectamine (LFA) et d’ADN. Les complexes (ADN<{f@) + LFA étaient également de
meilleurs transfectants que les polyplexes ADN +Qeet les lipoplexes ADN + LFA (Moon et
coll., 2007).
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F. Ciblage des cellules dendritiques

Les cellules dendritiques expriment plusieurs rémgp présentés dans le tableau 8. La

plupart des stratégies de ciblage des DC visewsickepteur mannose.

Tableau 8 : Récepteurs exprimés par les cellules miritiques.

Famille de

Récepteur .
récepteur

Expression du récepteur par les cellules humaines

DC immatures, monocytes, macrophages, sous-types

Recepteur au CLR de cellules endothéliales, épithélium de la rétine,

mannose cellules du rein, cellules musculaires lisses detlachée
DC matures, cellules épithéliales thymiques,
CD205 CLR monocytes, lymphocytes B et T, cellules NK
DC-SIGN CLR DC immatures, macrophages, megakaryocgs
DC immatures, macrophages, fibroblastes, cellules
LOX1 CLR musculaires lisses, cellules endothéliales
- DC immatures, monocytes, macrophages, neutrophiles,
Dectin-1 CLR eosinophiles, lymphocytes B et T
FcyRlI FcR DC, monocytes, macrophages, neutrophiles aeés
FeyRlla FcR DC, monocytes, macrophages, neutrophiles,
eosinophiles, plaquettes
FeyRIll EcR DC, monocytes, macrophages, neutrophiles,
eosinophiles activés
EcvR EcR DC matures, monocytes, macrophages, neutrophiles,
& eosinophiles
CD11c/CD18 Intégrine DC, monocytes, macrophages, granulocytes, cellules
NK, lymphocytes B activés
L DC, monocytes, macrophages, granulocytes, cellules
MAC1 Intégrine NK, sous-types de lymphocytes B et T
CD40 Superfamille DC, monocytes, macrophages, granulocytes, cellules
du récepteur TNF NK, sous-types de lymphocytes B et T
Siglec-H Siglec Le récepteur chez 'Homme reste inonu

CLR : récepteur lectine de type C, DC-SIGN : molécd’adhésion intercellulaire
spécifigue aux DC, FCR : récepteur au fragment temsdes immunoglobulines,
LOX1 : récepteur aux lipoprotéines de faibles déssoxidé de type lectine lectin,
MACL1 : Récepteur 1 des macrophages, Siglec : keditype immunoglobuline liant
I'acide sialique, TNF : facteur de nécrose des wnmsieD’aprés (Tacken et coll.,
2007).
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Le récepteur mannose fait partie d’'une famille deepteurs qui comprend le récepteur
mannose (CD206), Endo 180 /CD280/uPARAP (urokingge-Plasminogen Activator Receptor-
Associated Protein), DEC-205 et PR (Récepteur a la phospholipase de type M). Il lie et
internalise aussi le collagéne et la gélatine (Mag-Pomares et coll., 2006 ; Llorca, 2008). Il est
exprimé par les macrophages (Stahl et Gordon, 1885 DC en culture (Sallusto et coll., 1995 ;
Avrameas et coll., 1996). Comme DEC 205, le réagpteannose intervient dans la présentation
antigénique croisée mais il est peu exprimé parcésiles dendritiques spléniques (Burgdorf et
coll., 2006 ; Burgdorf et coll., 2007). Dans cedludes, il n'est pas indispensable a la présemati
croisée (Segura et coll.,, 2009). Le ciblage deémepteur présente un intérét thérapeutique. Il a
ainsi permis l'induction d’une immunité anti-tumt@ahez la Souris dans un modéle de cancer du
sein (Wei et coll., 2009). Le couplage d’'une pm¢éd’'un antigéne tumoral (gp 100) a un anticorps
dirigé contre le récepteur mannose a permis ungeptation des antigenes sur des comples CMH
de classes | et Il par des cellules dendritiquesvéles de monocytes circulants humains
(Ramakrishna et coll., 2004). Mais ce bénéfice pés pas encore été confirmé cliniguement
(Caminschi et coll., 2009).

Le mannose est également reconnu par une lectéseme dans le sérum, la lectine MBP
(Protéine de liaison au mannan) (Kawasaki et ctli78). Cependant, cette lectine est présente en
faible quantité dans le sérum (5-80ug/mL) et ibgguossible de s’en affranchir en augmentant les
guantités de vecteurs (Hansen et coll., 20Bi@n que plusieurs récepteurs soient capableedgeli
mannose, les modes d’internalisation different. liggnds reconnus par DEC-205 et le récepteur
mannose, dont le mannose, sont dirigés vers legsentes. DEC-205 permettrait une meilleure
présentation des antigenes (Mahnke et coll., 2008)pression de DEC205 est plus restreinte chez
’'Homme que chez la souris mais elle est partaggdgs DC, les LB, les LT, les monocytes, les
macrophages et les cellules NK (Tableau 8) ce xpliquie peut étre pourquoi ce récepteur semble
plus efficace dans I'induction de la présentatiomisgée que le récepteur mannose (Kato et coll.,
2006 ; Aarntzen et coll., 2008). De plus, le réeaptétant aussi présent sur les cellules
endothéliales, il pourrait étre avantageux poutrdasfection de ces cellules dans I'angiogénese

tumorale.

Dans la rate, deux types de cellules dendritiqoesistent, les cellules CD®CIRZ et les
CD8" DEC-205. Les cellules DEC-205et CD8 sont plus efficaces dans la présentation croisée
des antigénes. (Dudziak et coll., 2007 ; Shortmameath, 2010). Ces deux types cellulaires

présentent les antigenes aux lymphocytes et setihgliables par leur phénotype (Tableau 9). Les
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DC CD8' sont plus efficaces pour la phagocytose des esllapoptotiques et dans la présentation

croisée et ont des équivalents chez I'Homme (Vélegbs et Shortman, 2010).

Tableau 9 : Maqueurs et récepteurs TLR permettant ne distinction des cellules dendritiques
CD8" (DEC205) et CDS8 (33D1") de la rate chez la souris.

Molécule DC spléniques CD8 DC spléniques CD8

Clec9A (DNGR 1) + -
CD205 + + +
Clec | 2A ++ +
DCIR2 - +
Dectin-1 - +
CD36 + -
CD24 (HSA) ++ +

CD172a (Sirpw) + ++

CD11b + + +
Cystatine C + -
TLR 3 + -
TLR 12 (TLR 11) + ;
TLR 7 - +

CD11lc ++ ++

Clec9A: membre 2A de la famille 1 des récepteurstyge lectine de type C,
DNGR1: récepteur lectine du groupe 1 des DC etileslINK, DCIR2: récepteur 2
d’inhibition des DC, HSA: antigene thermostablerp&i protéine a régulatrice de
signalisation. D’apres (Shortman et Heath, 2010).

van Broekhoven et coll. ont montré un ciblage de m@inesin vitro par des liposomes
fonctionnalisés avec des anticorps anti-CD11c di#@GD205 (van Broekhoven et coll., 2004). De
plus, Moriya et coll. ont mis en évidence la plogé capacité des DC CD®EC-205 a induire

une réponse immune contre le mélanome que les DRPClans le modéle murin B16F10

(Moriya et coll., 2010).

De nombreuses études ont utilisé des liposomes osgl@s pour cibler les cellules

dendritiques avec des composés mono-mannosylé®(Hett coll., 2006 ; Lu et coll., 2007 ; Inoh
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et coll., 2009), di-mannosylés (Espuelas et cad08), tri-mannosylés (Copland et coll., 2003) ou
tetra-mannosylés (Espuelas et coll., 2008) (Fig. 2be groupe de Mitsuru Hashida a mis en
évidence une meilleure efficacité de transfectian rdacrophages muring vitro avec des
lipoplexes réalisés avec des liposomes mannosylastidylés et une bonne expressionvivo
dans les cellules dendritiques murines six heupegsaadministration par voie intrapéritonéale de
100pg d’'un plasmide codant la luciférase (Hattbdadl., 2006 ; Nakamura et coll., 2009). En effet,
I'utilisation des lipoplexes mannosylés a permisivo une transfection 7 fois plus efficace des DC
spléniques par rapport aux lipoplexes non mannsgydattori, 2006). lls ont mis en évidence que
la formation des lipoplexes mannosylés aec undipdrteur d’un groupement histidyl permet une
meilleure expression du transgene dans les maayephaurinsn vitro que les lipoplexes sans
histidyls (Nakamura, 2009).Les capacités de tratisie des complexes mannosylés étaient bien
dues au mannose comme le montre la forte diminud®ractivité luciférase des macrophages

transfectés avec les lipoplexes mannosylés enmréske mannose (Kawakami et coll., 2000).

L'utilisation de lipoplexes mannosylés a permis urensfection plus efficace que les
lipoplexes non mannosylés de DC spléniques mupnssaadministration par voie intrapéritonéale
de 100ug d’ADN codant la luciférase par Souris {bfaet coll., 2006).
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Figure 25: Formule développée de lipides mannoswyeé utilisés pour la
transfection de cellules dendritiques ou de macro@yges. man3-DPPE :
trimannose-dipalmitoylphosphatidylethanolamine) gfaad, 2003); Man-C4-Chol:
cholesten-5-yloxy-N-(4-((1-imino-2-b-D-thiomannosthyl) amino)alkyl) formamide
(Hashida et coll., 2001); Man-His-C4-Chol : (Nakamet coll., 2009) ; Man-lip N-

B-D-MannopyranosyN-dodecylhexadecanamide (Montier et coll., 2004).
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Ces résultats montrent un ciblage des celluleslriteues et des macrophages avec des
lipoplexes mannosylés. De plus, ils soulignentt€rét de I'utilisation de groupements histidyls.
Au cours de ma thése je me suis consacré au d@estamt de lipopolyplexes mannosylés et

histidylés pour cibler les cellules dendritiques.
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Résultats

Chapitre |: Vaccination anti tumorale contre le
mélanome murin B16F10 avec des LPD23 et TARNmM
MARTL1
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A. Comparaison de l'effet vaccinal de TARNm MART1avec une coiffe ARCA
ou une coiffe IRES

Une formulation efficace de transfert d’ARNm, le®R23, a été mise au point au
laboratoire par Mickaél Mockey pendant sa thésdteClermulation comprend trois partenaires,
’ARNm, des polyméres cationiques histidylés deypaline histidylée PEGylée et des liposomes
cationiques histidylés (liposomes 23). Ces vectalggiennent fusiogenes en milieu acide et
favorisent la délivrance de ’TARNm dans le cytoaptes endocytose. L'ARNmM a été optimisé par
ajout en 5 d'une coiffe ARCA et d'une queue polyde 100 adénosines. Aprés injection
systémique d’ARNm codant I'antigene de mélanome MARous forme de LPR23, un retard de
croissance de tumeurs cutanées et de métastasesnairles murines B16F10 a été observé
(Mockey et coll., 2007).

L'utilisation de la coiffe ARCA est avantageusevitro et permet d’augmenter la stabilité et
I'efficacité de traduction des ARNm. En effet, dent obtenus, par transcriptiom vitro, a partir
d'un plasmide matrice codant I'antigéne sous letréd® du promoteur T7 de bactériophage. La
transcription est réalisée en présence d’ATP, defatides et un analogue de la coifféGgrace

a une ARN polymérase de bactériophage.

L’incorporation de la coiffe est nécessaire a fiation de la traduction et a la stabilité de
'ARNmM mais elle n’est pas optimale lors de la sanptionin vitro (Mockey et coll., 2006 ;
Sonenberg et Hinnebusch, 2009). Il y a en effatmgeement compétition entre l'incorporation de
I'analogue MGpppG de la coiffe et le GTP et deuxiémement ino@ton de cet analogue dans la
bonne ou la mauvaise orientation, c'est-a-dire dgeguanosine méthylée en premiére ou en
deuxiéme position (ABpppGpN ou GpppAGpN) ; ces mauvaises incorporations diminuant
I'efficacité de la traduction (Pasquinelli et cpll995 ; Kuhn et coll., 2010).

Des analogues de la coiffe permettant une incotiporabligée dans la bonne orientation
ont été développés dont les analogues ARCA (Jagnilicoll., 2003 ; Kuhn et coll., 2010) (Fig.
26). L'élongation des ARN se fait par liaisons engs riboses et celle-ci est empéchée a partir de
la guanosine méthylée de ces analogues ARCA dertydroxyles du ribose sont substitués par
des OCH (Fig. 26) soit en 2’ M? °GpppG soit en 3’ M* °GpppG. Les ARNm & coiffe ARCA
ont des efficacités de traduction 1,8 fois supéeiswux ARNm sans coiffe ou & coiffé@dans
des lysats de réticulocytes (Stepinski et collQ12d0De nouveaux analogues contiennent en plus de
la modification ARCA sur les riboses une modifioati phosphorothioate pour augmenter la
stabilité des ARNm et sont appele$S-ARCA (Grudzien-Nogalska, 2007) (Fig. 26). L'igdtion

d’ARNm coiffés avecp-S-ARCA a permis une meilleure expression protéinois fois supérieure
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d’ARNm codant la luciférasin vivo chez la souris apres injection dans les gangliogsinaux par

rapport aux ARNm coiffés ARCA sous forme nue (Kéreoll., 2010).
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Figure 26 : Structure de la coiffe et de ses analags chimiques utilisés lors de la
transcription in vitro (Fischer, 2009 ; Kuhn et coll., 2010).

La préparation en grande quantitté d’ARNm pour l&cuztion représente un travail
important et colteux. La société CureVac GmBH (mgbh, Allemagne) produit des ARNm en
grande quantité, mais ces ARN ont une queue pdg4 adénosines. Comme I'ont démontré
précédemment Mockey et coll. cet ARNm n’est pasnugdt pour la transfection des DC et la
stimulation de CTL spécifiques (Mockey et coll.,080) Mockey et coll., 2007). Une étape
supplémentaire de polyadénylation des ARNm obtgmus avoir des queues polyA d’au moins
100 adénosines est alors nécessaire. Cependamatlytdénylation effectuée est peu reproductible
comme I'ont montré Holtkamp et coll. en utilisaatrhéme kit de transcription que celui utilisé au
laboratoire avec des différences de longueur daapipolyA lorsque des conditions expérimentales

similaires sont utilisées (Holtkamp et coll., 2006)

En collaboration avec la société Mitoprod, égalamspécialisée dans la production de
grande quantité d’ARNia un systéme de productidmvivo chez la levure, nous avons réalisé une
matrice ADN IRES-MART-1-A110 permettant d’'obtemn une seule étape, la préparation d’'un
ARNmM coiffé en 5’ avec une séquence IRES (InteRiabsomal Entry Site) et possédant en 3’ une
gueue poly(A) de 110 adénosines sans opération&upptaire. Par rapport a 'TARNm MART1
utilisé par Mockey, la coiffe ARCA est remplacéer dJdRES du virus EMCV (virus de
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'encephalomyocardite vésiculaire). Cet ARNm diffedonc de celui utilisé préecedemment au

laboratoire.

Ce procédé permet la production dARNm directenmmiffés in vivo. De plus, la queue
polyA de '’ARNmM transcriin vitro est ajoutée par polyadénylation alors que celleARNmM IRES
est native et dérive de la séquence matricielld’AlBNm. La société Mitoprod possede une
technologie qui permet de produire en grande qiéace type d’ARNmM en conditions GMP.
L’ARNmM que nous utilisons est celui de I'antigen@RIT-1 humain, le méme ARNmM qui serait

utilisé chez 'Homme.

Nous avons comparé l'effet vaccinal des LPR23 cwarieles deux types d’ARNm MART-
1, 'un avec coiffe ARCA que jai produit par tramgtionin vitro, et 'autre avec IRES produit par
Mitoprod. Les résultats obtenus montrent que leR23 contenant les ARNm IRES permettent

d’obtenir un retard de croissance similaire aux 2BBvec ARNm ARCA (Fig. 27).
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Figure 27 : Inhibition du développement tumoral induite par des LPR23
contenant TARNm ARCA-MART1-A100 ou 'ARNm IRES-MAR T1-A110.Trois
groupes dé souris ont regcu par voie intraveineuse a J-147tds LPR23 contenant
25ug d’ARNm IRES-MART1-A110 ou ARCA-MART1-A110 (2pQ). Le groupe
controle a recu une solution de 0,15M NaCl. Apmglantation intradermique de .0
cellules B16F10 a JO, le volume tumoral a été ngesl@ux fois par semaine en
utilisant un pied a coulisse.
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B. Influence de la voie d’administration

Nous avons utilisé TARNm IRES pour tester I'effai# de la vaccination selon différentes
voies d’administration. Comme le montrent les rigdgsilde la figure 28, par rapport aux injections
intramusculaire et sous-cutanée, seule la voi@auetneuse permet d’obtenir une inhibition de la
croissance tumorale. La voie sous-cutanée n'offraitcune protection. Pour les voies
intramusculaire et sous-cutanée, il est possibielgs LPR23 ne diffusent pas suffisamment et ne
transfectent pas efficacement les cellules présaa d’'antigénes présentes respectivement dans
le muscle et la peau. La voie intraveineuse peraiettine meilleure accessibilité aux organes
lymphoides comme la rate et une transfection desaB$gz importante pour I'induction d’'une

réponse immune.
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Figure 28 : Influence de la voie d’administration e&s LPD23 sur I'effet vaccinal.
Trois groupes dé souris ont recu par voie intraveineuse des LPR2Beoant 25ug
d’ARNm IRES-MART1-A110 soit par voie intraveineuseframusculaire ou sous-
cutanée. Le groupe contréle a recu une solutio@, @M NaCl. Apres implantation
intradermique de f@ellules B16F10 & JO.
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C. Co-administration MART1 / MART1 LAMP1

Mockey et coll. ont montré un meilleur retard deigsance des tumeurs primaires B16F10
lorsque les animaux vaccinés recevaient a la ®ésLdPR23 contenant de TARNm ARCA-MART1
et des LPR23 contenant ’TARNm ARCA-MART1 avec lajseénce LAMP1 d’adressage vers les
compartiments riches en molécules du CMH de clagdéockey et coll., 2007). Nous avons choisi

dans un premier temps de remplacer un des deux Apamn ARNm IRES produit par Mitoprod.

Comme précédemment, I'administration de LPR23 fdéshavec les ARNm IRES MART1
et ARCA-MART1_LAMP1 s’est révélée étre la formutati la plus efficace dans le retard de

progression de tumeurs primaires (Fig. 29 et 30).
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Jours post-injection des cellules B16F10

Figure 29 : Effet vaccinal du mélange IRES-MART1 ARCA-MART1_LAMPL1.

Les souris ont recu, par intraveineuse, aux joldset -7 des LPR23 comprenant soit
25ug d’ARNm IRES-MART1-A110 A4) soit 25ug dARNm ARCA-
MART1_LAMP1-A100 @) soit un mélange de LPR distincts de 12,5ug d’ARNm
IRES-MART1-A110 d'une part et de 12,5ug d’ARNm ARSGMRT1_LAMP1-
A100 (&) d'autre part, soit du PBS en controie) (avant injection des cellules
B16F10 a JO. T Animal mort au jour indiqué. Lesrbes représentent I'évolution des
voumes tumoraux moyens pour chaque groupe.
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Figure 30 : Courbe de survie des souris porteuse® dumeurs primaires B16F10
vaccinées avec les différentes formulations utilieé en figure 32A. La survie des
souris a été compareée entre les groupes par uhsamke Kaplan-Meier, la survie du
groupe MART1 + MART1-LAMPL1 est statistiquement sfgrative.

Ces résultats (Fig. 29 et 30) montrent un retardrdssance remarquable des tumeurs chez
les souris ayant recu des LPR23 avec ARNm IRES-MART10 et ARCA-MART1_LAMP1-
A100 et une augmentation significative (p = 0.08 tie kruskal-Wallis) de leur survie suggérant un
effet additif. L’effet vaccinal de TARNm MART1 LAN?1 seul est tres faible. Dans cette série,
I'effet vaccinal de TARNm IRES-MART1 semble pluailble que celui obtenu dans les figures 27
et 28. Ceci pourrait étre di au fait que les tumel@s souris non traitées ont une progression plus
rapide (3500 mrhcontre 4500 mm).
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D. Effet vaccinal sur les métastases pulmonaires

L’effet vaccinal des LPR23 ARNm MART-1 a égalemeéné évalué sur un modéle de
métastases. Des métastases pulmonaires peuvermtbéreies par injection intraveineuse dé 10
cellules B16F10. Aprés deux semaines, les foyetastasiques sont généralement dénombrés par
comptage visuel sous microscope. Cependant, cétieoate rend difficile la détection des micro-
meétastases et leur numération a des stades pré€esspourquoi, nous avons utilisé des cellules
B16F10-GFP-Luc qui expriment les génes de la pmetéierte fluorescente (Green Fluorescent
Protein) et de la luciférase. La luciférase perored amplification du signal et devrait mettre en
evidence de faibles quantités de cellules tumomddes les poumons. La GFP peut étre utile pour
limagerie de fluorescence. Nous avons d’abordfiéépar immunofluorescence que les cellules
B16F10 et B16F10-GFP-Luc exprimaient I'antigene MARa des niveaux similaires. Comme
MART1 est une protéine intracellulaire, les celluleont été perméabilisées avant
limmunomarquage. Comme le montre la figure 31,deltules B16F10-GFP-Luc expriment bien
MART1 et ce a un niveau comparable aux cellulesFAD6ce qui nous autorise a les utiliser dans
des expériences de vaccination avec administrati®®RNm codant cet antigene. Nous avons
également vérifié I'expression de la GFP et deiti#érase par les cellules B16F10-GFP-Luc.

80 100 120 140

Counts

60

Q|
<

(=)
!

O‘ i i b bndak 3 P
100 107 102 103 104
MART1

Figure 31 : Mesure de I'expression de la protéine MRT-1 dans les cellules
B16F10 et B16F10-GFP-Lucles cellules B16F10 et B16F10-GFP-Luc ont été
perméabilisées au méthanol puis incubées avecticogs anti-MART-1_PE ou un
isotype_PE avant analyse par cytométrie en fluntype B16F10 -, Isotype
B16F10-GFP-Luc -§, anticorps anti-MART1 sur cellules B16F18nticorps anti-
MART1 sur cellules B16F10-GFP-Luc

La vaccination des souris avec des LPR23 ARNm IREEIRT1 permet une réduction de
85% de l'activité luciférase mesurée dans les poarfdableau 10). Cette réduction est associée a

un nombre moindre de métastases aprés comptagel. visadministration conjointe de LPR23
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avec 'TARNm MARTL1 et de LPR23 avec ARNm MART1_LAMRe&nforce cette protection et

confirme l'effet synergique observé sur les tumguinaires.

Tableau 10 : Effet vaccinal sur les métastases putmaires.

PBS MART1 MART1 + MART1_LAMP1
Formulations
n=3 n=>5 n=>5
RLU x 10°a J11 268 + 18,7 41 +7,2 53+272
% d’inhibition 0 85 98

Les souris ont recu soit du PBS soit des LPR23eramit TARNm IRES-MART1-
A110 ou le mélange des LPR23 d’ARNm IRES-MART1-Alt0d’ARNm ARCA-
MART1 LAMP1-A100. Les souris ont été sacrifiées jours apres linjection
intraveineuse des cellules B16F10-GFP-Luc. L'ativuciférase dans les poumons
est exprimée en RLU par mg de protéine. n = nondersouris. Le bruit de fond
mesuré avec des souris n'ayant pas été inject@esdms cellules B16F10-GFP_Luc
(n=3): était de 2 x 39,5 x 16 RLU/mg.

Il'y a donc bien retard de croissance avec uneudlation vaccinale contenant un ARNm de
coiffe ARCA et un ARNm a coiffe IRES (268 %0rs 41 18°. Il nous reste & évaluer I'efficacité du
mélange ARNm IRES-MART1 et ARNm IRES-MART1-LAMP1isoforme de LPR23.
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E. Uilisation d’oligodésoxynucléotides CpG

Afin d’augmenter la réponse immune spécifique itelypar les ARNm MART1, nous
avons cherché a utiliser des oligodésoxynucléoi@&sN) contenant des motifs CpG non méthylés
pour stimuler la réponse immunitaire innéa le récepteurs TLR9. L'ODN-CpG utilisé est 'ODN
phosphorothioate 1826, efficace dans le modeéle m({8witaj et coll., 2004). Les ODN ont été
administrés sous forme de LPD23 formés avec lesan&apports acide nucléique / polymeres /
liposomes utilisés pour TARNm. Des souris ont éé&cinées avec des LPR23 d’ARNm MART-1
seuls, ou avec des LPR23 d’ARNmM MART-1 et des LPDZBN-CpG (25 pg ou 5ug d’'ODN-CpG
par injection). En contréle, des souris ont recsl deD23 d’'ODN-CpG seuls (25ug) ou des LPR23
d’ARNm luciférase. Les résultats obtenus ont momwueé I'introduction des ODN-CpG dans le
protocole de vaccination n’apporte pas d’amélioratdans la protection des souris contre le
développement de tumeurs primaires B16F10 que itesdnjectant les ODN-CpG le méme jour
que les ARNm MART-1, 7 ou 14 jours avant les ARNMART-1. Les quantitées d’ODN
administrées pourraient étre insuffisantes a lawgttion immunitaire ou la stimulation immune

induite étre insuffisante pour permettre un retiratroissance des mélanomes.

Plusieurs auteurs ont injecté 100pg d’ODN-CpG paris soit non vectorisés (Chaudhry et
coll., 2006 ; Buhtoiarov et coll., 2007) soit comyts a des liposomes cationiques (Wilson et coll.,
2009). Nous n’avons utilisé que 25 pg/souris ersgenque la vectorisation sous forme de LPD
apporterait un plus ce qui ne semble pas avoiteét@s. L'injection simultanée de LPR d’ARNm
MART-1 avec des ODN-CpG non complexés n'a pas dtécteée du fait qu’il y aurait
probablement déstabilisation des LPR d’ARNmM engmés d’ODN libre.

Il a été rapporté que l'injection de 20ug de CpQ@6LB'a pas produit d’effet sur les tumeurs
primaires B16F10 (Kim et coll., 2009). De plus, $zezak et coll. ont montrin vitro que les
cellules dendritiques murines obtenues a particedelles souches de la moelle osseuse n’avaient
pas d’activité cytotoxique contre des cellules Bll®Fapres stimulation par des CpG 1826
(Fraszczak et coll., 2010). Ginzkey et coll. onsran évidence une augmentation de la taille de
gliosarcomes expérimentaux lorsque des ODN Cp@rdtaidministrés de fagcon stéréotaxique que
ce soit avant ou apres injection dans le striat@® ckllules tumorales (Ginzkey et coll., 2010).
Enfin, l'utilisation d’'ODN CpG en thérapie anti-naélome chez 'Homme a donné de faibles taux

de réponse (Weber et coll., 2009).

Pour approfondir ces résultats il serait nécessad@valuer I'administration

d’oligodésoxynucléotides libres a des quantités phportantes.
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Chapitre 11 : LPD100 et transfert d’ADN : ciblage de
DC avec des LPD100 mannosylés
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Au chapitre précédent, nous avons utilisé des ld?Rés avec TARNmM MART1 complexé
a la polylysine histidylée PEGylée et aux liposoroasoniques 23. Ces liposomes étaient formés
avec la L-histidine-(N,N-di-n-hexadecylamine)etiglde (HDHE,3) comme lipide cationique et

le cholestérol comme co-lipide dans un rapport m®lh: 2 (Schéma 1).
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Schéma 1. Structure de la polylysine histidylee PBE@e et des lipides.
PEG-Hpk : poly-L-Lysine histidylée PEGylée (PEG Sl&kDa) ; 1: O,O-dioleyl-N-
[3N-(N-methylimidazolium iodide)propylene] Phosphoridate; 2: O,O-dioleyl-N-
histamine Phosphoramidate; 3: L-histidine-(N,N-diexadecylamine)ethylamide ;
Lac-lip ;3-D-Galactopyranosyl-(1,4)-8-D-glucopyranosyl-N
dodecylhexadecanamide ; Man-lip : N-B-D-MannopyranosyN-
dodecylhexadecanamide (Man-Lip) (Kumar et coll.020 Montier et coll., 2004 ;
Mével et coll., 2008).
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De nouveaux liposomes, appelés liposomes 100 wntdéveloppés dans I'équipe en
collaboration avec le Pr. Paul Alain Jaffrés (Unsit&¢ de Brest). lls sont composés a part €gale,
d’'un lipide cationique (lipidel), et d’'un colipide neutre pH sensible (lipi@e (Schéma 1). Le
lipide 1 est un lipide cationique de charge permanenteéeomar un groupement N-
methylimidazolium, pour la complexation des acidascléiques. Le lipide2 possede est
protonable a pH acide ce qui favorise I'échappenmedosomal aprés déstabilisation de la
membrane en milieu acide. Dans ces lipides ce p&stuun ammonium guaternaire mais un atome
de phosphore qui fait le lien entre les chainebara¥es et le noyau imidazole comme dans le cas
de la L-histidine-(N, N-di-n-hexadecylamine) ethyiide avec les liposomes 23. Ces lipides sont
des lipophosphoramidates dont la structure esir#esmgle celles des lipides des membranes qui

sont moins toxiques a la fdis vitro etin vivo.

Pour les liposomes 23, le groupement pH sensibie etarge permanente sont portés par
le méme lipide (HDHE) alors que la charge catioaigtile groupement pH sensible sont sur deux
lipides différents dans le cas des liposomes 1@ Iposomes permettraient ainsi un meilleur

échappement endosomal.

Nous avons utilisé ces derniers pour cibler letulesl dendritiques avec comme objectif
'augmentation de I'effet vaccinal de LPR conten&aRNm MARTL1.

Dans ce chapitre, je vais rapporter les résutthtenus avec les LPD contenant de ’ADN.
En effet, le développement des nouveaux lipopokgsea nécessité de nombreuses mises au point,
ce qui est plus facile a réaliser avec un ADN ptique, moins colteux et plus facile a préparer en
grande quantité. Nous avons émis I'hypothése querfaation des lipopolyplexes ne dépendait

pas drastiguement de la nature de I'acide nucléique

Je présenterai dans une premiere partie des atssutiontrant que la dialyse des
liposomes diminue la cytotoxicité des LPD. Dans uleeixieme partie, je montrerai qu'il est
possible de conserver les LPD sous forme déshydsatés perte de leur efficacité de transfection
et avec une bonne conservation de leurs paranm@tgesco-chimiques. Enfin, dans une troisieme
partie, je présenterai les travaux relatifs a Eppration de LPD mannosylés pour un ciblage des
DC.
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A. Diminution de la toxicité des LPD en dialysanteés liposomes

Un des principaux problémes des vecteurs catiosigse leur toxicité (Tousignant et coll.,
2000). Alors que les liposomes neutres ou aniosiguientrainent pas de forte toxicite, les
liposomes cationiques tels que DOTAP et LipofectANlEl génerent des radicaux libres de
'oxygene qui sont délétéres pour I'organisme (lkaet coll., 2006 ; Yan et coll., 2008). Il a été
montré une stimulation de la sécrétion de &Nar des macrophages humains transfectés avec des
liposomes cationiques (Yamane et coll., 2005). lijgssomes cationiques sont toxiques pour les
macrophages chez lesquels ils activent la productie molécules inflammatoires (Filion et
Phillips, 1997 ; Hashida et coll., 2005). Une t@é@lus importante des lipoplexes par rapport aux
liposomes seuls a été démonti@evitro (Nguyen et coll., 2007). De plus, les liposomes et
lipoplexes cationiques sont responsables d’hématit® (Norman et coll.; Tousignant et coll.,
2000).

Nous avons constaté une diminution de la toxicies diposomes aprés dialyse. Les
liposomes (500uL) ont été dialysés a 4°C dans dadibs de dialyse (Dialysis Tubing Cellulose
membrane size : 33mm x 21 mmm, Sigma Aldrich, MWE&012,4 kDa) contre 500 mL d’'HEPES
10mM pH 7,4 pendant 6h puis toute une nuit aprasgbément de tampon.

Pour approfondir ceci, I'influence de la dialyses diposomes sur la viabilité des cellules en

présence des liposomes et des LPD a été étudigdimpdment.
Effet de la dialyse des liposomes sur la viabilitéellulaire

La toxicité des liposomes et LPD a été mesuréagsaMTT sur deux types cellulaires : les
cellules dendritigues murines DC 2.4 et les cedludpithéliales humaines HelLa. Elles ont été
incubées pendant 4h avec des liposomes ou deslypdgxes et la toxicité a été évaluée 24h ou
48h apres. Les DC 2.4 sont des clones de cell@edriiqgues obtenus par I'équipe du Pr. Rock
(Shen et Reznikoff, 1997klles expriment de forts taux de CMH | et Il, de-B&t B7-2, de CD32
(FcyRII) et CD54 qui sont des marqueurs de DC. Cesllesllexpriment également DEC-205 et
33D1, marqueurs plus spécifiques des DC murines.

Les résultats de la figure 32 montrent des effatgables selon le type cellulaire. Ainsi sur
les cellules Hela, les liposomes 23 non dialysésigent une certaine cytotoxicité (30%) a 24h
alors que l'on observe une viabilité supérieurecantrble a 48h suggérant une division plus
importante des cellules. La dialyse de ces liposomepour effet de diminuer la toxicité et
d’augmenter la viabilité. Dans le cas des liposod@3, la cytotoxicité observée a 24h qui est de

40% sur les cellules DC2.4 et 10% sur les cellideka est réduite aprés leur dialyse. Avec les
89



liposomes 100 une augmentation du nombre de celkde également mise en évidence aprés 48h
de culture. Nous avons Vvérifié que cette augmemtate provenait pas d’'une diminution du nombre
de cellules dans les contrbles. Resina et coll.observé le méme phénomeéne apres transfection

avec des lipoplexes (Resina et coll., 2009).
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Figure 32: Effet de la dialyse des liposomes sur laabilité cellulaire. Les cellules DC 2.4 (A et C) et HeLa (B et D) ont
été incubées pendant 4h en presence de liposomedialgsés ou de LPD formés avec des liposomesdiaysés (barres
blanches) ou avec des liposomes dialysés ou des fbRBés avec des liposomes dialysés (barres noites)iabilité
cellulaire a été déterminée par test MTT aprese@#Bh de culture ; 'expérience a été faite quiitat. Analyse statistique :
différence statistique dialysés / non dialység @desStudent); **P< 0,005; *P< 0,01.
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La dialyse des liposomes permettrait un équilibrdgetampon, un échange ou une
élimination des contre-ions ainsi que des lipides rinsérés dans des liposomes. Les
concentrations en contre-ions ont été mesuréeg avapres dialyse des liposomes. L'iodure
est le contre-ion des lipophosphoramidates quitdoest les liposomes 100 alors qu'il s’agit
de chlorure pour le lipide cationique des liposor28s Le nitrate d’argent précipite les
halogénures et forme des précipités blanc et jaesgectivement avec les ions chlorures et
iodures. Ces précipités noircissent a la lumiéeefigure 33 montre que la quantité d’iodure
diminue apres dialyse des liposomes 100. Aucunierdiice n’a été détectée pour les

liposomes 23 indiquant que la quantité de chloesteaible dans ces liposomes.
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Figure 33: Dosage des halogénures par le nitrate atgent de liposomes
avant et aprés dialyselLa concentration en halogénures a été mesuréel@avec
nitrate d’argent et déterminée a l'aide de gamniesiure de potassium et de
chlorure de potassium. Le dosage a été fait suliplesomes 100 (Lip100), des
liposomes 100 dialysés (Lip100d), des liposomeglA®3) et des liposomes
23 dialysés (Lip23d). Les valeurs montrées sontésgmtatives de plusieurs
lots de liposomes.

Effets de la dialyse sur les parametres physicochiques des liposomes et LPD

La dialyse augmente la taille moyenne des liposod®) et 23 respectivement de
63% et 25% (Tableau 11). Les deux types de liposoomt des tailles proches de 160 nm
apres dialyse. La charge des liposomes 100 et 2@iraguée apres dialyse. Ceci serait en

faveur d’une élimination de lipides cationiques ael leur redistribution aprés dialyse. La
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dialyse pourrait conduire a une sélection desq@ades avec fuite des particules de faible taille

ce qui conduirait & une augmentation de la tailblgyy@mne des liposomes.

La taille des LPD100 (152 nm) formés avec desslimoes 100 dialysés est 50% plus
importante que celle de ceux formés avec des lipesdl00 non dialysés (100 nm). Celle des
LPD23 (129 nm) est plus petite qu'avant dialyseO(h). Le potentiel des LPD100 est
diminué apres dialyse (29 mV contre 51 mV) alorsl quy a pas de changement pour les

LPD23 (13 mV contre 15 mV).

Tableau 11 : Taille et potentiel zéta des liposomes lipopolyplexes.

Lip100
Taille (nm) ¢ (mV)
Non dialysés 101 +3 51+1
Dialysés 163 £ 35 297
Lip23
Taille (nm) ¢ (mV)
Non dialysés 121 +24 21+2
Dialysés 165+ 21 12+3
LPD100
Taille (nm) ¢ (mV)
Non dialysés 103+3 51+1
Dialysés 152+54 36,5+12
LPD23
Taille (nm) ¢ (mV)
Non dialysés 170 £ 22 13+2
Dialysés 129+9 15+1,5

Les index de polydispersité des liposomes et LRIE@Bt compris entre 0,2 et 0,3.
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Formation de complexes avec les liposomes dialysés

Nous avons vérifié que les LPD formés avec desstiptes dialysés sont capables de
former des complexes avec 'ADN aussi bien que ckurmés avec des liposomes non
dialysés (Fig. 34). Les LPD formés avec des lipasouhialysés ou non bien qu’ils aient des
tailles ou des potentielsdifférents sont capables de retarder la migradiectrophorétique

de la méme facon.

Figure 34: Analyse électrophorétique de migration d 'ADN. Les LPD ont
été formés avec des liposomes 23 non dialysés O djalysés (A b); avec des
liposomes 100 non dialysés (B c) ou dialysés (BL&s complexes ont été
déposés sur gel d’agarose 0,6% puis soumis a gpbcirese. Arés 30 min de
migration, 'ADN a été révélé sous lumiere UV eréggnce de bromure
d’éthidium.

Effet de la dialyse des liposomes sur I'efficacitde transfection

Nous avons ensuite évalué l'effet de la dialyse lifj@ssomes sur l'efficacité de
transfection des LPD. Celle-ci a été réalisée emant des LPD avec de '’ADN codant la
luciférase. La dialyse permet d’augmenter l'effitdaade transfection des LPD100 sur les
cellules HelLa de plus de 60 fois alors que la Bfiée est moins importante (augmentation
de 15 fois) pour les LPD23 (Fig. 35 et Tableau B)cune différence significative n'a été

mise en évidence dans le cas des cellules DC 2.4.
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Figure 35: Influence de la dialyse des liposomes rsu'efficacité de
transfection des LPD. Les cellules DC 2.4 (A) et HeLa (B) ont été
transfectées avec des LPD formés avec des lipos@3esu 100 soit non
dialysés (barres blanches) soit dialysés (barre@esj)oavec des LPD contenant
soit 2,5ug (2.5) soit 5ug (5) dADN pCMV-Luc. L'acité luciférase a été
mesurée 48h apres transfection et I'expérience date en triplicat. Analyse
statistique : différence statistique dialysés / dialysés (test de Student); **P<
0,005.




Tableau 12 : Efficacité de transfection aprés dialse.

RLU dialysés / RLU non dialysés

HelLa DC 24
ADN (ug) 2,5 5 2,5 5
4.4 14,7
LPD23 0,7 0,9
*% *%
78,5 61,6
LPD100 1,9 2,7
*% *%

Activité luciférase 48h post-transfection de catutransfectées avec des LPD
formés avec des liposomes dialysés ou non. (teStutient); ** p< 0,005.

Conclusion

Nous observons une diminution de la toxicité dpedomes et LPD apres dialyse des
liposomes. Les résultats observés et les difféseremtre les cellules HeLa et DC2.4
pourraient s’expliquer par une perturbation de lkembrane plasmique. En effet, il a été
rapporté que la transfection avec des liposoméaeniaties pouvait modifier la densité de
charge membranaire et perturber I'activité de pnete associées voire activer des voies de
signalisation (Lonez et coll., 2008). Les LPD23L&D100 sont formés avec les mémes
acides nucléiques, le méme polymere histidylé et Ijsomes différents possédant des
groupements protonables a pH acide. Il n'est paduegue les groupes histidines ou
imidazoles jouent un réle dans ces phénomeénes. Nbsesrvons peu de différences entre
liposomes 23 ou 100 dialysés ou non alors queipgdek utilisés ont des structures bien
distinctes. Trois hypothéses non exclusives somisageables : la dialyse permettrait un
échange de contre-ions qui modifierait I'activitésdiposomes et des LPD, une partie des
lipides et liposomes serait adsorbée sur les mambrde dialyse et enfin la purification d’'un
intermédiaire de synthese par dialyse. Une étuddtidaion des liposomes avec des filtres de
porosités connues permettrait de mieux comprendse nhécanismes sous-jascents aux

phénomenes observés.

96



B. Evaluation de la conservation des lipopolyplexesprés déshydratation

Les lipopolyplexes sont des complexes a trois pantes, ADN ou ARNm, polymere
et liposomes qui sont généralement formés extemparant pour une efficacité maximale ce
qui restreint a la fois le personnel capable dgiéparer et leur fenétre de temps d'utilisation.

En effet comme le montre la figure 36 les LPD ne@&servent pas a 4°C ou -20°C.

120 A l
100 1 l
80 -

60 1

40 A

Efficacité de transfection (%)

20 1

LPD 100 LPD 100 LPD 100

4C 1 mois -20C
1 mois

Figure 36 : Efficacité de transfection des LPD apr& conservation.Activité
luciférase de cellules 293 T7 transfectées avet dws LPD100 préparées
extemporanément avec des liposomes 100 soit avet¢RIB100 conserves 1
mois a 4°C ou -20°C. L'efficacité de transfection48h est exprimée en
pourcentage de celle obtenue avec des complexparpseextemporanément.
L’activité luciférase a été mesurée 48h aprés teation et I'expérience a été
faite en triplicat.

Pour dépasser ces instabilités et permettre unesepgation durant un temps
compatible avec un transport (48h), nous avonssagei la lyophilisation des LPD. La
lyophilisation élimine I'eau d'un systeme ce qui mdohe I'hydrolyse des lipides en
produisant une phase solide de faible mobilité mdéére, supprimant généralement a la fois

les instabilités physiques et moléculaires.

La lyophilisation a été utilisée avec des lipopkegerevet Leaf, 1996 ; Zhong et coll.,
2007 ; Clement et coll., 2005 ; Chen et coll., @0polyplexes (Grit et Crommelin, 1993 ; Li
et coll., 2000 ; Mao et coll., 2001 ; Sun et c&DO9 ; Terakita et coll., 2009) et des LPD (Li
et coll., 2000 ; Sun et coll., 2009). Nous avoneisihde congeler les complexes lentement
avant leur lyophilisation comme (Higgins et call986 ; Mohammed et coll., 2006).
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La lyophilisation se fait en trois étapes : la oélagjon de la suspension de LPD, le
séchage primaire (sublimation de I'eau), le séclsagendaire (élimination de I'eau adsorbée
en surface et diminution du contenu en eau powmabtine poudre).

De facon générale, les liposomes peuvent étre dégnaendant leur lyophilisation et /
ou leur réhydratation si des agents stabilisantsorg pas utilisés. De telles instabilités
entrainent la fusion ou l'agrégation des liposonees de plus grandes structures. La
déshydratation est effectuée avec des tampons & dmslris, Histidine, HEPES qui ne
s’acidifient pas durant la congélation pour limi@dégradation chimique.

Les disaccharides sont utilisés par de nombreuxomiganismes pour résister a la
déshydratation et sont utilisés pour la cryopres#a de liposomes (Crowe, 2002). Chez les
procaryotes, la protection par les cryoprotectastexpliquée par plusieurs mécanismes dont
celui du remplacement de I'eau par ceux-ci entsen®lécules, ce qui empécherait leur
agrégation (Potts, 1994 ; Allison et coll., 200B)Jusieurs composés ont été utilisés dont
linuline (Hinrichs et coll., 2006), le dextran (hkichs et coll., 2006), le dextrose, le
galactose, le mannose (Li et coll., 2000), le sser@Molina et coll., 2001 ; Maitani et coll.,
2008), le trehalose (Anchordoquy et coll., 1997 ;et coll., 2000 ; Werth et coll., 2006 ;
Mohammed et coll., 2006) et le D- Mannitol (Cortescoll., 2000).

a. Lyophilisation des LPD100

La transfection de cellules 293T7 a été utiliséanme test pour évaluer la
préservation de [lactivitt des LPD100 apres lyaphilon puis réhydratation aprés
conservation 48h a -20°C. Comme le montre la figire I'efficacité de transfection de
LPD100 lyophilisés en absence de NaCl et de cryeprant est inférieure de deux ordres de
grandeurs a celle de LPD préparés extemporanér@ettie forte diminution d’activité de
transfection n’est pas due a une perte de '’ADIS b la réhydratation des LPD lyophilisés.
En effet, les quantités d’ADN apres lyophilisatipnis réhydratation sont similaires a celles
de complexes frais (80-95% du signal de fluoreseencBET). Les mesures d’ADN ont été
effectuées a I'aide de bromure d’éthidium apresddensation des complexes par le sulfate
de dextran. Comme le montre la figure 38, ce prégeeimet d’obtenir avec de I’ADN sous

forme de polyplexes ou LPD des signaux d’intengtéehes de ceux d’ADN seul.
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Figure 37 . Effet de la lyophilisation sur l'efficecité de transfection des

LPD100 aprés conservation 48h a -20°CLes cellules 293T7 ont été
transfectées avec soit des LPD100 formés extem@oramt (Frais) soit des
LPD100 hydratés aprés lyophilisation (Lyophilispgparés avec les liposomes

100 contenant 2,5ug d’ADN. L’activité luciféraseéé& mesurée 48h apres
transfection et 'expérience a été faite en tradlic
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Figure 38 : Evaluation de la quantité d’ADN par fluorescence au BETLa
fluorescence de 2,5ug d’ADN sous forme libre ou plexée sous forme de
polyplexes (PX) ou de LPD100 (LPD) a été mesurémniadissociation des
complexes (barres blanches) et aprés leur dissmtipér le sulfate de dextran
(SD, barres noires). L’'encart montre la photograpte la plaque sur laquelle
les mesures de fluorescence ont été réaliséesiipn@imation sous UV.
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Tableau 13 : Taille et potentiek de LPD100.

Lipopolyplexes frais Taille (nm) ¢ (mV)

- NacCl 136 £5,4 14125
0,15M NacCl 1141 +179 0,6 £8,2
Lyophilisés Taille (nm) ¢ (mV)

- NacCl 370 £ 200 11,5+2.8
0,15M NacCl 684 £ 85 -:19+21

10% saccharose 475 + 60 10,1 +2
20% saccharose 702 £490 10,8+1,5
+ NaCl + Mannitol 3100 + 444 168 + 30
Evaporés Taille (nm) ¢ (mV)
0,15M NacCl 785 + 140 3,5+3,7
10% saccharose 283 £5 15,5+ 3,8
20% saccharose 180 + 31 10,4 +6,2

Les index de polydispersité des liposomes et LRieét compris entre 0,2 et 0,3 sauf pour
les échantillons avec 0,15 M Nacl pour lesquels étaient de 1 montrant une forte
polydispersité et une agrégation en présence de sel

Les LPD100 évaporés ou lyophilisés ont été consed&h a -20°C apres
déshydratation puis réehydratés 1h avant emploi.

Le tableau 13, montre I'impact de la lyophilisatgur la taille des LPD. Les LPD100
frais ont des tailles de 136 + 5,4 nm en absencgetet sont positivement chargés=(14,1
mV). A une concentration physiologique en sel (8J18aCl), ils forment des agrégats de
1,1um. Apres lyophilisation en présence de 0,15MINk taille des LPD100 reconstitués est
inférieure de moitié a celles de complexes fraisfgument des agrégats (684 vs 1141 nm).
Les sucres et plus particulierement les disaccharsnt utilisés comme cryoprotectants lors
de la déshydratation de liposomes (Allison et c@000). L’ajout de 2mg de D-Mannitol a
une solution de LPD100 avant lyophilisation perrd&ibtenir 15% de recouvrement de
I'efficacité de transfection (Fig. 39). L'utilisain conjointe de NaCl et de D-mannitol est

encore plus efficace puisque 20% de recouvremarit atenus. Aprés lyophilisation avec
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NaCl et D-Mannitol, la taille des LPD100 augmengpendant fortement (Tableau 13). La

lyophilisation ne semble pas étre une techniqueloante.

30

25 4

20 A

15 -

10 A

Efficacité de transfection (%)

NaCl D-Mannitol NaCl + D-Mannitol

Figure 39 : Effet du NaCl et du D-Mannitol lors dela lyophilisation des
LPD100 sur leur efficacité de transfection aprés awservation 48h a -20°C.
Les cellules 293 T7 ont été transfectées avec #3100 contenant 2,5 ug
d’ADN soit préparés extemporanément soit lyophdlisvec 0,15M NaCl ;
avec 2 mg de D-Mannitol ou avec 0,15M NaCl et 2 asegD-Mannitol puis
conserves 48h a -20°C. Les LPD lyophilisés onthgtiratés pendant 1h avant
transfection. L'efficacité de transfection est amg¥e en pourcentage de celle
obtenue avec des LPD préparés extemporanémentivit@duciférase a été
mesurée 48h apres transfection et I'expérience é féite en triplicat.
L’efficacité de transfection est exprimée en pontage de celle obtenue avec
des LPD100 préparés extemporanément.

b. Evaporation des LPD
La congélation des LPD pourrait causer leur agrégahous avons alors déshydraté
les LPD par évaporation au Speedvac. L'évaporatemhPD100 en présence de 0,15M NaCl
permet de retrouver aprés réhydratatio®0% de I'efficacité de transfection des LPD100
frais (Fig. 40). Le temps optimal d’hydratation dst1h (Fig. 41). L’évaporation de LPD100
a été réalisée avec 0,15M NaCl, 2 mg de D-Manpomoles deux. Comme le montre la figure

40, c’est la condition 0,15M NaCl qui donne leslteers résultats.
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Figure 40 : Effet du NaCl et du D-Mannitol lors de I'évaporation des
LPD100 sur I'efficacité de transfection aprés conseation 48h a -20°C.Les
cellules 293 T7 ont eté transfectées avec des LBD406it préparés
extemporanément soit évaporés sans excipient, @t&d1 NaCl, avec du D-
Mannitol ou avec NaCl et D-Mannitol. Les LPD100 éid hydratés pendant 1h
avant leur utilisation. L'efficacité de transfecati@st exprimée en pourcentage
de celle obtenue avec des LPD100 préparés extenguemt. L’activité
luciférase a été mesurée 48h apres transfectidexgerience a été faite en
triplicat.
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Figure 41: Influence du temps d’hydratation des LB évaporés sur
I'efficacité de transfection aprés conservation 48l -20°C.Les cellules 293
T7 ont été transfectées avec des LPD100 soit prépaxtemporanément soit
evapores avec 0,15M NacCl puis hydratés pendargrdiffs temps avant leur
utilisation. L'efficacité de transfection est expge en pourcentage de celle
obtenue avec des LPD100 préparés extemporanémewtivité luciférase a
été mesurée 48h apres transfection et I'expériaraté faite en triplicat.
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Les résultats obtenus avec les LPD100 évaporésespradductibles comme le montre
la figure 42. Les différences des activités luefer de cellules transfectées avec trois
préparations de LPD100 évaporées différentes etiee sont non significatives. Cependant,
la taille des LPD100 apres évaporation en présdece,15 M NaCl puis réhydratation est

proche du micron (Tableau 13).

1.E+10

1.E+09 A | T
Hl
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Figure 42 : Reproductibilité des résultats obtenusavec des LPD100
évapores puis conserves 48h a -20°Ces cellules 293 T7 ont été transfectées
avec des LPD100 évaporés avec 0,15M NaCl. Chagteghamme montre
I'activité luciférase obtenue pour une expérieniéinte. Un test statistique a
été effectué (test de Student): * P = 0,2 ; *** B 4. Les LPD ont été hydratés
pendant 1h avant leur utilisation. L’activité luaise a été mesurée 48h apres
transfection.

La reconstitution de LPD évaporeés ou lyophilisépersence 0,15M NaCl et/ou de D-
Mannitol permet un certain recouvrement de I'effitd de transfection des LPD mais la taille
des LPD est énorme. Nous avons donc utilisé ue amyoprotectant, le saccharose, déja utilisé
par d’autres auteurs pour des LPD ADN / protamuitate / liposomes DOTAP-DOPE 1 :1 et
des LPD ADN / protamine sulfate / liposomes DOTARe{@stérol 1 :1 (Li et coll., 2000 ;
Molina et coll., 2001). L'utilisation de ce disaeside permet la reconstitution de LPD100 avec
une taille de 180 nm proche de celles de LPD10paués extemporanément (152 nm) aprés
reconstitution de LPD100 évaporés en présence #e &9 saccharose (Tableau 13). Ce qui
n'est pas le cas avec lyophilisation des LPD100pessence de saccharose (700 nm). Par
rapport aux LPD frais, ces LPD évaporés ont desmiieisC plus faibles de moitié (10 mV et
20 mV, Tableau 13). La capacité de transfectioreaméhydratation de LPD100 apres

lyophilisation n’a donc pas été évaluée.
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Les résultats de transfection de la figure 43 neonitque les LPD100 évaporés en

présence de 10% et 20% de saccharose puis cond@ivés-20°C et reconstitués pendant 1h
sont aussi efficaces voire plus efficaces (4 ftis pvec 20% de saccharose) que les LPD100

préparés extemporanément. Une augmentation déc#eite de transfection de LPD apres

lyophilisation puis réhydratation avait été obserypé@r Li et coll. (Li, 2000). Le saccharose

est donc un meilleur cryoprotectant pour nos LPPB lgumannitol. De plus, ces LPD100 ont
des tailles et potentietssimilaires a ceux de LPD100 formés extemporanéifiaitleau 13).

Efficacité de transfection (%)

700 4

600 -

500 A

400 -

300 A

200 |
0 -

LPD100 10% saccharose 20% saccharose

Figure 43 : Recouvrement de lefficacité de transfgion de LPD100
évaporés en présence de saccharose puis consenais ¢8h a -20°C.Les
cellules 293 T7 ont eté transfectées avec des LBD406it préparés
extemporanément soit évaporés en présence de 1@@6ue saccharose puis
conservés soit pendant 48h a -20°C puis reconstipgndant 1h avant
transfection. L'activité luciférase a été mesur@h 4prés transfection et les
moyennes montrées sont issues de deux expériemciegpkcat différentes.

J'ai également transfecté des cellules 293T7 descLPR100 contenant de TARNm

luciférase évaporés puis conservés pendant un &oeR0°C. Seuls 10% d’efficacité de

transfection ont été obtenus. Il est probable gse l®PR soient mieux conservés a -70°C.

Cette

perte d’efficacité de transfection ne serpble due a une agrégation des complexes car

ceux-ci ont des tailles proches de LPR100 formésnegoranément (Tableau 14). De plus, le
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signal BET était augmenté avec des LPR conservésaia a -20°C ce qui suggére une

modification de leur structure notamment une déeagsdtion.

En effet, la structure des complexes semble umpetra important comme le montre
la meilleure efficacité de transfection de polygsxavec PEI linéaire par rapport a ceux avec
le PEI branché apres lyophilisation puis réhydratatHahn, 2010).

Comme pour les complexes avec I'ADN, bien que Ewamlexes avec 'ARNmM aient
des tailles et potentiel§ similaires a ceux de LPR100 formés extemporanémient
efficacité de transfection est bien plus faibles lbanoparticules résultant de I'hydratation de
LPD100 conservés un mois a 4°C ou -20°C pourraeair des morphologies différentes de
celles des LPD formés extemporanément, morpholagass efficaces en transfection. C’est
pourquoi, une analyse de microscopie électroniqgseldPD100 déshydratés puis réhydratés

doit étre réalisée.

Tableau 14 : Taille de lipopolyplexes 100 évaporégn présence de
saccharose conservés pendant un mois a -20°C poeug avec ARNm.

ARNmM
Taille (nm) ¢ (mV) BET (%)
Frais 157 £8,5 19,4+1,6 100 + 17

Evaporés 20%

222 +53 172+1,2 124 +2.6
saccharose

Les valeurs indiquées sont des moyennes issueswteedpériences différentes
avec deux tubes a chaque fois.

c. Lipopolyplexes formés avec des polyplexes déshydéat

Les LPD100 ont été préparés par addition des lipeso100 a des polyplexes
(ADN/polylysine histidyléee PEGylée) déshydratés.diiet, plusieurs articles ont montré que
la lyophilisation est efficace pour les polyplexd3N / PEI (Hobel et coll., 2008), ODN / PEI
(Brus et coll., 2004) ou siRNA / PEI (Werth et co006). Nous avons supposé que la perte
d’efficacité de transfection des LPD100 apreés |yligation était due a la partie liposome des
LPD. Lefficacitée de transfection des polyplexesulseest trés bien préservée apres
évaporation ou lyophilisation puis réhydratationg(F4). De méme, les LPD100 préparés
avec des polyplexes évaporés se sont révélés alesfectants aussi performants (on peut

noter une légéere augmentation) que les LPD100 peépaxtemporanément (Fig. 45) avec
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cependant un doublement (10% de saccharose) ddadiarvoire un triplement (20% de
saccharose) (Tableau 15). En effet, Molina et. cofit montré que des quantités plus
importantes de sucrose sont nécessaires a la ya#iearde taille de polyplexes PEI par
rapport a des LPD protamine / DOTAP-DOPE (Molinaat., 2001). Un plus grand pouvoir
transfectant de complexes lyophilisés puis rectuesdipar raport aux complexes préparés en
solution extemporanément avait déja été mise edeédee par Huang Leaf avec des
lipoplexes ADN / liposomesDC-Chol/DOPE 3 :2 (brefletaf, 1996)).
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Frais Evaporés Lyophilisés

Figure 44 : Influence de la déshydratation sur I'dicacité de transfection
des polyplexes ADN / polylysine histidylée PEGylé&gres conservation 48h
a -20°C. Les cellules 293 T7 ont été transfectées avec dggplpxes soit
préparés extemporanément (Frais) soit évaporégamhilisés en présence de
0,15M NaCl puis reconstitués pendant 1h avant fieatien. L’'activité
luciférase a été mesurée 48h apres transfectidexgérience a été faite en
triplicat.

106



bY

Tableau 15: Taille et potentiel { de LPD100 préparés a partir de
polyplexes évaporés.

Lipopolyplexes préparés avec des polyplexes évapsré

Taille (nm) ¢ (mV)

LPD100 frais 136 +5,4 14125
Polyplexes évaporés 10% saccharose 271 + 36 3120,
Polyplexes évaporés 20% saccharose 382+34,5 47,6
Polyplexes évaporés 0,15 M NaCl 658 + 42

Les polyplexes déshydratés ont été conservés 430°E puis reconstitués
pendant 1h. Les index de polydispersité des lip@soet LPD étaient compris
entre 0,2 et 0,3.
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Polyplexes LPD100 Polyplexes Polyplexes
non évaporés évaporés
évaporés 10% 0,15 M NacCl
saccharose + lip100
+lip100

Figure 45: Formation de LPD100 avec des polyplexegvaporés. Des
cellules 293 T7 ont été transfectées avec des lealyp ou des LPD100
préparés extemporanément, des LPD100 préparésdddroa de liposomes

100 (lip100) a des polyplexes évaporés en présaad®% de saccharose, des

LPD100 préparés par addition de liposomes 100 QOpla des polyplexes
évaporés en présence de 0,15 M NaCl. Les polypldéshydratés ont été
conserves 48h a -20°C puis reconstitués pendarit’attivité luciférase a été
mesurée 48h apres transfection, I'expérience tai&éen triplicat.
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L’activité luciférase est supérieure avec des LRDfb®més par addition de liposomes
a des polyplexes évaporés en présence de 10% alesage par rapport a ceux évaporés avec
0,15 M NaCl. De plus, ces derniers forment des LBDde taille plus importante que ceux
eévaporeés en présence de saccharose (658 nm ca@bftmnRavec 10% de saccharose et 380
nm avec 20% de saccharose). Ces résultats confinopem le saccharose est un bon

cryoprotectant.

La taille de LPD100 formés avec des polyplexes éx&p en présence de 20% de
saccharose (380 nm) est supérieure a celle des @PBMaporés en présence de saccharose
(180 nm) alors que leurs capacités de transfestiom similaires. L'évaporation des LPD100
est plus intéressante car une seule étape estsa&egsour les reconstituer et leur taille reste

inférieure & 200 nm.
Conclusion

Les LPD sont des complexes ternaires préparés prramement et la mise au point
d’'un procédé permettant leur utilisation apres s&meprise dans I'eau permettrait leur

utilisation par du personnel peu habitué a la foiona de complexes. De plus, la
déshydratation des LPD permettrait leur stockadeuettransport.

Bien que dans certains cas, l'efficacité de tramigfa soit conservée, seule
'évaporation des LPD100 en présence de 20% dehasmse permet a la fois un bon
recouvrement de l'efficacité de transfection etbdémir apres réhydration des LPD100 ayant
une taille proche de LPD100 préparés extemporangapFas conservation pendant 48h a -
20°C, temps nécessaire a leur transport.

Une alternative serait de lyophiliser les polypext de reconstituer les LPD100 par
ajout de liposomes frais. Ces LPD100 sont cepengist gros (380 nm) et un peu plus
positifs que les précédents. Nous avons ici tralesgconditions de conservation des LPD100
ou des polyplexes contenant de ’'ADN. Cependamipils reste a adapter ces conditions pour
TARNmM.
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C. Ciblage des cellules dendritiques avec des LPO1&hannosylés

Les cellules dendritigues (DC) sont des celluless timportantes du systeme
immunitaire. Celles-ci jouent un rble de sentirelét d’activatrices de cellules effectrices
comme les lymphocytes T. La capture des antigenms gqes cellules permet le

développement d’une réaction immune spécifiqugéaicontre ceux-ci

Pour augmenter la capture des ARNm par les DCjhlage des LPD a été envisagé.
Le ciblage peut étre obtenu en couplant aux LPB,rdelécules reconnues spécifiquement
par des récepteurs présents a la surface des D&pables d’induire leur endocytose. Les
cellules dendritiques présentent a leur surfaceréespteurs de type lectine reconnaissant
des structures saccharidiques plus ou moins compléxussi, nous avons choisi le récepteur
mannose (voir généralités p. 64-69) déja visé pdaler des lipoplexes vers les DC chez la

souris.

J'ai préparé des liposomes 100 et des LPD100 mgl&soen incorporant un lipide
mannosylé dans la formulation liposomique. J'aiugesévalué leur sélectivité pour les DC

en termes de fixation, d’endocytose et de transiect

Plusieurs méthodes étaient envisageables pour amoulel mannose aux

liposomes :

- Une introduction d’'une fonction chimique aux lipsdeonstituant les liposomes pour
permettre, apres formation des LPD, le couplagendaenose fonctionalisé a leur
surface. Cette approche a été utilisée en faiséagimr un composeé lactosylé
possédant un groupement azoture avec des lipidépasmmes préformés porteurs
d’'une fonction réactive triphosphine par réactiom $Staudinger (Zhang et coll.,
2009).

- Un couplage de mannose fonctionnalisé directemanuse partie des lipides des
liposomes. Il peut exister cependant le risqueattuber la formation des LPD et la

nécessité de purification supplémentaire.

- Un ajout d’'un glycolipide lors de la formation diggosomes 100 et l'utilisation de

ces glycoliposomes pour la préparation de LPD msyigs.

C’est cette derniere stratégie qui a été mise ewexeen incorporant le lipid®&-p-D-
MannopyranosyN-dodecylhexadecanamide (Man-lip) synthétisé parquilge du Pr.
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Benvegnu (Rennes). Le développement des lipopolgplenannosylés a d’abord été réalisé
pour le transfert de genes en utilisant de '’ADNmidique. Ce travail est présenté dans la
publication Journal of Drug Targeting qui est rééurirdessous.

Au mieux, 11% de glycolipides mannosylés et 6% lyedipides lactosylés ont pu étre
incorporés dans les liposomes. Les glycolipidelssasi possedent des chaines C11:0 et C14.0
alors que les lipophosphoramidates ont des chaiégs C18 :1. Les glycolipides sont donc
plus solubles dans I'eau que les lipophosphoramsédate lactose est un disaccharide alors que
le mannose est un monosaccharide, la partie pothirdipide lactosylé est donc plus
volumineuse. Cette différence de structure poutliquer la plus faible incorporation des

glycolipides lactosylés dans les liposomes paraetpuix glycolipides mannosylés.

L'utilisation de liposomes comprenant 11% de celépmannosylé a permis d’obtenir
une meilleure internalisation des liposomes et ltRdhnosylés par une lignée de DC murines
(DC 2.4) et une meilleure efficacité de transfattie ces cellules par rapport aux LPD non
mannosylés ou porteurs d’'un glycolipide lactosyklactose qui n'est pas reconnu par les DC
est un contrdle négatif. La transfection des DC &/dc les LPD mannosylés est fortement
inhibée en présence de mannose libre. L'ensembleederésultats est en faveur d’'une

spécificité des LPD100 mannosylés pour les DC.

A l'aide de DC 2.4 exprimant des protéines chirméspécifiques des endosomes
précoces (rab 5) et tardifs (rab 7) fusionnées prd¢d€ine fluorescente EGFP, nous avons
montré que l'internalisation des LPD mannosylésn@t manosylés utilise la voie clathrine
dépendante. L'endocytose est plus rapide dansslalea LPD mannosylés. Le gain apporté
aux LPD par l'incorporation du glycolipide mannasglemble donc di a une interactioa le

récepteur mannose.

Ces résultats ont permis de montrer que les LPDh@aGnosylés (Man-LPD100)
permettent un ciblage sélectif de D@ vitro avec une meilleure internalisation et une
meilleure transfection. Ces LPD100 mannosylés semlbtes utiles pour cibler les D@ vivo,
ce qui montre l'intérét de leur utilisation aveARNmM MART1 afin d’obtenir une meilleure

réponse immune spécifique vis-a-vis du mélanomegQ6
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Abstract

We report for the first time preparation of mannosylated and histidylated lipopolyplexes (Man-LPD100) with uptake
and transfection selectivity for dendritic cells (DCs). Man-LPD100 were prepared by addition of mannosylated and
histidylated liposomes (Man-Lip100) on preformed PEGylated histidylated polylysine/DNA polyplexes. Man-Lip100
comprised a cationic [0, 0-dioleyl-N-(3N-(N-methylimidazelium iedide)propylens) phosphoramidate)] lipid, a neutral
[0,0-dioleyl-N-histarnine Phosphoramidate] co-lipid and p-D-mannopyranosyl-N-dodecylhexadecanamide (Man-
lipid). At the best, Man-Lip100 containing 11mel % Man-lipid was obtained. We found that dialysis of liposomes
completely abolished cytotoxicity. We showed that the uptake of Man, -LPD100 by the murine DC line (DC2.4 cells)
was at least 10-fold higher than that of Lac -LPD100. A confocal microscopy study with DC2.4 cells expressing Rab3-
EGFP or Rab7-EGFP, revealed that DNA uptake occurred through clathrin-mediated endocytosis. The transfection of
DC2.4 cells with Man, -LPD100 containing DNA encoding luciferase gene gave luciferase activity two to three times
higher (9 10° RLU/mg protein) than with non-mannosylated LPD100. In contrast to the latter, it was inhibited by
90% in the presence of mannose. Overall, the results indicate that mannosylated and histidylated LPD is a promising

system for a selective DNA delivery in DCs.

Keywords: Gene delivery vehicles, gene delivery, liposomes, targeting, plasmid

Introduction

Dendritic cells (DCs) are the most Important immunity
compartment playing a critical role in antlgenic presen-
tation (Banchereau, 1998; Villadangos, 2007a,b). Immu-
nization of patlents with genetlc material encoding tu-
mor antigen or with genetically modified DCs expressing
umor antigen are emerglng vacclne strategles for cancer.
The transfer of genetlc material—plasmid DNA (pDNA)
or in vifro transcribed mRNA—encoding tumor antigen
into DCs by non-viral systems allowing antigen expres-
slon In Its natlve form, ralses a great interest to present all
epltopes via MHC class I pathway and to Induce tumor
antigen-specific cytotoxlc T-lymphocytes (Tang, 1992;
Ribas, 2000a,b; Gilboa, 2004; Fuller, 2006; Kutzler, 2008;
Pascolo, 2008; Welde, 2008). For this purpose, electrostatic

complexes between pDNA or mRNA with cationic poly-
mers or catlonic lipids are widely proposed as non-viral
dellverysystems (Mintzer, 2009; Templeton, 2009). Beside,
a third class of complexes made of Lipld-Polymer-DNA
(termed LPD or lipopolyplexes) Is emerging. LPD made
with elther 1,2-dloleoyl-3-trimethylammonium-propane
(DOTAP): cholesterol liposomes plus protamine sulfate
or dioleoyl phosphatldylethanolamine (DOPE): choles-
teryl hemisuccinate liposomes plus polylysine were the
first LPD developed by Huang et al. (Gao, 1996; Li, 1997).
LPD have been used as carrlers for protein-based vac-
cines (Dlleo, 2003; Vangasserl, 2005) and mRNA-based
vaccines (Hoerr, 2000; Weide, 2008). In this field, we have
exploited the combination of pH-sensitlve histldylated
polymer and histidylated liposomes to deslgn mRNA-
based LPD vaccine (Mockey, 2007). Histlidine groups
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of these molecules promote membrane destabllization
in acidic medium allowing nuclelc acld delivery in the
cytosol (Midoux, 1999; Kumar, 2003). First, mRNA was
condensed In small particles with PEGylated histidvlated
polylvsine (PEG-HpK) beforeadding L-histidine-( v, N-di-
n-hexadecylamine)ethylamide: cholesterol liposomes.
We reported that MART-1 mRNA LPD [s an efficlent sys-
tem for antl-B16F10 melanoma mRNA-based vaccine In
mice (Mockey, 2007). Note that mENA complexed with
liposomes or the cationic polymer did not lead to any
vaccine effect, demonstrating that LPD 1s a more efficlent
formulation than lipoplexes or polvplexes. To increase
further vaccine efficlency, we propose to arm LPD with
DC recognitlon molecules for a selectlve delivery and an
increased uptake by DCs, concomitantly with a decrease
of the required dose. DCs express several cell surface
receptors, especlally the mannose receptor (Jiang, 1995;
Sallusto, 1995, Avraméas, 1996; Llorca, 2008), which
plavs a role In the recognition of glvcosvlated pathogens
and allows for antigenic presentation of the internalised
cargo (Gazl, 2009; Geljtenbeek, 2009a,b). This receptor Is
a sultable and widely used target to increase the selectiv-
ity of gene delivery toward DCs (Diebold, 2002; Copland,
2003; Hattorl, 2006; Wel, 2009; Proudfoot, 2007).

For the first time, we described the preparation of
mannosvlated and histidvlated LPD (Man-LPD100)
with DC uptake and transfection selectlvity. Imidazole-
rich liposomes (termed Lipl00) were prepared with the
combination of a cationlc [0, 0-dioleyl-N-(3N-(N-meth-
ylimidazolium lodide)propylene) phosphoramidate)]
Ilipid 1 and a neutral [©,0-dioleyl-N-histamine Phos-
phoramidate| co-lipid 2 (Mével, 2008a,b) (Scheme 1).
Lipophosphoramlidates have a chemical structure which
is bio-inspired from the natural phosphollplds present In

— | R'--O»q.ﬁ H 2
riofl P R-07T T
i PN CHak N, N~ e 4 N__TJI"
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~OH R?
2 OH
HO OHOD\T'R HO- HLQ_QY
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Scheme 1. Lipid structures. 1: O,0-dioleyl-N-[3N- (N-
methylimidazolium  iodide) propylene| Phosphoramidate;
2 0,0- dioleyl- N- histamine Phosphoramidate; Man-lipid:
P-p-Mannopyranosyl-N- dodecylhexadecanamide: Lac-
lipid: B- p- Galactopyranosyl-{1,4)-N- B-D-glucopyranosyl-N-
dodecylhexadecanamide.

the cell membranes and most of these synthetlc vectors
proved to exhibit a moderate or low toxicity according to
In vitro (Lamarche, 2007; Mével, 2007) and fn ¢fvo (Plc-
quet, 2005; Le Gall, 2010) transfectlon assays. Lipid 1 pos-
sesses an N-methylimidazollum polar head conferring a
permanent positive charge used for DNA condensation.
The Imldazole group of co-lipld 2 which Is not alkvlated
on the nitrogen atoms and can acquire a catlonic charge
when the pH of the medium drops bellow pH 6, was used
to favor endosome destabilisation and nuclelc acids
delivery in the cvtosol (Mével, 2008h). Mannosvlated
liposomes (Man-Lipl00) were obtalned by insertlon
of  p-D-mannopyranosyl-N-dodecvlhexadecanamide
(Man-lipld) into the liposome formulation (Scheme 1)
(Montier, 2004). LPD were subsequently formed by the
addition of the llposomal solution to DNA/PEG-HpK
polyplexes as previously described (Mockey 2007). First,
we found that dialysls of liposomes completely abolished
thelr cytotoxiclty as well as that of LPD. Then, we dem-
onstrated that both Man-Lip100 and Man-LPD 100 were
selectively taken up by the murine DC line (DC2.4 cells).
A confocal microscopy study with DC2.4 cells express-
Ing Rab5-EGFP or Rab7-EGFP revealed that the uptake
occurred through clathrin-mediated endocytosls. We
showed that the transfection efficlency of DC2.4 cells
with Man-LPD100 was higher than that obtained with
Lac-LPD100 or LPD100, and was Inhlbited In the pres-
ence of mannose.

Material and methods

All reagents were purchased from Sigma [St. Quentin
Fallavier, France) unless otherwlse stated. PEGylated
histidylated poly-L-lysine polylysine of 190 lysine resi-
dues substltuted with 90 histldine groups and one PEG
molecule of 5kDa MW, PEG-HpK) was synthesized as
previously described (Mockey 2007). O,0-diolevl-N-[3N-
(W-methylimidazolinm  lodide)propylene] Phospho-
ramidate (lipid 1) and ©,0O-dlolevl-N-histamine Phos-
phoramidate (lipid 2} were synthesized as described
(Mével 2008ab). N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-dlazol-4
-yl}-1,2-dihexadecanoyl-sn-glvcero-3-phosphoeth-
anolamine, trlethylammonium salt (NBD-PE) was
purchased from Avantl Polar Lipids {(Alabaster, USA).
p-D-Mannopyvranosyl-N-dodecylhexadecanamlde
(Man-lipid) and p-D-Galactopyranosyl-(1,4)-N-p-D-
glucopyranosyl-N-dodecylhexadecanamide (Lac-lpld)
were synthesized as described (Montier 2004).

Liposomes and glycoliposomes

Liposomes 100 (Up100) were prepared by mixing 1 mL of
5.4mM lipld 1 In ethanol and 1 mL of 5.4 mM lipid 2 n
ethanol. When Indicated, glycolipids and/or 0.5% mol of
NBD-PE were added. Ethanol solutlon was then evapo-
rated until formation of a film. The film was hydrated for
12h at 4°C in 1mL of 10 mM HEPES buffer, pH 7.4, vor-
texed and then the suspension was sonicated for 15min
at 37kHz uslng a Bioblock ultrasonic bath (Bloblock
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Scientific, lkirch, France). Liposomes and glycolipo-
somes (500 pL) were dlalysed (Dlalysis Tubing Cellulose
membrane; MWCO: 12.4kDa; slze: 33x21mm, Slgma)
at 4°C for 6h and then overnight against 500 mL 10mM
HEPES buffer, pH 7.4. After dialysls, lipld, sugar, and his-
fldine concentrations In liposomes and glycollposomes
were determined.

Lipid quantitation

The lipid concentration was determined with Nile Red.
Liposomes or glycollposomes (10 pL in 70 uL of 10mM
HEPES, pH 7.4) were mixed with 20 pL of a Nile Red
solution (1 pM In methanol) in 96 well plates. The mix-
ture was agltated for 5min at room temperature on an
agltating plate. The fluorescence Intensity was measured
at 620/10nm upon excltatlon at 531/25nm with Victor I
spectrofluorophotometer (1420 Multilabel Counter Vic-
tor, Wallac, PerkinElmer, Courtaboeuf, France).

Sugar quantitation

The amount of glvcoliplds incorporated in liposomes
was determined using the colorimetric resorcinol/sulfu-
ric assay according to (Monsigny 1988). Standard curves
with mannose and lactose were used to determine the
amounts of Incorporated glycolipids.

Imidazole and histidine quantitation

The amount of imldazole or histidine In liposomes or
glycollposomes was determined by the Pauly colorimet-
ric assay according to (Sluyterman 1960). Briefly, 20 uL
of liposomes were diluted to 100 uL with 10mM HEPES
buffer, pH 7.4 and mixed In 96 well plates with 100 L of
aw/w solution of (5% sodlum nlirite In water/0.5% sulfa-
nilic acid In 5% HCI) and 100 puL of 10% sodium carbon-
ate in water. The reactlon was performed during 30min
at room temperature protected from light on an agitating
plate. Then, the absorbance was measured at 490/10nm
with Victor I spectrophotometer.

pDNA

PpTG11033 (9514 bp; kindly glven by Trangéne S.A., Stras-
bourg, France ) and p3ANFCMV-Luc were pDNA encoding
the luciferase gene of Photinus pyralis firefly luciferase
(Luc) under the cytomegalovirus (CMV) promoter. In
P3NF-Luc-3NF luciferase expresslon was under the
control of TATA-llke weak promoter region (PTAL) from
herpes simplex virus thymidine kinase. p3NF-Luc-3NF
and p3NFCMV-Luc contain 3NF sequence that enhances
PDNA nuclear Import and gene expression (Breuzard
2008; Gongalves 2009). In p3aNFCMV-Luc, one 3NF se-
quence was put upstream the CMV promoter. pRab5s-
EGFP- and pRab7-EGFP were pDNA (kindly glven by
Dr A. Galmiche, Unlversity of Wilrzburg, Wilrzburg, Ger-
many) allowing the expression of Rabs and Rah7 proteins
fused to the N-terminal of enhanced green fluorescent
proteln (EGFP) under the CMV promoter, respectively.
pEGFP was a pDNA encoding the green fluorescent pro-
teln from Jellyfish Aequorea victoria under the control of

© 2010 Informa UK Ltd.
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the CMV promoter. Supercolled DNA was I1solated from
E. Coli DHAa” supercompetent bacteria (Invitrogen, Cer-
gv Pontolse, France) by alkall lysis and purlficatlon with
QIAGEN EndoFree Plasmid Mega Klt (Qlagen, Courta-
boeuf, France).

Lipopolyplexes

LPD were prepared In polypropylene tubes as previ-
ously described (Mockey 2007). Brlefly, polvplexes were
prepared at a DNA/polvmer weight ratlo of 1:3 (pg: pg)
by adding PEG-HpK (15 pg in 10 pL 10mM HEPES buf-
fer, pH 7.4) to DNA (5 pg In 25 pL 10 mM HEPES buffer,
pH 7.4). After 4sec mixing by vortex, the solution was
kept for 30min at 20°C. Then, LPD were formed at a
DNA/polymer/lipids welght ratlo of 1/3/2 (pg: pg: pg) by
adding posomes (2 pL at 5.4mM; 10 pg) to polyplexes
with gentle mixing. The solution was kept for 15min at
20°C before used. For transfection assays, the solutlon
was adjusted to 1 mL with serum-free medium and made
0.15M NaCl with a 5 M NacCl solutlon.

Size and { potential measurements

The size and ¢ potential of liposomes and lipopolvplexes
were measured In 10mM HEPES buffer, pH 7.4 by dy-
namic light scattering and electrophoretic mobility with
ZetaSizer 3000 (Malvern Instruments, Orsay, France),
respectively (Mldoux 1999).

Cells and cell culture

The murine DC line (DC2.4 cells) was kindly given by
Dr P. Jeannin and Dr Yves Delneste (INSERM UMR 892
Nantes-Angers, France) (Shen 1997). HeLa cells (ATCC
CCL-2) were purchased from ATCC (Rockville, MD). The
cells were grown at 37°C In a humldified atmosphere
containing 5% CO, in Dulbecco’s modified Eagle’s me-
dium supplemented with 10% fetal calf serum (PAA
Laboratorles, Les Mureaux, France), 100 Unlts/mL of
penicillin and 100 pg/mL of streptomycin (Flscher
Bloblock, 1llkirch, France). DC2.4 cells stably express-
ing Rab7-EGFP were prepared by transfection of DC2.4
cells In petrl dishes with 20 pug of pRab7-EGFP. After 48h,
G418 (400 pg/mL) was added to the medium to allow for
selectlon and cells were grown until formation of clones.
Clones were collected, amplified and those expressing
the fluorescent protein were selected by flow cyvtom-
etry analysis (FACSort, Becton Dickinson; }.ﬂzdﬂﬂ nm;
A, =530/30nm). Positive clones were subcloned with a
cell sorter (FACSVantage; b =488nm; A _=530/30nm).
DC2.4 cells expressing Rab5-EGFP were obtained by
transient transfectlon with pRab5-EGFP. Cells were
mycoplasma-free as evidenced by bisbenzimldazole
(Hoechst 33258, Molecular Probes) (Chen 1977).

Transfections

Two days before transfection, cells were seeded In 24 well
culture plates at denslty of 1.10° cells/cm? At the time of
transfection, cells were 80% confluent. The culture me-
dium was discarded, cells were washed with serum-free
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medium and then Incubated for 4h at 37°C with 0.5mL
(5 pg pDNA) LPD solutlon. Then, the transfectlon me-
dium was removed, replaced by fresh complete culture
medium and cells were cultured for 44 h before measure-
ment of the luclferase activity. When transfection was
performed with 3NF plasmids, cells were pre-Incubated
with 25ng/mL tumor necrosls factor-a (TNF-o) In
serum-free medium and the transfectlon carried out In
the presence of 25ng/mL TNF-«. For mannose inhibi-
tlon experiments, cells were pre-Incubated for 30 min at
room temperature with RPMI 1640 containing 12.5mM
mannose before Incubation with LPD In the presence of
12.5mM mannose.

Luciferase activity

Luciferase actlvity was measured using a Lumat LB9507
luminometer (Lumat LB9507, Berthold, Wildbach, Ger-
many) according to (Midoux 1993). The amount of pro-
telns was determined by modified bicinchoninic assay
and the luciferase actlvity (relative light units, RLU) was
normalized to RLU per milligram extracted protein.

Liposomes and LPD uptake

Cells were prepared as for transfection experiments and
incubated at 37°C wlth fluorescent liposomes or lipopoly-
plexes in the absence of serum. Cells were collected with
trypsin, washed with cold phosphate-buffered saline
(PBS) and the cell-assoclated fluorescence Intensity was
measured before and after treatment with trypan blue
(10 pL of 0.4% trypan blue in 400 pL of cell suspension
for 10min at 4°C) with a flow cytometer (FACSort, Becton
Dickinson; i, =488nm; A =530/30nm). Trypan blue
is known to quench the green emission of some fluoro-
phores (Moslman 1997; Nuutila 2005). The fluorescence
intensity is expressed as the mean value of the fluores-
cence intensity (MFI) of 10,000 events.

Cytoxicity measurement

The cell viabllity was determined with the MTT [3-(4,5-
dimethylthlazol-2-v1)-2,5-diphenyltetrazolium bromide]
assay (Mosmann 1983). Forty hours after transfectlon,
MTT (20 pL of a 5mg/mL solution In PBS) was added
to the cells in 100 pL culture medium and cells were
incubated for 4h at 37°C. Cells were then washed with
PBS and the MTT converted In formazan was solubilised
with acldic 1sopropanol (99.5%) and the absorbance was
measured at 570nm with Victor I spectrophotometer
(560/10). The cell viability was expressed as a percentage
of absorbance of untransfected cells cultured In the same
conditions.

CD206 antibody staining

DC2.4 cells (10% cells) were pre-incubated for 30min at
room temperature In PBS containing 1% bovine serum
albumin (BSA) (PBS-BSA) before incubation for 1h at
room temperature in PBS-BSA containing Alexa Fluor®
647 labeled-rat anti-mouse CD206 {AbD serotec, Kidling-
ton, UK) at a 1/10 dilution. After washing in PRS-BSA, the

cell-assoclated fluorescence intensity was measured by
flow cytometry (Lexc =633 nm; hem =660/13nm).

Confocal microscopy

Two days prior to the experiments, 5= 10° Rab5-EGFP-
DC2.4 and Rab7-EGFP-DC2.4 cells were seeded In a
4-well Lab-Tek chambered coverglass (Nunc, Dutsher
S.A., Brumath, France). These cells were incubated with
LPD contalning Cy3-labeled pDNA and were observed
in real-time over a 2h and 30 min period under confocal
microscopy. pDNA (pTG110033) was labeled with Cy3 by
using the Mirus labelIT Kit as described (Breuzard 2008).
Confocal microscopy was performed using a Zelss Axio-
vert 200 M Inverted microscope coupled with a Zelss LSM
510 scanning device (Carl Zelss Co. Ltd., Iena, Germany)
equipped with a temperature and atmosphere controlled
incubator. EGFP and Cy3 were exclted with Arand He/ Ne
laser lines at 488 and 543 nm, respectively.

Results

Glycoliposomes

Man-Lipl00and Lac-Lipl00were prepared using the film
hydration method by mixing lipid 1, lipid 2 and different
percentages of Man-lipld and Lac-lipld, respectively.
The resulting glycollposomes were dialvzed to remove
any lipids that have not been Incorporated In liposomes.
Table 1 reports the percentage of glycollpids inserted in
the llposome bllayer as a function of the percentage of
glycolipids introduced In the lipid mixture. First, it ap-
peared that Man-lipld was Inserted more efficlently than
Lac-lipld. In average, 4 and 11 mol % of Man-lipld (Man,-
Lipl00 and Man, -Lipl00, respectively) were Inserted
in liposomes when 11 and 15mol % of Man-lipld were
added to the lipld mixture, respectively. Comparatively,
2 and 6 mol % of Lac-lipld (Lac,-Lip100 and Lac,-Lip100,
respectively) were Inserted in liposomes when 11 and
15mol % of Lac-lipld were added to the lipid mixture,
respectively. At the best, glvcoliposomes contalning
11 mol % Man-lipid and 6 % Lac-lipld were obtained. The
glycolipid Insertion was reproducible. For Instance, from
(1) three different preparations with 11 mol % Man-lipid
lead to Man-Lipl100 containing 4mol % + 1 Man-lipid In
average and (i1) four different preparations with 11 mol %
Lac-lipid lead to Lac-Lip100 containing 2mol % + 0.5
Lac-lipid In average. Liposomes were dlalysed In order
to ellminate any cytotoxicity. As shown In Flgure 1A,
Lipl00 had no etfect on the cell viabllity whereas glvco-
liposomes Induced 30-40% cytotoxicity when they were

Table 1. Glycolipid incorporation in liposomes.

Incorporated glycolipid (mol %)

Added glycolipid Mannose Lactose
[mol %)

1% 0.9+0.1 0+0.1
5% 2.5£0.7 L6+0.9
11% 3.4+0.8 la+l.1
15% 11+2 6.2+0.8
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not dialvsed. In contrast, Lip100 and the glyvcollposomes
were devold of any cytotoxlcity upon dlalvsls. The size of
Lip100 increased by 63% and the t potentlal decreased
by 43% upon dialysis (Table 2). Depending on the mol
% of glycolipid, the size of Man-Lip100 and Lac-Lip100
Increased also by 12-44%. Only for Man, -Lip100, the size
of liposomes decreased by 25%. Overall, dialysls reduced
the ¢ potentlal of glycoliposomes (Table 2). Compared
to Lipl00, the presence of glycollpld molecules In lipo-
somes did not strongly atfect their slze which remained
comprised between 125 and 200nm.
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Figure 1. Liposomes and LPD cytoxicity. (A) DC2.4 cells were
incubated either with undialysed (white bar) or dialysed (black
bar) 27 pM Lipl100, Man-Lipl100, or Lac-Lip100. (B) DC2.4 cells
were incubated either with LPD100, Man-LPD100, or Lac-LPD100
(25 pg pDNA; 27 uM lipid) made with dialysed liposomes or
glycoliposomes. The cell viability was measured 48h post-
incubation by using the MTT assay. The values shown are averages
of three independent experiments.

Table 2. Size and C potential of liposomes.

Undialysed Dialysed
Sugar (mol %) Size (nm) Z(mV) Size (nm) Z(mV)
Lipl00
a 103+3 51+1 163435 20+7
Man-Lip100
0.9 1438 49+6 169435 3314
3.7 134+23 53+10 194420 30+4
11 165+5 55+8 12445 3245
Lac-Lip100
1.6 133+43 56+3 177438 30911
2.2 138+ 28 40+ 10 1673 26+4
6.2 125+7 50+14 140450 21+4
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Lipopolyplexes

LPD100, Man-LPD100, and Lac-LPD100 were prepared
by encapsulation of pDNA/PEG-HpK polyplexes Into
dialvsed Lip100, Man-Lipl100, and Lac-Lipl00, respec-
tively. LPD prepared with dialysed liposomes were not
toxic. The viability of cells Incubated with LPD100, Man-
LPD100, and Lac-LPD1 00 was close to 90% (Figure 1B). As
shown in Figure 2, no pDNA migrated under agarose gel
electrophoresis for any LPD, meaning that LPD formed
with glycoliposomes was as efficlent as unglycosylated
ones to form LPD. Moreover, dlalysis of liposomes did
not affect LPD formation (Flgure 2). The size and the ¢
potential of LPD are listed In Table 3. The slze of LFD100
was close to that of Lip100 but the £ potentlal was more
positive (36.5 mV versus 29 mV). Depending on the sugar
content, the size of Man-LPD100 was 10-27% In average
smaller than that of LPD100 (152 nm). For Lac,-LPD100
and Lac_-LPD 100, the size was equal to that of LPD100.
In contrast to glycollposomes, the global charge of glveco-

hlan Lac

Figure 2. Electrophoretic mobility shift assay. LPD100, Man-
LPD100, and Lac-LPD100 were formed with (A) undialysed or (B}
dialysed liposomes or glycoliposomes. LPD (2ug DNA equivalent)
were loaded in a 0.6% agarose gel and electrophoresis and run for
1h at 90V in TAE. Lane a: pDNA alone; lane 0: LPD formed with
liposomes; lanes 1, 2, and 3 LPD formed with glycoliposomes
prepared with 0.5, 5, and 11mol % of glycolipids in the lipid
mixture, respectively.

Table 3. Size and { potential of LPD.

Sugar (mol %) Size (nm) C(mV)
LPD100

0 152+54 36.5+12
Man-LPD100

0.9 138+14 21+2

3.7 121+18 18.5+1

11 137148 1713
Lac-LPDI100

L& 120£10 20+2

2.2 156+2 14+1

6.2 164+25 155
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LPD containing more than 2mol % glycollpld was -50%
less poslilve In average than LPD100.

Uptake of glycoliposomes

The selectivity of Man-Lip100 for dentrlilc cells was as-
sessed by incubating DC2.4 cells with fluorescent lipo-
somes containing different percents of Man-lipld. First,
a flow cytometry analysls of DC2.4 cells incubated with
antibodies agalnst CD206, evidenced the presence of the
mannose receptor on the surface of DC2.4 cells (Figure 3).
As shown in Figure 4, the cell-associated fluorescence
intensity (MFI) was the highest when DC2.4 cells were
incubated with Man -Lipl00. It was low with each Lac-
Lip100.Itisnotlced that MFI of DC2.4 cells Incubated with
Lip100 was higher than that with Lac-Lip100 and equal to
that with Man_-Lip100. Even If there was no drastic dif-
ference In the € potentlal of glycoliposomes compared
to that of Lip100, the presence of sugar resldues on the
liposome surface reduced the non-specific interaction
of glycollposomes with the DC2.4 plasma membrane.
Compared to Lac_-Lip100, the 2- and 3-fold higher MFI
observed with Man -Lip100 and Man -I1pl00 were In-
dicative of a mannose selectlvity. The MFI values upon
treatment with trypan blue had a very Interesting out-
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Figure 3. Mannose receptor expression on DC2.4 cells. Flow
cytometry analysis of DC2.4 cells incubated in the absence (A) or
in the presence (B) of anti-CD206 antibody.
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Figure 4. Glycoliposomes uptake. DC 2.4 cells were incubated at
37°C for 2h either with 54 pM non-glycosylated, mannosylated,
or lactosylated fluorescent Lip100 liposomes. The cell-associated
fluorescence intensity (MFI) was measured in the absence (white
bars) and in the presence of trypan blue (black bars).

come. This chomophore quenches the fluorescence of
fluorescent liposomes bound on the cell surface. Thus,
MFI measured after trypan blue treatment correspond-
ing to the fluorescence of liposomes Inside the cells,
was Indicatlve of the uptake of liposomes. MFI of DC2.4
cells Incubated with Man,-Lipl00 and Man -Lipl00
was 90% of that of non-treated cells meaning that 90% of
the liposomes were Internalized by the cells (Figure 4).
Comparatively, more than 50% of MFI disappeared upon
trypan blue treatment of cells incubated with Lip100 or
Lac-Lipl00 meaning that endocytosls of these liposomes
was lower than that of Man-Lip100 (Figure 4). The uptake
of Man-Lipl00 by DC2.4 cells was 5- and 8-fold higher
than that of Lip100 and Lac-Lip100, respectively. These
data were Indicatlve of a mannose-dependent uptake of
Man-lip100 by DC2.4 cells.

Uptake of Glyco-LPD

Simllar experiments were conducted with fluorescent
LPD. As shown In Flgure 5, MFI was low when DC2.4
cells were incubated with any Lac-LPD100. As with lipo-
somes, MFI of Man-LPD100 was higher than with Lac-
LPD100 when Man-LPD100 contalned more than 3%
Man-lipid. With Lac_-LPD100, It was 2- and 5-fold lower
than with Man _-LPD100 and Man -LPD100, respec-
tively. MFI with Man, -LPD100 was twice that measured
with LPD100. Here, the € potentlal of LFD100 (36.5 mV)
was higher than that of any glyco-LPD (14-18.5 mV) and
certainly Increased the electrostatic Interactlon with the
cell membrane. Upon trypan blue treatment, MFI of
DC2.4 cells Incubated with Man -LPD100 and Man -
LPD100 was 67 and 73% of that of non-treated cells
meaning that these mannosvlated LPD were well taken
up by the cells (Figure 5). Comparatively, 62 and 50%
of MFI disappeared upon trvpan blue treatment of cells
incubated with LPD100 and Lac-LPD100, respectively
meaning that endocytosls of these LPD was lower than
that of Man-LPD100 (Figure 5). The uptake of Man, -
LPD100 was 5-fold and at least 10-fold higher than that of

140
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100 1
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60 4
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o |

0.6 2 [ 0.9 3
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Lac-LFD100 Man-LFD100

Figure 5. Glyco-LPD uptake. DC2.4 cells were incubated at
37°C for 2h either with LPD100, Man-LPD100, and Lac-LPD100
(54 pM; 5 pg DNA). The cell-associated fluorescence intensity
(MFI) was measured in the absence (white bars) and in the
presence of trypan blue (black bars).
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LPD100 and Lac_-LPD100, respectively. These data were
strongly Indlcative of a mannose-dependent uptake of
Man-LPD 00 by DC2.4 cells.

Intracellular localisation of Man-LPD100.

In order to determine the uptake pathway of Man-
LPD10O In DC2.4 cells, we used cells expressing fluo-
rescent early (Rab5-EGFP positive vesicles) and late
(Rab7-EGFP positive veslcles) endosomes. These intrac-
ellular compartments are characterlstic of the clathrin-
mediated endocytosis pathway. The cells were incubated
with Man -LPDI100 or LPD100 containing Cy3-labeled
pPDNA and the fluorescence was analysed under confocal
microscopy. As shown In Figure 6A, Cy3-labeled pDNA
colocalized with Rab5 vesicles (vellow spots) when the
cells were Incubated for 60min with Man-LPD100 or
LPD100. With the former, Cy3-labeled pDNA was visible
in Rab7-EGFP posltlve veslcles after 90min Incubation
(Flgure 6B). In contrast, pDNA did not vet colocallze after
90 min with Rab7-EGFF positive compartments In cells
incubated with LPD100. pDNA formed aggregates close
to the plasma membrane. Rare pDNA/Rab7-EGFP colo-
callzatlons were nevertheless observed after 2h Incuba-
tion (data not shown).

Transfection efficiency of Man-LPD100.

DC2.4 cells were transfected elther with Man, -LPD100,
LPD100, or Lac -LPD100 contalning 5 g pDNA encod-
Ing luciferase gene. The cells were incubated for 1, 2, or
4h and the luclferase activity was measured 48h later
(Figure 7). The transfection selectivity was low when

A Rab&-EGFP

LPD100 Man,;-LPD100

Mannosylated and histidylated lipopolyplexes 7

the cells were incubated for 1 h with any LPD but the
luciferase activity upon 2h transfection with Man, -
LPD100 was two to three times higher than with LPD 100
and Lac -LPD100. In contrast, the mannose selectivity
was less significant when the incubailon period was
4h. The absence of selectlvity In the latter was due to
an Increase of the non-specific binding and uptake of
LPD100 and Lac_-LPD100. Compared to the luclferase
actlvity with Lac_-LPD100 exhibiting a similar € po-
tential, the luciferase expression upon 2 h transfection

1.E+06 i

8.E+051 "

6.E+05 4

4.E+05 9 ‘
2.E+05 4 |_l_‘

1.E+04
LPD100

RLI Mg of protein

Lacé-LPD100  Man11-LPD100

Figure 7. Transfection efficiency of LPDI00 and Glyco-LPDI00.
DCZ.4 cells were ransfected for 1 h (white bars), 2h (black bars),
and 4 h (hacked bars) either with LPD100, Man, ,-LPD, or Lac_-LPD
containing 5 pg pCMV-Luc. The luciferase activity expressed as
relative light unit (RLU} per mg protein was measured after 48h
of culture. The values shown are averages of three independent
experiments. Statistical analysis was performed [Student's f-test)
EP<0.1; ¥P<0.01.

Rab7-EGFP

LPD100

Man, ;-LPD100

Figure 6. Intracellular location of DNA delivered by Man-LPD. {A) Rab5-EGFP and (B) Rab7-EGFP DC 2.4 cells were incubarted either with
LPDL0O or Man,,-LPDN 00 containing Cy3-pDNA and observed in real-time over a 2h 30 period under confocal microscopy. Images shown
correspond to observation after 60 min (A) and 90 min (B). Scale bar: 10 pm.
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with Man, -LPD100 was 40% higher. The selectivity of
the wransfectlon with Man -LPD100 was evidenced by
the 90% inhibitlon of the luclferase activity in the pres-
ence of 12.5 mM mannose (Flgure 8A). Comparatively,
the luciferase actlvity with Lac-LPD100 and LPD100
was Inhibited by 30% In the presence of 12.5 mM man-
nose. Note that with HeLa cells which do not express
the mannose receptor, no transfection Inhibition was
observed in the presence of mannose (Figure 8B).
When DC2.4 cells were transfected with Man  -LPD100
contalning a plasmid encoding EGFP, 21% of the cells
expressed EGFP 24 h or 48 h after transfection (data not
shown).

Transfection with 3NF plasmids

We have recently reported that transfection efficlency can
be improved by the use of 3NF plasmids allowlng NFx B-
medlated nuclear delivery of plasmids (Breuzard 2008;
Goncalves 2009). When DC2. 4 cells were transfected with
Man, -LPD100 containing p3NFCMV-Luc, the luciferase
activity was 7-fold higher than In cells transfected with
3NE-free plasmld (pCMV-Luc) (Figure 9). Desplte the
weakness of the TATA-llke weak promoter reglon from
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Figure 8. Transfection inhibition by mannose. (A) DC2.4 and (B)
HeLa cells were transfected for 1h either with LPD100, Man, -
LPD10D, or Lac,-LPD100 containing 2.5 pg pCMV-Luc in the
absence (white bars) or in the presence of 12.5mM mannose.
When the cells were transfected in the presence of mannose,
they were pre-incubared for 30min in the presence of 12.5mM
mannose before transfection. The luciferase activity expressed as
relative light units (RLU) per mg protein was measured afrer 481
of culture. The values shown are averages of three independent
experiments. Statistical analysis was performed (Student’s t-test)
Pz 0.01. n.s., not significant.

Herpes simplex virus thymldine kinase, the transfection
with p3NF-Luc-3NF was improved bv 1.5 compared to
transfection with pCMV-Luc (Figure 9). With p3NF-Luc-
3NE the enhancement was further Increased when NFx B
was stimulated in the presence of TNF-a (Figure 9).

Discussion

LPD are ternary complexes formed between DNA, cat-
ionic polymer and liposomes that are promising systems
for non-viral nuclelc acld delivery. Here, LFD100 were
obtalned by the additlon of an imidazole-rich liposomal
formulation on a preformed DNA/PEGylated histidy-
lated polylysine polvplexes. Liposomes were made with
an equal amount of O,0-dioleyl-N-[3N-{ N-methylimida-
zollum iodlde)propvlene] phosphoramidate 1 and ©,0-
dioleyl-W-hlstamine phosphoramldate 2 (scheme 1). To
confer selectlvity of LPD100 toward DCs, mannosylated
liposomes were prepared to Increase thelr recognitlon
and uptake via DC mannose receptors by addlitlon of
dodecylhexadecanamide with a mannose polar head
group (Man-lipid). As control, lactosylated liposomes
were prepared by the replacement of the mannose polar
head with a lactose molety (Lac-lipid). We found that the
insertion vleld of Man-lipld was relatively high compared
to that of Lac-lipld (73% versus 47%). The lower insertlon
vleld of Lac-lipid could be due to the blgger size of its po-
lar head compared to that of the monosaccharide. This
difference could perturb the packing of the liposomes
because the cationic lipld 1 and the neutral lipid 2 have
roughly a polar head size close to that of mannose. Fur-
thermore, the solubility of disaccharide-lipid conjugate
in water Is usually higher when compared to thelr mono-
saccharide analogues as revealed by the value of the
CMC (Pestman 1999; Perouzel 2003). Here, glycoliplds
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Figure 9. Transfection efficiency of Man-LPD100 containing 3NF
plasmid. DC2.4 cells were transfected for 4h with Man, -LPD100
containing 5 pg of either pPCMV-Luc, p3NFCMV-Luc, or p3NF-Luc-
3NF plasmid. When indicated, the transfection was carried ourin
the presence of 25 ng/mL TNF-c. The luciferase activity expressed
as relative light units (RLU) per mg protein was measured after
48h of culture. The transfection efficiency is expressed as percent
of that obtained with pCMV-Luc. The values shown are average of
three independent experiments.
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comprise one C11:0 and one C14:0 chains whereas the
lipophosphoramidates have two ldentical C18:1 chalns
(olevl chains). Consequently the glycollpids possess a
higher solubility In water than the lipophosphorami-
dates. This structural difference could also explaln why
Lac-lip was incorporated In liposomes with a rather low
yleld. Moreover, investigations of the lyotropic liquid
crystalline propertles of these glvcoliplds by thermal
polarized light mlcroscopy revealed dlfferent lyotropic
behaviours (unpublished data). The Lac-lipid exhibited a
lamellar mesophase at room temperature and no change
In the phase texture was observed upon heatlng up to
B0°C. Conversely, Man-lipid having a smaller polar head
which decreased their hvdrophilic volume induced a
conlcal molecular geometry, favouring the formation of
an inverted hexagonal phase H at room temperature.
Overall, these behaviours could explain the better Incor-
poration of Man-llp In liposomes.

Averylmportant polntconcerns the dramatic decrease
of the cytotoxiclty upon dialvsis of glvcoliposomes. Dial-
vsls probably removed non-inserted glycollplds forming
cytotoxle micelles. It could also equilibrate liposomes In
the buffer.

The selectlvity of Man-Lip and Man-LPD100 was as-
sessed with DC2.4 cells that express the mannose recep-
tor. The uptake of Man, -LPD100 was 5-fold and at least
10-fold higher than that of LPD100 and Lac,-LPD100,
respectively. Comparatlvely, the uptake by DC2.4 cells of
LPD—DOTAP:cholesterol (1:1 molar ratio)/protamine/
DNA—coated with mannan was reported to be 2-fold
higher than that of LPD without mannan (Cul 2004).
Compared to lipoplexes, the cell associatlon of Man-C4-
cholesterol: cholesterol: DOTMA lipoplexes and Man-
His-C4-cholesterol lipoplexes with macrophages was 1.2-
fold and 2.5-fold higher than that of non-mannosylated
lipoplexes, respectively (Hattorl 2006; Nakamura 2009).

Fluorescence confocal microscopy Is a powerful tech-
nique to assess the Intracellular locatlon of fluorescein-
labeled pDNA after LPD internallzation. Here, the use of
DC2.4 cells expressing Rab5-EGFP labeled early endo-
somes and Rab7-EGFP labeled late endosomes, facilitat-
ed determination of the intracellular location of Cv3-pD-
NA after internalisation of Man-LPD 100 and LPD100 and
the uptake process. The clathrin-dependent pathway is
characterlzed by successlve routing of the cargo through
early endosomes, late endosomes and lysosomes. Con-
focal microscopy reveals that Man-LPD100 and LPD100
were taken up In Rab5 positve vesicles. With Man, -
LPD100, pDNA was then more rapldly (within 60min)
colocalized with EGFP-Rab7 positive vesicles than with
LPD100. The latter was also colocalized with EGFP-Rab7
positive vesicles but after 90min incubation. This means
that both Man -LPD100 and LPD100 were delivered
into late endosomes after early endosomes. The faster
delivery of Man, -LPD100 In late endosomes 1s due to
thelr internalizatlon via the mannose receptor. Indeed,
receptor-medilated endocytosis dellvers more rapldly
thelr cargo to lysosomes than uptake by non-receptor-

Mannosylated and histidylated lipopolyplexes @

mediated endocytosis. The presence of Man-LPD 100 and
LPDI100 In acldlc vesicles indicates that the Imidazole
group of the neutral co-lipld 2 can promote membrane
destabllisation of Rab5 and Rab7 acld vesicles upon Its
protonation and favour pDNA dellvery In the cytosol.
Man, -LPD100 exhibited selective transfectlon of
DC2.4 cells. Based on the uptake data, it 1s noticeable that
the transfectlon efficlency with Man, -LPD100 was not as
better as expected, compared to Lac -LPD100. We have
already pointed out In the past that for Man-polyplexes
and Lac-polyplexes, there was no direct correlation be-
tween the amount of polyplexes uptaken by the cells
and the transfection efficiency (Fajac 1999). The selec-
tive transfectlon efficlency with Man-LPD100 decreased
when the Incubation perlod Increased. Indeed, when the
incubation was as long as 4h, there was no significant
difference between Man, -LPD100, Lac-LPD100 and
LPD100. The increase of the Incubatlon time favours
non-specific Interactions of all LPD with the cell surface,
at the expense of the Man-LPD recognition by the man-
nose receptor. Conversely, the reduction of the incuba-
tion period to 2h enhances the selectlvity by decreasing
the non-speclfic Interactlon. We can suppose that after
intravenous Injection, the contact time between LPD and
DCs will be short and thus Man -LPD100 could be much
specifically recognized than Lac-LPD100 or LPDI100.
The transfectlon of DC2.4 cells with Man, -LPD100 was
strongly Inhibited (90%) In the presence of mannose
while no Inhibition was observed In HeLa which are de-
vold of mannose receptor. These results strengthen the
uptake of Man -LPD100 via the mannose receptor of
DC2.4 cells. In the absence of other mannosylated LPD
reported in the literature, the level of the transfectlon
efficlency (9x10° RLU/mg protein) can be compared
with data obtalned with mannosvlated lipoplexes. The
luciferase actlvity In macrophages transfected with Man-
C4-cholesterol: cholesterol: DOTMA lipoplexes was 2.5
times higher (1x 10° RLU) than with lipoplexes without
mannose-cholesterol and was Inhiblted by 97% In the
presence of mannan (Hattotr] 2006). With Man-C4-chao-
lesterol: DOPE lipoplexes, the luclferase activity In mac-
rophages (4 x 10* RLU/mg protein) was Inhibited by more
than 77% In the presence of mannose (Kawakami 2000).
With Man-His-C4-cholesterol lipoplexes, the luciferase
actlvity In mouse macrophages was 10-fold higher than
with lipoplexes without mannose (Nakamura 2009).
Several reports indicate that the selectivity of the gene
expression with Man-lipoplexes was also observed in
vivo. Gene expression in macrophages and DCs upon
ip Injectlon of Man-C4-cholesterol:cholesterol: DOTMA
lipoplexes In mice, was 3.5- and 12.5-fold higher than
upon Injection of non-mannosylated lipoplexes, re-
spectively (Hattorl 2006). In spleen and liver, the trans-
fection efficlency upon intraportal injectlon of Man-
C4-cholesterol: DOPE lipoplexes was 20-fold and more
than 1000-fold higher than with non-mannosylated
lipoplexes, respectivelv (Kawakami 2000). The liver dis-
tribution upon Lv. Injection of these mannosylated lipo-
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plexes was 16-fold higher In Kupffer cells and only three
tlmes higher in non-kuptfer cells (Kawakami 2000). The
expression of IL-2 and Interferon-y upon Iv injection of
Man-C4-cholesterol: DC-chol: DOPE lipoplexes contain-
ing CpGDNA was 4-fold higher than upon Injection of
nen-mannosylated lipoplexes (Kuramoto 2009).

Because flow cytometry analysis Indicated that most
of the cells have taken up fluorescent Man ,-LPD100 and
that only 21% of the cells expressed EGFP upon transfec-
tlon with a plasmid encoding EGFP, some intracellular
steps required for gene expresslon are not optimized.
Among them Is the nuclear import of the plasmid. We
have recently reported that the transfectlon efficlency
can be Improved by the use of 3NF plasmids allowing
their NFxB-medlated nuclear import (Breuzard 2008;
Gongalves 2009). As expected, the use of 3NF plasmids
Increased the luciferase activity In DC2.4 cells transfected
with Man, -LPD100.

Conclusion

We demonstrate for the first time an uptake and trans-
fectlon selectlvity of mannosylated LPD toward a murine
DCs line. The selectivity factor of Man,-LPD is in line
with those reported in the literature for mannosylated li-
poplexes. Therefore, mannosylated and histidylated LPD
are promising carriers to Increase efficlency of mRNA-
and DNA-based cancer vaccines.
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Des expériences supplémentaires d’internalisatidréetg réalisées. Nous avons étudie
la contribution de la voie cavéole dans I'endocgtds lipopolyplexes par les cellules DC2.4.
A ces fins, nous avons analysé l'internalisation B®100 et Mam-LPD100 formés avec des
liposomes contenant 0,5% de NBD-PE avec de 'ADNpié® a la cyanine 5 par des cellules

exprimant une protéine de fusion cavéoline-mRFMparoscopie confocale (Fig. 46).

Figure 46 : Observation de cellules DC2.4 exprimant protéine de fusion
cavéoline-mRFP aprés 1 h d'internalisation de LPD1® et Man;;-LPD100.
Des cellules DC2.4 exprimant la protéine de fustaméolinemRFP ont été
incubées 1h a 37°C avec des LPD100 et BRD100 formés avec des
liposomes incorporant 0,5% de lipide fluoresdeBtD-PE et de TADNpTG11
couplé au fluorophoreCy5. Les cellules ont ensuite été fixées par le
paraformaldéhyde puis observées par microscopidocale. A : cellules
transfectées avec des LPD10B,. cellules transfectées avec des Man
LPD100.

Nous remarquons une colocalisation de 'ADN adniigisous forme de LPD100 et
Man;-LP100 avec les cavéoles. Cette colocalisationvisgble sous la forme de vésicules
jaunes (fleches blanches). Une colocalisation aabé avait été observée. Ces LPD semblent
donc entrer dans les cellules DC 2.4 a la fois yuae clathrine-dépendante et cavéoline-
dépendante. De plus, dans le cas des;MaPD100, del’ADN est visible dans les cellules
sans étre associé aux liposomes ce qui montreclarg#exation des LPD dans la cellule des
1h.

Les LPD100 et Man-LP100 pourraient également étre internalisés fmutiees voies
et notamment des voies indépendantes des vésarildathrine et des cavéoles.
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Chapitre Ill : LPR100 et transfert ARNm : effet

vaccinal des LPR100 mannosylés
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A. Ciblage des cellules dendritiquesn vivo avec des LPR100
mannosylés et effet vaccinal contre le mélanome 8310
Dans le chapitre précédent, jai montré que les 1®D mannosylés (Maps

LPD100) permettent le ciblage vitro de cellules dendritigues murines. Dans cette partie
nous montrons que ces LPR100 mannosylés permégaigment une transfection sélective
invitro des DC 2.4 avec de 'ARNm. Les résultats obtenastrent également une meilleure
expression du gene rapporteur aprés transfectiamedignée de D@n vitro avec 'TARNm
gu'avec 'ADN. Cependant, I'étude de la transfeatidune lignée cellulaire ne permet pas
d’affirmer que ce ciblage des DC sera efficawevivo dans le but d’'induire une réponse

immune spécifique par transfert de ’TARNm d’un getie tumoral.

Nous avons montré par analyse de la biodistributies: LPD100 et Mam;LPD100
formés avec un ADN radio-marqué, une accumulatigmcpalement dans le foie et la rate.
Le ciblage a été évalué chez la souris en admanisttes lipopolyplexes et des lipopolyplexes
mannosylés contenant de 'ADN ou de TARNm codangéne rapporteur EGFP. La rate est
un organe lymphoide enrichi en cellules dendritqguegne mesure du nombre de DC
exprimant 'TEGFP dans la rate des souris a étéseggalNos résultats révelent une meilleure
transfection des DC par 'ARNm que par I'’ACNVvivo. Une meilleure efficacité (4 fois plus)
de transfection des DC spléniques a été obtenuelesé PR mannosylés par rapport aux non

mannosylés.

En effet, si les Man«LPR100 contenant de ’TARNm codant 'EGFP sont tdgsde
transfecter les DC spléniques aprés administratitmaveineuse chez la Souris, nous avons vu

gue ce n'est pas le cas des LPD contenant ' ADNucbdEGFP.

Enfin, l'utilisation des Map«,LPR100 contenant un ARNm codant I'antigéne de
mélanome MART1 permet un retard de croissance dedts primaires B16F10 et une
augmentation de la survie des animaux vaccineés ipipsrtante qu'avec les LPR100 non

mannosylés.

L’ensemble de ces résultats est présenté ci-aptessla forme d’un manuscript qui est

soumis pour publication.
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Abstract

We report the preparation of mannosylated nanapestioaded with mRNA that enhance the
transfection of DCsin vivo and the anti-B16F10 melanoma vaccination in mice.
Mannosylated and histidylated lipopolyplexes (MadPR100) were obtained by adding
mannosylated and histidylated liposomes to MRNA/AR@Ed histidylated polylysine
polyplexes. Upon intravenous injection, ~ 9% of thedioactivity of *™Tc-labeled
lipopolyplexes measured in the liver, spleen, luagd kidneys was found in the spleen. We
demonstrate that spleen from mice injected with EGRRNA loaded Man-LPR100
contained 4-fold DCs expressing EGFP than that fmdoe injected with sugar-free LPR100.
This better transfection of DCs is correlated wattbetter inhibition of B16F10 melanoma
growth and an increased survival time when miceewermunized with MART-1 mRNA
loaded Mam-LPR100. These results indicate that mannosylatedhastidylated LPR is an
efficient system for the delivery of tumour antigai®RNA in splenic DCs aiming to induce an

anti-cancer immune response.

Key words: mRNA transfection; nanoparticles; non viral vestdumour vaccine.
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Introduction

Dendritic cells (DCs) are the most important imntymiompartment playing a critical role in
antigenic presentatiof->! Inmunization of patients with genetic material etiog tumour
antigen or with genetically modified DCs expressingour antigen are interesting vaccine
strategies for cancer. The expression of exogegenstic material encoding tumour antigen
upon DCs transfection with plasmid DNA (pDNA) or IXR allows the antigen expression in
its native form and presentation of all epitopgs MHC class | pathway leading to the
induction of tumour antigen-specific cytotoxic Tmphocytes*? Initially developed by
Huang et coll., Lipid-Polymer-DNA complexes (termdeD or lipopolyplexes) are emerging
non viral vectors for DNA, antisense oligonucleetid and siRNA delivery.**
Lipopolyplexes have also been used as carriermfNA-based vaccine§? ** *'we have
reported that MART-1 mRNA lipopolyplexes are ani@éint system for anti-B16F10
melanoma mRNA-based vaccine in mi¢8! The mRNA encoding MART-1 melanoma
antigen was formulated with histidylated liposonae®l a histidylated polymer. Those pH-
sensitive vectors promote membrane destabilizatiacidic medium upon the protonation of
their histidine groups, allowing nucleic acid deliy in the cytosol™” First, mRNA was
condensed in small particles of ~50 nm with PEGgldhistidylated polylysine (PEG-HpK)
before adding liposomes made of L-histidiégN-di-n-hexadecylamine)ethylamide and
cholesterol. The absence of any vaccine effect wten mRNA was complexed with
liposomes alone or with the cationic polymer alal®enonstrated that lipopolyplexes are a
more efficient formulation than lipoplexes or pdipes.™® Recently, we have designed new
imidazole/imidazolium binary liposomes (termed LOP) made with a cationicd,O-dioleyl-
N-(3N-(N-methylimidazolium iodide)propylene) phosphoram&jhtlipid 1 and a neutral
[O,0-dioleyl-N-histamine phosphoramidate] co-lip&lin a molar ratio of 1:1 (Supplement
Fig 1). ™ I Lipid 1 possesses ax-methylimidazolium polar head conferring a permanen
positive charge used for nucleic acid DNA condengsaflhe imidazole group of co-lipidis
not alkylated on the nitrogen atoms and can accuicationic charge when the pH of the
medium drops below pH 6 favouring the endosomeatidstation and nucleic acids delivery
in the cytosol. To favour DCs targeting, we havesigieed mannosylated LPD (Man
LPD100) and showed that they exhibited selectifatyuptake and DNA transfection of DCs.
20 Mannosylated liposomes (MarLip100) were obtained by insertion of 11molB4D-
mannopyranosyN-dodecylhexadecanamide (Man-lipid) into the liposonfiormulation
(Supplement Fig 1). LPD were subsequently formethkyaddition of the liposomal solution
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to DNA/PEG-HpK polyplexes as previously describBf.We have demonstrated that the
transfection efficiency of DC2.4 cells with MarPD100 was 5-fold higher than that
obtained with LPD100, and was 90% inhibited in phesence of mannosé’,

Here, we report the preparation of mRNA lipopolyeae (termed LPR, Lipid-Polymer-RNA
to differentiate from LPD standing for lipopolypkex made with DNA) with these
mannosylated liposomes (MafLip100). We showed that spleen of mice that hagenb
intravenously injected with EGFP mRNA loaded M@aPR100 (EGFP Man-LPR100) had
more DCs expressing EGFP than spleen of mice tlaae hbeen injected with non
manosylated LPR100. We report also mice immunipatith these lipopoplyplexes loaded
with MART-1 mRNA. Data show that a greater inhibitiof BL6F10 melanoma growth was
obtained when mice were immunized with MART-1 M@bhPR100 than with MART-1
LPR100. These results indicate that tumour antigd®NA loaded Map-LPR100 is an

efficient system to induce an anti-cancer immuspoese.
Methods

All reagents were purchased from Sigma (St. QueRtatiavier, France) unless stated
otherwise. PEGylated histidylated poly-L-Lysine (PHpK) was synthesized as described.
[16. 2115 O-dioleyl-N-[3N-(N-methylimidazolium iodide)propylene] phosphorameatipid 1)
and O,0-dioleyl-N-histamine phosphoramidate (lipid 2) were syntressias described® **

B-D-mannopyranosyN-dodecylhexadecanamide (Man-lipid) was synthesagdlescribed.
[22]

Plasmids

pTG11033 (pCMV-Luc; 9514 bp, kindly given by Trapsg S.A., Strasbourg, France) and
pCMV-EGFP (5310 bp) were pDNA encoding the lucisergene oPhotinus pyralis (Firefly
luciferase, FLuc) and the enhanced green fluoréspestein under control of a CMV
promoter, respectively. pPGEM4Z-EGFP-A64 (kindly ggivby Dr. P. Ponsaerts, University of
Antwerp, Antwerpn, Belgium) was pDNA encoding th&hanced green fluorescent protein
under control of the T7 RNA polymerase promoférpGEM-4Z-MART-1-A64 and pGEM-
4Z-MART-1_LAMP-1-A64 (kindly given by Dr A Bonehiland Dr K Thielemans, Medical
School of the Vrije Universiteit Brussels, BrusseBelgium) were pDNA encoding the
human MelanA/MART-1 melanoma antigen under the Tahmter.?” pGEM-4Z/MART-

1 LAMP-1/A64 encoded MART-1 protein carrying theppde signal and lysosomal sorting
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signal of human LAMP-1 protein. Supercoiled pDNAswisolated fromE. Coli DH5a™
supercompetent bacteria (Invitrogen, Cergy Pontdisgnce) by alkali lysis and purification
with QIAGEN EndoFree Plasmid Mega Kit (Qiagen, Gahoeuf, France).

In vitro transcribed mRNA

pGEM4Z-EGFP-A64, pGEM-4Z-MART-1-A64 and pGEM-4Z-MARL LAMP-1-A64
plasmids were linearised witfpel.. Linearised plasmids were used as templatarfaitro
transcription using the T7 mMessage mMachine kinfdon, Oxfordshire, UK) to produce
ARCA/A100 mRNAs as previously describé® The mRNA (EGFP: 915 nt; MART-1: 925
nt; MART-1_LAMP-1: 910 nt) obtained by this mearedhan ARCA modified cap and a 100
adenosines PolyA tail. The RNA concentration watemeined by absorbance at 260 nm,
RNA had 260/280 ratios 2 and was stored at -80°C in small aliquots.

Liposomes

Liposomes 100 (Lip100) were prepared by mixing rateguimolar ratio, 1 mL of 5.4 mM
lipid 1 in ethanol and 1 mL of 5.4 mM lipRlin ethanol. Mag-Lip100 containing 11 mol %
Man-lipid was obtained by addition of 15% Man-If}! Ethanol solution was then evaporated
until formation of a film. The film was hydratedrfa2 h at 4°C in 1 mL of 10 mM Hepes
buffer, pH 7.4, vortexed and then the suspensianseaicated for 15 min at 20°C at 37 kHz
using a ultrasonic bath (Bioblock Scientific, IH&h, France). Liposomes (500 uL) were
dialysed (Dialysis Tubing Cellulose membrane s&:mm x 21 mm, MWCO 12.4 kDa,
Sigma Aldrich) at 4°C for 6 h and then overnighaiagt 500 mL of 10 mM Hepes buffer, pH
7.4. After dialysis, lipid and sugar concentratioims liposomes were determined as

described””!
Lipopolyplexes

Lipopolyplexes were prepared in polypropylene tutses previously described!® 2%
Polyplexes were prepared by addingutpPEG-HpK (in 1QuL 10 mM Hepes buffer, pH 7.4)
to 5ug mMRNA or 5ug pDNA (in 25uL 10 mM Hepes buffer, pH 7.4). After 4 s mixing by
vortex, the solution was kept for 30 min at 20°@Geff, lipopolyplexes were formed by adding
10 pg liposomes (pL at 5.4 mM in 10 mM Hepes buffer, pH 7.4) to pdgses by up-down
pipetting. The solution was kept for 15 min at 20B€fore use. The charge ratios of
polymer/pDNA and polymer/mRNA were 2.8, and thatipid/pDNA and lipid/mRNA were
0.9. Forin vitro transfection assays, the solution was adjusted taL with serum-free
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medium. Foiin vivo transfection, the solution was adjusted to 5%@ewith a 50% sucrose

solution.
Size and( potential measurements

The size and potential of lipopolyplexes were measured in 10 fdbpes buffer, pH 7.4 by
dynamic light scattering and electrophoretic madpilwith ZetaSizer 3000 (Malvern
Instruments, Orsay, France), respectivél§. Twenty pL of lipopolyplexes containing 5ug
MRNA or pDNA were diluted into 1.2 mL of 10 mM HEBBbuffer pH 7.4.

Animals

Specific pathogen-free male C57BL/6J (8-11 week&emvere obtained from Janvier (Le
Genest St Isle, France) and kept in isolated \aetil cages. All animal studies were carried
out according to the guidelines of theench Ministry ofAgriculture for experiments with
laboratory animals (law 87848, C. Pichon accreditgt Theywere done in an agreed animal

facility (agreement B 45-234-12, Délégation des/Bes vétérinaires du Loiret).
Cell lines

The mouse dendritic cell line DC2.4 was kindly givey Dr P. Jeannin and Dr Yves Delneste
(INSERM UMR 892 Nantes-Angers, Franc&’ B16F10 cells (ATCC, American Type
Culture Collection CRL-6475) were purchased fromCAT. Cells were grown at 37°C in a
humidified atmosphere containing 5% &£@ medium supplemented with 10% heat
inactivated FCS (PAA Laboratories, Les Mureaux,nEeg, 100 Units/mL of penicillin and
100 pug/mL of streptomycin (Fischer Bioblock, lligr, France). Cells were mycoplasma-free

as evidenced by MycoAlert® Mycoplasma Detection(Kiinza, Levallois Perret, France).
Transfections

Two days before transfection, cells were seedetftimvell culture plates (1 x Y@ells/cm?).

At the time of transfection, cells were 80% confluel'he culture medium was removed; cells
were washed with serum-free medium and then inedgbfdr 2 h at 37°C with 0.5 mL of
lipopolyplexes solution (containing 2.5 pg DNA oRMA). Then, the transfection medium
was removed, replaced by fresh culture medium afid were further cultured for 22 h. Cells
were harvested with trypsin, washed with PBS ared déll associated EGFP fluorescence

intensity was measured with a flow cytometer (FAG@38ecton Dickinsonje= 488 nM;kem
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=530 + 30 nm). The fluorescence intensity was esged as the mean fluorescence intensity
(MFI) of 10 000 events.

Biodistribution

Biodistribution studies of LPD were performed an@e d’Imagerie du Petit Animal (CIPA
TAAM UPS44, CNRS Orléans¥” pDNA was labelled with°™Tc pertechnetate{"TcOy)
ion. Briefly, pDNA (500 pg) in 0.5 mL distilled ier was mixed with 100 pug Spgnd 500
1g ascorbic acid in a glass vial under vacuum. rAfi@ min at 25°C°*™Tc (175 MBq,
Covidien) was added and the volume was completddnd. with distilled water®*™Tc-DNA
loaded LPD were formed as followed™c-DNA (100 pg/200 pL) was mixed with PEG-
HpK (300 ug in 100 uL 10 mM Hepes buffer, pH 7.4). After 4 s mixing bgrtex, the
solution was kept for 30 min at 20°C. Then, LPD evlearmed by adding liposomes (1(0

at 5.4 mM; 200ug) to polyplexes with gentle mixing. The solutiomsvkept for 15 min at
20°C before used. Before injection, the solutiors wampleted successively with 400 pL
water, 100 pL of 50% sucrose aqueous solution @dduL of 100 mM Hepes buffer, pH 7.4.
99Mrc-DNA loaded LPD (25 pg DNA/200 pL) were injectedmice via the tail vein. Static
images were acquired using a high-resolution plgaanma camereombining a 4-mm Nal
thick crystal with a 5-inch diameter positisensitive Hamamatsu R3292 photomultiplier
(Gamma imager, Biospaddesures, France). Acquisitions were obtained using5-mm
parallel-holecollimator with 1.3-mm diameter holes. Data werguaeed using a 20% window
centred on the 140keV photopeak’8fTc in a 128x128 matrix, and recorded on a dedicated
computer system for digital display and analysiarta Acquisition and Gamma Vision+,
Biospace Mesures). After 5h, mice were sacrificad autopsied immediately after the last
imaging. The spleen, kidneys, lungs and liver weraoved and weighed. The radioactivity
in these organs was then counted on the gamma inmiEge counts obtained were corrected
for radioactive decay of™Tc and then expressed as a percent of the totalaetivity found

in these organs.

Determination of the transfection efficiency into plenic DCs

Mice were intravenously injected with 220 pL of g§ EGFP LPD or 25 pg EGFP LPR in
water plus 5% sucrose. Spleens were harvestedaf4rinjection and DCs were enriched by
using magnetic anti-mouse CD11c antibodies (MilteBiotec SAS, Paris, France) and
MACS MS columns (Miltenyi Biotec SAS) according nmanufacturer’'s protocol. Then, the
cells were stained with APC-labelled anti-mouse COantibodies (Miltenyi Biotec SAS)
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and at least 40 000 cells were analysed with a figtemeter (BDLSR, Becton Dickinson
with Aex= 488 nmem = 530 + 30 nm for EGFP fluorescence agg- 633 nmey, = 660 + 13
nm for APC fluorescence).

Vaccination and primary tumour challenge

Mice were intravenously injected either with 12.5 MART1 LPR100 plus 12.5 ug
MART1 LAMP1 LPR100 or 125 pg MART1 MapLPR100 plus 125 g
MART1_LAMP1 Man;;-LPR100 in 220 pL of 5% sucrose endonuclease fiemon day 0
and day 7. On day 14, mice were challenged bydetraal injection of 10B16F10 cells in
100 pL of phosphate buffered saline and the tunvamlmme was measured three times a
week. Tumor volume (V) was expressed as the hati@fsquare of the smallest diameter (1)
multiplied by its largest diameter (L) : V = (L x¥2. ® Animals that developed tumours
with L of 410 mm were euthanized for ethical reasdBurvival time was calculated with
XLSTAT 7.52.

Results
I n vitro transfection of DCs with mRNA LPR100

MRNA and pDNA encoding EGFP were formulated aspgdgplexes. Nucleic acids (5 pg)
were first condensed with the PEGylated histidylgielylysine (15 pg) before adding 10 ug
of either Lipl00 or Man-Lip100. The electrophoretic mobility shift assasisowed that
MRNA and pDNA did not migrate in the agarose gadligating that they were complexed
with LPR100, LPD100, Man-LPR100 and Man-LPD100 at the ratio used (supplementary
Fig 2 and Fig 3). The nucleic acid condensation eadirmed by fluorescence dye exclusion
assay using ethidium bromide (supplementary FigT4e fluorescence of the dye was
reduced by 58% and 59% in LPR100 and MarPR100, respectively. It was reduced by
65% and 77% in LPD100 and MasLPD100, respectively. The size and the global gbdi
potential) of the resulting nanoparticles were reggmbin Table 1. Both EGFP LPR100 and
EGFP Man;-LPR100 exhibit a size around 160 nm and( apotential of 25 mV.
Comparatively, the size of EGFP LPD100 and EGFP ;MBRD100 was slightly smaller
than lipopolyplexes made with EGFP mRNA. The chaathgGFP Mam-LPD100 was less
positive than those of LPR100 and MabhPR100 while EGFP LPD100 was more positive.
The in vitro transfection efficiency of DCs with EGFP LPR100aBGFP Mam-LPR100

was evaluated by using mouse DC2.4 cells that sxghe mannose receptor. Flow cytometry
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measurements showed that MabPR100 were able to transfect 60% of DC2.4 celith w

EGFP mRNA whilst LPR100 transfected 40% of cellg (). Of note, the number of EGFP
positive cells was much lower in the case of pDNa&nsfection. Indeed, 40% and 21% of
DC2.4 expressed EGFP upon transfection with EGFIR;M#& D100 and EGFP LPD100,

respectively. Interestgly, both LPR100 and MarLPR100 did not induce any cytotoxicity

according to the 3-(4,5-Dimethylthiaz®tyl)-2,5-diphenyietrazolium bromide (MTT) assay.

Indeed, the cell viability was above 90% upon 2dahsfection (supplementary Fig 5).

Biodistribution

The localisation of lipopolyplexes was monitored BE scintigraphy after intravenous
administration of**™Tc-labeled DNA loaded lipopolyplexe§&” Of note, the®™™Tc-DNA
loaded LPD100 solutions were clear and not clondycating the absence of aggregates. The
biodistribution of labelled pDNA was monitored froB® min to 5 h post-administration.
Gamma Acquisitions showed that the majority of LPDland Mam-LPD100 were
accumulated in the area comprising liver and spléripplementary Fig 6). This was
completely different to the biodistribution of fré&"Tc-labeled pDNA which was mainly
found in the bladder 30 min after injection (suppéatary Fig 7). After 5 h, animals were
sacrificed and the radioactivity was measured énltimgs, spleen, kidneys and liver. The LPD
accumulation was high in the liver compared todtteer organs (Fig 2). Note that there was
no significant difference between LPD100 and MdrPD100 in terms of pDNA
accumulation whatever the organs. The radioactifogynd in the spleen corresponded to
about 9% of the total radioactivity found in thesgans and less than 5 % was present in the

lungs.
Man1;-LPR100 enhances the number of mMRNA transfected DUds spleen

Next, we evaluated transfection efficiency of D@sthe spleen, a representative lymphoid
organ. Mice were intravenously injected with 25 E@QFP LPR100 or 25 pg EGFP Man
LPR100. Upon 24h, spleens were collected and CDgadks enriched. The analysis of their
fluorescence intensity by flow cytometry clearlyosfs that 12 % of splenic DCs expressed
EGFP in mice that received MarLPR100, whereas only 3 % of splenic DCs were EGFP
positive in mice injected with LPR100 (Fig 3). Talesence of significant difference between
the accumulation of MagLPD100 and LPD100 in the spleen shown by the eadioity
measurement (Fig 2), suggests that the higherféetien efficiency of DCs was owing to the
better capture and uptake of MahPR100. When Maf}-LPD100 containing pDNA
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encoding luciferase gene were injected intraveryoiSI min prior intravenous injection of
EGFP Man;-LPR100, the number of EGFP positive CD1tells in the spleen drastically
dropped to 2% corresponding to 84% reduction of86&P positive cells (Fig 4). It is worth
to note that we did not find any splenic DCs exgirgg EGFP upon intravenous injection of
EGFP pDNA loaded MarLPD100, demonstrating the superiority of mRNA #faction
over DNA one (supplementary Fig 8).

B16F10 melanoma growth inhibition upon MART-1 mRNAvaccination

Mice were immunized with mRNA encoding the humanlamema MART-1 (MelanA)
antigen sharing a 68.6% amino-acid sequence iglesitilh its mouse counterpart. As we have
previously described, the antitumor response wgsifgiantly higher when mice have been
immunized both with MART-1 mRNA and MART-1_LAMP-1RNA instead of MART-1
mRNA alone.*® Thus, mice were immunized by injection of vaccowmprising 12.5 g
MART-1 lipopolyplexes plus 12.5 pg MART1_LAMP1 lipolyplexes (termed MART-1
LPR for convenience). The physicochemical paramefgize and, potential) of MART-1
Man;;-LPR100 and MART-1_LAMP-1 Mani-LPR100 were close to those made with EGFP
MRNA (Table 1). Those with LPR100 were smaller basd positive.

Mice were immunized by intravenous injection oficeded formulations at day 0 and day 7,
and they were challenged with B16F10 cells at ddya described’® In control mice
injected with a sterile saline solution, the tumaalume increased with time with a value of
1600 mni at day 21 and a final volume before sacrifice @@ mn7 (day 23) (Fig 5). A nice
inhibition of the tumour growth occurred in miceee&/ing MART-1 Man;-LPR100. Indeed,
the mean the tumour volume at day 21 was less #dnmni. An inhibition was also
observed in mice receiving MART-1 LPR100 but théeef was lower than with MART-1
Many1-LPR100. The mean of tumour volume at day 21 wasecto 500 mrhwith MART-1
LPR100. Consequently, the survival of mice wasificantly prolonged for mice immunized
with MART-1 Man;;-LPR100 (Fig 5). While in the control group 60%rvoice died at day 18
and no mice survived after day 23, 50 % of micevised at day 30 in the group immunized
with MART-1 Man;-LPR100. In the group immunized with MART-1 LPR1@0% of mice
survived at day 23 but no mice survived at day Tkese results were correlated with the
higher number of EGFP transfected DCs in the sptdemice injected with EGFP Map
LPR100 compared to EGFP LPR100 (Fig 3).
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Discussion

In the present study, we have incorporated mannus#s into liposomes to increase the
delivery and the transfection efficiency of mRNApdpolyplexes into DCs. From an
experimental point of view, EGFP or MART-1 mRNA (O nucleotides) was first
condensed with a PEGylated histidylated polylysimdext, a liposomal formulation
comprising three lipids (a mannosylated lipid, amdazole lipophosphoramidate and an
imidazolium lipophosphoramidate), was added. Lipmghoramidates have a chemical
structure which is bio-inspired from the naturabppholipids present in the cell membranes
and most of these synthetic vectors proved to éxaimoderate or low toxicity according to
in vitro ?° 3% andin vivo B * transfection assays. At the best, 11 mol % Maid-lyave been
inserted in those liposomes to prepare M&®PR100.%” The size of LPR100 and Man
LPR100 was close to 160 nm and exhibited @otential of 25 mV. We showed that EGFP
Mam1-LPR100 allowed highem vitro mRNA transfection of a DC cell line than the non
mannosylated formulation. Despite high accumulatiothe liver over the 5 h period upon
intravenous injection, biodistribution studies sleowthat a significant amount of Man
LPD100 and LPD100 (~ 9 % of the total radioactivityind in the other organse. liver,
spleen, lungs and kidneys) has been accumulatédeirspleen, a representative lymphoid
tissue. Of note, a very low level of radioactivit\as observed in the lung indicating that no
aggregation of those formulations occurred in tlo@d leading to lung deposit as it is usually
observed upon systemic administration of catiomlygexes or lipoplexes. The high capture
of lipopolyplexes by the liver is likely due to theationic nature favouring interactions with
serum proteins and erythrocytes, and capture byithe reticulo-endothelium system. The
use of a glycolipid containing a PEG spacer betvikermannose residue and the lipid moiety
could decrease the global charge of the lipopokgdeand could also increase the mannose
recognition with the mannose receptor.

The number of splenic DCs (CDZI1cells) expressing EGFP was 4-fold higher when mice
received EGFP MagLPR100 than with EGFP LPR100. This number was tibaby
reduced by 84% when mice received a pre-injectican same amount of ManLPD100. So,
even though the global quantity of LPR100 and M&®R100 accumulated in the spleen
was similar, those bearing mannose residues led kagher number of transfected DCs
probably through a better mRNA internalization bpge cellsvia the mannose receptor as
demonstrated with pDNA loaded Maf.PD. @ These results can be compared to those

reported in the literature with mannosylated ligxas. Several reports indicate that DNA
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transfection was enhanced in spleen upon injedidan-lipoplexes; the enhancement being
dependent of the administration rout¥®! In spleen, the transfection efficiency upon
intraportal injection of 50 ug pDNA encoding luctse loaded in Man-C4-cholesterol:DOPE
(L-a-di-oleoyl phosphatidylethanolamine) lipoplexes wasfold more than with non
mannosylated lipoplexe$®® The ovalbumin mRNA copy number in splenic DCs upon
intravenous injection in mice of 50 ug pDNA encadiovalbumin loaded in the same
mannosylated lipoplexes, was about 2-fold highantith non mannosylated lipoplex&é!

In another case, when 100 ug pDNA encoding lucstergene complexed with Man-C4-
cholesterol: cholesterol: DOTMA liposomes have begraperitoneally injected, the number
of luciferase mMRNA copies in splenic DCs was abo@ivld higher than that obtained with
non mannosylated liposomes> Here, the detection of the EGFP protein expresgion
splenic DCs suggests that MahPR100 is a better delivery system. Finally, whaite
received a pre-injection of a same amount of M&FPD100 15 min before the injection of
Mam1-LPR100, the number of EGFP positive splenic DC Wwaghly reduced. This result
indicates that this dose likely induces a satunatibthe mannose receptors of splenic DCs

which in turn can no longer bind MarLPR100 after the second injection.

Several authors have reported the superiority oNMRver DNA to transfect DCex vivo by
electroporation**** Their ability to stimulate cytotoxic T lymphocyteson injection of
DCs transfected with tumour antigen mMRNA have beéemonstrated in mice and humans.
Here, we showed that theansfection efficiency of DC2.4 cells was highethwEGFP
Man;-LPR100 than with EGFP ManLPD100 (Fig 1). With the same carriers, no EGFP
positive splenic DCs were detected when EGFP pDN& wsed as nucleic acid fior vivo
assays. Our results demonstrate the superioritgRINA over pDNA forin vivo transfection

of splenic DCs. The better expression of EGFP upi&NA transfection was due to the
translation of mRNA that occurs in the cytosol Ire tabsence of the nuclear machinery.
Indeed, gene expression requires an efficient audéteport of pDNA in the absence of cell
division. Despite the development of various stye®, this is still a limiting step for DNA
transfection with polyplexes, lipoplexes and liplyptexes. ¥?*° Increasing mRNA
stability/translational activity would improve thieansgene expression efficiency in DCs
transfected with mRNA. Although, the length of tRely(A) of at least 100 adenosines has
been reported to increase the transgene expressibaeiter accessibility of the translation
machinery by facilitating the release of mRNA frdahe carrier would also improved the

mRNA translation!*®: 25 46l
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The growth of the B16F10 tumour was more delayednioe immunized with MART-1
Man;-LPR100 compared to those immunized with MART-1 IBR. The slow development
of the tumour in mice immunized with MART-1 Mar_PR100 is correlated with a
prolonged mice survival time. Altogether, our dataygest that these lipopolyplexes likely
induce tumour specific cytoxoxic T lymphocytes ugomour antigen presentation by splenic
DCs as previously describétf! However, one cannot exclude that a non specifecetould

be also induced by long mRNA causing activatiothefinterferon pathway® Although the
antitumor protection was not complete, this resdédmonstrates that MarLPR100
formulation is more efficient than that the sugaefLPR100 one. Here, the tumour growth
inhibition is likely correlated with the number tviinsfected splenic DCs suggesting a direct
relationship between the number of DCs presentmggen and the level of the immune
response against tumour cells. Thus more thannyeations would be performed to increase
the number of transfected DCs and the vaccine teffécThe tumour growth inhibition we
have obtained is comparable to those obtained upmaperitoneal injection of Man-C4-
chol/chol/DOPTMA liposomes complexed with 50 pg p®Nencoding a polyvalent
melanoma gené?® In that case, mice have been challenged with BEsBielanoma cells
after three injections of Man-lipoplexes with pDNekcoding a polyvalent melanoma gene
expressing the ubiquitinylated gp100 and ubiquitited tyrosinase melanoma antigens. The
ubiquitinylation has been performed to target pastene and to enhance the MHC class |
antigen presentation upon DCs transfectiéh>” This might suggest that MART-1 Man
LPR100 is more efficient than mannosylated lipopkescontaining polyvalent melanoma
pDNA. Thus, our vaccine effect could bhather improved bysing Man;-LPR100 loaded
with a cocktail of mMRNA containing MART-1, gp100datyrosinase. This might increase the
chance to prevent cancer cells to escape fromnimeune response. Further works are in

progress to evaluate the therapeutic effect of MARNIan ;-LPR100.
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Table 1: Size and; potential of lipopolyplexes.

LPR100 LPD100
MRNA PDNA
EGFP MART-1 MART-1_LAMP-1 pCMV-EGFP

Size (nm) {(mV) Size (hnm) ((mV) Size (nm) ((mV) Size (nm) {(mV)

sugar free  169+7 255+3.1 94+9 13.8+28 106+1 128+1.7 152+54 36.5+12

Many 1 154+4 246+38 162+8 183+1.7 142+3 16.9+1.6 137 +48 17 +3

A 40 % B 60%

Figure 1: In vitro mRNA and DNA transfection efficiency.DC2.4 cells were transfected with (A)
EGFP LPR100, (B) EGFP ManLPR100, (C) EGFP LPD100, (D) EGFP MahPD100. The cell
fluorescence intensity was measured by flow cytomeOn the left side of the bar is the
fluorescence intensity of non transfected cellseHsctransfected with a plasmid encoding the
luciferase gene - and on the right side, the flsoeace intensity of EGFP transfected cells.
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Figure 2: Biodistribution of LPD100 or Man;-LPD100. Mice (n=3) received intravenous
injection of 25 ug of*"Tc-DNA loaded LPD100 (white bars) or 25 pg 6f'Tc-DNA loaded

Mam1-LPD100 (black bars). Five hours after administrati animals were sacrificed and the
radioactivity was measured in the lungs, spleeindys and liver. Radioactivity (%) corresponds to

the percent of the total radioactivity found ingaergans.
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Figure 3: In vivo transection efficiency of splenic DCs by Man-LPR100. Mice (n=3) received
intravenous injection of 25 pug of EGFP LPR100 op2bof EGFP Man-LPR100. After 24h, DCs
from spleen were magnetically enriched with antidlP antibody and the number of EGFP
positive CD11c cells was measured by flow cytomdtrycontrol, mice received MART1 LPR100.
Statistical analysis was performed (Student's t}tésp < 0.01. Insert: representative flow
cytometry plots of enriched DC from spleens of migected with EGFP LPR100 or EGFP Man
LPR100. Plots show cells after gating on CD11ctpascells.
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Figure 4: Effect of preinjection of Man;;-LPD100 on the transfection efficiency of splenic Os

by mRNA loaded Mamn;-LPR100. Mice (n=3) received intravenous injection of 25 @fgLuc
DNA Mam-LPD100 or 0.15 M NacCl. After 15 min, mice receiviattravenous injection of 25 ug
of EGFP mRNA Mam-LPR100. After 24 h, DCs from spleen were magné#yicanriched with
anti-CD11c antibody and the number of EGFP positdellc cells was measured by flow
cytometry. In control, mice received MART1 mRNA LPGO. Statistical analysis was performed
(Student’s t-test) * p < 0.01; pre MarLPD100 were statistically different p = 0.01.
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Figure 5: Antitumor efficiency of MART-1 Man 1;-LPR100. Mice (n=4) were immunized on
days 0 and 7 by intravenous injection of 12.5ug MARLPR100 plus 12.5 pg MART-1_LAMP-1
LPR100 (white diamond®3) or 12.5ug MART-1 Man-LPR100 plus 12.5 uyg MART-1_LAMP-1
Mam1-LPR100 (black diamonds). In control, mice (n=5) received a sterile 0.19\dCI solution
(white squaresA). On day 14, 10B16F10 melanoma cells were injected intradermalhyd the
tumour volume was measured every 2 daysviouse died at the indicated time poir) (The
survival time was evaluated by Kaplan-Meier’s t&é&an;-LPR100 group was statistically different
by Kruskal-Wallis test, p=0.014.
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Supplementary Fig 1: Lipid structures. 1. O,O-dioleyl-N-[3N-(N-methylimidazolium
iodide)propylene] phosphoramidat2; O,0O-dioleyl-N-histamine phosphoramidat®lan-lipid : B-
D-mannopyranosyN-dodecylhexadecanamide.

Supplementary Fig 2: Electrophoretic mobility shift assay of LPR.LPR100 and Man-LPR100
were formed with EGFP mRNA. LPR (1pg mRNA) weraded loaded in a 1% agarose-
formaldehyde gel and electrophoresis was run forath90V in MOPS (3-(N-morpholino)
propanesulfonic acid). Lane a: RNA Centl!hyarker-Plus (Ambion, Oxfordshire, UK); lane b:
EGFP mRNA (915 nt); lane c: LPR100; lane d: MabPR100. RNA was revealed by éthidium

bromide (Promega, Charbonnieres, France).
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Supplementary Fig 3 Electrophoretic mobility shift assay of LPD.LPD100 and Man-LPD100
were formed with EGFP pDNA. LPD (1pug pDNA) wereadied in a 0.6% agarose gel and
electrophoresis was run for 1h at 90V in TAE. LaneEGFP pDNA (5310 bp); lane b:
LPD100; lane c: Man LPD100. pDNA was revealed by éthidium bromide (Rega,
Charbonnieres, France).
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Supplementary Fig 4: Fluorescence spectroscopy assenent of mRNA and pDNA
complexation in LPR100 and LPD100, respectivelyThe fluorescence intensity (white bar) of
5ug EGFP mRNA, LPR100 or MgALPR100 was measured in the presence of 3 ng/pitith
bromide. The fluorescence intensity (black barppty EGFP pDNA, LPD100 or ManLPD100
was measured in the presence of 3 ng/uL ethidiuomiole. The fluorescence intensity was
measured with a Shimadzu RF-5000 spectrophotofhedgr (Shimadzu, Champs sur Marne,
France) at 620 nm under excitation at 530 nm. Therdéscence intensity of mMRNA and pDNA

lipopolyplexes is expressed as the percentageeofltlorescence intensity of free mRNA or free

PDNA, respectively.
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Supplementary Fig 5 mRNA LPR cytotoxicity. DC2.4 cells were incubated either with 10.8uM
liposomes 100 (Lipl00) or MapLiposomesl00 (Man-Lipl00) or with LPD100 or Man-
LPD100 lipopolyplexes (white bars: 1.25 ng EGFP mdRNlack bars: 2.5 ng EGFP mRNA). The
cell viability was measured 24h post-incubationusyng the MTT assay. The values shown are

averages of three independent experiments.

The cell viability was determined with the MTT [3;b-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide] assay (Mossmann 19B8ijty six hours after transfection, MTT (20
pL of a 5 mg/mL solution in PBS) was added to tkksdn 100 pL culture medium and cells were
incubated for 4 h at 37°C. Cells were then washgdd RBS and the MTT converted in formazan
was solubilised with acidic isopropanol (99.5 %l dhe absorbance was measured at 570 nm with
Victor | spectrophotometer (560 £ 10). The cell biidly was expressed as a percentage of
absorbance of non transfected cells cultured in shene conditions. Mosmann T. Rapid
colorimetric assay for cellular growth and survivapplication to proliferation and cytotoxicity
assays. J Immunol Method983;65:55-63.
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Supplementary Fig 6 Representative 2D scintigraphies of mice uporaugnous injection of 25
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Supplementary Fig 7 Representative 2D scintigraphies of a control seoupon intravenous

injection of 25 ug of freé®™Tc-DNA.
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Supplementary Fig 8:1n vivo transfection efficiency of splenic DCs by Mapn-LPD100. Mice

(n=3) received intravenous injection of 25 pg offBGMan;-LPD100. After 24h, DCs from spleen
were magnetically enriched with anti-CD11c antibahd the number of EGFP positive CD11c
cells was measured by flow cytometry. In controicenreceived MART1 LPR100. Statistical

analysis was performed (Student’s t-test), n.g.sigmificant.
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Le retard de croissance tumorale est plus impor@arsique les souris sont vaccinées
simultanément avec les ARNm MART1 et MART1-LAMP1nome montré précédemment par
Mockey et coll. (Mockey et coll., 2007). Ce réstikat remarquable car pris séparément ces ARNm
induisent des protections beaucoup plus faiblesevaulle dans le cas de TARNm MARTI1-
LAMP1. Afin de préciser si cet effet est d0 a umelle synergie pour stimuler la réponse
immunitaire spécifique, les souris ont été immuessavec le mélange ARNm MARTL1 plus ARNm
codant la luciférase (Lu@ priori non antigénique pour les cellules B16F10. En eféesynergie
observée pourrait étre due a une stimulation imtauei spécifique ou non induite par TARNm
MART1-LAMPL1. Un effet de ce type a été rapporté [zasociété CUREVAC GMBH (GMBH,
2010) qui utilise des ARNmM nus comme adjuvants.danbrevet ils détaillent I'utilisation comme
adjuvants dARNm codant des antigenes de tumeuns @issociés a la progression tumorale. La
présence de TARNm MART1-LAMP1 pourrait servir égadent de leurre et augmenter la stabilité
de TARNm MART1 vis-a-vis des RNAses et donc soficetité de transfection ce qui est observé

invitro lors de la cotransfection avec des séquences fiypakey et coll., 2006).

3500

—&— NaCl

3000 + ——MART1 + LAMP1

——MART1 + Luc

2500 -

2000 +

1500 +

1000 +

Volume tumoral moyen (mm 3)

500 +

0 T -
15 19 22 26
Jours apres injection des B16F10

Figure 47: Effet synergiques des ARNm MART1 et MARTL-LAMP1. Les souris
ont recu, par intraveineuse, aux jours -14 et®y des Mam-LPR100 avec 12,5ug
d’ARNm ARCA-MART1-A100 plus des ManyLPR100 avec 12,5ug d’ARNmM
ARCA-MART1_LAMP1-A100; @) des MamLPR100 avec 12,5ug d’ARNm
ARCA-MART1-A100 plus des ManyLPR100 avec 12,5ug dARNm ARCA-Luc-
A100 ; (A) une solution de NaCl 0,15 M en contréle. Desutei BIL6F10 ont été
greffées a JO. Les courbes représentent I'évoluliesm volumes tumoraux moyens
pour chaque groupe.
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Comme le montrent les résultats de la figure 47 stiris immunisées avec ARNm MART1
plus ARNm MART1-LAMP1 sont mieux protégées que e®llayant recu le mélange ARNm
MART1 plus ARNm Luc. Ceci suggere que la protéinART1-LAMP1 joue un réle dans la
réponse immune induite, réle qui vient s’ajoutecadui de MARTL1. Cette action pourrait étre
expliquée par une présentation des antigenes singuntent sur les complexes CMH-I et CMH-II

ce qui permettrait une réponse immune plus efficace
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Chapitre IV : Structure des LPR
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Les LPD100 et LPR100 sont des complexes ternaoeaés d'un acide nucléique, de
liposomes et dun polymere cationique. La structurésultante de ces complexes
supramoléculaires est inconnue. Les études de sampe €lectronique a transmission (TEM)
réalisées par Mockey et coll., montrent que lesoparticules de LPR23 résulteraient de
'encapsulation de polyplexes d’ARNm (denses awctébns) dans les vésicules lipidiques (Fig.
24 p. 61 ; Mockey et coll., 2007).

Pour les LPR100, nous avons conduit une étude pgwmicroscopie €électronique
(cryoTEM). La cryoTEM a été réalisée avec le Driviel Lambert a Bordeaux. Cette étude bien
gu’incomplete donne déja des informations sur ce pourraient étre les LPR du point de vue
structural.

La cryomicroscopie préserve I'hydratation des éthans et permet d'étudier la structure
native des objets dans leur tampon. Cette technigumet de s’affranchir de la présence de
colorant ou de fixateur chimique, respectant ameux la structure de I'objeDe plus,pour la
microscopie électronique négative, I'échantillort pséparé dans des solutions ioniques qui
pourraient modifier la complexation de 'ADN pasleecteurs.

Elle consiste a congeler tres rapidement de midckantillons hydratés et déposés sur une grille
en cuivre recouverte d'une fine couche de carbomgee dans de I'éthane liquide, de facon a les
figer dans un état proche de leurs conditions phygiques.
Nous avons étudié la structure des liposomes 1 ]idosomes 100 mannosylés, des polyplexes
d’ARNm ainsi que des LPR100 et LPR100 mannosylés.

Liposomes 100

Comme le montrent les images de cryoTEM des figd&est 49, les liposomes 100 et les
liposomes 100 mannosylés forment a la fois deggsetiésicules avec une bicouche lipidique
(fleches noires) et des structures multilamellapies grosses (fleches blanches). Ces dernieres ont
une organisation concentrique. Pris séparemehpidie 1 forme des vésicules a bicouche classique
(Fig. 50). Le colipide 2 seul ne présente aucuigarsation claire mais pourrait s’organiser selon
une structure hexagonale ou selon un mélange steubexagonale / structure lamellaire (Fig. 51).
Le mélange équimolaire conduit a la formation dsiaides hétérogenes. On peut penser que cette
hétérogénéité est due a I'association des deudkelipet les groupements imidazoles pourraient en
étre responsables. Il semblerait que I'associatioine un lipide chargé et un lipide non chargé
porteurs de groupements imidazoles ne soit pasaesuf d’une organisation en veésicules avec
bicouches lipidiques.
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Les vésicules a bicouche sont semblables a cdifereées par Gustafsson et coll.
(Gustafsson et coll., 1995) avec des liposomes DR Tgar (Smisterova et coll., 2001) avec des
liposomes SAINT-2/DOPE et par (Simberg et coll.0P0avec des liposomes DOSPA/DOPE.
Pour les liposomes 100, on peut mesurer des tai#le$0 a 50 nm pour les vésicules a bicouche et
60 a 75 nm pour les vésicules multilamellaires. lipesomes mannosylés sont plus gros. Les
vésicules a bicouches lipidiques ont des tailleg@@ 100 nm et les vésicules multilamellaires de
75 a 100 nm. Ces valeurs sont inférieures a cdi¢srminées par granulométrie laser (100-160
nm). Cependant, la granulométrie mesure des taltesolution en assimilant les particules a des
sphéres et donne une taille moyenne alors quegrgamicroscopie, la taille est mesurée sur des

projections des objets dans une couche hydraté®@em sans cette premiére approximation.

Figure 48 : Photographie de liposomes 100 par crydoroscopie électronique.

A,B,C : photographies de liposomes grossissemeB0 800 ; D : photographie a
champ large grossissement x 1000. Fleches blandtrstures lamellaires ; fleches
noires : bicouches.
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Figure 49: Photographies de liposomes mannosylésarp cryomicroscopie
électronique. A,B,C : photographies de liposomes mannosylés msm®ment X
50 000 ; D : photographie a champ large grossissemel000. Fléches blanches :
structures lamellaires ; fleches noires : bicouches
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Figure 50 : Photographie de liposomes formés avee lipide 1 (KLN25) seul par
cryomicroscopie électronique.

Figure 51 : Photographie de liposomes formés avee lipide 2 (mm27) seul par
cryomicroscopie électronique.
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Observation des polyplexes

Les polyplexes ARNm / polylysine histidylée PEGYI@REG-HpK, Fig. 52) forment des
objets sphériques denses de 80 nm. L'organisati@septe une certaine régularité qui n’est
cependant pas de type concentrique dans toutdghessions, hexagonale ou inversée hexagonale,
organisations observées dans les complexes ADNbasdimes cationiques (Koltover, 1998 ;
Schmutz, 1999 ; Ewert et coll., 2006 ; Thierry, 2D0Alors que la microscopie électronique
classique ne permettait de mettre en évidence gsisghéres denses aux électrons dans le cas des
polyplexes utilisés par Mockey et coll. avec le ,eEARNmM et le méme polymére (Fig 53), la
cryomicroscopie permet d'obtenir des renseignemsumtd’organisation des molécules entre elles.
Outre le fait qu'il existe une organisation entaepblylysine histidylée PEGylée et TARNm il est
difficile & ce stade d’en dire plus. Nous n’avores grouvé dans la littérature de résultats de
cryoTEM de complexes ARNm / polymére alors que a@aplexes ADN/polymeére ont été décrits
(McLendon, 2010 ; Stanic, 2008).

Figure 52 : Photographies de polyplexes ARNm MARTZ polylysine histidylée
PEGylée par cryomicroscopie électroniqueA,B : photographies de polyplexes
grossissement  x 50 000
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Figure 53 : Photographie de polyplexes ARNm MART1 polylysine histidyléé
PEGylée par microscopie électroniqgue(Mockey et coll., 2007).

Observation des lipopolyplexes

Dans le cas des lipopolyplexes (Fig. 54 et 55)plserve plus généralement des structures
dans lesquelles des vésicules (partie claire) smiburées d’'une couche plus contrastée en
périphérie (fleches blanches). Des structures masisat aux polyplexes (fleches noires) sont
egalement observées. Le premier type de structuregit correspondre a des polyplexes présents a
la surface des liposomes. Ces structures sont qabilpa a celles du groupe de Huang Leaf avec
des LPD constitués d’ADN/protamine/liposomes (Clogset Huang, 2000).

Ces résultats ne sont pas en faveur d’'une encaipsuties polyplexes dans les liposomes.
Comme le montrent les images de champ large (Big, 55C et D), les LPR100 et Mar PR100
ne sont pas agreges et ont des tailles de 80 ms peltites que celles mesurées par granulométrie

laser.

Dans la figure 55B, nous pouvons distinguer descsires (fleche en pointillés) dans
lesquelles le polyplexe est en d’interaction avediposome. Le polyplexe pourrait par la suite
épouser la surface du liposome et donner unetsteusimilaire a celle observée en-dessous (fleche
blanche). Sous cette forme le liposome et le potgn@ourrait interagir avec les membranes
cellulaires et conduire a une meilleure transfectque les polyplexes ou les lipoplexes pris
séparement. Si le polymére recouvrait totalemersuldace des liposomes, ceux-ci ne pourraient
interagir avec les membranes cellulaires qu’apigsodiation d’'avec les polyplexes, c'est-a-dire

apres internalisation.
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Figure 54 : Photographies de lipopolyplexes LPR10(ar cryomicroscopie
électronique. A : photographie de LPR100 grossissement x 1000plBotographie
de LPR100 grossissement x 50 000 . Fleche blanlipesomes avec polyplexes en
surface ; fleche noire : polyplexes entourés d'stngcture lamellaire.
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Figure 55 : Photographies de lipopolyplexes Mag-LPR100 par cryomicroscopie
électronique. A,B: photographie de MapLPR100 grossissement x 50 000 ;
C,D: photographie de MapnLPR100 grossissement x 1000. Fleches blanches :
liposomes avec polyplexes en surface; fleche ng@ntillée : polyplexes
interagissant avec une structure lamellaire.
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Conclusion
Les liposomes et liposomes mannosylés formenbiesiches et des structures lamellaires.

Le LPR100 et Man-LPR100 forment des nanoparticules de tailles iafges a 100 nm,
taille compatible avec leur utilisatian vivo. Ces complexes ternaires sont formés par interacti
entre des polyplexes et des liposomes. L'orgamisatdifférente des polyplexes et des
lipopolyplexes pourrait expliquer la plus grandécetité de transfection des LPD et LPR par
rapport aux lipoplexes et polyplexes. Le réle demugements imidazoles et histidyls dans cette
organisation reste a préciser. L'élucidation pecia type de structure pourrait étre réalisée ghace
la TEM en trois dimensions. Cette technique permgtes analyse de I'objet sous des angles de
+70° a -70°, sa reconstitution en trois dimensi@asmssen et coll., 2002). Des études de diffraction
aux petits angles permettraient une analyse phesdes structures et notamment des différences

d’organisation entre liposomes seuls et lipopolypte

169



170



Conclusion et perspectives
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Pour plus de clarté, les conclusions et les petsgs qui découlent de I'ensemble de ce

travail sont discutées en trois parties.
ARNmM

Mes travaux confirment que le mélange ARNm MARTILSpMART1 fusionné a la
séquence d’adresage LAMP1 est plus efficace paluiri@ une réponse immune anti-B16F10 que
ces ARNm utilisés séparement. De plus, mes travaomtrent qu’il y a bien un effet synergique
spécifigue a TARNm MART1-LAMP1 puisque le mélanggRNm MART1 pet ARNm Luc ne
conduit pas a cette synergie.

Deux types d’ARNmM ont été comparés : des ARNm taissn vitro avec une coiffe ARCA et des
ARNmM avec une coiffe IRES produits par la sociéioptod. Ces derniers pouvant étre produits en
grande quantité en conditions GMP. Les expérienméasisées montrent que ces deux types
d’ARNm permettent le retard de croissance de tumpumaires et de métastases experimentales
murines B16F10. Le mélange ARNm IRES-MART1 et ARBIART1 LAMP1 a permis des
vaccinations effectives avec un effet synergiguaouls reste a tester le mélange composé de deux
ARNmM avec des coiffes IRES (IRES-MART1 et IRES-MARTAMPL1). Il devrait également étre
efficace. Ceci est un résultat important en vudadproduction en grande quantité en conditions
GMP.

Pour améliorer les formulations vaccinales, on murdministrer TARNm sous forme
libre en plus de ’TARNmM complexé. Ce protocole déj@ mis en ceuvre par la société CUREVAC
GMBH a permis de montrer une meilleure efficacig tdansfectionin vitro et de meilleures
capacités de vaccination anti-tumorafevivo (GMBH, 2010). De plus on pourrait également
utiliser des séquences polyA. Il a été montré dorktoire que I'ajout de séquences polyA sous

forme complexée permet d’augmenter I'efficacitérdasfectiorin vitro (Mockey, 2006).

Enfin, la stabilité des ARNm ainsi que I'optimisati de leur relarguage des complexes et

leur délivrance aux sites de transcription pountagétre optimisées.

Lipopolyplexes

Des nouveaux LPD, les LPD100 et plus particuliemkies LPD100 mannosylés
spécifiqgues des DC ont été développés dans le cednea these. Nous nous sommes intéressés a
leurs parametres physico-chimiques (taille, po&triti morphologie), leur toxicitén vitro, leur

conservation par déshydratation et leur capacitéashsfectionin vitro etin vivo.
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* Nous avons mis en évidence que les LPD et LPR L00®mannosylés qu’ils soient formés
avec de 'ADN ou de 'ARNmM ont des tailles prochais 100nm et des potentig€lgpositifs. Les
profils de microscopie électronique montrent deganisations majoritairement lamellaires des
liposomes et lipopolyplexes La structure de cesiplexes n’est pas encore déterminée avec
certitude. Notamment il est difficile de savoir Iss polyplexes sont soit encapsulés dans les
liposomes, soit présents a leur surface ou si tépapations de LPD contiennent un mélange
hétérogéne de ces différentes organisations supfauod@ires comme le laissent penser nos
résultats. D’autres études seront donc nécesgaitgsaffiner ce résultat.

* Nous avons montré que la toxicité des LPD dimineesiblement lorsque ceux-ci sont
formés avec des liposomes dialysés. Cependanet’'dé la dialyse n’est pas clairement élucidé.
Les groupes histidines et imidazoles des lipidesrpagent intervenir dans la cytotoxicité des
liposomes avant dialyse.

* Nous avons montré qu’il est possible de déshydrdes polyplexes et des LPD100

contenant de I'ADN plasmidique tout en gardant dmnes capacités de transfection apres
conservation a -20°C. Ce résultat est tout a féiressant car il permettrait de faciliter I'u@igon
des LPD ainsi que leur transport. Des résultatatigees avec des LPR contenant de 'ARNmM
ouvriraient des perspectives pour l'utilisationags formulations vaccinales.
Les LPR100 mannosylés permettent le ciblage emailleure transfection de cellules dendritiques
spléniques aprés administration intraveineuse. iodigtribution de ces complexes révéle une
absence de piégeage pulmonaire des formulationss apjection i.v. indiquant une absence
d’agrégation.

La transfection de cellules dendritiques avecatasplexes ARNm et ADN a été comparée
par mesure de I'expression du transgéne. Pour éenptette comparaison entre les deux types
d’acides nucléiques, il faudrait comparer l'intdisation de lipopolyplexes ADN et ARNm par les
cellules DC 2.4 mais également faire des expérgemee Northern blot avec une sonde dirigée
contre 'EGFP a partir de lysats de cellules traasfes avec LPD ou LPR.

Pour améliorer ces nanoparticules, nous pourriamggnanter le nombre de mannose a la
surface des liposomes en utilisant des glycolipide#ti-mannosylés. L'utilisation de tels clusters
de mannose pourrait permettre d’augmenter l'avidée LPD mannosylés pour les récepteurs de la
famille du récepteur mannose et de diminuer lestipgéa de vecteurs utilisés. De plus, des ligands
de CD11c pourraient étre employés (Faham et AHi0).

Le glycolipide mannosylé posséde des chaines hiidbmgs assymétriques qui sont différentes de
celles des lipides 1 et 2. L'utilisation d’'un glyigade phosphoramidate pourrait permettre une

meilleure incorporation dans les liposomes.
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Pour réduire le nombre de constituants dans laapaéipn des liposomes (lipide 1, lipide 2,
lipide mannosylé), il pourrait étre envisagé de tisgtiser un lipide histidyl mannosylé en
remplacement du lipide 1 ou 2. Ce type de lipig#éaemployé par Nakamura et coll. pour former
des lipoplexes (Nakamura, 2009). Le couplage degpgments mannosylés a ces lipides implique
I'utilisation de bras espaceurs. La longeur deres lest un parameétre a optimiser pour augmenter la
reconnaissance des liposomes et LPD par les récepte la famille du récepteur mannose. Ainsi,
des bras de différentes longeurs devront étrestesté

D’autres types de ciblages pourraient étre envisagéc les LPD100, notamment le ciblage
de XCR1 (chemokine ligand 1), ce récepteur a lanckéne XCL1 étant exprimé de fagon
spécifiqgue par les DC humaines les plus efficacaéssda présentation croisée des antigenes
(Bachem et coll., 2010).

De plus, les LPD100 et MaaLPD100 pourraient étre employés afin d’administies
siRNA dirigés contre des marqueurs de chimioréstgtdaumorale.

Une importante accumulation hépatique est obsemges injection systémique et
I'utilisation de LPD lactosylés préparés par inaogiion d'un glycolipide lactosylé aux

préparations liposomales permettrait de favorisérdnsfection des hépatocytes.

Vaccination anti mélanome

Les LPR100 mannosylés contenant des ARNm codaahtigene de mélanome permettent
un retard de croissance de tumeurs primaires B18Fide augmentation de la survie des souris.
Le ciblage des DC avec des LPR mannosylés a manti@us grand nombre de DC spléniques
transfecté et qu'une meilleure efficacité de vaaton anti-mélanome est obtenue par rapport aux
LPR non mannosylés. Pour poursuivre ce travail,tdsts d’activité cytotoxique et de sécrétion
d’interferon y a partir de splénocytes prélevés sur des sourisinges avec des vecteurs

mannosylés ou non seront nécessaires.

L’efficacité de la vaccination pourrait étre augrn@&mnpar induction d’'une réponse immune
innée. Ceci en utilisant d’autres stimulateurs rdegpteurs TLR que les CpG qui n’ont pas montré
de bénéfice dans le travail présenté. Ceux-ci pant étre administrés soit séparement soit
incoroporés aux lipopolyplexes contenant TARNm MRR La deuxieme option semble plus
intéressante. En effet, van Broekhoven et coll. omintré une meilleure stimulation des
lymphocytes spléniques et un moindre développerdeninétastases pulmonaires apres injection
intraveineuse de liposomes contenant de I'ovalbareinde l'interferory ou du lipopolysaccharide
par rapport aux liposomes ovalbumine seuls damaadele de cancer exprimant I'ovalbumine (van
Broekhoven et coll., 2004).
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Les immunisations des souris ont été faites avesétpuence humaine de MART1 et il

conviendrait de comparer des vaccinations réaliagées les séquences murines et humaines.

L’inhibition du développement tumoral n’est cepemidgpas totale. Les principaux
mécanismes de résistance des cellules tumoralésésumeés dans le tableau 16. Parmi ceux-ci les
cellules tumorales pourraient avoir développé déxamismes de résistance contre la réponse
immunitaire induite par cette vaccination. Celanpaitl Etre di a un échappement immunitaire des
cellules tumorales par diminution de I'expressienMIART1. L'efficacité du vaccin pourrait alors
étre augmentée en utilisant les ARNm d’autres angg de mélanome comme gp 100 et tyrosinase
en plus de MARTL1. L'efficacité des formulations garales pourrait également étre augmentée en
augmentant le nombre d’injections comme démontréUmaet coll. (Un et coll., 2010). De plus,
l'inhibition du développemnt tumoral pourrait épkis importante en vaccinant les souris avec les

ARNmM de plusieurs antigénes de mélanome.

Tableau 16: Principaux mécanismes de résistance desllules tumorales.

Systéme CMH Antigéne Stimulation
Evasion au Perte de I'antigéne ITCR |CD80/86
_ Systeme défauts / pertes L o Immunosuppresseurs
immunitaire CMH Dérive antigénique
- Perte de l'aide
Pas assez de lymphocytes spécifiques lymphocytaire
Résistance a la|
lyse Fas/Fas-L, inhibiteurs des caspases, mutations dégulateurs de I'apoptose
inhibition des inhibition de |
) : maturation des DC | Induction/recrutement
présentatrices des DC de Treg
Suppression Inflammation
immunitaire chronique Induction de MSC
VEGF, TGF-, IL-10,
GM-CSF, ROS, TGF‘[‘-I:_'-_fd VEGF, | |nduction de TAM
gangliosides
. . Les lymphocytes ne traversent pas le stroma autoutes tumeurs ce qui
Acces aux cellules cancéreuses ~ e
empéche leur éradication

CMH (complexe majeur d’histocompatibilié), DC (ecédls dendritiques), GM-CSF
(facteur stimulant la formation de colonies de gtaoyte et macrophages), IL
(interleukine), MSC (cellules suppressives myéls)d@ AM (macrophages associés
aux tumeurs), TGIB-(facteur de croissance transformant), Treg (lyncgtes T
régulateurs), VEGF (facteur de croissance vaseula@ndothélial). A partir
d’'informations publiées dans (Peguet-Navarro €t,c2003 ; Zou, 2005; Cochran et
coll., 2006 ; Lowe et coll., 2007 ; Chouaib et cdl009).
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Il est maintenant bien connu que les tumeurs sesitetivironnements immunosuppresseurs
enrichis en cellules régulatrices telles que ldhiles myéloides suppressives et les Tregs. Les
cellules T régulatrices (Treg) jouent un réle foméatal au cours des réponses immunes vis-a-vis
des tumeurs (Baecher-Allan et Anderson, 2006 ; W&@P8). Les cellules Treg sont des
lymphocytesT CD4et CD8 qui se caractérisent par I'expression du marq@®e5 et du facteur
FoxP3 (Fontenot et coll., 2003). Une fois activéesleur récepteur TCR, elles exercent un effet
suppresseur vis-a-vis de la réponse anti-tumofaez la souris et 'Homme, les tumeurs sont
infiltrées par des Treg et leur quantité est ingersnt proportionnelle a la survie : le nombre de
Treg augmente avec la croissance tumorale (Gawlet 2007). On connait mal le nombre et
'influence des Treg lorsque les tumeurs sont @etit non visibles ou en émergence aprés un

traitement tel qu’une vaccination.

Nous avons la une possibilité intéressante d’étudidiltration de la tumeur B16F10 par
les Treg aprés une vaccination ayant induit desAO8" spécifiques. Afin de compléter ces
résultats, I'évaluation de la présence de Treg dasstumeurs B16F10 semble essentielle a
'amélioration du vaccin. La quantité de Treg secamparée entre souris vaccinées ou non. Une
analyse de la balance des cellules T régulatricesean des tumeurs échappant a la vaccination
pourrait étre intéressante. Afin de compléter éssiltats de vaccination anti mélanome, I'évaluation
de la présence de Tregs dans les tumeurs B16Fliflesessentielle a 'amélioration du vaccin. La
présence des Treg pourrait étre évaluée par higstommarquage sur des coupes de tumeurs ou
par cytométrie en flux apres dilacération des tumeRour augmenter I'effet vaccinal, des drogues
permettant la réduction du nombre de Treg pourtaiétre administrées en complément des

formulations vaccinales.

\

L’évaluation de l'effet thérapeutique des LPR av®RNm MARTL1 reste a effectuer.
Cependant, la régression tumorale en utilisantagute stratégie telle que la vaccination ne sera
probablement pas suffisante pour une éradicatitaletoll sera alors nécessaire d'utiliser des
combinaisons de différents types de traitementsogiplant 'immunothérapie a la chimiothérapie

et/ou la radiothérapie.
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Matériel et méthodes
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1. Poly-L-Lysine Histidylée PEGylée
La poly-L-Lysine Histidylée PEGylée a été synthé&tiscomme décrit dans (Midoux et
Monsigny, 1999 ; Mockey et coll., 2007). Le taux siéstitution en histidine et PEG mesuré par
intégration des signaux del RMN donne 90 résidus histidyles par moléculepadgmére et 0,8
molécules de PEG par molécule de polymere. J'aséitie méme lot pour toutes les expériences
présentées.
2. Préparation des liposomes 23 et 100
a. liposomes 23
Pour préparer les liposomes 23, le lipide HDHE estcholestérol dans I'éthanol sont
mélangés avec un rapport molaire 1 : 2.
b. liposomes 100
Pour préparer les liposomes 100, les lipides 1 éar®s I'éthanol sont mélangés avec un
rapport molaire 1 :1. Les liposomes fluorescentst gwéparés en incorporant 0.5% de NBD-PE
(N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)-1,2-dihexadaoyl-snglycerphosphoethanolamine,
triethylammonium salt ; Avanti Polar lipids, Alabes Etats-Unis d’Amérique).
c. glycoliposomes
Les glycoliposomes sont préparés en ajoutant uaiogsourcentage de glycolipides (Man-
lip ou Lac-lip) au mélange permettant la préparaties liposomes 100.
La solution lipidique est ensuite évaporée a secfilm est repris avec 1mL d’'HEPES 10mM
(Sigma Aldrich) pH 7,4. La solution est agitéess30uis le hydratée une nuit a 4°C. Les liposomes
sont alors soumis a agitation puis sonicqués dandain a ulrasons sous 37 Khz (Bioblock

Scientific, lllkirch, France) pendant 15 min & 20°C

Les liposomes (500 pL) ainsi préparés sont dialgsdSC (Dialysis Tubing Cellulose membrane
size : 33mm x 21 mmm, Sigma Aldrich, MWCO de 12Dak contre 500 mL d’HEPES 10mM pH
7,4 pendant 6h puis toute une nuit aprés changedectampon. Aprés dialyse, la concentration en
lipides est déterminée en utilisant le dosage de Red en plaques de 96 puits. A 10uL de
liposomes dialysés ou non, 70uL de tampon HEPE&IWOpH 7,4 et 20uL de Nile Red (1uM
dans le méthanol) sont ajoutés. Le mélange esbébumin a température ambiante sur le plateau
agitateur. La fluorescence des solutions est mesanéec le lecteur de plaque Victor I

(PerkinElmer, Massachusetts, Etats-Unis, excitatl®il/25nm et émission : 620/10nm).
d. préparation des boudins de dialyse

Les boudins sont d’abord rincés a I'eau bi disilgour les décoller. Ensuite ils sont mis a
bouillir 20 min dans de I'eau contenant 5% de lioaate de sodium et 1mM EDTA, puis mis a
bouillir 20 min dans de I'eau contenant 1mM EDTAprAs ringage, ils sont mis a bouillir 20 min
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dans l'eau et ils sont rincés par I'extérieur @térieur avant stockage a 4°C dans un mélange

éthanol/eau (1/1 vol/vol).
3. Plasmides

Les cartes des plasmides utilisés sont mises eaxanmpres transfection et culture des
bactéries E. Coli DH50 supercompétentes (Invitrogen, Cergy Pontoise, deéfjanles ADN
plasmidiques superenroulés ont été isolés des rimxctgar lyse alcaline et purifieés avec le kit
QIAGEN Mega Kit Endotoxine free (Qiagen, Courtabip&uance).

a. pTG11033
Le plasmide pTG11033 (pCMV-Luc; 9514 bp; générewmentdonné par Trangéne S.A.,
Strasbourg, France) code le gene de la luciferagnatinus pyralis (Firefly luciferase, FLuc) sous
le contréle du promoteur du cytomegalovirus (CMV).
b. pGEM4Z-MART1-A64, pGEM4Z-MART1-LAMP1-A64 et
pGEM4Z-EGFP-A64
Les plasmides pGEM4Z-MART1-A64 et pGEM4Z-MART1-LAMFA64 codent pour la
protéine MART1 humaine sous le contréle du promotieubactériophage T7. lls ont été donnés au
laboratoire par les docteurs A. Bonehill et K. Téaeans (Medical School of the Vrije universiteit
Brussels, Brussels, Belgique). Le plasmide pGEM&FE-A64 code la protéine EGFP (Enhanced
Green Fluorescent Protein) sous contréle du praimdt@, il nous a été donné par Dr. P. Ponsaerts
(University of Antwerp, antwerpn, Belgium) (Heisarcoll., 2000).
C. PEMCLuc BgA,
Ce plasmide code la luciférase sous contréle dmeteur T7, sa construction est décrite
dans (Deng et Wolff, 1994).
d. pRab5EGFP et pRab7EGFP
Ces plasmides codent pour des protéines rab5 @t spBcifiques aux endosomes précoces
(rab 5) ou tardifs (rab 7), fusionnées a la paNigerminale de I'EGFP sous le contréle d'un
promoteur cytomegalovirus.
e. pgagEGFP
Ce plasmide code la protéine EGFP sous le cordidjgomoteur CMV.

f. pCavl-GFP
Ce plasmide code une protéine de fusion GFP-cangdli Il a été acheté chez Addgene
(Cambridge, Etats-Unis d’Amérique).
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g. marquage fluorescent des plasmides
Le plasmide pTG11033 est rendu fluorescent apréeplage avec le fluorophore cyanine 3,
Lex 550 NMiem 570 nm) en utilisant le kit Label IT Cy 3 (Mirus,adison, WI, USA) dans un
rapport réactiffADNp égal a 1/2 pendant 2h a 3 Bsuite, I'ADN a été précipité a I'’éthanol puis
repris dans de I'eau exempte d’endonucléases.

4. ARNmM et transcription in vitro

Les plasmides pGEMA4Z-EGFP-A64, pGEM4Z-MART1-A64 @GEM4Z-MART1-
LAMP1-A64 sont linéarisés p&pel. Le plasmide pEMCLWDA, est linéarisé paBamHlI. lls sont
utilises comme amorces pour une transcriptiowitro a I'aide du kit T7 mMessage mMachine
(Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) perméetdabtenir des ARNm avec une coiffe ARCA
et une queue poly(A) de 100 adénosines (A100). drecentration en ARNm est déterminée par
'absorbance a 260 nm. Les ARNm transadiritsitro ont des rapports 260 nm / 280 an2 et leur
intégrité est vérifiée par électrophorése sur gadrglamide. lls sont aliquotés et stockés a -80°C.

5. Cellules

La lignée cellulaire B16F10 (ATCC CRL-6475) estidée d’'un mélanome spontané
chez une souris C57BL/6 adaptée a la croissamaéro (Poste et coll., 1982). Les cellules B16F10
GFP-Luc nous ont été données parle Dr A. Jozkowftaboratory of Evolutionary
Immunobiology, Jagiellonian University, Cracovi@léyne) et ont été obtenues par transduction de
cellules B16F10 avec des rétrovirus produits dasscellules PT67 avec le plasmide pBMN- LUC-
I-GFP. Ce plasmide est bicistronique et exprimeplegéines GFP et luciférase, la luciférase étant
precede d’'une sequence IRES. Les cellules infectéesnsuite été enrichies par deux étapes de tri
cellulaire (trieur MoFlo, Dako Cytomation, Danempari’anticoprs anti-MART1 utilisé pour
vérifier I'expression de la protéine par ce clonét@ acheté chez Tebu bio (anticorps monoclonal
lapin anti-homme, IgG).

La lignée cellulaire HEK 293T7 est une lignée ddutes épithéliales embryonnaires de rein
humaine qui exprime de fagon stable 'ARN polymérag (Brisson et coll., 1999).

La lignée cellulaire HeLa est une lignée de cedluépithéliales humaines d’adénocarcinome
(ATCC, CCL-2).

Les cellules DC 2.4 sont des cellules dendritiquesines qui nous ont été données par le Dr P.
Jeannin (UMR 892 Nantes-Angers, France). Les DCs@nt des clones de cellules dendritiques

obtenus par I'équipe du Pr. Rock (Shen et Reznik®d¥7). Elles expriment de forts taux de CMH |
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et Il, de B7-1 et B7-2, de CD32 (fRIl) et CD54 qui sont des marqueurs de DC. Cesllesll
expriment également DEC-205 et 33D1, marqueurssgasifiques des DC murines.

Toutes les cellules sont cultivées a 37°C dandldsgues plastiqgues de 75 cm2 dans du milieu avec
10% de SVF (Biowest, Nuaillé, France), 100 U/mLpamicilline et 100ug/mL de streptomycine
(Fischer Bioblock, lllkirch, France). La compositiadles milieux est détaillée est détaillée dans le
tableau 17.

Tableau 17 : Composition des milieux de culture deellules.

DMEM, 10% SVF décomplémenté, 100 U/mL

B16F10, BI6F1OGFP_Luc penicilline, 100 pg/mL streptomycine

RPMI 1640 10% SVF décomplémenté, 100 U/mL

DC2.4 penicilline, 100 pg/mL streptomycine

DMEM 10% SVF décomplémenté, 100 U/mL
293 T7 penicilline, 100 ug/mL streptomycine, 400ug/mL

de G418

MEM 10% SVF décomplémenté, 100 U/mL
HelLa

penicilline, 100 pg/mL streptomycine

Un test pour vérifier 'absence de mycoplasmesréglisé périodiquement, soit par marquage au
bis-benzimide (Chen, 1977) soit a l'aide du kit Mpdert®Assay (Lonza, Levallois-Perret,
France). Ce test a été réalisé systématiguementiéota décongélation des cellules avant leur mise
en culture puis tous les deux mois lors de leureéieh sans indiquer la présence de mycoplasmes a

un niveau détectable.
6. Formation des lipopolyplexes

Le polymére PEG-HpK (7pg dans 25ul de tampon HEPES 10mM pH 7,4) est ajouté a
I’ADN plasmidique (2pig dans 12qul de tampon HEPES 10mM pH 7,4). La solution estamgée
au vortex pendant 4s puis laissée au repos 30 n2@°@. Ensuite, les liposomes sont ajoutes,
mélangés aux polyplexes par pipetage et mis eracohb min a température ambiante (Fig. 56).
Les rapports de charge polymére / ADN et polymeAdRNm sont de 2,8 et les rapports lipide
cationique / ADN et lipide cationiqgue / ARNm de 0,9
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Acides nucléigues

25pug AN [1mg/mL]
+
125uL Hepes 10 mM pH 7,4

QMmére:

e 75ug PEG-HpK
dans 25uL Hepes 10 mM pH 7,4

Ajout sous agitation vortex
des polymeéres a la pipette

<zt

30 minutes a 25°C

mmm)p Formation de polyplexes .

Ajout de liposomes Liposomes O
a la pipette 25uL [5,4mM]

15 minutes a 25°C
mmmp Formation de lipopolyplexes

Ajout d’eau 50% glucose pour atteindre [5% glucose]
avant administration a I'animal

Figure 56 : formation des lipopolyplexes utilisés @ns le cadre de ma these.

7. Dosage de sucre
La quantité de glycolipides incorporée dans lesdgmes a été déterminée en utilisant un
dosage colorimétrique au résorcinol / acide sudfugiselon (Monsigny, 1988). Pour cette mesure,

des gammes étalons de lactose et de mannose oéaktées dans I'eau.

8. Talille et potentiel zéta

a. taille

La taille des liposomes (5,4 mM) et des lipopolyee (2,5 pg ADN) est déterminée
par diffusion de la lumiére laser avec l'apparedtaSizer 3000. Cette technique donne la taille
moyenne des particules a partir de leur mouvementrien ; la vitesse des particules est évaluée

en fonction du temps de lintensité diffusée parplrticule en mouvement dans un réseau
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d’interférences. Avant chaque série de mesurealilifé des résultats est controlée en mesurant
des billes de taille calibrée (50nm, 204 nm et B58® Nanosphere™ 126 Size Standards beads,
Duke Scientific Corp., Palo Alto, CA). Deux séris dix mesures ont été réalisées par echantillon.
L'index de polydispersité (PI) a également été meesul permet d’évaluer la distribution des
particles. Les particules monodisperses ont den®é 0,1 et 0,2 et les hétérogenes entre 0,5et 0,

Un échantillon avec un Pl de 1 étant polydisperse.
b. potentiel

Le potentiell des liposomes (5,4 mM) et des lipopolyplexes (5ADN) est mesuré par
mobilité électrophorétique avec le ZetaSizer 3(@alyern Instruments, Orsay, France). La charge
de surface d’'une particule est la résultatnte dehaege nette et du milieu qui I'entoure, notamment
le pH. Les charges induisent la distribution dessialans la solution, ce qui augmente la
concentration en contre-ions pres de sa surfaexiste une couche proche avec les contre-ions
(couche de Stern) et un plan externe (couche deg/)Gmula distribution ionique est plus diffuse.
C’est a ce niveau que le potentiel zéta est meduedt proportionnel a la densité de charge de
surface (coulomb/m2 ou mV). Avant chaque série @sure, la fiabilité des résultats est contrblée
en mesurant le potentiél des billes de potentiel calibré de -50 mV (DTS5@6ctrophoresis

Standard beads ; Malvern). La valeur obtenue esthwyenne de 10 mesures.
9. Activité luciférase

L’activité luciférase est mesurée avec le luminom@tumat LB9507, Berthold, Wildbach,
Allemagne) en suivant la méthode de De Wet et ¢dd. Wet et coll., 1987). L’activité luciférase
obtenue (RLU/mg protéine) est exprimée par mg adépres mesurées en utilisant le dosage a

I'acide bicinchoninique (Smith et coll., 1985).
10. Evaluation de la toxicité

Pour évaluer la cytotoxicité des formulations, nausns utilisé le test de viabilité au MTT
[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoin bromide] (Mosmann, 1983). Une solution de
MTT (5 mg/mL dans du PBS) a été ajoutée a la cailtellulaire 48h post-transfection (100uL par
mL de milieu). Apreés 4h d’incubation, le MTT contiezn un colorant insoluble (formazane) par
les cellules vivantes est dissous dans de l'is@mob acidifié 0,5% SDS et I'absorbance a
560/10nm est mesurée avec le lecteur de plaquerVich cytotoxicité des composés est exprimée
en prenant pour base 100% les cellules non tragsfecultivées dans les mémes conditions.
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11.Evaluation de I'apoptose

L’apoptose est évaluée 24h apres transfection ldesesoit avec 0,027 mM de liposomes
seuls dialysés ou non soit avec des LPD conten&iptg2d’ADN formés avec des liposomes
dialysés ou non en utilisant le kit Annexin V FIT@poptosis Detection Kit, Calbiochem,
Darmstadt, Allemagne) selon les instructions duri@seur. Succintement, 24h apres transfection,
les cellules sont rincées avec du PBS puis désoiéeabsence de trypsine et resuspendues dans du
Binding Buffer 1X avant incubation avec annexin M€ et iodure de propidium. La fluorescence
est enregistrée a l'aide d'un cytometre en fluDIBR, Becton Dickinson avede,= 488 nm;
Xem = 530/30 nm pour la FITC @t,= 488 nm;Aem = 682/13 nm pour l'iodure de propidium). Les
valeurs de fluorescence correspondent a la fluerescmoyenne de 10 000 événements.

12. Déshydratation
a. lyophilisateur
Les complexes (5ug d’ADN plasmidique) ont été dileans un volume final de 500uL
dans des tubes eppendorfs de 2mL. Apres complexdti® bouchons de ces tubes sont troués avec
une aiguille 25 G. lls sont ensuite placés a -7@fDs de lisopropanol (>99,5% ; Fischer
Scientific) dans un container Mr Frosty (Dominiqitscher, Brumath, France) pour une
congélation progressive, pendant 12h dans un categgla -70°C. lls sont ensuite lyophilisés a
'aide du lyophilisateur Alpha 1-2 LD Plus lyoptnér (Christ, Osterode, Allemagne) a -55°C et
0,05 mbar pendant 14h.
b. speedvac
Les complexes (5ug d’ADN plasmidique) sont dilué©8u L aprés leur formation dans des
tubes eppendorfs de 2mL. Dans le cas d'une congglgiréalable ils sont congelés dans
l'isopropanol. L’évaporation est faite avec un spee (Speedvac SC110A, Savant; Refrigerated
Vapor Trap RVT 400, Savant) a 35°C, 10 mbar penélant

13.Dosage d’ADN

Apres hydratation des complexes déshydratés, Iatiggia’ADN dans les lipopolyplexes et
polyplexes est déterminée par fluorescence enmréste 12pug/mL de bromure d'éthidium (BET,
Promega) et d’ 1,7 mg/mL de sulfate de dextran@IDDa (Sigma) dans des plaques de 96 puits.
La fluorescenceitx = 531/25 nmjem = 620/10 nm) est mesurée aprés 30 min d’incubatiore

plateau agitateur avec le lecteur de plaque Victor.
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14.Cytométrie en flux et endocytose des liposomes elPD

Les cellules sont ensemencées comme pour unedcdnsf puis incubées a 4°C ou a 37°C
pendant différents temps avec les liposomes fleerds seuls ou sous forme de lipopolyplexes. Les
cellules ont été décollées, lavées par du PBS #tidaescence associée aux cellules est ensuite
mesureée, a I'aide d’'un cytometre en flux (FACSBicton Dickinsonje= 488nm;iem = 530/30
nm). Pour mesurer l'internalisation des liposomesdes LPD, aprés un premier passage au
cytometre en flux, les différents échantillons soctbés 5 min a 4°C avec du bleu de trypan 0,4%
(Sigma, France) a raison de 10uL de bleu de tryoam 400uL de PBS avant un autre passage au
cytometre en flux. C’est le rapport fluorecencecatrgpan / fluorescence sans trypan qui permet

d’estimer I'internalisation.

15. Microscopie
Les photos de microscopie et les analyses d’inlisaten par microscopie confocale ont

été réalisées par David Gosset.

16. Vaccination

Pour les expériences de vaccination, , les soutisegu a JO et J7 des LPR contenant 25ug
d’acides nucléigues dans de I'eau 5% sucrose (2RQels formulations ont été administrées avec
des seringues a insuline (Myjector U-100, DominiGugscher). Les cellules tumorales sont ensuite
injectées a J14 avec des seringues a insulinegarintradermique pour la formation de tumeurs
primaires (18 cellules B16F10 dans 100pL de PBS) ou par voieaweineuse pour le
développement de métastases expérimentales J(2elldles B16F10-GFP_Luc dans 100uL de
PBS). Le volume tumoral est mesuré au pied a grilieux fois par semaine. Pour la mesure des
meétastases, les poumons sont prélevés apres autop85 puis broyés dans 'azote liquide avant
d’étre lysés pour mesurer l'activité luciférase sl&O0uL de tampon CCLR (cell culture lysis
reagent, Promega) par poumon pendant 3h a 4°C agiation au vortex toutes les heures.
L’activité luciférase est mesurée au luminométreniat LB9507, Berthold) puis exprimée en
RLU/mg protéines apres dosage des protéines esantille dosage a I'acide bicinchoninique
(Smith, 1985).
Les analyses de survie des animaux sont réalidémdedes logiciels XLSTAT Life ou SigmaStat.
Pour comparer la survie entre plusieurs groupegstede Student n’est pas approprié et des test de

Holm-Sidak ou Kruskal-Wallis lui sont préféres.
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17.Clonage

Pour le clonage, les cellules DC 2.4 ont été enseées en boites de Pétri de 12 cm de
diamétre de facon a obtenir des cellules a 80%odéuznce au moment de la transfection. Ces
cellules ont été transfectées avec des complexesn;;#MBD100 contenant 20ug
d’ADN plasmidique linéarisé, soit pRab5-EGFP sdrap7-EGFP. 48h apres la transfection le
G418, antibiotique de sélection a été ajouté a ¢0aL. Les cellules ont été maintenues en culture
sous sélection antibiotique jusqu’a formation denek visibles a I'ceil nu. En effet, le plasmide
exprimant la protéine de fusion exprime égalemantihoglycoside phosphotransférase qui permet
la résistance au G418 (Southern, 1982). Ces pamugationales ont ensuite été amplifiees par
transfert dans des plagues de 24 puits avant analgsl'expression de la protéine de fusion
fluorescente (EGFP) par cytométrie en flux (FACSBecton Dickinsonje,= 488nm;kem = 530/30
nm). Apres observation de ces cellules par micquiscdes clones intéressants ont ensuite été
enrichis par tri cellulaire par Monsieur David Gets§FACSVantagele,= 488nm;iem = 530/30

nm). Ces clones ont été cultivés dans du mileu @&a@ntenant 400ug / mL de G418.

18. Précipitation des halogénures

5uL de liposomes (5,4 mM) sont déposés dans urgu@lde 96 puits, 25uL d’eau sont
ajoutés puis 10uL d’acide nitrique (70%, Fisherl@tL de nitrate d’argent (10 mg/mL dans I'eau,
Sigma). L'acide nitriqgue permet d’empécher la fotiorade diiode. La plaque est agitée pendant 1h
sur le plateau agitant avant lecture de la deogit&ue a 560 nm (1420 Multilabel Counter Victor,
Wallac). Les concentrations en iodures et chlorgmd déterminées a I'aide de gammes d’iodure

de potassium et de chlorure de potassium (Sigma).

19. Enrichissement en cellules dendritiques spléniques

La rate est d’abord prélevée puis coupée en maoxcdans du PBS a I'aide d’'un scalpel
dans une boite de Pétri. Cette solution est enprdlevée a la seringue (aiguille 25 G) puis fdtré
au travers d’'une membrane de nylon autoclavée dépai un entonnoir dans un tube de 50 mL.
Les cellules sont alors centrifugées a températomeiante 10 min 1500 rpm puis reprises dans 1,5
mL de PBS et déposées sur 1,5 mL d’Histopaque {B&fna) a température ambiante dans un
tube de 15 mL avant centrifugation 30 min a 20°@G@flg sans frein. L'interphase est récupérée a
la pipette et lavée par 3 mL de PBS. Ensuite, idhissement des cellules dendritiques spléniques
est réalisé en utilisant des anticorps anti-CD1duptes a des billes magnétiques et passage sur
colonne magnétique (anticorps CD11c_microbeadsnoals MS columns de Miltenyi Biotec) en
suivant le protocole du fournisseur. Les cellulssues de deux passages sur deux colonnes

différentes sont ensuite marquées avec des antic@m)-CD11c couplés au fluorophore FITC ou
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APC (Miltenyi Biotec) avant analyse par cytomégieflux avec enregistrement d’au moins 40 000

événements.

20. Microscopie électronique

Les images de microscopie électronique sont obtegu&ce a une collaboration avec le
Docteur Olivier Lambert du Laboratoire de ChimieBsblogie des Membranes et des Nanoobjets,
Bordeaux. Pour ces expériences, des liposomessdglgont utilisés et les polyplexes et LPR
présentés contiennent de ’TARNm MARTL. Les échimd sont déposés sur des grilles de cuivre
recouvertes d’'une couche de carbone puis congelés IEthane liquide. La couche de carbone
présente des trous dans lesquels vient se fixehdigillon qui est alors inclus dans une couche de
glace amorphe au niveau des trous du carbonentllsnsuite été analysés a I'aide d’'un microscope
FEI Tecnai F20 a 200 kV et avec un grossissemé&gt 00.

21. Scintigraphie

La biodistribution par scintigraphie des LPD fornaé®c de '’ADN radio-marqué ad"Tc a
été réalisée au Centre d’'Imagerie du Petit Aninaall@ Docteur Stéphanie Lerondel. L’examen est
réalisé a I'aide du Gamma Imager (Biospace Medtrnance) avec une matrice 256x256, des temps
d’acquisition de 1 min (pour le t0, t30min, t1ht&t) et de 5Smin pour le t5h ; une fenétre spectrale
121-156 KeV. Les souris sont autopsiées immeédiaterapres le t5h. Les poumons, les reins, le
foie, la rate sont prélevés et pesés puis la ratiidi@ est comptée a I'aide du Gamma Imager. Le
temps d’acquisition est de 1 minute pour le foieseminutes pour les autres tissus avec une

matrice : 64 x 64.
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Annexe 1 : Carte du plasmide pTG11033
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Annexe 2 : Carte du plasmide pEMCLuU@gA,
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Annexe 3 : Carte du plasmide pGEM4Z-EGFP-A64

Narl - 3371 - GG'CG_CC
Spel - 3364 - ACTAG_T
ECoRI - 3300 - GAATT_C
Smal - 3286 - CCC'GGG
BamHI - 3279 - G'GATC_C
Notl - 3272 - GC'GGCC_GC
/

Ndel - 50 - CATA_TG

Ncol - 2548 - C'CATG_G
BamHI - 2531 - G'GATC_C
Hincll - 2521 - GTy'rAC
Sall - 2519 - G'TCGA_C
Sphl - 2511 - G_CATG'C
Hindlll - 2501 - AAGCT_T
Transcription start - 2492
T7 Promotor - 2475
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Annexe 4: Cartes des plasmides pGEM4Z-MART1-A64 et
pGEM4Z-MART1-LAmp1l-A64

Carte du plasmide pGEM-4Z/MART1/A64

Byl |l 3480

EcoHA |.3442
|

3 Demo

PGEM4Z-5'UT-MelanA-3'UT-AB4
3502 bp
Spe | 25007
Spe | 2508

Carte du plasmide pGEM-42/sig-MART1-LAMP1/A64
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Annexe 5 : Carte du plasmide pEGFP-Rab5

Hincll - 4574 - GTy'rAC
Xbal - 4465 - T'CTAG_A - dam methylated!

Notl - 4455 - GC'GGCC_GC

4

pPpEGFPrab 5 A

Dralll - 109 - CAC_nnn'GTG

Ncol - 722 - C'CATG_G

Ncol - 3731 - C'CATG_G
Agel - 3720 - ACCGG_T
Accl - 3668 - GT'mk_AC

Bbel - 996 - G_GCGC'C

EcoRYV - 3375 - GAT'ATC

Spel - 3138 - ACTAG_T
Xhol - 3066 - CTCGA_G
Aval - 3066 - C'yCGr_G
Bglll - 3062 - AGATC_T
Afel - 3049 - AGC'GCT

Ncol - 1425 - CCATG_G

Annexe 6 : Carte du plasmide pEGFP-Rab7

Hincll - 4428 - GTy'tAC Dralll - 10 - CAC_nnn'GTG
Xbal - 4319 - T'CTAG_A - dam methylated!

Notl - 4309 - GC'GGCC_GC

Stul - 715 - AGG'CCT

pEGFPrab 7

Agel - 3574 - ACCGG_T

EcoRYV - 3273 - GAT'ATC

Xhol - 2967 - CTCGA_G
Aval - 2967 - CyCGr_G

Bsal - 1883 - GGTCTCn'nnnn_
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Annexe 7 : Carte du plasmide pCav-1-GFP
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EGFP_C_primer
HotI 1951
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Annexe 8 : Carte du plasmide pPCMVEGFP
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Federico PERCHE

Transfert d’ARNm par des lipopolyplexes et vaccinat ion
anti-mélanome : Ciblage des cellules dendritigues a  vec des lipopolyplexes
mannosylés

Résumé :

Précédemment, il a été démontré au laboratoire qu’'une vaccination des souris avec des lipopolyplexes
(LPR) contenant TARNm de I'antigeéne de mélanome MART1 permet d'induire la formation de lymphocytes T
cytotoxiques spécifiques et de retarder le développement de mélanomes B16F10 et de métastases
pulmonaires. Les LPR sont des complexes ternaires constitués d’ARNm, d’'un polymeére cationique histidylé
et de liposomes cationiques histidylés. L'objectif de ma these était d’améliorer cette vaccination anti-
tumorale en développant de nouveaux liposomes capables de cibler les cellules dendritiques (DC). Le
ciblage a été réalisé en incorporant un glycolipide mannosylé aux liposomes afin de favoriser leur
reconnaissance par le récepteur mannose. A partir de ces liposomes, des formulations de complexes
ternaires a base d’ADN (LPD mannosylés ou Man;;-LPD100) ou a base d’ARN (LPR mannosylés ou Man;-
LPR100) ont été mis au point. Les résultats montrent que : in vitro les formulations Many;-LPD100 sont
mieux internalisés et transfectent plus efficacement les DC que les LPD100 non mannosylés. Les
formulations Man;;-LPR100 transfectent avec une plus grande efficacité les DC par rapport aux Mani;-
LPD100. Par ailleurs, une forte réduction de la toxicité des formulations a été obtenue en dialysant les
liposomes. Il est également possible de conserver les formulations sous forme déshydratée. Une imagerie
par scintigraphie effectuée chez la souris a permis de constater que 9% des LPD sont captés dans la rate
aprés une injection IV. Nous avons mis en évidence aprés un isolement de DC spléniques que les
formulations Man,;;-LPR100 transfectent 4 fois plus de DC que les LPR non manosylés. Enfin,
limmunisation des souris avec Man;;-LPR100 contenant 'TARNm MART1 permet une vaccination plus
efficace contre la tumeur B16F10 et une meilleure survie. En conclusion, les LPR Man;;-LPD100 sont de
bons vecteurs pour cibler et transfecter les DC spléniques avec 'TARNm d’un antigéne tumoral et pour
induire la réponse immune contre les cellules tumorales.

Mots clés : Vaccination anti-mélanome, cellules dendritiques, polymeéres cationiques, liposomes, ARNm,
MART-1, lipopolyplexes

MRNA transfer with lipopolyplexes and anti-melanoma vaccination :
Dendritic cells targeting with mannosylated lipopol yplexes

Summary:

Previously, it has been demonstrated that mice vaccination with lipopolyplexes (LPR) containing melanoma
antigen MART1 mRNA can induce the generation of specific cytotoxic T cells and delay B16F10 melanoma
growth and lung metastases. LPR are ternary complexes consisting of mRNA, a histidylated cationic polymer
and histidylated cationic liposomes. The objective of my thesis was to enhance this antitumor vaccination
through the development of new liposomes that can target specifically dendritic cells (DC). The targeting of
DC was achieved by incorporating a mannosylated glycolipid within liposomes to enhance their recognition
by the mannose receptor. From these liposomes, formulations based ternary complexes of DNA
(mannosylated-LPD or Man,;-LPD100) or formulations based on mRNA (mannosylated LPR or Mang;
LPR100) were developed. The results show that formulations made with Man;;-LPD100 are better
internalized and transfect efficiently DC than LPD100. Man;; LPR100 transfect with greater efficiency DC
compared to DNA based formulation (Man;;-LPD100). Furthermore, a strong reduction of the toxicity of LPD
was obtained by liposomes dialysis. It is also possible to preserve their activity by freeze-drying. Mice
scintigraphy revealed that 9% of LPD are captured in the spleen following IV injection. We demonstrated
after isolation of splenic DC that Man;;-LPR100 transfect DC 4 times more than LPR100. Finally,
immunization of mice with Many;-LPR100 containing mRNA MARTL1 allows a more effective vaccination
against B16F10 tumor and a better mice survival than non-mannosylated ones.

In conclusion, Man,;-LPR100 are promising vectors to target and transfect splenic DC with a tumor antigen
MRNA aiming to an induction of an immune response against tumor cells.

Keywords: Vaccination against melanoma, dendritic cells, cationic polymers, liposomes, mRNA, MART-1,
lipopolyplexes

Centre de Biophysique Moléculaire -
. Rue Charles Sadron bd
La LISUE 45071 Orléans Cedex 02 E o3




