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Resumeé

Ce sujet se situe dans le cadre de la mise au point de systémes de délivrance de composés
thérapeutiques ou d’imagerie, c’est a dire d’objets qui doivent transporter des composés dans un
organisme et posséder une spécificité pour une zone a traiter ou a imager. Les objectifs de mon travail
de these étaient 1’addition d’une spécificité aux liposomes grace a la liaison ou 1’utilisation de
protéines dérivées de 1I’Annexine 5 (Anx5) et ’encapsulation dans 1’espace interne des vésicules de
compos¢s permettant le suivi de ces vecteurs.

Nous avons tout d’abord mis au point des liposomes pour lesquels I’Anx5 est couplée a 1’extrémité
d’un lipide-PEG et sert d’élément d’adressage vers des cellules en apoptose. La liaison Anx5 / lipide-
PEG a été caractérisée par SDS-PAGE de fagon a contrdler la densité de ligand en surface des
vésicules. L’influence de la densité de ligand sur 1’efficacité de liaison des vecteurs a des membranes
cibles et sur I’agrégation des vésicules a été évaluée par QCM-D et DLS. Il apparait qu’une densité de
60 Anx5 / liposome est un optimum vis-a-vis de ces facteurs. Enfin I’encapsulation de fluorophores a
permis d’imager I’interaction des liposomes-Anx5 avec des cellules en apoptose.

Pour former des magnétoliposomes nous avons mis au point et caractérisé 1’encapsulation de
particules d’oxyde de fer dans des liposomes neutres et anioniques. La procédure d’encapsulation
passive ainsi que I’influence de la charge membranaire négative et la stabilité des magnétoliposomes
ont été évaluées. Le nombre de particules d’oxyde de fer par vésicule a été déterminé par dosage et la
morphologie des liposomes a été examiné par cryomicroscopie é€lectronique a transmission. Un
maximum d’environ 50 particules par liposome a été encapsulé dans des vésicules de 100nm de
diametre. La présence de lipides anioniques limite 1’efficacité d’encapsulation et favorise la
déstabilisation des magnétoliposomes.

Enfin, la liaison d’anticorps en surface des liposomes grace a I’Anx5ZZ a été caractérisée et optimisée
de fagcon a utiliser ces anticorps comme ¢léments d’adressage pour cibler deux pathologies :
I’athérosclérose et I’inflammation. La composition lipidique a été optimisée pour encapsuler de fagon
stable des fluorophores tout en liant des Anx5. Les expériences de caractérisation de la
fonctionnalisation par DLS et FRET nous ont conduits a choisir une séquence pour 1’association des
anticorps qui consiste a associer les anticorps aux Anx5ZZ dans un premier temps a lier ce complexe
en surface des liposomes. Deux anticorps ont été utilisés pour vérifier les capacités d’adressage des
vecteurs vers des cibles biologiques, tout d’abord ex vivo sur des modeles de plaques d’athérome puis
ex et in vivo sur des rats présentant des zones d’inflammation.

L’ensemble de ces travaux ont donc consisté & mettre au point des liposomes fonctionnalisés avec des
dérivés de I’Anx5 et encapsulant des éléments dans I’espace interne des vésicules. Ces vecteurs ont
¢étés utilisés pour imager des cibles biologiques.

Mots-clés Annexine 5 (Anx5), liposome, fonctionnalisation, magnétoliposome, encapsulation



Abstract

Development of liposomal vectors functionalized by Annexind

derived proteins and encapsulating imaging compounds.

This subject is in the framework of system delivering drug or imaging agent. Such systems must carry
compounds in an organism and selectively recognize a target area. The aims of my work were to add a
targeting element to liposomes by use of Anx5 derivatives and to encapsulate imaging compound
inside the aqueous inner space.

First we designed Anx5-bearing liposomes with the Anx5 protein covalently linked at the distal end of
a PEG-lipid and used as targeting element of apoptotics cells. Anx5 conjugation was monitored by
SDS-PAGE in order to control Anx5 density on the liposome surface. The influence of ligand density
on the efficiency of binding to target membranes and on solution dispersity was assessed by QCM-D
and DLS respectively. A density of 60 Anx5 / liposome ensures the best target recognition efficiency
and dispersity. Finally fluorescent dyes encapsulation was used to image the interaction between Anx5
bearing liposomes and apoptotic cells.

To prepare magnetoliposomes we have synthesized and characterized the encapsulation of iron oxide
nanoparticles inside neutral and anionic liposomes. The passive encapsulation procedure, the influence
of the negative charge and the magnetoliposome stability were evaluated. The number of particle /
vesicle was assayed and the liposomes morphology was examined using cryoelectron transmission
microscopy. An average of 50 particles / liposome was encapsulated inside 100nm vesicles. Anionic
lipids limit the encapsulation efficiency and promote liposomes destabilization.

Finally the use of Anx5ZZ to anchor antibodies on the liposome surface was characterized and
optimized to use antibodies as homing device to target two diseases: atherosclerosis and inflammation.
The lipid composition was optimized to entrap fluorescent dyes in a stable manner while Anx5 are
bound on the membrane. To functionalize the vector, DLS and FRET experiment led us to choose a
sequence consisting in first associating antibodies to Anx5ZZ and then in binding this complex to the
liposome surface. Two antibodies were used to address liposome towards biological targets, ex vivo on
atherosclerosis models and, in vivo on rats bearing inflammation areas.

Keywords : Annexin 5 (Anx5), liposome, fonctionnalization, magnetoliposome, encapsulation.
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Abréviations

DOPC : 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine ; Chol : cholestérol; DPPE-PEG2000 :
1,2-dipalmytoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-[methoxy(poly(ethylene glycol))-
2000] ; DSPE-PEG2000-Mal : 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-/N-
[maleimide-(poly(ethylene glycol))2000]; DOPS : 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-[phospho-L-
serine] ; DOPA : 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphate ; DOPE-Rhodamine ou PE-Rh :1,2-
dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-(lissamine ~ rhodamine B sulfonyl) ;
DOGPBsAlaMal : 1,2-dioleoyl-glyceropolyéthyléneglycol maleimide ; NaCl: chlorure de
sodium ; CaCl, : dichlorure de calcium ; Ca®" : calcium : NaN3 : sodium azide , HEPES : N-
[2-hydroxyethyl]piperazine-N’-[2-ethanesulfonic acid]; DTT: Dithiothreitol; DMEF :
Dimethylformamide ;  APS: ammonium  persulfate ; TEMED : N,N,N'N'
Tetramethylethylenediamine ; SDS: sodium dodecyl sulfate; B-OG: n-octyl-B,D-
glucopyranoside ; HCI : acide chlorhydrique ; NaOH : soude ; PEG-Mal : PEG Maleimides ;
Mal :maleimide ; PSA : prostate serum antigen; CAM : cellular adhésion molécule ;
MLYV :vésicules multilamellaires ; LUV : vésicules unilamellaires de grande taille ; SUV :
vésicules unilamellaires de petite taille ; Anx5 : Annexine AS ; Anx5ZZ : Annexine AS ZZ ;
QCM-D : Quartz Cristal Microbalance with Dissipation monitoring ; Ay, : longueur d’onde
d’emission ; Aex longueur d’onde d’excitation ; PLD : phospholipase D ; IRM : imagerie par
résonance magnétique ; MET : microscopie électronique a transmission; CCM :

chromatographie sur couche mince.



Objectifs

L’objectif de mon travail de these a été le développement de nanovecteurs liposomaux
fonctionnalisés par des protéines et encapsulant divers composés pour 1’imagerie. Ce sujet se
situe dans le cadre de la mise au point de systémes de délivrance de composés thérapeutiques
ou d’imagerie. Dans ce domaine, les liposomes sont utilisés car ils sont biocompatibles et que
ces vésicules délimitent un intérieur aqueux qui peut étre utilisé comme réservoir de
composés hydrophiles. Cet intérieur a été utilisé pour encapsuler des médicaments mais aussi
des éléments permettant d’obtenir un signal en imagerie. Pour permettre la vectorisation, une
solution consiste a associer un élément d’adressage aux vésicules. Cet élément présente une
affinité pour une cible de telle fagon qu’il permet ’accumulation des liposomes au niveau
d’une zone a traiter ou imager. Mon travail s’inscrit dans ce contexte et a consisté a
encapsuler des fluorophores et des particules d’oxyde de fer pour obtenir un signal en
imagerie (fluorescence, IRM microscopie électronique) et a utiliser des protéines Annexine
A5 (Anx5) et des protéines dérivées de ’Anx5 comme €lément d’adressage ou comme

intermédiaire pour lier d’autres ligands que sont les anticorps.

Le premier chapitre, “Situation du sujet”, a pour objectif d’introduire les lipides utilisés, la
formation des vésicules et les facteurs qui ont conduit a I’optimisation de la formulation des
liposomes pour les applications de transport de composés in vivo. Le deuxiéme chapitre,
“Méthodes et procédures expérimentales”, présente les techniques utilisées et la mise en ceuvre
pratique des différentes expériences. Le troisiéme chapitre, “Résultats”, expose la réalisation
de trois types d’objet. Tout d’abord, la formation de liposomes utilisant I’Anx5 comme ligand
et encapsulant des fluorophores pour imager des cellules en apoptose. Ensuite la mise au point
de liposomes neutres ou anioniques encapsulant des particules d’oxyde de fer. Enfin la
conception de vésicules fonctionnalisées par des anticorps et utilisant la protéine de fusion

Anx5ZZ pour lier ces ligands en surface des liposomes.
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I Situation du sujet
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Le cadre du travail est ’utilisation de liposomes comme vecteurs pour le transport de
principes actifs vers une cible de ’organisme. Par définition les liposomes sont des colloides
sphériques constitués d’une ou plusieurs bicouches lipidiques formées par auto-assemblage de
lipides et délimitant un intérieur aqueux. Le transport de composés tire parti du volume
interne des vésicules qui est utilis€¢ comme réservoir de principes actifs et de 1’intérieur de la
membrane pour I’encapsulation de composés hydrophobes. Les éléments internalisés peuvent
ainsi €tre transportés par les liposomes dans la circulation sanguine d’un organisme vivant
pour atteindre une cible déterminée, reconnue par les vecteurs. Ces impératifs de transport in
vivo et de sélectivité pour une cible ont nécessité un certain nombre de choix pour mettre au
point une (des) formulation(s) adaptée(s) a 1’utilisation des liposomes pour le transport de
principes actifs. L’obtention de temps de vie élevés pour ces vecteurs in vivo implique des
contraintes sur la formulation des liposomes, c'est-a-dire sur la composition lipidique et la
morphologie des vésicules. Le choix des lipides a utiliser est effectué parmi un ensemble de
molécules aux propriétés connues alors que la morphologie (ainsi que I’encapsulation) est
définie par la méthode de préparation. La sélectivité pour une cible de I’organisme est obtenue
par association de ligands aux vésicules, ce qui passe par le choix d’un d’élément d’adressage
et d’une méthode d’association de ce ligand aux liposomes.

L’objectif de la “situation du sujet” est d’expliquer quelles sont les propriétés des lipides et des
liposomes qui doivent étre sélectionnés et / ou mis en ceuvre pour optimiser I’utilisation des
vecteurs liposomaux dans un organisme vivant. Pour cela la premicre partie décrit les lipides
utilisés et leurs propriétés, notamment leur capacité a former des membranes et leur influence
sur les caractéristiques physico-chimiques de ces bicouches. La deuxiéme partie présente les
méthodes de préparation des liposomes, qui permettent un contrdle de la morphologie des
vésicules et 1’encapsulation des composés a transporter. La troisiéme partie introduit le
comportement des liposomes dans un organisme vivant, les facteurs responsables de leur
¢limination in vivo, et les formulations lipidiques envisagées pour améliorer leur durée de vie.
La quatrieme partie concerne I’addition de ligands aux liposomes furtifs, la liaison a une cible
in vivo étant conditionnée par un temps de circulation dans 1’organisme suffisant. La
cinquieme partie traite brievement de la libération controlée des composés encapsulés. La
sixieme partie cherche a expliquer le pourquoi des formulations liposomales utilisées, c'est-a-
dire des compositions lipidiques et des morphologies des vésicules, en conclusion des
données exposées dans les parties précédentes. Enfin dans la septiéme et dernicre partie sont
présentés les Annexine A5 et leurs dérivés qui sont utilisés dans cette thése comme ligand ou

comme intermédiaire pour associer des anticorps en surface de liposomes.
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1 Les lipides

Les lipides d’origine biologique sont des substances solubles dans les solvants organiques,
comme le chloroforme ou le méthanol, mais trés peu voir non solubles dans I’eau [1]. Les
lipides les plus importants et les plus abondants des membranes biologiques présentent un
caractére amphiphile avec une partie polaire, hydrophile, c'est-a-dire soluble dans les solvants
polaires comme I’eau et insoluble dans les solvants apolaires, et une partie apolaire,
hydrophobe, insoluble dans les solvants polaires et soluble dans les solvants apolaires. Un
certain nombre de lipides sont totalement hydrophobes mais dans le cadre de ce travail sur les
liposomes, seuls des amphiphiles sont utilisés et essentiellement des phospholipides et du

cholestérol.

Glycérophospholipide {(ex Dioléoylphosphatidylcholine)

Stérol (ex : cholestérol)

Figure I-1 : Organisation de deux types de lipide amphiphile : A) phospholipide B) cholestérol

Dans un lipide la combinaison de différentes tétes polaires avec des chaines d’acides gras peut

produire une variété trés importante de molécules aux caractéristiques diverses. La synthese
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chimique permettra alors d’obtenir de facon controlée des molécules aux propriétés choisies

en associant des tétes polaires et des queues hydrophobes connues.

1.1 Les parties hydrophobes

Deux types d’éléments apolaires sont présent chez les lipides utilisés dans ces travaux : des

chaines hydrocarbonées et un noyau stéroide, celui du cholestérol.

1.1.1 Stéroide

Les stéroides sont des molécules possédant une charpente polycyclique plane, rigide,
constituée de trois cycles a six atomes de carbone et un cycle a cing. Cette structure est a
I’origine de I’effet des stérols, stéroides couplés a une téte hydrophile, sur des propriétés telles
que la stabilité, la perméabilité ou la fluidité membranaire. C’est pour son influence sur de tels
parametres que le cholestérol, quasi seul stérol utilisé dans ces travaux, sera ajouté a des

membranes constituées de lipides possédant des acides gras comme parties hydrophobes.

1.1.2 Acides gras

Les acides gras sont des acides carboxyliques avec de longues chaines hydrocarbonées. Les
chaines les plus fréquemment rencontrées ont un nombre pair de carbones allant de 12 a 22.
Malgré leur grande flexibilité la conformation la plus probable est celle ou la chaine est
totalement étendue excepté dans le cas ou il y a une insaturation, c'est-a-dire une double
liaison entre deux atomes de carbone [2]. Les différentes chaines acyles sont classées et
nommeées en fonction de leur nombre de carbones et de leurs insaturations, caractéristiques

dont découlent les propriétés définissant notamment la stabilité ou la fluidité de la membrane.

Nom Structure nombre de
carbones
Lauroyl CH,{CH,), ,CO0- 12
Myristoyl (M) CH,{CH,),,CO0- 14
Palmitoyl (P) CH,{CH,),,CO0- 16
Stéaroyl (S) CH,{CH,), ,CO0- 18
Oléoil {0) CH,{CH,},CH=CH(CH,).CO0- 18

Tableau I-1 Organisation et structure de quelques chaines acyles.

14



Les parties apolaires des lipides utilisés sont donc soit polycycliques, planes et rigides, pour le
cholestérol, soit des chaines d’acides gras étendues et flexibles. Dans les deux cas leurs
propriétés sont liées a leur influence sur des parameétres tels que la stabilité, la fluidité et la
perméabilité membranaire. Ces caractéristiques de la membrane pourront alors étre modulées
par combinaison de parties apolaires différentes. Les autres propriétés membranaires seront

dues aux tétes polaires sur lesquelles sont greffés les résidus hydrophobes.

1.2 Les tétes polaires

1.2.1 Le cholestérol

La seule partie polaire du cholestérol est un groupement OH 1ié sur un des cycles du stéroide
conduisant a la formation d’un stéroide-alcool. Du fait de la petite taille de la téte polaire
relativement a la partie apolaire, la molécule de cholestérol est la plus hydrophobe des lipides

utilisés.

1.2.2 Les glycérolipides

Pour les glycérolipides, un glycérol est li¢ a des chaines d’acides gras d’une part et a un

substituant hydrophile qui déterminera la nature du lipide d’autre part.

AAAAAANOA AN DO- Glycéropolyéthyléneglycol maleimide (GP-Mal)
WO/\S{\O,?\O\/\ o5 DC-phosphatidylcholine (PC)
B e ™
o o
‘O’i“’\/\w; phosphatidyléthanolamine (PE)
(e}
o} H - - F
\°ﬁ‘° Vz; :3, phosphatidylsérine (PS)
_\O,:},o\/\ 1 i i;-] PE polyéthyléneglycol maleimide (PE-PEG-Mal)

N” (OCH,CHa)ag~N~ ™
0 H H g

Figure I-2 : Tétes polaires de différents glycérolipides ; les formules présentées sont celles trouvées a

pH 7 (DO dioléoyl).

Deux chaines hydrocarbonées sont greffées en position 1 et 2 du glycérol via des liaisons ester
le plus souvent, et quelquefois par des liaisons éther (DO-Glyceropolyéthyléneglycol-Mal
(DOGP)). La position 3 est substituée par un groupe hydrophile. Excepté le DOGP, tous les

glycérolipides utilisés appartiennent a la classe des glycérophospholipides. La position 3 est
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alors estérifiée par 1’acide phosphorique et c’est la nature du composé fixé sur cet acide
phosphorique qui définit la nature du phosphoglycéride, ses propriétés de charges, taille ou la
possibilité de greffer chimiquement un substituant additionnel.

De par leur absence de charge et leur propension a former des structures lamellaires, les
lipides les plus employés pour la formation de liposomes sont les phosphatidylcholine (PC).
Les phosphatidylsérines (PS) sont utilisées pour leur charge négative et les
phosphatidyléthanolamines (PE) pour leur téte polaire qui leur confeérent une géométrie
particuliere et présente un groupement amine qui peut étre utilisé pour réaliser des couplages
chimiques.

Tous ces lipides possedent au moins une charge négative a pH7, celle portée par le
groupement phosphate. La PC est un zwitterionique : la molécule est électriquement neutre
car la charge positive de I’amine quaternaire compense la charge négative du phosphate. La
PS a une charge globale négative car la sérine présente une charge positive et une négative.
Cette charge conduit a une hydratation plus importante responsable d’une augmentation de la
taille de la téte polaire. La PE est amphotere et caractérisée par la petite taille de sa partie
hydrophile. Au dela de pH 8 I’amine n’est plus chargée. La charge globale de la téte polaire
est alors négative et la taille augmente du fait d’une hydratation plus importante. Le
groupement amine est souvent utilisé pour greffer chimiquement des éléments additionnels
comme du polyethyléne glycol (PEG) ou des molécules fluorescentes. La charge de la

molécule résultante est alors négative dans le cas du lipide-PEG.

1.3 Les agrégats lipidiques en milieu agueux dilué

Deux parametres conduisent a [’autoassociation des lipides selon une organisation
déterminée : le caractere amphiphile et la géométrie des molécules. Les lipides possedent une
partie polaire et une partie apolaire spatialement distinctes. Or les composés polaires sont
solubles dans les solvants polaires et les composés apolaires dans les solvants apolaires. Dans
I’eau le rejet des parties hydrophobes du solvant aqueux induit 1’auto association des lipides :
les molécules s’orientent de facon a ce que la partie polaire soit en contact avec le milieu
polaire et protege les parties hydrophobes qui s’associent pour former un intérieur apolaire.
C’est donc I’'immiscibilité d’une des parties de la molécule dans le solvant qui est la cause de
I’agrégation des lipides mais différents types d’organisation peuvent étre constitués selon la
géométrie des molécules associées. En solution diluée ces différents assemblages sont

dispersés sous forme de colloides. Ce sont les organisations lipidiques qui se réalisent en
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milieu dilué, dont certaines ont trouvés une application dans le domaine de la vectorisation de

composés thérapeutiques, qui seront présentées plus loin.

1.3.1 Structure et organisation des agrégats lipidigues

La structure des organisations lipidiques peut étre expliquée de fagon simple en considérant
que c’est la géométrie des molécules qui est responsable de la formation des différents types
d’agrégats. Cette géométrie est représentée par un parametre appelé parametre d’empilement,
P, P=v/a.l avec v volume des caines hydrophobes, a surface de la téte polaire et [ longueur des
chaines hydrocarbonées [3-5].

Pour P<I, la téte polaire est de taille importante par rapport a la partie hydrophobe (v<a.l) et
le lipide s’inscrit alors dans un cone invers€. Ce type de lipide forme des micelles ou phases
hexagonales I notée Hj. Cette catégorie d’amphiphile comprend par exemple les lysolipides,
les détergents ou les lipides tels que les lipides-PEG.

Pour P>1, la téte polaire est de petite taille par rapport a la partie hydrophobe (v>a.l), le lipide
s’inscrit dans un cone. Ce type de lipide forme des micelles inverses ou phases hexagonales II
notée Hy. C’est en particulier le cas des phosphatidyléthanolamines.

Pour P~1, v~a.l, le lipide s’inscrit dans un cylindre et forme des phases dites lamellaires. Ces
lipides forment les bicouches lipidiques, structures constitutives des liposomes. Il s’agit

notamment des phosphatidylcholines et phosphatidylsérines.
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Figure I-3 : Modele géométrique de la formation des agrégats lipidiques.

Il est remarquable que la phosphatidyléthanolamine et la phosphatidylcholine aient des
structures chimiques relativement proches mais des géométries, et donc des modes
d’organisation, trés différentes. Ces différences s’expliquent par le fait que la
phosphatidylcholine est trés hydratée formant ainsi une téte polaire plus volumineuse que la
phosphatidyléthanolamine qui n’est que faiblement hydratée.

L’approche géométrique de I’organisation des lipides permet d’expliquer que 1’association de
lipides de types H; et Hy conduit a la formation de membranes lipidiques. Il y aura
compensation de forme entre les deux types de structure de telle facon que le mélange adopte
une organisation lamellaire. Ainsi des phosphatidyléthanolamines peuvent étre assemblées
avec des lysolipides ou des lipides-PEG pour obtenir des bicouches lipidiques [6].

En fonction de la géométrie des lipides, différents types d’agrégats peuvent donc étres
formés : les lipides de type cone inverse forment des micelles, ceux de forme conique des
micelles inverses et ceux de forme cylindrique des membranes. En solution aqueuse diluée,

les systtmes membranaires forment des colloides constitués d’une ou plusieurs membranes
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délimitant un intérieur aqueux. Grace a différents procédés mécaniques ou chimiques il est
possible de contrdler la taille, le nombre de membranes ou d’encapsuler des composés a
I’intérieur de ces vésicules. Le choix des lipides est alors important non seulement pour
obtenir des phases lamellaires mais aussi pour contrdler les propriétés de surface et les

caractéristiques de rigidité ou de perméabilité de la bicouche constituant les colloides obtenus.

1.3.2 Propriétés membranaires conférées par les caractéristiques des lipides

1.3.2.1 Propriétés de surface

Les propriétés de surface sont liées aux tétes polaires des lipides de la membrane du fait de
leur exposition au solvant. Les lipides sont choisis en fonction de leur charge ou de la
présence d’une molécule présente naturellement ou greffée (carbohydrate, PEG, ligand...)
pour limiter ou favoriser I’interaction des vésicules entre elles ou avec des éléments présents
dans le milieu.

L’addition de lipides chargés, tels que la phosphatidylsérine(PS), permet d’obtenir des
vésicules qui, possédant toutes la méme charge, vont se repousser et seront donc stabilisées
vis-a-vis d’éventuels phénomenes de fusion [6]. Dans le cadre de I’utilisation des liposomes
pour une injection a des étres vivants, les dispersions de vésicules doivent étre stables in vivo.
Pour cela, des PE liées a une molécule de PEG sur la téte polaire sont ajoutées a la
composition lipidique ce qui permet d’obtenir une couche de PEG en surface des membranes
et, ainsi, d’augmenter la durée de vie dans un organisme et la répulsion des liposomes entre
eux.

A P’inverse de la recherche de stabilisation, qui nécessite de diminuer les interactions avec les
¢léments du milieu externe, 1’interaction avec certains composants de la solution peut étre
recherchée. La présence d’une charge peut alors favoriser le contact avec soit des éléments de
charge opposée soit des éléments de méme charge via un élément intermédiaire jouant le role
de pont. Les liposomes contenant des phosphatidylsérines peuvent aussi agréger en présence
d’ions calcium divalents Ca®", ou fixer des protéines par interaction électrostatique a la
surface de ces liposomes comme par exemple 1’ Annexine5, une protéine qui se lie aux PS via
le Ca*".

L’interaction avec un élément précis du milieu peut étre recherchée ce qui va nécessiter une
reconnaissance spécifique. Les liposomes contiendront alors une certaine proportion de

lipides présentant des groupements chimiques pour réaliser des liaisons covalentes ou de
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lipides associés a un ligand présentant une affinité pour une cible connue. Souvent, c’est un
lipide présentant une fonction chimique vers 1’extérieur qui servira a lier a la surface des
vésicules un ligand spécifique d’une cible choisie.

Le choix des tétes polaires des lipides permet donc de moduler les propriétés de surface des
liposomes et, de cette facon, de contrdler les interactions des vésicules avec leur
environnement extérieur. Ce choix a aussi une influence sur les phases membranaires, c’est a
dire I’état rigide ou fluide de la membrane, méme si cet état est surtout déterminé par la

conformation des résidus hydrophobes des lipides.

1.3.2.2Phases membranaires

Les membranes lipidiques présentent principalement deux <états, en fonction de la
température: les phases gels B et B° pour T<T,, et la phase fluide a pour T>T,, avec Ty,

température de transition de phase [2, 7].

T A MAANA
S &7 NN

B B’ a
Figure I-4 : Conformation schématique des chaines hydrophobes dans les phases gel B et B et phase

fluide a.

En phase gel les lipides sont en contact étroit, les chaines alkyle paralléles les unes aux autres
et étirées au maximum (état solide des chaines). Les lipides sont alors trés peu mobiles, et la
surface occupée par chaque téte polaire est minimale. Deux types d’arrangements peuvent
étres distingués : la conformation [, dans laquelle les chalnes sont orientées
perpendiculairement au plan de la bicouche et la conformation B’ dans laquelle elles sont
inclinées par rapport a la perpendiculaire a ce plan. Le type de conformation B ou B’ est
déterminé par la nature de la téte polaire.

Le passage en phase fluide est obtenu par augmentation de température. L’agitation thermique
entraine une mobilité accrue autour des liaisons carbone-carbone des chaines hydrophobes et

conduit a une structure plus désordonnée (état liquide des chaines). Les contacts entre lipides
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sont alors moins étroits et la surface occupée par chaque téte polaire ainsi que la mobilité des
molécules augmentent. La membrane est alors plus fluide [8].

Pour T=T,, les deux phases, gel et fluide, coexistent dans la membrane. Dans le cas de
membrane constituée d’un seul type de lipide la transition est brutale et a lieu dans un
intervalle de température tres restreint (quelques degrés).

La valeur de Tm dépend de nombreux parameétres, principalement de la longueur de la chaine
hydrophobe, de son degré d’insaturation et de la nature de la téte polaire. De facon générale,
tout ce qui s’oppose a I’augmentation de mobilité des lipides qui a lieu lors du passage en
phase fluide va avoir tendance a augmenter la Ty, nécessitant de fournir davantage d’énergie
(agitation thermique) pour permettre cette expansion. Ainsi, plus les chaines alkyle sont
longues, plus les interactions hydrophobes sont importantes et plus la T,, est élevée. La
présence d’une insaturation crée un coude dans la chaine hydrophobe ce qui limite les
interactions avec les chaines voisines et donc diminue la T,,. La nature de la téte polaire
détermine la configuration  ou B’ car I’inclinaison des chaines (’) diminue les interactions

hydrophobes et donc la Th,.

phospholipide T.,.(°C)

DMPC 23,6
DPPC 41,3
DSPC 54,5
DOPC -18,3
DOPS -11

Tableau I-2 : Température de transition de phase (T,,, en °C) de quelques lipides.

Comme la nature des chaines hydrophobes et de la téte polaire déterminent la température de
transition de phase d’un lipide, la constitution de mélange de lipides variés conduit a des
associations de T, différents. Les transitions de phase de ces membranes vont s’étendre sur de
grands domaines de température compris entre les températures de transition des lipides du
mélange. Pour certaines associations la présence des transitions peut méme étre totalement
abolie. Lorsque 1’objectif est de réaliser un mélange de lipides afin de perturber la Ty, ou de
modifier la fluidité membranaire, les lipides utilisés sont généralement associés a du

cholestérol.
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Le cholestérol présente la propriété de fluidifier les phases gels et de rigidifier les phases
fluides. Dans la bicouche lipidique, le groupement OH est situé au niveau des tétes polaires

des lipides et le noyau tétracyclique est en interaction avec les chaines hydrophobes.

5 OH —
- Noyau
% tetracyclique
6 chaine
8
Lipides a chaines saturées Lipides a chaines insaturées

Figure I-5: Organisation du cholestérol dans les membranes (adapté de Shechter, E. (1990)

Biochimie et biophysique des membranes. Masson, Paris).

En phase gel cette interaction empéche la formation d’une structure étirée avec les chaines en
contact étroit ; il y a augmentation du désordre et donc fluidification des phases gels. Pour des
températures ¢élevées (au dessus de la T,,) Dlinteraction du cholestérol avec les lipides
avoisinants limite leurs mouvements ce qui diminue la fluidit¢é membranaire. Les quantités
croissantes de cholestérol dans la membrane diminuent ainsi 1’intensité des transitions de
phases et vont méme jusqu'a les abolir pour des quantités supérieures a 30% des lipides totaux
[2]. Le cholestérol tamponne donc les variations de fluidité en fonction de la température :
fluidification des phases gels et rigidification des phases fluides. Les membranes sont alors en
phase liquide-ordonnée pour une trés large gamme de température [9]. L’addition de
cholestérol permet donc une certaine maitrise de la rigidité membranaire, un parametre qu’il
peut étre important de controler, en particulier dans le cas des applications de liposomes
comme systéme de transport in vivo. En effet 1’état de rigidité de la bicouche lipidique a une
influence sur la morphologie des vésicules, sur la perméabilité des membranes mais aussi sur
la durée de vie des liposomes dans un organisme vivant.

Les liposomes ont des morphologies différentes selon la phase de leur(s) membrane(s). En
phase fluide les vésicules forment des spheres, ce qui implique que les bicouches lipidiques
présentent une certaine courbure. En phase gel les membranes sont dans un état trés rigide et
ne peuvent pas €tre courbées. Les liposomes forment alors des polyedres, c'est-a-dire des

spheres constituées de nombreuses faces avec des discontinuités a la limite de deux faces [10].
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Figure I-7 : Liposomes composés de DPPC en cryomicroscopie électronique A) en phase gel B) en

phase fluide barres d’échelles 100nm (Ickenstein et al. 2006 Biochimica et Biophysica Acta).

Le caractéere fluide ou rigide de la bicouche a aussi une influence sur la perméabilité
membranaire. Ce parametre sera particulierement important dans le cadre d’une utilisation des
liposomes comme systéme de transport. Les vésicules doivent alors retenir de fagon stable un
compos¢ d’intérét encapsulé dans leur intérieur aqueux. L’observation des variations de
perméabilité en fonction de la température indique une augmentation de la perméabilité avec
I’augmentation de la température avec un maximum pour T=Tm. Cette perméabilité
maximale au cours de la transition de phase s’explique par la coexistence des phases gel et
fluide dans la membrane et la présence de défauts dans la bicouche au niveau des limites entre

ces deux phases. La perméabilité peut donc €tre ajustée en modulant la fluidité membranaire.
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La rigidité membranaire a aussi une influence sur le comportement des liposomes lors d’une
utilisation in vivo. La plupart des applications nécessite des injections intraveineuses, placant
les vésicules au contact des éléments du sang. Dans cet environnement, la rétention de
composés encapsulés, le temps de circulation ou méme I’intégrité des vésicules est menacé,
en particulier a cause des protéines plasmatiques. L’interaction des liposomes avec ces
protéines pourra se faire via des interactions électrostatiques ou hydrophobes qui conduiront a
une adsorption en surface ou a une pénétration des protéines dans la membrane. Cette
pénétration se fera d’autant plus facilement que la membrane est fluide ou qu’elle présente
des irrégularités. En phase gel la membrane a une structure de polyedre, une sphere a facette
constituée de domaines de membranes planes. Les limites entre ces différents domaines créent
des discontinuités qui rendent la membrane plus facile a pénétrer et donc augmentent les
interactions hydrophobes avec des protéines [6]. Il est alors nécessaire de rendre la membrane
plus réguliére notamment via ’utilisation de cholestérol qui va fluidifier les phases gel. A
I’inverse il sera nécessaire de rigidifier les phases fluides pour rendre la membrane moins
pénétrable en utilisant du cholestérol par exemple. La membrane ne doit donc étre ni trop
rigide ni trop fluide ce qui implique une bonne maitrise de la phase membranaire en vue d’une

application in vivo des liposomes [11].
Le choix des lipides permet d’obtenir un type d’agrégat en particulier et de controler les

propriétés physicochimiques Mais si la nature des lipides détermine les propriétés de la

membrane, le type de morphologie est défini par la méthode de préparation des liposomes.

2 Préparation des liposomes

Le mode de préparation permet non seulement de définir la taille ou le nombre de membranes
des vésicules mais aussi d’encapsuler des composés a I’intérieur des liposomes [8]. De fagcon
générale les critéres de taille et de nombre de membranes sont utilisés pour classer les
différents types de vésicules. Les MLV (Multi Lamellar Vesicle, vésicule multilamellaire)
sont des vésicules constituées de plusieurs membranes, concentriques, qui apparaissent
emboitées les unes dans les autres; les LUV (Large Unilamellar Vesicle, vésicule
unilamellaire de grande taille) des vésicules constituées d’une seule membrane de grande
taille (>60-100nm) et les SUV (Small Unilamellar Vesicle, vésicule unilamellaire de petite

taille ou Sonicated Unilamellar vesicle, vésicules unilamellaires soniquées) sont des vésicules
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de petite taille (30-60nm), unilamellaires qui sont obtenues par sonication en général. Les
GUYV (Giant Unilamellar Vesicle, vésicules géantes unilamellaires) sont des unilamellaires de
tres grande taille (de 1 a 100 pm). La plupart de ces structures ne se forment pas
spontanément en solution aqueuse et nécessitent la mise en ceuvre d’un certain nombre de
procédés. Deux grandes étapes peuvent étres distinguées lors de la synthése des liposomes :
une phase d’hydratation des lipides et une phase de calibration de la morphologie des

vésicules.

2.1 Hydratation des lipides

Les lipides ne sont pas solubles en milieu aqueux et donc 1’hydratation directe des lipides sous
forme de poudre ne se fait pas de fagon idéale. D’une part il se forme des structures
encapsulant des lipides non hydratés et d’autre part certains composés tels que le cholestérol,
qui va former des microcristaux lors de tels traitements, ne se mélangent pas correctement
avec les autres lipides. Deux solutions peuvent étre envisagées : dispersion des agrégats
lipidiques dans un exces de détergent ou solubilisation des lipides dans un solvant organique
suivi d’une étape d’hydratation.

La dissolution des mélanges de lipides dans un exces de détergent va permettre de casser ces
agrégats et de disperser les lipides dans des micelles. Il se forme alors des micelles mixtes
lipides-détergent en équilibre avec des monomeres de détergent.

Dans un deuxiéme temps le détergent est éliminé, par exemple par dialyse, de fagon continue
et controlée, ce qui conduit a la formation de bicouches mixte lipide-détergent puis de
membranes sans détergent. Cette méthode est la synthese de liposomes par élimination de

détergent [12-14].

BRI B
ey ﬁzﬁzﬁzﬁz SoRR

Micelle Micelle saturée Vésicule saturée Vésicule
détergent-lipides en lipides en détergent

Figure I-8 : Formation de membrane lipidique par élimination de détergent.
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Les vésicules ainsi obtenues sont majoritairement unilamellaires et leur taille varie en
fonction des conditions de la dialyse: vitesse de dialyse, ratio lipide-détergent... Cette
méthode peut aussi étre utilisée sur des liposomes déja formés dont on veut changer les
caractéristiques.

Une autre solution pour s’affranchir du probléme de I’immiscibilité dans 1’eau est de
dissoudre les lipides dans des solvants organiques tels que chloroforme ou I’éther. Les
solutions-mere de chacun des lipides ainsi obtenues pourront alors étre mélangées dans des
quantités calculées pour obtenir des associations de lipides aux proportions contrdlées. Le
passage en milieu aqueux se fait principalement de deux manicres : soit par la méthode dite de
réhydratation de film lipidique, soit par la méthode d’inversion de phase.

Dans la méthode de réhydratation de film lipidique [15, 16], les différents lipides sont
mélangés dans un ballon et le solvant organique est complétement évaporé. Les lipides
forment alors un film sec sur les parois du récipient. Ce film est resuspendu par réhydratation
avec un solvant aqueux et simple agitation a une température supérieure a la température de
transition de phase. Les liposomes formés sont des MLV qui présentent des tailles et des
nombres de membranes tres hétérogenes et possedent un volume aqueux interne relativement
faible par rapport a la quantité de lipides

Dans la méthode de réversion de phase, les lipides sont dissous dans un solvant organique
insoluble dans 1’eau qui est en général de 1’éther, I’éther pouvant étre soit mélangé avec du

chloroforme soit ajouté apres 1’évaporation du chloroforme [17-19].
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Figure I-9 : Formation de membranes lipidiques par réversion de phase : A) dissolution des lipides en

solvant apolaire (ex éther) B) ajout d’une solution aqueuse C) sonication D) et E) évaporation du

solvant jusqu'a la formation de membrane.

Une solution aqueuse est ajoutée (en général un volume de phase aqueuse pour trois volumes
de phase organique) et I’ensemble est soniqué de fagon a former une émulsion. Il se forme
alors des gouttes d’eau dans lesquelles les lipides s’orientent avec leur téte hydrophile en
contact avec I’eau et leur queue hydrophobe en contact avec 1’éther. L’éther est ensuite
progressivement évaporé sous vide ce qui conduit a la formation de liposomes. Les vésicules
obtenues sont principalement unilamellaires et de grande taille malgré une certaine
hétérogénéité des populations de liposomes vis-a-vis de ces parameétres.

Il apparait donc que quelle que soit la méthode utilisée pour hydrater les lipides (dialyse de
détergent, réhydratation de film lipidique, inversion de phase) les liposomes présentent une
morphologie qui est peu contrdlée et peut étre inadaptée a certaines applications. La taille et le
nombre de membranes peuvent alors étre modifiés grace a des traitements mécaniques ou
physiques, les principaux étant les cycles de congélation-décongélation, I’extrusion et la

sonication [20].



2.2 Traitements mécaniques et physiques

Le premier type de traitement consiste a refroidir la solution jusqu’a congélation et a la
réchauffer pour qu’elle redevienne liquide [21, 22]. Sous l’effet de la congélation les
membranes vont se casser puis se reformer lors de ’augmentation de température. Il en
résulte des distributions de taille plus homogeénes, mais non contrdlées. La maitrise du
diametre est alors obtenue par extrusion ou sonication.

L’extrusion permet une réduction de la taille des liposomes et du nombre de lamelles des
MLV. Les vésicules sont passées de fagon répétée, a une température supérieure a Ty, a
travers des pores de dimension définie ce qui conduit a la transformation mécanique par
cassure et reformation des grandes vésicules en vésicules plus petites [23-26]. Pour des tailles
d’environ 100 nm les liposomes sont majoritairement unilamellaires. L’extrusion est en
général réalisée dans un extrudeur, un appareil constitué de deux seringues situées face a face,
séparées par un systeéme contenant une membrane aux pores calibrés. La solution est passée
de fagon répétée d’une seringue dans 1’autre en passant a travers la membrane. Cette méthode
est employée pour former des vésicules jusqu'a 100nm. Pour obtenir des diametres inférieurs
les vésicules sont en général soniquées.

La sonication consiste a soumettre une solution de liposomes a des ultrasons, c'est-a-dire a
leur fournir une importante quantité d’énergie directement ou indirectement. Dans le premier
cas, la pointe du sonicateur est plongée dans la solution, dans le second cas le tube contenant
I’échantillon est placé dans un bain a sonication. Cette méthode du bain a sonication ne
produit en général pas suffisamment d’énergie pour former des solutions homogenes de petite
taille. La pointe a sonication apporte beaucoup plus d’énergie. Ce traitement provoque la
rupture des vésicules et la formation de vésicules unilamellaires de petite taille de 1’ordre de
20-60 nm de diametre [27]. Ces dimensions sont les plus faibles qu’il est possible d’obtenir
pour des liposomes. Il en résulte une courbure importante de la membrane et un volume
interne faible.

Les méthodes de synthese des liposomes consistent donc a hydrater les lipides avec une
solution aqueuse pour former des systemes membranaires et a calibrer leur morphologie grace
a des traitements physiques ou mécaniques. Il en résulte des vésicules constituées de
membranes délimitant un intérieur d’un extérieur aqueux et donc une compartimentation du
milieu utilisé pour la réhydratation. Un composé d’intérét présent dans la solution aqueuse

peut donc étre inséré de facon simple, lors de la synthése, a I’intérieur des liposomes. Cette
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propriété d’encapsulation a conduit a ’utilisation des liposomes comme systeme de transport

de composés thérapeutiques ou pour I’imagerie.

2.3 Encapsulation de composés a l'intérieur des liposomes

Divers types de composés thérapeutiques peuvent €tre associés aux liposomes et ceci de
manicre différente selon qu’ils sont hydrophiles, hydrophobes, susceptibles d’étre liés de
maniére covalente ou électrostatique a la membrane ou encore que ce soit des bases faibles.

Les composés hydrophiles peuvent étre encapsulés de facon passive lors de la synthése dans
I’intérieur aqueux de la vésicule [28-32]. Il suffit d’ajouter le composé d’intérét a la solution
aqueuse avec laquelle les lipides sont réhydratés. Comme les liposomes vont compartimenter
le milieu, la concentration du composé dans I’intérieur aqueux est celle de la solution.
L’élément a encapsuler peut aussi étre ajouté aux vésicules avant traitement mécanique. Les
ruptures et reformations de membranes conduisent alors a 1’homogénéisation du milieu
interne avec le milieu externe. Une fois que les liposomes ont la morphologie souhaitée, les
vésicules chargées sont séparées des composés non encapsulés, par filtration sur gel [33],
dialyse, filtration ou sur colonne échangeuse d’ion... La fraction de composés encapsulés est

celle contenue dans le volume interne des vésicules.
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Figure [-10: Encapsulation passive des composés A) synthése des liposomes qui vont

compartimenter la solution B) élimination des composés non encapsulés.

Ainsi I’efficacité d’encapsulation, c'est-a-dire la quantité de substances encapsulées par
rapport a la quantité initiale présente dans la solution, est en général faible mais peut étre
améliorée en augmentant la concentration en liposomes. Du point de vue de I’efficacité
d’encapsulation I’inversion de phase fait exception et peut atteindre des rendements proches

de 100% [8, 34]. Mais si la morphologie des vésicules est inadaptée aux applications
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souhaitées, les traitements mécaniques utilisés pour la calibration vont conduire a une
équilibration des concentrations internes et externes des liposomes et donc a une quantité
encapsulée faible. Ces méthodes de charge de composés par compartimentation présentent
I’avantage de ne rajouter qu'une étape de séparation des éléments non encapsulés aux étapes
de synthése mises en ceuvre pour la formation des liposomes. La méthode d’encapsulation
passive présente I’avantage de la simplicité, du contrdle de la concentration, qui est celle du
tampon, mais conduit, a part pour la réversion de phase, a des pertes importantes des
composé€s non encapsulés.

Dans le cas particulier des bases faibles, I’efficacité d’encapsulation peut atteindre 100%
c'est-a-dire que la totalit¢ du composé présent dans la solution peut €tre insérée dans les
vésicules. La charge est réalisée dans des liposomes déja formés a I’intérieur desquels le pH
est acide (pH=~4-5) alors que le pH du milieu est plus basique (pH=<7-8) [35]. Au pH de la
solution la base est en équilibre BH™ «>B. La forme neutre peut traverser la membrane, se
charge positivement (se protone) dans l’intérieur acide du liposome et est maintenue a
I’intérieur de la vésicule. De grandes quantités de composés peuvent ainsi étre encapsulées
mais ne sont pas retenues efficacement lorsque le gradient de pH s’estompe. Pour remédier a
ce probléme il est possible de faire précipiter la base chargée en ajoutant un anion dans la
vésicule. Dans certains cas le composé précipité va méme cristalliser a 1’intérieur du liposome
[36-40]. Le principe de la charge de bases faibles grace a un gradient de pH peut s’appliquer a
des acides faibles mais n’est pas utilisé car les acides faibles ne forment pas de précipités avec
des cations. Cette méthode d’encapsulation de bases faibles grace a un gradient de pH est dite
active par opposition a 1’encapsulation par compartimentation du milieu qui est dite passive.

L’exemple le plus caractéristique est la doxorubicine.

Figure I-11 : Encapsulation de bases faibles via un gradient de pH.
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Ces deux procédures utilisent I’intérieur aqueux des liposomes pour constituer un réservoir de
composés d’intérét. Il existe un cas particulier d’utilisation de I’espace interne du liposome
qui fait appel a une méthode de synthése singulicre. Il s’agit de I’encapsulation de particules
d’oxyde de fer pour obtenir des liposomes magnétiques donnant un signal en IRM. Ces
particules, qui peuvent aussi étre chargées de facon passive, sont encapsulées par une méthode
de dialyse de détergent et échange de lipides. Des agrégats de particules de fer sont recouverts
d’une bicouche d’acide laurique, un acide gras. Des liposomes constitués de lipides a courtes
chaines hydrophobes sont ajoutés et le mélange est mis a dialyser. Au fur et & mesure de
I’élimination de I’acide laurique des lipides vont s’échanger des liposomes vers les particules

jusqu'a former une membrane a leur surface [41-44].

Figure 1-12 : Synthése de magnétoliposomes par dialyse de détergent et transfert de lipides A)
mélange de nanoparticules de fer couvertes d’une bicouche d’acide laurique (vert) avec des liposomes

(violet) B) dialyse de 1’acide laurique et transfert de lipides a la surfaces des particules.

Les objets obtenus sont considérés comme des liposomes encapsulant des particules méme si

leur morphologie n’est pas celle d’une spheére mais celle des agrégats d’oxyde de fer et qu’il
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s’agit plus précisemment de particules d’oxyde de fer enrobées de bicouches de
phospholipides.

Pour la plupart des substances solubles en milieu aqueux, 1’espace interne des liposomes est
utilisé comme réservoir ou sont accumulés les composés d’intérét D’autres composés sont
plutdt associés a la surface de la membrane : ils interagissent de fagon électrostatique ou sont
liés covalement a des lipides ou d’autres types d’ancres hydrophobes.

Pour les substances insolubles en milieu aqueux, 1’incorporation n’est possible que dans
I’espace interne, hydrophobe, de la bicouche. Ces composés sont associés soit par liaison
chimique soit par interactions hydrophobes avec les chaines alkyle des lipides [45-47]. Dans
ce cas ces substances sont dissoutes et mélangées aux lipides en solvant organique et
s’associent aux parties apolaires constituant 1’intérieur de la membrane lors de la
réhydratation. Les inconvénients majeurs de 1’encapsulation de ces composés concernent les
quantités encapsulées et la stabilité de cette insertion. En effet le volume disponible pour de
telles substances est limité au volume interne de la membrane et est donc restreint. De plus les
composés amphiphiles présentent un coefficient de partage entre les lipides et I’eau et certains
ne seront pas retenus lors d’une dilution, par exemple lors d’une injection dans la circulation
sanguine chez un étre vivant.

La comparaison des différentes méthodes indique qu’a 1’exception des cas particuliers des
bases faibles et des interactions électrostatiques ou les composés sont insérés ou assocics a
des vésicules déja formées, 1’encapsulation est tres liée a 1’étape de formation des liposomes.
Pour des applications comme systéme de transport de composés thérapeutiques ou d’imagerie
in vivo les liposomes doivent avoir une morphologie bien définie et subissent des étapes de
traitements mécaniques, extrusion ou sonication qui induisent une équilibration des
concentrations internes et externe des composés hydrophiles. La quantité de substances
encapsulées est alors d’autant plus importante que la concentration en lipides est élevée car la
somme des volumes internes (pour les composés hydrophiles) ou des espaces hydrophobes
des bicouches (pour les composés apolaires) est alors plus importante.

La synthe¢se des liposomes permet donc d’obtenir des objets de morphologie variable et
controlée, et de leur associer des composés pour les utiliser comme réservoir. Ces avantages,
ajoutés au fait que les lipides sont pour la plupart biocompatibles, a conduit a les utiliser
comme systeme de transport de composés thérapeutiques ou d’imagerie chez les étres vivants.
Mais le milieu biologique est un environnement qui a évolué en mettant en place des systémes

de défense contre I’intrusion d’¢éléments étrangers. Il en résulte un certain nombre de
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contraintes quant a la formulation des vésicules, en particulier vis-a-vis de la taille ou de la

composition chimique, pour I’utilisation des liposomes dans ce milieu hostile.

3 Les liposomes comme systéme de transport de composés
thérapeutiques chez les étres vivants.

Le probleme des effets secondaires associés a certains médicaments a conduit a proposer
I’utilisation de systémes de transport de composés thérapeutiques. En effet, lors de son
ingestion, un médicament se dilue dans tout I’organisme pour agir sur la zone a traiter mais
peut parfois avoir des effets déléteres non désirés en d’autres endroits. Une solution peut étre
d’associer ce composé a un systetme de transport pour éviter sa dilution et permettre
I’acheminement du médicament a travers 1’organisme jusqu'au site a traiter [48]. Le systeme
de transport doit donc garder le composé encapsulé de fagon stable, pour soit le protéger du
milieu extérieur soit protéger le milieu biologique des effets nocifs du médicament [49]. 1l
doit aussi posséder une affinité pour une zone de 1’organisme et rester le plus longtemps
possible dans la circulation sanguine (dans le cas d’une injection autre que localisée) pour
pouvoir atteindre sa cible. Enfin, une fois arrivé au niveau de la zone a traiter, il doit délivrer
le médicament [50]. La possibilité d’encapsuler des composés, de contrdler la morphologie et
les propriétés physicochimiques des vésicules ainsi que le caractére biocompatible des lipides
ont conduit a utiliser les liposomes comme systéme de transport de médicaments dans les
organismes vivants [51-54]. Dans ce milieu biologique, les caractéristiques des liposomes
utilisés sont dictées par la nécessité de passer outre les différentes barrieres de I’organisme.

In vivo les liposomes sont dilués dans les fluides biologiques, dans lesquels un certain nombre
de facteurs vont menacer I'intégrité des vésicules et la stabilité de I’encapsulation. Ces
parametres peuvent étre évalués in vitro. D autres facteurs, mis en place pour lutter contre les
¢léments étrangers, vont conduire a 1’élimination des vésicules de la circulation ou de

I’organisme et sont surtout évalués in vivo.

3.1 Comportement des liposomes dans les fluides biologigues

La mise en contact des liposomes avec les fluides biologiques a des conséquences sur la
stabilité¢ de 1’encapsulation et sur la composition en lipides des vésicules. Les effets de ces

fluides sur la stabilité¢ des liposomes sont donc évalués en sérum c’est a dire dans un milieu
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sans cellules. En effet, les interactions avec les cellules autres que les échanges de lipides (qui
ont une influence sur le maintien d’une composition lipidique controlée [55]) sont
I’adsorption, I’internalisation ou la fusion qui vont conduire a une élimination des liposomes
de la circulation et non pas a une altération de leur intégrité. Les atteintes a 1’intégrité des
vésicules sont mises en évidence en général en suivant les pertes de composés encapsulés,
dans un milieu contenant du sérum.

La déstabilisation des liposomes est essentiellement due a des interactions avec des protéines
ou a des échanges de lipides. L’interaction avec les protéines peut étre de nature
¢lectrostatique ou hydrophobe et conduire a I’adhésion des protéines a la surface des
liposomes ou a leur pénétration a I’intérieur de la bicouche [56, 57]. Ces insertions ainsi que
les échanges de lipides sont les phénomeénes les plus déléteres pour les liposomes. Les
¢changes de lipides ont lieu avec d’autres éléments possédant des monocouches ou des
bicouches lipidiques c'est-a-dire les HDL (Hight density lipoprotein) ou les cellules. Ils
peuvent €tre causés par la partition des molécules entre les membranes et le solvant, avoir lieu
lors de collisions ou étre diis a une activité enzymatique. En effet, des protéines de transfert de
phospholipides peuvent reconnaitre les liposomes du fait de leur similarité avec les
monocouches des lipoprotéines, HDL ou LDL (Low density lipoprotein), et étre responsables
de ce transfert.

Il apparait que 1’état physique de la membrane a une influence sur la stabilité. Plus la
membrane est rigide et moins les pertes sont séveres. Les défauts dans la structure ou les
limites entre deux phases membranaires permettent une pénétration plus facile des protéines.
La stabilité est améliorée en utilisant des lipides a longues chaines saturées, pour avoir un
contact étroit entre lipides, en présence de cholestérol pour éviter la formation de phases gels
constituées de domaines de membranes planes avec des discontinuités aux limites de ces
domaines. Les échanges de lipides et les pénétrations des protéines dans les bicouches sont
donc limités lorsque la membrane est en phase liquide—ordonnée. L’utilisation de lipides
neutres permet en plus de limiter les interactions électrostatiques. Malgré cela les interactions
avec les protéines ne peuvent étre completement évitées en particulier celles avec les
opsonines. Cette classe particuliere de protéines a peu d’influence in vitro mais est impliquée

dans 1’élimination des liposomes in vivo.
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3.2. Le systeme immunitaire

L’élimination in vivo est parfois estimée in vitro en placant les liposomes avec des éléments
du systéeme immunitaire (macrophage, systétme du complément...) mais en général c’est la
répartition des vésicules dans l’organisme a différents temps aprés injection qui est
déterminée pour évaluer le comportement in vivo. L’administration de liposomes a un étre
vivant se fait soit directement au niveau d’un organe cible, dans le cas d’une injection
localisée, soit dans la circulation sanguine. Le passage intraveineux a pour objectif la
distribution des vésicules dans tout I’organisme en vue d’une accumulation au niveau d’une
zone d’intérét. Dans ces deux cas et plus particulierement pour le passage intraveineux, les
vésicules doivent avoir la durée de vie la plus longue possible pour avoir le temps d’atteindre
leur cible. Or leur survie se trouve limitée par le systétme immunitaire de 1’organisme, un
systéme de défense complexe mis en place pour faire face a I’intrusion d’éléments étrangers.
Les défenses de 1’organisme sont principalement constituées de mécanismes impliquant soit
des systemes cellulaires et certaines classes de protéines soit des barrieres physiques jouant le
role de filtres. Les principaux systémes cellulaires sont les cellules phagocytaires et les
lymphocytes T et B. Les protéines impliquées sont surtout les anticorps et les protéines du
complément.

Les lymphocytes et les anticorps sont impliqués dans la mise en ceuvre de la réponse
immunitaire spécifique d’un pathogéne (un élément étranger a l’organisme) précis. Les
lymphocytes T (LT) sont activés par des cellules phagocytaires qui présentent des antigenes,
c’est a dire des molécules ou fragment de molécules spécifiques du pathogeéne. Les LT8 vont
alors évoluer en LT cytolityques (capables de lyser une cellule) et une grande partie des LT4
en LTH (Helper) qui vont activer les lymphocytes B (LB). Ces derniers vont se spécialiser en
plasmocytes, des cellules qui vont produire et sécréter des anticorps spécifiques de 1'antigene

du pathogéne.
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Figure 1-13: Réponse immunitaire impliquant les lymphocytes

(http://www.medicopedia.net/Schemas/Reaction immunitaire.gif).
Les anticorps sont des protéines en forme de Y constitués de deux chaines lourdes (50kDa) et

de deux chaines légeres (25kDa). Chaque chaine légere est liée a une chaine lourde par un

pont disulfure et les chaines lourdes sont liées entre elles par un pont disulfure également.
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Figure I-14 : Représentation schématique d’une immunoglobuline (G).

Le site de reconnaissance de 1’antigeéne est constitué de I’association d’une chaine lourde et
d’une chaine 1égére. L’interaction avec la cible est trés spécifique et de haute affinité.

L’action d’une enzyme, la pepsine, donne deux types de fragments aprés coupure. Un
fragment, le F(ab’), qui conserve la capacité a lier I’antigéne et un autre, le Fc ou fragment
cristallisable, nomme¢ ainsi car il peut étre cristallisé.

La fixation de I’anticorps sur sa cible peut conduire a la précipitation ou I’agglutination de
I’élément pathogene, a D’activation de cascades de réactions impliquant le systéme du
complément ou encore a une prise en charge du pathogeéne par les cellules phagocytaires.

Les cellules phagocytaires (du grec phagein, manger et kytos, cellule) sont des cellules
impliquées dans I’ingestion et la dégradation des éléments pathogenes ainsi que dans la
présentation des antigénes aux lymphocytes [58]. Les cellules phagocytaires comprennent les
granulocytes et les macrophages. Ces derniers peuvent étre circulants ou fixés. Les cellules
phagocytaires circulantes sont trouvées dans le systeme sanguin et dans le liquide interstitiel
qui baigne les cellules. Les macrophages fixés sont localisés dans le systéme lymphatique
(thymus, rate, moelle, ganglions lymphatiques...) et dans le foie ou ils sont nommés cellules
de Kupffer. L’ensemble de ces cellules est couramment appelé RES (reticuloendothélial
system) ou MPS (monocytic phagocitosis system). Les cellules phagocytaires se lient aux

¢léments pathogenes, les internalisent et éventuellement les digérent mais n’agissent pas de
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facon spécifique d’un pathogéne. La reconnaissance des ¢léments a éliminer se fait par
I’intermédiaire de substances reconnues par les macrophages appelées opsonines (du grec
opsonein,-prépare pour manger).

Par définition les opsonines sont des molécules solubles qui, quand elles sont lides a des
particules, amplifient la prise en charge par les cellules phagocytaires. Cette classe de
molécule comprend des protéines impliquées dans les réactions immunitaires telles que les
anticorps (reconnus par les macrophages au niveau du Fc), les protéines du complément et des
protéines qui ne sont pas impliquées dans la défense de 1’organisme mais dont 1’interaction
avec les liposomes conduira a la prise en charge par les phagocytes.

Le systtme du complément est un ensemble de protéines qui peuvent permettre une
reconnaissance directe d’éléments étrangers et conduire a leur ingestion par les cellules
phagocytaires [59-63]. Ils peuvent aussi €tre activés par liaison avec les anticorps et, quelque
soit le mode de fixation sur le pathogene, peuvent conduire a une lyse de cellules pathogeénes
ou a une activation du systeme immunitaire. Les protéines n’appartenant pas au systéme
immunitaire mais pouvant jouer le role d’opsonines sont notamment des apolipoprotéines,
protéines associées au HDL, de la fetuin, une glycoprotéine, ou encore du facteur de von
Willebrand, une protéine d’adhésion. [64]. Les macrophages reconnaissent aussi des lipides,
les phosphatidylsérines, qui sont donc aussi des opsonines.

Le complément ainsi que les cellules phagocytaires sont aussi acteurs de I’inflammation, un
autre type de réaction immunitaire. Apres un stimulus inflammatoire (dans une zone autre que
la circulation), une infection microbienne par exemple, la présence de toxines est détectée. Il
en résulte une activation de protéines telles que celles du complément, une sécrétion de
facteurs de stimulation et une dilatation des vaisseaux sanguins. Cette vasodilatation
s’accompagne de la migration de cellules immunitaires, lymphocytes et macrophages, qui
vont passer de la circulation sanguine vers la zone a traiter. Pour cela les cellules de la paroi
des vaisseaux sanguins expriment des molécules d’adhésion telles que les I-CAM sur
lesquelles se fixent les cellules immunitaires avant de traverser la paroi des vaisseaux.

Toutes ces réactions de défense de I’organisme impliquent donc des interactions coordonnées
entre différents acteurs de I’'immunité, phagocytes, lymphocytes, anticorps, systetme du
complément... pour aboutir a des réactions peu spécifiques ou bien tres ciblées. Ils mettent en
jeu des systemes protéiques et cellulaires pour réaliser des mécanismes actifs d’élimination.
Un autre mode de lutte contre les intrusions dans I’organisme met en jeu des mécanismes
passifs. Les éléments ayant réussi a entrer dans 1’organisme sont confrontés a des systémes de

filtration. Les objets de grande taille (> 7-10um) sont retenus au niveau des fins capillaires de
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I’organisme alors que ceux de petite taille (< 70nm) vont étre éliminés de la circulation au
niveau des reins ou du foie.

L’organisme posseéde donc un ensemble de systemes, actif ou passif, spécifique ou non
spécifique d’un type de pathogene, pour se défendre de I’intrusion d’élément étranger. Le
systéme immunitaire contribue donc, et de fagon trés importante, a 1’élimination de liposomes
administrés a un organisme vivant. En effet pour apporter des liposomes au niveau d’une zone
déterminée le moyen le plus simple est une injection intraveineuse qui sera suivie d’une
accumulation au niveau de la zone cible aprés circulation dans le flux sanguin. Aprés
injection, les vésicules se trouvent alors au contact des éléments du sang, protéines

plasmatiques et éléments du systéme immunitaire.

3.3 Comportement des liposomes in vivo

L’entrée des liposomes dans le milieu sanguin s’accompagne d’une altération de la stabilité
des vésicules ainsi que d’une prise en charge par le systtme immunitaire, des effets qui
peuvent étre en partie limités grace a une composition lipidique appropriée. Lors de cette
entrée il y a deux réactions prédominantes : interaction avec les lipoprotéines du sang et avec
les opsonines. Le premier type de réaction implique un échange de lipides et une
désintégration possible des liposomes alors que le second type implique adsorption,
intercalation ou fixation électrostatique de molécules marqueurs (anticorps, fixés de fagon
spécifique ou aspécifique, protéines du complément...) qui, aprés interaction avec un
récepteur situé sur un macrophage, conduit a une élimination des liposomes du flux sanguin
[65]. Les macrophages sont essentiellement les cellules de Kupfer ce qui explique que la
majorité des liposomes terminent leur course dans le foie. De plus les filtres de 1’organisme
vont éliminer les liposomes trop petits (< 70nm) ou retenir ceux qui sont trop grands (> 7
pum).

Des formulations de liposomes ont donc étés mises au point pour augmenter la durée de vie
en tenant compte des impératifs de /’in vivo [66]. L’interaction avec les protéines du plasma
dépend de 1’état physique de la membrane ainsi que de la charge de surface. Pour augmenter
la durée de vie des liposomes la membrane doit étre en phase liquide-ordonnée, c'est-a-dire la
plus rigide possible sans étre en phase gel, et ne pas présenter de charges en surface. Les
lipides utilisés sont alors des lipides neutres avec de longues chaines d’acides gras saturés
associés avec du cholestérol [67]. De plus les liposomes circulent d’autant plus longtemps

qu’ils sont petits. La taille doit donc étre la plus faible possible mais supérieure a 70nm pour
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¢viter d’étre €liminé par filtration. Une composition lipidique et une taille appropriées
permettent d’obtenir un temps de circulation de une heure ou plus pour des liposomes petits,
neutres et rigides. Ce temps est donc nettement supérieur aux quelques minutes observé pour
des liposomes fluides et chargés négativement. Néanmoins tous ces impératifs sur la rigidité,
la taille et méme la charge peuvent étre dépassés grace a I’utilisation de lipides dont la téte
polaire est liée a un polymere, le polyéthyléneglycol ou PEG [68]. Les temps de demi-vie des
liposomes ainsi obtenus, appelés Stealth® liposome (liposome furtif) ou Sterically stabilized

liposome (liposomes stabilisés de fagon stérique), peuvent aller jusqu'a une dizaine d’heures.

3.4 Stealth liposomes

L’augmentation importante de la durée de vie des liposomes in vivo obtenue par I’addition de
lipides-PEG est due a la formation d’une barriere stérique qui permet de limiter les
interactions de la membrane des vésicules avec les éléments du sang et du systeéme
immunitaire [69]. Les premicres tentatives de couverture de la surface ont étés réalisées avec
des glycolipides, tels que les gangliosides G, ou des lipides inositol [70]. Ces formulations
permettent d’obtenir des temps de demi-vie allant jusqu'a dix heures mais conservent les
impératifs de taille, rigidit¢ membranaire et absence de charges de surface. L’utilisation de
lipides dont la téte polaire est modifiée par greffage de PEG permet d’augmenter le temps de
survie dans la circulation et ceci méme si la membrane est en phase fluide ou n’est pas
¢lectriquement neutre [71-76]. Le PEG est un polymere qui est greffé de fagon simple sur des
PE. Le lipide modifié qui en résulte a une téte polaire volumineuse, ce qui influence la
quantité de lipides PEG qui peut étre insérée dans la membrane. La quantité de ce lipide
associé a la membrane conditionne quant a elle la conformation du polymere. Utilisé dans des
proportions appropri€es il permet une protection de la membrane et une augmentation du
temps de circulation dans le flux sanguin qui peut étre mise a profit pour cibler certaines
zones de I’organisme.

Le PEG est un polymere constitué par la répétition d’unités ethyléne oxyde —(CH,-CH;-O),-.
Il est inerte chimiquement et soluble dans 1’eau. Il est en général associé aux liposomes grace
a un greffage covalent a des lipides qui ’ancrent a la membrane. Une facon simple de réaliser
ce couplage est de lier le PEG au NH; terminal d’une PE [73, 77]. Une extrémité de la
molécule de PEG est alors terminée par un acide carboxylique, activée par du NHS. Lors du

couplage il y a élimination du NHS et formation d’une liaison -CO-NH-.
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Figure I-15 : Synthese de lipide PEG par greffage d’un PEG sur 1’amine d’une PE (n correspond au

nombre de répétition de I’unité oxyde d’éthyléne).

Les PEG les plus utilisés ont des masses de 750 g/mole, 2000 g/mole ou 5000 g/mole ce qui
correspond a un nombre d’unité éthyléne oxyde n= 16, 45 et 113 respectivement. Le lipide
résultant a une téte polaire volumineuse et la géométrie qui en résulte est celle d’un cone
inverse. Ces lipides PEG se comportent donc comme des détergents. Ils présentent une CMC,
de I’ordre du uM [78, 79] au dela de laquelle ils forment des micelles. Plus la chaine de PEG,
hydrophile, est grande (ou plus les chaines hydrophobes sont courtes) et plus la CMC est
¢levée. Cette tendance a se comporter comme un détergent a des conséquences sur la quantité
de lipides PEG qui peut étre associée a la membrane.

Lorsque des mélanges de lipides sont réalisés avec des quantités croissantes de lipides-PEG,
différents types de structures sont formés. A faible quantité il y a formation de liposomes avec
les lipides PEG insérés dans les membranes. Au-dessus d’une certaine concentration il y a
coexistence de liposome-PEG et de micelles et enfin au dela d’une deuxieéme concentration

seuil il n’y a plus que des micelles de lipides PEG dans lesquelles sont dissouts les lipides
[80-89].
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Relative Intensity

Figure 1-16 : Pics de diffusion dynamique de la lumiére
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Figure 1-17 : Fraction de lipides PEG sous forme de micelles en fonction de la proportion de lipides

PEG pour des mélanges DPPC / PE-PEG350 (cercles pleins) ou DPPC / PEG 2000 (triangles pleins).

[85].

La proportion de lipides PEG au-dela de laquelle il y a micellisation est fonction de la taille

des PEG et des chaines hydrophobes. Pour du DPPE-PEG (chaine hydrophobe a 16 carbones)

ces valeurs sont d’environ 20%, 6% et 3% pour des PEG 750, 2000 et 5000 respectivement.

Lors de la formulation des liposomes, les proportions utilisées sont donc inférieures a ces

valeurs-seuil.

42



La quantité¢ de lipides-PEG présents dans la membrane a quant a elle une influence sur la
conformation des chaines de PEG. Il existe deux types de conformation : champignon

(mushroom) et brosse (brush) [82, 90-94].

R TR N N T R )
W

Mushroom Brush

Figure I-18 : Représentation schématique des conformations “mushroom” et “brush” des PEG.

A faible densité de lipides-PEG, les molécules de polymeére qui sont trés flexibles ne sont pas
génées par les molécules voisines et adoptent une conformation libre et aléatoire. La forme
générale ressemble alors a un champignon. Pour des densités de PEG plus élevées, les chaines
de polymére vont interagir entre elles et, du fait de cette géne stérique, adopter une
conformation étendue dite brosse. Cette transition est fonction de la densité de lipides PEG et

de la taille du polymere (figure 19).
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Figure 1-19 : Conformation du PEG en fonction de la taille du polymeére et de la quantité de lipides

PEG présents dans la membrane (Kenworthy et al. 1995, biophysical journal).

La concentration en lipides-PEG a donc une influence sur la conformation du polymere et sur
son insertion dans la membrane. A faible concentration les lipides PEG sont associés aux
liposomes et le polymeére est en conformation champignon. L’augmentation de Ila
concentration conduit au passage des PEG en conformation brosse puis a une répartition des
lipides-PEG entre la membrane des liposomes et des micelles de lipides—PEG. Les hautes
concentrations en lipides-PEG conduisent a une dissolution des liposomes dans les micelles.
Les lipides—PEG sont donc utilisés dans des proportions telles qu’il n’y ait pas formation de
micelles. Le polymeére forme alors une couche en surface de la membrane qui va protéger les
vecteurs d’une élimination rapide du flux sanguin.

L’augmentation de la durée de vie des liposomes est en général expliquée par une diminution
des interactions avec les éléments du milieu environnant, en particulier ceux du milieu
sanguin [95, 96]. La couche de PEG limite 1’accessibilité et donc I’association des protéines
du sang, et notamment des opsonines, avec la membrane des vésicules. Le polymére en
surface permet aussi une répulsion stérique des liposomes avec les récepteurs membranaires
situés a la surface des macrophages. Malgré cette protection stérique, des protéines du sang
peuvent s’associer a la membrane et, aprés un certain temps, les vecteurs sont €liminés de la
circulation. Des demi-vies de 2 a 24 heures ont étés observées chez la souris et chez le rat [95,
97-99]. Ces durées de circulations élevées sont une condition nécessaire pour permettre

I’accumulation au niveau de la zone de ciblage des liposomes.
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Les petites tailles et un temps de circulation élevé sont des caractéristiques qui suffisent pour
conférer aux liposomes une affinité pour les zones présentant un endothélium lache. A
certains endroits, les cellules de la paroi des vaisseaux sanguins sont moins jointives ce qui
permet le passage de gros objets par diffusion a travers les pores ainsi formés dans
I’épithélium [100-103]. C’est donc I’augmentation du temps de circulation qui permet une
accumulation progressive par diffusion aléatoire des vésicules au cours des différents
passages au niveau des zones présentant un épithélium lache. Ce ciblage passif est nommé
EPR (enhanced permeability and retention effect, effet de perméabilité et rétention
augmentée) car les particules peuvent traverser 1’épithélium mais aussi s’accumuler dans le
compartiment situé de 1’autre coté du vaisseau. Ce phénomene s’observe dans les zones
d’infection, d’inflammation mais surtout dans les tumeurs solides [104]. Dans ce cas
I’épithélium est perméabilisé pour maintenir un approvisionnement important en nutriment et
permettre ainsi une croissance rapide de la tumeur. La taille de ces pores est comprise entre
380 et 780nm [105, 106] ce qui implique une contrainte sur la taille des objets qui pourront
s’accumuler au niveau de ces cibles [107].

Les lipides-PEG sont donc suffisants pour permettre un ciblage dit passif, comme dans le cas
de I’EPR pour cibler des zones de tumeur, d’inflammation ou des organes d’excrétion, mais
dans les autres cas le ciblage doit étre actif c'est-a-dire qu’il nécessite 1’addition d’un élément

d’adressage.

4 Adressage des liposomes grace a I'addition de ligands.

Le vecteur de composés thérapeutiques idéal doit non seulement transporter le médicament
mais aussi I’amener de fagon sélective jusqu’aux cellules a traiter. Des procédures ont donc
été développées afin de conférer aux liposomes une spécificité pour certaines zones de
I’organisme. Elles consistent, dans le cas du ciblage dit actif, a associer a la surface des
membranes un composé ou ligand, spécifique d’un type de cellules [108]. Dans la quasi-
totalité des cas le ligand est lié de facon covalente sur la téte polaire d’un lipide qui est soit
constitutif du liposome soit inséré ultérieurement dans la membrane. Si cette molécule
associée aux vésicules peut étre le ligand naturel d’un récepteur cellulaire, 1’élément

d’adressage est le plus souvent un anticorps sélectionné, dirigé contre une cible choisie.
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4.1 Couplage du ligand aux lipides

Le ciblage nécessite une association forte de 1’élément d’adressage au liposome qui est obtenu
par greffage du ligand sur un lipide. Dans un premier temps la sélectivité pour une cible était
obtenue par adsorption d’anticorps a la surface des liposomes de fagon non spécifique, via des
interactions hydrophobes ou électrostatiques [109]. Ces procédures étant peu reproductibles et
difficiles a appliquer a de petites molécules, des techniques de conjugaison ont été
développées. Une ancre hydrophobe est en général ajoutée au ligand pour permettre son
association au liposome. Il s’agit la plupart du temps d’un lipide constitutif de la membrane.
La liaison entre un lipide et un ligand nécessite alors I’introduction sur les lipides et / ou sur
les ligands de groupements chimiques ou de fonctions permettant une liaison covalente ou
d’affinité [110].

Les méthodes de conjugaison sont basées sur trois réactions principales qui sont efficaces et
sélectives : réaction entre un acide carboxilyque activé et une amine qui donne une liaison
amide, réaction entre un pyridyldithiol et un thiol pour former un pont dissulfure et réaction

entre un maleimide et un thiol pour réaliser une liaison thioéther [111-115].
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Figure 1-20 : Principales réactions chimiques utilisées pour réaliser le couplage ligand-lipide. R; et R,

peuvent étre un lipide ou un ligand.
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D’autres groupements chimiques sont parfois utilisés tels que des hydrazides qui se lient sur
des sucres oxydés, présents notamment sur le Fc des anticorps.

H o g H
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~ —
R " ONH, + H)LR RN
0 2 0
Figure I-21 : Réaction d’une hydrazide avec un aldéhyde (en général un sucre oxydé¢) [111].

Des interactions non covalentes mais de trés haute affinité peuvent aussi étre choisies pour
associer un ligand a un lipide. C’est le cas notamment des interactions entre la streptavidine et

la biotine ou entre la proteine A et un anticorps [116].

Streptavidine

HNJJ\NII
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0

Figure I-22 : Réaction biotine streptavidine. La streptavidine sert d’intermédiaire pour associer deux

¢léments liés a de la biotine. R, et R, peuvent &tre un lipide ou un ligand.

Lorsqu’une des fonctions nécessaire pour le couplage n’est pas présente, elle est ajoutée grace
a des linkers bifonctionnels c'est-a-dire possédant deux fonctions chimiques séparées par un
espaceur. Pour des ligands protéiques, et en particulier des anticorps, les linkers sont liés a des

amines ou parfois a des thiols.
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(Succinimidyl 4-[p- (N -Succinimidyl 3-(2-pyridyldithio)-
maleimidophenyl]butyrate) propionate)

Figure 1-23 : Exemples de réactifs bifonctionnels.
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Dans le cas des lipides, la PE est le plus souvent utilisée car elle présente une amine sur
laquelle peut étre 1ié¢ un acide carboxylique activé. Lorsqu’il faut utiliser un linker, 1’espaceur
est en général un PEG de grande taille. En effet la couche de PEG ajoutée en surface du
liposome pour permettre une prolongation de la durée de vie dans 1’organisme peut masquer
un ligand lié au niveau de la membrane [117, 118]. Pour éviter cette géne stérique les
fonctions permettant d’attacher les éléments de ciblage sont situées a I’extrémité d’un PEG de
facon a exposer les ligands au-dela de la couche de polymere. L’addition de PEG
fonctionnalisé sur un lipide est réalisée en général en solvant et le lipide résultant est ainsi

conditionné prét a I’emploi.
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Figure 1-24 : Schéma de quelques réactions utilisées pour lier une protéine sur un lipide : de haut en

bas : réaction maleimide-thiol ; thiol-maleimide ; hydrazine-aldéhyde ; biotine-streptavidine-biotine.

Les différentes procédures de couplage permettent donc une liaison covalente ou de tres forte
affinité entre un ligand et un lipide modifié. Ce dernier permet d’ancrer 1’élément d’adressage
dans la membrane et ainsi d’associer le ligand au liposome. De méme qu’il existe plusieurs
manicéres de lier un ligand a un lipide, il existe différentes fagons d’associer les ligands aux
vésicules selon les séquences d’insertion du lipide dans les vésicules et de couplage du ligand

avec son lipide.

4.2 Association du ligand aux liposomes
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Trois modes d’association ligand —liposome peuvent étre distingués : liaison du ligand sur les
vésicules, liaison du ligand sur un lipide puis insertion dans des vésicules préformées ou
mélange des lipides-ligand aux lipides en solvant organique et synthése des liposomes. La
procédure la plus utilisée consiste a lier le ligand a des vésicules préalablement synthétisées.
Elles posseédent dans leur membrane un lipide qui expose a la surface de la membrane un
groupement permettant la liaison. L’¢lément d’adressage est donc couplé a un lipide
initialement présent dans la membrane des vésicules. Une alternative a cette procédure est de
lier le ligand a un lipide qui sera ensuite associé aux vésicules. Cette technique dite de post-
insertion consiste a lier 1’élément de ciblage a des micelles de lipides-PEG. Ces micelles
fonctionnalisées sont ensuite incubées avec des liposomes préformés. Les lipides-PEG-ligand
sont alors échangés des micelles vers la membrane des liposomes dans laquelle ils s’inserent

[119-122].

Figure [-25: Association d’un élément d’adressage sur un liposome A) greffage sur un lipide
constitutif d’un liposome préformé B) post insertion : couplage du ligand sur des micelles de lipides-

PEG et transfert de ces lipides fonctionnalisés sur des liposomes.
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Pour de petites molécules qui sont solubles et conservent la propriété de reconnaissance de
leur cible en solvant organique, le couplage sur un lipide peut étre réalisé dans un tel milieu.
Les lipides fonctionnalisés peuvent ensuite étre dissous en solvant organique avec les autres
lipides pour réaliser la synthése des liposomes. [123].

Dans le cadre de l’association de 1’élément de ciblage aux vecteurs le cas des protéines
membranaire peut €tre mentionné. Il s’agit le plus souvent de protéines virales et les
liposomes incorporant de telles protéines sont appelés virosomes. Ces éléments de ciblage
sont associés aux vésicules au cours de leur formation.

11 existe donc différentes procédures de couplage pour associer un ligand aux liposomes. Le
choix d’une méthode de liaison est influencé par la nature du ligand sélectionné et est fonction

de contraintes relatives a la quantité et a la nature des fonctions chimiques disponibles.

4.3 Les ligands utilisés

Les ligands sont initialement choisis pour leur capacité¢ a se lier a des récepteurs ou des
antigénes accessibles depuis la circulation, et exprimés soit uniquement au niveau des cellules
a cibler soit surexprimés au niveau des cellules-cibles. Ces récepteurs doivent étre présents en
quantité¢ importante et éventuellement permettre 1’internalisation des vecteurs. Les ligands les
plus utilisés sont les anticorps et les éléments de ciblage peuvent alors étre distingués selon

qu’ils sont des anticorps et dérivés d’anticorps ou des molécules non-anticorps.

4.3.1 Les ligands autres gue les anticorps

Les ligands non-anticorps sont en général plus petits que les anticorps et plus faciles a
manipuler. Il s’agit surtout de ligands connus de certains récepteurs comme le folate ou la
transferine qui se lient a leur propre récepteur, de peptides tel que le RGD [124] qui se lie aux
intégrines, de sucres comme les selectines qui interagissent avec des molécules d’adhésion
[125], ou d’oligonucléotides tels que les aptameres. Exceptés les aptameres, ces ligands
(folate, transferine RGD, selectine) ciblent des récepteurs surexprimés par les cellules dans
certaines conditions telles que 1’inflammation (sélectine), ’activation plaquettaire (RGD)
mais surtout les cas de tumeur (folate; transferine, RGD). L’utilisation de ces ligands est
limitée par le fait que les récepteurs ciblés sont surexprimés dans les conditions pathologiques

mais sont aussi présents sur des cellules saines.
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Dans le cas de cibles pour lesquelles aucun ligand n’est connu et en particulier pour les cibles
spécifiques d’une zone pathologique, il est possible de créer les éléments de ciblage
appropriés. Il s’agit, pour de petites molécules autres que les anticorps, des aptameres et de
peptides. Les aptameres sont des oligonucléotides synthétiques qui peuvent potentiellement
reconnaitre toutes les cibles existantes [126-128]. Ils sont obtenus par la combinaison au
hasard de nucléotides suivie d’une sélection basée sur leur capacité a reconnaitre une cible
déterminée. Dans le cas de peptides une technique de phage display permet aussi de créer des
ligands pour des cibles d’intérét. Des séquences peptidiques sont générées de fagon aléatoire
et exprimées a la surface d’un phage. La sélection de peptides d’intérét s’effectue ensuite sur
un type cellulaire ou un tissu cible [129-134]. Tous ces peptides, aptameres ou ligands de
récepteurs sont de petites molécules qui ne présentent en général qu’un seul site de couplage
placé en une position choisie pour la liaison sur un lipide. Cette caractéristique permet une

conjugaison simple et une orientation correcte de 1’élément d’adressage

4.3.2 Les anticorps et leurs dérivés

Les ligands les plus utilisés sont les anticorps et leurs dérivés, des framents d’anticorps,
utilisés pour s’affranchir de problémes de couplage ou d’élimination par le systeme
immunitaire [52, 135-139]. Les anticorps sont utilisés comme ¢élément de ciblage car ils
présentent de hautes affinités et spécificités pour tout type d’antigene, ils sont biocompatibles
et possédent une structure commune permettant d’utiliser des procédures de couplages
chimiques semblables [140-142]. Ces procédures de couplage sont celles appliquées aux
protéines, c’est a dire des molécules présentant un ou plusieurs groupements utilisés
couramment en chimie organique tels que des amines, des thiols ou encore des acides
carboxyliques. Le couplage le plus simple implique I’utilisation des amines disponibles. Elles
sont souvent liées a un linker de fagon a présenter un autre type de groupement chimique ou
d’affinité. Les amines étant distribuées de fagon aléatoire dans la protéine, la conjugaison peut
avoir lieu a proximité ou dans le site de reconnaissance de 1’antigéne. Les conséquences de
cette répartition peuvent étre une mauvaise orientation de la molécule et / ou la perte de la
reconnaissance de la cible. Pour obtenir une orientation correcte il est possible de lier les
lipides sur les sucres de 1’anticorps situés sur le Fc ou de lier les liposomes a la protéine A qui
peut interagir ensuite par affinité avec le Fc. La présence de plusieurs amines par protéines
peut aussi conduire, dans le cas de certains linkers, a la liaison des anticorps entre eux et/ ou a

la liaison de plusieurs liposomes par chaque anticorps ce qui entraine le pontage et

51



I’agrégation des vésicules. Les problemes d’agrégation peuvent étre limités en plagant les
lipides portant un groupement pour le couplage en exces par rapport au ligand. Enfin le Fc est
reconnu par les macrophages avec pour conséquence une élimination des liposomes de
I’organisme. Pour limiter ces problémes d’orientation de couplage ou de reconnaissance par

les macrophages des fragments d’anticorps ont étés utilisés.
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Figure I-26: Anticorps et fragment d’anticorps utilisés comme éléments d’adressages[52].

L’action d’une enzyme, la papaine, permet d’obtenir un Fab’, qui aprés coupure du pont
disulfure donne un Fab’ exposant un thiol unique disponible pour le couplage.

Comme pour les aptameéres il est possible d’obtenir des dérivés d’anticorps, les scFv, dirigés
contre des cibles pour lesquelles il n’en existe pas. Ces scFv sont obtenus par phage display.
Les zones impliquées dans la liaison de 1’antigene sont modifiées de facon aléatoire et les
scFv sont exprimés en surface des phages. Ils sont ensuite sélectionnés en fonction de leur
capacité a se lier a un tissu-cible et donc éventuellement a des récepteurs encore inconnus. Il
est donc possible d’obtenir des fragments d’anticorps pour des cibles qui ne sont pas encore
identifiées. A partir des scFv un anticorps complet peut éventuellement étre reconstitué via

des procédures complexes.
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La conception de liposomes possédant une affinité pour certains types cellulaires est donc
possible par association de ligands en surface des vésicules. Un certain nombre de molécules
spécifiques d’un type cellulaire ou d’une pathologie a été¢ déterminé et des procédures de
couplage covalent ou de liaison par affinité ont étés mises au point pour les associer aux
liposomes. Les vésicules ciblées ainsi obtenues peuvent se lier aux cellules cibles et méme

étre internalisées si le récepteur ciblé le permet.

5 Libération controlée des composés encapsulés

Des systemes de libération controlés ont étés développés. En réponse a un stimulus spécifique
de certaines pathologies ou appliqué de 1’extérieur au niveau de la zone a traiter, les vésicules
vont délivrer le composé encapsulé [143, 144].

Les deux types de stimuli les plus utilisés pour induire la libération de composés encapsulés
sont les diminutions de pH et les variations de température. Les diminutions de pH sont
observées dans des zones de tumeurs, d’infarctus ou d’inflammation dans lesquelles le pH est
d’environ 6 mais surtout dans les endosomes et lysosomes, c’est a dire dans les
compartiments a I’intérieur desquelles les liposomes sont internalis€s dans la cellule et ou le
pH descend jusqu'a 4. Les vésicules sont constituées de PE et d’un lipide sensible au pH. Du
fait de leur forme de cone les PE ne forment pas de membranes. Pour obtenir des membranes,
un lipide de type cone inverse est ajouté aux PE et la complémentarité de forme permet
I’organisation en bicouche lipidique. Lors de la diminution du pH le lipide pH-sensible
change de géométrie et les vésicules se déstabilisent par fusion avec d’autres membranes. Les
lipides pH sensibles peuvent posséder un groupement acide carboxylique qui se protone a
faible pH ou une liaison chimique qui s’hydrolyse a des pH méme faiblement acides. Des
peptides sensibles au pH ou des polymeéres peuvent aussi étre utilisés.[145-149].

Les liposomes thermosensibles libérent leur contenu en réponse a une augmentation de
température. Les ¢élévations de température sont une des caractéristiques des zones
d’inflammation mais elles peuvent étre obtenues en échauffant une zone grace a des stimuli
externes tels que des ultrasons. La thermosensibilité repose sur 1’utilisation de lipides avec
une transition de phase bien marquée ou de polymeres en mélange avec d’autres lipides [150-
156]. Dans le premier cas la libération est obtenue en amenant la vésicule a la température de

transition de phase Tp,. A T, la membrane devient perméable du fait de la coexistence des
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phases gel et fluides et des irrégularités a la limite entre ces phases. La DPPC est le lipide le
plus utilisé car sa Ty, est de 41°C soit trés proche des 37°C physiologiques. Les polymeéres
choisis sont solubles en dessous d’une température seuil et précipitent au dessus. Lors de leur
précipitation ils déstabilisent la membrane ce qui permet la libération du composé encapsulé.
[144. Le plus utilisé est le poly(N-isopropylacrylamide) (NIPAM) {Kono, 2002 #360].

Ces méthodes de libération nécessitent soit des conditions de milieu particuliéres soit de
localiser au préalable la zone a traiter pour y appliquer un stimulus déclenchant la libération.
Ces modes de délivrance ne sont donc qu’une étape vers le vecteur modele capable de
fusionner avec la cellule cible apres s’y étre lié mais permettent des traitements bien plus
efficaces qu’une libération par diffusion passive. Elles ne permettent d’éviter la dilution du
composé dans le milieu extérieur que si les liposomes sont internalis€s, ce qui dépend du
récepteur ciblé. Les ligands permettant 1’internalisation sont donc sélectionnés en priorité lors

de la formulation des liposomes.

6 Formulation des liposomes

Les diversités de morphologies et de compositions membranaires permettent la synthése
d’une grande variété de liposomes parmi lesquels le choix d’une formulation sera fonction de
I’application envisagée. Dans le cas de I’utilisation comme systetme de transport ou
d’imagerie dans les organismes vivants ce sont les contraintes liées a la furtivité des vésicules,
a l’association avec un ¢lément d’adressage et a la libération des composés qui vont
déterminer les caractéristiques des liposomes utilisés.

L’impératif de furtivité des vecteurs vis-a-vis des systemes de défense de 1’organisme
implique des contraintes sur la taille des objets, sur la charge et la rigidité membranaire et sur
I’utilisation de lipides-PEG. La taille doit étre la plus petite possible mais au dessus de 70 nm
pour ne pas étre €éliminés par filtration. Un diamétre au alentour de 100nm semble étre un
optimum ce qui implique une étape de calibration des vésicules par extrusion (passages
répétés a travers une membrane de pores calibrés). Les interactions avec les €léments de
I’organisme, qui conduisent a une perte de composé€s encapsulés, a des échanges de lipides ou
a une élimination de la circulation sont limitées par 1’absence de charges de surface, une
membrane en phase liquide-ordonné et surtout 1’utilisation de lipides-PEG. Les lipides sont le
plus souvent des PC, qui sont des lipides neutres, en mélange avec 30 a 50 % de cholestérol

pour avoir une membrane qui soit rigide sans étre en phase gel. Les lipides PEG les plus
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utilisés ont une masse de 2000 g/mole, et leur proportion est d’environ 5% pour éviter la
formation de micelles. La présence d’une couche de PEG en surface permet d’avoir une
certaine charge de surface mais 1’utilisation de PS, qui sont reconnus par les macrophages est
a proscrire.

L’association de ligand permettant d’obtenir une affinité pour une zone choisie est le plus
souvent réalisée par liaison de I’élément d’adressage sur un lipide constitutif des liposomes.
Ce couplage se fait par réaction chimique ou par affinité. Les groupements chimiques les plus
utilisés sont des maleimides, des thiols, des amines ou des acides carboxyliques activés alors
que la liaison par affinité implique le couple biotine-streptavidine. La fonction de liaison est
en général située a I’extrémité d’un PEG afin que le ligand ne soit pas masqué par la couche
de PEG ajoutée pour assurer la furtivité¢ des vésicules. Les lipides utilisés sont donc des
lipides-PEG-groupement chimique ou lipides-PEG-biotine ajoutés dans des proportions ne
dépassant pas 5% des lipides totaux.

Les liposomes permettant une libération contrdlée des composés encapsulés sont surtout
constitués de DPPC pour les vecteurs thermosensibles ou de PE en mélange avec des lipides
naturels, lipides modifiés ou polymeres sensibles aux variations de pH pour les liposomes pH-

sensibles.

7 L’Annexine 5

Une approche originale de ce travail repose sur ’utilisation d’une protéine, 1’Annexine
5(Anx5) comme élément de ciblage et un de ses dérivés, I’Anx5-ZZ, comme intermédiaire
pour lier des anticorps en surface des liposomes et donc comme alternative a la liaison de
I’anticorps sur un lipide. L’utilisation de ces protéines repose sur la propriété des Annexines a
se lier sur les membranes chargées négativement en présence de calcium.

L’Anx5 est une protéine dont la structure et les propriétés de liaisons et d’autoassemblage sur
des membranes anioniques ont étés bien caractérisées dans le cadre des travaux sur la
cristallisation de protéine et I’étude de processus régulés par le calcium. La capacité a se fixer
sur des membranes chargées négativement, en particulier, a été exploitée pour des
applications pratiques dans lesquelles des dérivés des Anx5 sont utilisés comme outil

thérapeutique ou d’imagerie in vivo.
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L’AnxS5 est un membre de la superfamille des annexines qui ont en commun la propriété de se
fixer sur les membranes chargées négativement en présence de calcium[157]. L’ Anx5 en est
le membre le plus petit et correspond a la structure minimale nécessaire aux Annexines pour
réaliser la liaison aux membranes. C’est une protéine d’environ 35600 g/mole qui présente la
forme d’un pavé légérement incurvé de 5x3x3 nm’, la face convexe étant celle qui interagit
avec la bicouche. Elle est constituée de quatre domaines homologues en séquence et en
structure formés chacun de cinq hélices a. Chaque domaine posséde un site de liaison au

calcium[158-163].

Domaines
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Annexine 51

Membrane
chargée]
négativement | 2

Figure I-27 : A) représentation schématique de I’ Annexine 5 lie a la membrane via le calcium B) et

C) structure de 1’ Annexine 5.

C’est le calcium qui permet la fixation de I’Anx5 aux lipides chargés négativement. La
présence de quatre sites de fixation du calcium sur la protéine permet une liaison
¢lectrostatique aux membranes anioniques de trés haute affinité (102 M)[164]. Cette
association quasi-covalente présente la particularité d’étre réversible : quand la concentration
en calcium devient trop faible I’ Anx5 se dissocie de la bicouche.

En plus de la propriété de liaison aux lipides anioniques, I’Anx5 posséde la capacité de
s’associer a d’autres Anx5. En solution les Annexines sont bien individualisées mais elles
peuvent, une fois fixées a la membrane, former des autoassemblages supramoléculaires de
trimeres grace a des interactions latérales. Il a été montré que, sur des membranes mode¢les,
I’augmentation de la quantité d’Anx5 fixée conduisait a une association de ces trimeres pour
former des cristaux 2D, c'est-a-dire des motifs moléculaires répétés de facon périodique dans
le plan de la membrane.Deux types de cristaux peuvent étre formés : les cristaux P3, obtenus

a haute concentration en protéines, et les cristaux P6, formés a des concentrations plus faibles

[165-167].

56



by
ligison | i %
' QD
Q & g wew K
[ :
d : WY A YN,
trimérisation transition de phase p6

V

Figure 1-30: A) structure d’un trimére d’Annexine 5 B) organisation structurale des molécules
d’Annexine 5 a la surface d’une membrane lipidique chargée négativement. L’association des

molécules est due a I’augmentation de la concentration (adapté de Richter et al.[167]).

La trés grande affinité de I’Anx5 pour les membranes exposant des lipides anioniques a
conduit a son utilisation pour des applications biotechnologiques pour ’imagerie ou le
traitement de certaines pathologies in vivo impliquant 1’exposition de PS. Dans des conditions
normales, les membranes des cellules présentent une asymétrie de la composition lipidique
des feuillets internes et externes de la bicouche. Les PS, c'est-a-dire les lipides négatifs, sont
localisés dans le feuillet interne de la membrane [168]. L exposition des PS a la surface de la
cellule est liée soit a la mort cellulaire soit a ’activation des plaquettes sanguines[169, 170].
Dans le premier cas la cellule ne peut plus maintenir les processus métaboliques permettant
I’asymétrie. Elle présente alors les PS qui sont reconnues par les macrophages comme la
marque d’un élément a éliminer. La mort cellulaire et en particulier 1’apoptose, la mort
cellulaire programmée, sont impliquées dans certains cancers dans des cas de crises
cardiaques ou d’hypoxies cellulaires. Dans le deuxiéme cas I’exposition des PS par les
plaquettes activées correspond a un signal permettant la mise en ceuvre d’une cascade
d’événements impliqués dans la coagulation sanguine. La formation de caillot

sanguin,constitué¢ de plaquettes activées et conséquence des phénomenes de coagulation, est
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notamment un marqueur de la plaque d’athérome. Les Anx5 les plus utilisées pour cibler ces
zones pathologiques sont des dérivés liés a un marqueur pour I’imagerie, fluorophore,
quantum dot, technetium et son chélate... ou un élément permettant un traitement
thérapeutique[171-179]. L’association est réalisée soit par couplage chimique soit par
synthése d’une protéine de fusion.

Différents modes de liaison d’un élément d’imagerie ou de thérapie ont été envisagés et la
stratégie la plus utilisée est le couplage covalent, en général sur les amines de la protéine.
Pour obtenir un signal fluorescent, les Anx5 sont en général modifiées par liaison d’un
fluorophore. La fluorescéine-isothiocyanate a notamment été utilisée [171, 172], le
groupement isothiocyanate permettant une liaison aux amines de la protéine ou a son unique
thiol. Une alternative aux fluorophore, qui consiste a les remplacer par un quantum dot, a été
proposée [180]. Dans ce cas, les amines sont liées a un réactif bifonctionnel de facon a
présenter des biotines qui servent a lier des quantums dots dont la surface présente des
streptavidines. D’autres éléments d’imagerie ont été¢ couplés sur les amines de la protéine,
notamment du technetium pour la radiographie (SPECT) ou des particules d’oxyde de fer
pour 'IRM [174, 175, 181]. Pour le technetium, un chélate (HYNIC) exposant une fonction
succimidyl (un acide carboxylique activé par un NHS) est associée a la protéine via la
formation de liaisons amide. Pour la liaison de particules d’oxyde de fer, les particules et les
Anx5 sont modifiées avec du SPDP de facon a former un pont disulfure entre les deux
partenaires. Pour toutes ces stratégies, qui s’appuient sur une liaison aux NH, de la protéine,
la fixation n’est pas spécifique d’une amine en particulier et ne peut é€tre controlée
précisément. Le produit final est alors un mélange hétérogene de protéines marquées
différemment. Pour contrdler 1’association marqueur-protéine, des Anx5 mutantes ou de
fusion ont été préparées. Pour la formation des mutants, I’unique cystéine de la protéine a été
supprimée et une cystéine a été¢ ajoutée en N-terminal de telle fagon que I’Anx5 présente un
thiol unique en position accessible. Ce point de liaison a été utilisé pour fixer une enzyme,
I’'urokinase, via un pont disulfure et utiliser 1’Anx5-urokinase pour des applications
thérapeutiques [178]. Une autre fagcon d’associer la protéine a un élément d’imagerie a été la
liaison des Anx5 mutantes a des lipides constitutifs de liposomes ou de micelles protégeant
des particules d’oxyde de fer [182]. Enfin un autre mode de liaison de molécule-marqueur a
¢té la mise au point de protéine de fusion entre 1’Anx5 et la GFP, la protéine fluorescente
étant ajoutée a 1’extrémité N-terminale de I’Anx5 [183]. Il apparait donc que la liaison d’un
¢lément thérapeutique ou d’imagerie se fait essentiellement par liaison covalente sur des

amines de telle fagon que la position du marqueur n’est pas bien contrdlée et que, pour éviter
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des problémes d’interférence avec la liaison calcium-dépendante aux membranes anioniques,
des mutants ou des protéines de fusion ont été mis au point.

Les utilisations des Anx5 modifiées concernent essentiellement le diagnostic, I’imagerie et, de
fagon plus anecdotique, la thérapie. Les Anx5 fluorescentes ont été utilisées en cytométrie de
flux pour mettre en évidence 1’activation de plaquettes, ou détecter des cellules en apoptose
[171, 172]. In vitro, les protéines fluorescentes sont en général utilisées pour repérer les
cellules en apoptose [180, 182, 183]. L’emploi de ces marqueurs in vivo est limité par le fait
qu’il est nécessaire de prélever les organes marqués pour visualiser le signal fluorescent
[184]. Les Anx5 lides a du technétium ou a des particules d’oxyde de fer ont donc étés
développées pour imager les zones d’apoptose ou présentant des plaquettes activés de fagon
non invasive par SPECT ou IRM [174, 175, 181]. Ces outils ont notamment servi pour
diagnostiquer des infarctus [177, 185]. Les applications thérapeutiques concernent
essentiellement 1’Anx5-urokinase qui permet ’adressage de I'urokinase au niveau des
thrombus, ou se trouvent des plaquettes activées exposant des PS, pour traiter ces zones grace
a ’activité antithrombotique de la protéine liée a I’ Anx5 [178].

L’Anx5 est donc une protéine dont la structure a €té optimisée au cours de son évolution pour
réaliser une fixation réversible de trés haute affinité sur les bicouches lipidiques chargées
négativement en présence de calcium, mais aussi pour s’associer avec les autre annexines
fixées sur la bicouche. Les applications biotechnologiques des Anx5 tirent profit de ses
propriétés d’association avec les membranes contenant des lipides anioniques. Elles sont
utilisées comme élément de ciblages des plaquettes ou des cellules apoptotiques mais aussi
comme intermédiaire pour I’ancrage et la présentation de peptides ou d’anticorps.

Une Anx5 chimérique en particulier, résultant de la fusion entre I’Anx5 et le tag ZZ de la
protéine A, permet de lier d’un c6té des membranes anioniques et de 1’autre des anticorps. La
protéine A est une proteine bactérienne capable de lier le fragment cristallisable Fc des
anticorps. La zone permettant I’interaction avec le Fc a été déterminée, isolée, et dupliqué
pour permettre une liaison de plus haute affinité aux anticorps [186, 187]. Ce tag ZZ a été
fusionné par génie génétique a I’Anx5 pour combiner les propriétés de liaison des lipides
anioniques et des anticorps. L’Anx5ZZ sert donc comme intermédiaire pour I’association

d’anticorps a la surface de membranes chargées négativement.
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Figure I-31 : Annexine5zz et Annexine5zz-Anticorps. Le tag zz lie le Fc de I’anticorps.
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1 Electrophorese en gel de polyacrylamide.

Cette technique a pour objectif la séparation des différentes protéines contenues dans un
¢chantillon. Les constituants du mélange sont mis a migrer sous ’effet d’un champ électrique
dans une matrice, un gel d’acrylamide [188]. La séparation est liée aux différences de vitesse
de déplacement qui ont pour conséquence des différences dans les distances parcourues par
les protéines dans le gel. La mise en ceuvre pratique nécessite un contrdle de la porosité du
gel, une maitrise des courants électriques qui le traversent et, en général, I’addition d’un
détergent chargé aux protéines. La porosité permet de déterminer la gamme des tailles qui
sont résolues et de favoriser, dans une premicre partie du gel, la concentration des protéines
afin de leur assurer un point de départ identique. La maitrise des courants électriques est le
facteur principal qui conduit & la concentration des protéines. L’ajout d’un détergent chargé,
en général un détergent anionique, le SDS, permet de séparer les protéines en fonction d’un
seul critere : la taille.

La matrice de séparation est un gel obtenu par polymérisation d’acrylamide qui forme un
réseau dont la porosité est contrdlée par la concentration en acrylamide. L’acrylamide est une
molécule qui peut polymériser et former des chaines lindaires indépendantes les unes des
autres. Pour les associer entre elles et former un réseau, un agent réticulant, le bisacrylamide,
est ajouté. Il permet la formation de pont entre les chaines lors de la polymérisation de
I’acrylamide avec cet agent. Cette réaction de polymérisation est due a la présence de
radicaux libres qui sont en général formés grace a I’ajout d’un initiateur et d’un accelérateur
de réaction. Ces catalyseurs sont ’ammonium persulfate (PSA), utilis€¢ comme initiateur, et le
TEMED qui sert d’accélérateur. La formation d’un gel nécessite donc de mélanger de
I’acrylamide, du bisacrylamide, un agent réticulant, et des initiateurs de réaction que sont
I’APS et le TEMED. Il se forme alors un maillage qui est plus ou moins lache selon la

concentration en acrylamide.
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Figure II-1 : Polymérisation de I’acrylamide et pontage des chaines par le bisacrylamide.

La concentration en acrylamide permet alors de contrdler la porosité du gel et grace a cela la
gamme des tailles qui sont séparées.

D’ordinaire les gels utilisés sont dit discontinus car ils possédent deux zones: une de
concentration des protéines(ou stacking) et une de séparation(ou résolving). Une bonne
séparation nécessite que toutes les protéines qui vont migrer partent du méme point ce qui
n’est pas le cas lors du dépot d’échantillons volumineux. Pour ceci une zone de concentration,
qui présente un maillage lache et au niveau de laquelle sont déposés les échantillons, est
ajoutée avant la zone de séparation. Dans cette zone, les protéines ne se séparent pas mais
migrent ensemble en s’entassant dans un volume plus petit que le dépdt. Cette accumulation
des protéines repose sur des différences de concentration et de pH entre les zones de stacking
et de résolving et sur 1’utilisation d’électrolytes aux propriétés électriques différentes et
variables en fonction du pH. Le stacking a une concentration faible en acrylamide et un pH de
6.8 alors que le résolving a un maillage plus dense et un pH de 9. Les électrolytes sont les ions
chlorure contenus dans le gel et les ions glycine, un acide aminé, contenus dans le tampon
dans lequel baignent les ¢lectrodes (la cathode, située en général au bas du gel et I’anode,

située en haut du gel) et qui fait contact avec le gel.
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Figure 11-2 : Gel d’acrylamide : différences de pH et de composition en électrolytes.

La concentration des protéines au niveau du stacking est due a une modification des courants
¢lectriques, par variation de la charge d’un des électrolytes en réponse aux changements de
pH. Par définition un courant électrique est dt & un mouvement de charges. En solution ce
sont les électrolytes majoritaires (c'est-a-dire les ions dissous majoritaires) qui sont
responsables du courant du fait de leur mouvement lorsqu’est appliquée une différence de
potentiel. Quand la tension est appliquée de part et d’autre du gel, les ions chlorure migrent
vers le bas de la matrice et les ions glycine du tampon entrent par le haut. A pH 6.8 la glycine
est proche de son point de charge nulle et se déplace lentement. Comme les ions chlorure
migrent rapidement il se créé une zone de vide ionique dans lequel aucun électrolyte n’est
présent. Dans cette zone les protéines ne se déplacent quasiment pas car elles ne sont plus
entrainées par un courant électrique. C’est le front d’ions glycine qui va permettre la reprise
de leur migration au fur et a mesure de sa progression. Comme les mailles du gel sont tres
laches le déplacement des protéines n’est pas géné par la matrice et elles s’accumulent au
niveau du front de glycine lors de son avancée. Quand elles atteignent le gel de séparation,
elles sont entassées dans le vide €lectrique et occupent un volume plus compact qu’au départ.
L’augmentation du pH induit une charge importante des glycines. Elles deviennent alors plus
rapides, vont combler le vide ionique et établir un courant “continu’. Les protéines se
déplacent alors dans ce courant électrique mais sont retenues dans leur mouvement par les

mailles du gel.
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Figure II-3 : Principe du stacking A) migration rapide des Cl™ qui laissent un vide ionique ; B) les
protéines avancent trés lentement dans le vide ionique et sont poussées par le front d’ions glycine ; C)
a la séparation stacking-résolving les ions glycine deviennent plus mobiles et dépassent les protéines
concentrées en une bande; D) séparation des différentes protéines dans un champ électrique

uniforme.

Lors de leur migration dans le résolving les protéines évoluent a l’intérieur d‘un réseau
d’acrylamide serré qui va constituer un tamis et sont séparées en fonction de leur taille, de
leur forme et leur charge. Les petites protéines migrent rapidement et donc plus loin que les
grosses qui sont plus retenues. De méme les protéines globulaires c'est-a-dire de forme
sphérique sont moins ralenties que les protéines fibrillaires, en forme de baton, qui doivent
s’orienter correctement pour passer a travers les mailles. La charge détermine le sens de
migration (vers 1’anode ou la cathode), avec pour conséquence que toutes les protéines ne
peuvent pas rentrer dans le gel. La densité de charge influe quant a elle sur la vitesse de
déplacement.

L’intrication de trois facteurs, taille forme et charge, influencant la migration peut rendre
difficile I’analyse des résultats. C’est pourquoi, afin de pouvoir séparer toutes les constituants

d’un échantillon en fonction du seul critére de la taille, les protéines sont placées en détergent
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et éventuellement en présence d’un agent réducteur de ponts disulfures. Le détergent utilisé
est le SDS (dodecylsulfate de sodium), un détergent anionique. Il sert a dénaturer les protéines
et a leur conférer une charge négative. Il interagit avec les chaines latérales non chargées des
acides aminés, avec un ratio d’une molécule de SDS pour deux acides aminés, et induit le
dépliement des protéines et 1’acquisition d’une charge négative proportionnelle a leur
longueur. Lorsque des ponts disulfure sont impliqués dans la structuration des protéines, du -
mercaptoethanol est ajouté pour couper ces liaisons. Les protéines ont alors toutes la méme
forme de batonnet et sont toutes chargées négativement. Elles sont alors séparées en fonction
d’un seul parametre: la taille. Ce type de gel est dit dénaturant car il implique une
dénaturation des protéines.

L’¢électrophorése en gel d’acrylamide est donc une technique qui permet de séparer des
protéines par migration dans un tamis constitué d’acrylamide réticulé, sous 1’effet d’un champ
¢lectrique. Les protéines peuvent étre mises a migrer dans leur état natif et sont séparées en
fonction de leur charge, leur forme et leur taille ou bien étre dénaturées par le SDS et le B-

mercaptoethanol et étre séparées en fonction de leur taille uniquement.

2 Le QCM-D (Quartz Cristal Microbalance with Dissipation monitorin

Le QCM-D est une technique qui permet de déterminer les variations de masse et de
flexibilit¢ d’éléments adsorbées sur une surface au cours du temps. L’obtention de ces
parametres est basée sur la mesure des variations de vibration d’un cristal de quartz,
changements qui ont lieu en réponse a la fixation d’objets a sa surface. La masse déposée est
déduite des variations de fréquence de vibration et la flexibilité des objets de la vitesse

d’amortissement des oscillations [189].

2.1 Principe de fonctionnement

Le signal de QCM-D correspond a la mesure répétée a intervalles de temps réguliers de la
fréquence (f) et de la dissipation (D) des vibrations oscillantes amorties d’un cristal de quartz.
Ces valeurs sont déterminées en caractérisant 1’évolution des oscillations libres du cristal de
quartz en réponse a une excitation électrique. Le cycle induction des vibrations / suivi du
signal de I’évolution libre repose sur 1’utilisation du caractére piézo-électrique du quartz : il se

déforme suite a une stimulation électrique et produit de I’électricité en réponse a une
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déformation. Ce cristal de quartz est donc placé entre deux électrodes d’or qui émettent ou
mesurent des courants électriques. Une impulsion électrique est initialement appliquée pour
provoquer la déformation du quartz. Lors de ’arrét de la stimulation, le cristal retourne a son
¢tat initial en oscillant autour de sa position d’équilibre. Ce cisaillement génére un courant
¢lectrique oscillant, qui s’amortit en quelques millisecondes et qui est mesuré au niveau des
¢lectrodes. Le signal est de la forme A(t’)=aexp(-nfDt’)avec f la fréquence des oscillations, D
la dissipation (I’inverse du nombre d’oscillation avant arrét final) et t’ le parameétre temps

pour le phénomene d’oscillation.

A B

K"

Figure II-4 : A) cristal de quartz entre deux électrodes en or B) déformation du cristal de quartz en

réponse a une stimulation électrique C) oscillation du cristal aprés 1’arrét de la stimulation. Ces
déformations générent un courant qui est mesuré au niveau des électrodes. D) signal électrique

mesuré lors des oscillations amorties du cristal.

En QCM-D La résolution temporelle, c'est-a-dire la durée minimale entre 1’acquisition de
deux valeurs, est d’'une seconde. Ceci signifie que toutes les secondes un cycle excitation
électrique / oscillation libre amortie / détermination des parametres f et D est recommencé. La
somme des points obtenus constituent les courbes d’évolution de f et D au cours du temps.

En pratique ce sont les variations des parametres f et D, Af et AD, qui sont représentées. Les
valeurs de f ou de D déterminées a chaque temps t sont chacune comparées a une valeur de
référence, la premicere mesurée qui constitue le zéro. Le signal QCM-D est donc une
évolution, par rapport a une valeur initiale de référence, de la fréquence ou de la dissipation

au cours du temps. A partir de ces signaux il est possible soit de déterminer une valeur de
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masse adsorbée en surface du cristal grace a Af soit d’obtenir des indications sur la plus ou

moins grande flexibilité des objets liés au cristal a partir de la valeur de D.

2.2 Détermination de la valeur de masse adsorbée

L’adsorption de masse en surface du cristal de quartz est a I’origine d’une modification du
signal de fréquence de laquelle est déduite une variation de masse. Quand un objet se fixe en

surface du cristal il induit une modification de la fréquence des oscillations du cristal.

A B

[

Figure II-5 : variation de la fréquence des oscillations en fonction de la masse des objets adsorbés A)

masse faible, fréquence des oscillations élevée B) masse élevée fréquence des oscillations plus faible

Cette variation est proportionnelle a la masse adsorbée (m) qui peut étre déduite a partir de la
formule : Am=-CAf avec C =17,7 ng.cm'z.Hz'1 [190].
La sensibilité est d’environ 0,2 Hz ce qui correspond a une résolution massique de quelques

ng par cm™,

2.3 Evaluation de la flexibilité des objets adsorbés

L’évaluation de la flexibilité est liée au parametre D qui est une mesure de I’amortissement
des oscillations du cristal de quartz. D est 'inverse du facteur Q qui représente le nombre
d’oscillations du cristal jusqu'a I’arrét final. Plus le systéme s’amortit rapidement, plus le
nombre d’oscillations avant arrét est faible et plus D est élevé. L’amortissement est influencé
par le caractere viscoélastique, c'est-a-dire flexible, des objets fixés a la surface du cristal de
quartz. Plus les objets sont flexibles, plus les oscillations s’amortissent rapidement et plus la

valeur de D est élevée.
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Figure II-6 : variation de I’amortissement des oscillations en fonction de la flexibilité des objets

adsorbés A) objet rigide, amortissement des oscillations lent, dissipation faible B) objet flexible,

amortissement des oscillations rapide, dissipation élevée

Le parametre D renseigne donc sur le caractere plus ou moins flexible des éléments adsorbés
en surface.
En pratique le QCM-D est donc une technique utilisée pour suivre des cinétiques d’adsorption

d’objets sur un cristal de quartz, évaluer leur flexibilité et quantifier la masse totale déposée.

3 Spectroscopie de fluorescence

La fluorescence est une émission lumineuse en réponse a une excitation. Elle est émise par
certaines molécules appelées fluorophores ou fluorochromes. Leur capacité¢ a émettre de la
lumiere et la possibilité d’influencer le signal d’un fluorophore par interaction avec d’autres
¢léments du milieu, en particulier avec d’autres fluorochromes, a conduit a les utiliser comme

sondes pour suivre ou imager des processus moléculaires.

3.1 L’émission de fluorescence par les fluorophores

Un fluorophore est une molécule qui possede la propriété d’absorber de 1’énergie lumineuse
(lumiere d’excitation) et de la restituer rapidement sous forme de lumiere (lumicre
d’émission), ce qui constitue le phénomeéne de fluorescence. Cette énergie lumineuse est
portée par des photons de longueur d’ondes A et chaque fluorophore est caractérisé par les A
permettant leur excitation (Aex) et celles qu’ils émettent (Aey). De fagon générale lors de

I’absorption d’un photon un chromophore passe d’un état électronique fondamental Sy a un
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¢tat excité¢ S;. Le phénomene de fluorescence correspond a un retour rapide a 1’état initial Sy
en émettant un photon (pour une désexcitation lente il s’agit de phosphorescence). Les deux
niveaux électroniques Sy et S; comportent chacun plusieurs niveaux d’énergies notés So.o, So,1,
S02,...Son pour 1’état fondamental et S; o, Si 1, Si2,...S1,, pour 1’état excité. Les fluorophores
doivent étre au niveau Sy pour pouvoir absorber un photon mais les électrons excités peuvent
accéder aux différents niveaux d’énergie de I’état S;. Comme a chaque A est associée une
énergie et qu’il y a différents niveaux d’énergies accessibles, des photons de A différentes
peuvent permettre le passage de 1’état fondamental a I’état excité ou plus précisément aux
différents niveaux d’énergie de 1’état excité. L’ensemble des longueurs d’ondes qui

permettent la transition de Sy vers S; constituent le spectre d’excitation.
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Figure 1I-7 : A) Passage de fluorophores de 1’état fondamental Sy, aux différents niveaux de 1’état
excité Syp....S1,; B) Spectre d’excitation : ensemble des longueur d’ondes permettant 1’excitation du

fluorophore. La longueur d’onde permettant 1’excitation la plus efficace est notée Aexc.

Toutes les A d’excitation ne permettent pas d’exciter une population de fluorophores avec la
meéme efficacité et la longueur d’onde Aex. qui permet la meilleure stimulation est déterminée
pour étre utilisée comme source lumineuse lors des expérimentations.

Une fois dans I’état excité les fluorophores présents aux différents niveaux d’énergie S,
S12,...S1» retournent au niveau S; par pertes d’énergie a I’intérieur de chaque molécule. Ce
phénomene a lieu trés rapidement et tous les fluorochromes sont au méme niveau énergétique

avant la réémission d’un photon. Lors du retour a 1’état fondamental les molécules ont acces
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aux différents niveaux d’énergie de I’état Sy et la longueur d’onde du photon réémis dépend
du niveau d’énergie de S, atteint. L’ensemble des A qui peuvent étre émises lors des
transitions énergétiques composent le spectre d’émission. Le retour de So, a S se fait dans

un deuxiéme temps par pertes internes d’énergie
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Figure II-8 : A) Passage de fluorophores de 1’état fondamental S, aux différents niveaux de I’état
excité Sy....S;, et retour a I’état fondamental en émettant un photon. Cette réémission constitue la
fluorescence ; B) Spectre d’excitation (bleu): ensemble des longueurs d’ondes permettant
I’excitation du fluorophore. La longueur d’onde permettant 1’excitation la plus efficace est notée
Aexe- Spectre d’emission (rouge): ensemble des longueurs d’ondes émises par le fluorophore. La

longueur d’onde de la lumiére émise la plus intense est notée Aey.

Lors de ce retour a 1’état fondamental certaines A sont émises préférentiellement par la
solution de fluorophores ce qui explique le pic d’intensité associé a certaines longueurs
d’ondes. La A d’emission pour laquelle I’intensité est maximale est désignée Acp,.

Les pertes lors du retour des fluorophores au niveau de plus basse énergie des dtats
fondamental et excité explique que I’énergie émise soit plus faible que I’énergie absorbée et
donc que le spectre d’émission soit décalé vers les grandes longueurs d’onde par rapport au
spectre d’excitation.

La fluorescence est donc un phénoméne qui conduit a 1’émission d’un signal lumineux par un
fluorophore en réponse a une excitation. Ce fluorophore est caractéris€ par un spectre
d’excitation qui correspond a I’ensemble des A qui permettent I’émission de fluorescence et

un spectre d’émission qui représente I’ensemble des A émises en réponse a une stimulation.
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La fluorescence est un phénomeéne sensible aux conditions de son environnement et peut étre
fortement influencée par I’interaction avec d’autres fluorophores. Ces interactions peuvent
notamment avoir deux types de conséquences : transfert d’énergie entre deux fluorochromes

ou FRET, et extinction de la fluorescence, ou quenching

3.2 Le FRET.

Le FRET (Forster Resonance Energy Transfer, transfert d’énergie par résonance) est une
technique qui permet d’obtenir un signal fluorescent d’un fluorophore accepteur A en excitant
un fluorophore donneur D. Il s’agit d’un transfert d’énergie de facon non radiative (une
énergie autre que lumineuse) entre deux molécules fluorescentes qui ne sont pas en contact
direct. Le fluorophore donneur retourne a I’état fondamental en transférant son énergie a un
fluorochrome accepteur. Ce transfert résulte d’une interaction entre les dipdles électriques
portés par le donneur et 1’accepteur. L’énergie mise en jeu au cours du transfert n’est pas de
nature lumineuse mais les spectres d’excitation et d’émission des fluorophores qui
correspondent a des énergies absorbées ou réémise permettent d’expliquer les modalités du
phénomene. Pour que le transfert ait lieu il faut que le spectre d’émission de D recouvre le
spectre d’absorption de A c'est-a-dire que 1’énergie émise corresponde a 1’énergie nécessaire a

I’excitation de A.
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Figure 11-9 : Recouvrement du spectre d’émission d’un fluorophore donneur et du spectre d’excitation
d’un fluorophore accepteur, condition pour I’établissement d’un transfert d’énergie. La zone de

recouvrement est hachurée en rouge. Dans ce travail D est la fluorescéine et A la rhodamine.

L’autre impératif est la proximité des fluorophores : 1’efficacité de transfert diminue avec
I’augmentation de distance entre les fluorochromes et n’a plus lieu pour des distances de plus
de 10 nm. Le FRET est donc fréquemment utilisé pour établir des proximités entre deux
molécules fluorescentes.

La technique de FRET consiste donc a exciter un fluorophore donneur pour obtenir un signal
lumineux d’un fluorophore accepteur et ainsi mettre en évidence la proximité de deux
molécules fluorescentes. Dans certains cas 1’extinction de fluorescence du donneur ne
s’accompagne pas de ’apparition de fluorescence chez I’accepteur. Il n’y a pas transfert mais

dissipation de I’énergie et il s’agit de quenching.

3.3 Quenching (extinction) de fluorescence

Le terme de quenching est relatif aux processus qui conduisent a une diminution de I’intensité
de fluorescence d’une molécule. L’extinction de fluorescence est due a une dissipation de
I’exceés d’énergie du fluorophore excité par collisions ou transferts d’énergies avec d’autres
molécules. Les quenchers ou atténuateurs peuvent étre des molécules comme 1’ion iodure,

I’acrylamide ou un autre fluorophore. Dans certain cas un fluorophore peut éteindre sa propre
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fluorescence lorsque sa concentration devient élevée ; il s’agit d’autoquenching. Le quenching
peut étre utilisé pour mettre en évidence des proximités entre molécules ou des phénomenes

liés a des variations de concentration.

4 Chromatographie d’exclusion stérique

La technique de chromatographie d’exclusion stérique permet la séparation d’objets
(molécules, nanoparticules, liposomes...) constitutifs d’un échantillon, en fonction de leur
taille. Comme dans toutes les techniques de chromatographie les constituants du mélange sont
séparés en fonction des vitesses auxquelles ils sont entrainés par un courant de phase mobile
le long d'une phase stationnaire. La phase mobile est la méme solution que celle dans laquelle
sont suspendues les especes a séparer. La phase stationnaire est constituée de billes poreuses
de polymeres, contenues dans une colonne verticale et baignant dans la phase mobile. Ces
billes sont synthétisées pour étres constituées de pores de différentes tailles qui sont soit des
dépressions a leur surface soit des canaux a I’intérieur des particules.

La séparation en fonction de la taille repose sur la probabilité d’entrée des éléments dans les
pores. L’échantillon a séparer est déposé en haut de la colonne et la solution est poussée par
un flux de tampon a travers la phase stationnaire. Les constituants de 1’échantillon de petites
tailles peuvent entrer dans tous les pores et sont plus retenus au niveau des billes que les
constituants de tailles plus élevées qui n’entrent pas dans tous les trous et sont moins ralentis.
Les tres gros éléments ne peuvent pas entrer dans les pores et migrent dans I’espace situé

entre les billes.
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Particule
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Figure II-10 : Principe de séparation des objets en fonction de leur taille : les petits objets peuvent
passer dans tous les pores des billes, les objets de tailles intermédiaires ne passent que dans quelques

pores et ceux de grosses tailles restent dans 1’espace situé entre les billes.

Les gros objets qui ne sont pas retardés par un passage dans les billes sortent de la colonne en
premier. En récupérant les volumes de phase mobile qui sortent de la colonne de fagon
fractionnée il est possible de séparer les constituants d’un échantillon en fonction de leur

taille.

Particules]
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Elémentsde Fléments de
petite tailles grande taille:

Figure II-11 : Principe de séparation : les ¢léments de petites taille sont ralentis par leurs passages

dans les billes et migrent moins vite que les éléments de grandes tailles qui ne sont pas retardés.

Il est & préciser que tous les objets plus petits que la plus petite taille de pores ont tous la
meéme probabilité d’entrer dans la bille et migrent donc tous a la méme vitesse. Ceux de tailles

supérieures a la plus grande taille de pore se déplacent aussi en méme temps et sont les
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premiers a sortir aprés qu’un volume équivalent a celui de la colonne soit sorti. La taille des
pores détermine donc la gamme des tailles qui sont séparées et les particules constituant la
phase fixe doivent donc étre choisies de facon appropriée en fonction des tailles des objets a
séparer.

La chromatographie d’exclusion stérique est donc une technique de filtration qui permet de

fractionner un échantillon pour séparer ses différents constituants en fonction de leur taille.

5 Microscopies

Les techniques de microscopies optiques ou électroniques permettent la visualisation d’objets
de tailles micrométriques ou nanométriques constitutifs d’ un échantillon. Elles se distinguent
par la source, lumineuse ou électronique, permettant d’obtenir une image d’un objet, leur
résolution et les méthodes utilisées pour préparer les échantillons et imager un élément en

particulier.

5.1 Microscopie optigue

La microscopie optique repose sur la déviation des rayons lumineux pour obtenir, dans le cs
des applications a la biologie, une image agrandie de cellules, de sections d’organes ou de
I’un de leur constituant marqué par un fluorophore. De fagon générale une image pergue est
constituée par I’ensemble des rayons lumineux réfléchis par un objet et arrivant au niveau de
I’ceil. La microscopie optique consiste a éclairer un échantillon avec une source lumineuse et
a modifier le trajet des rayons émis pour former une image percue plus grande. Cette
déviation des rayons émis est réalisée par des lentilles optiques qui définissent le
grossissement qu’il est possible d’obtenir. Au mieux un objet peut étre grandi 1000x la
principale limitation étant la limite de résolution. La résolution d’un microscope désigne sa
capacité a séparer des détails trés voisins. Cette résolution est limitée par la diffraction :
lorsque des ondes lumineuses rencontrent un milieu qui n’est pas parfaitement transparent,
comme une lentille, il y a redistribution de I’énergie. La trajectoire d’un rayon lumineux n’est
plus une droite mais ressemble en quelque sorte a un cone. Il en résulte que I’image d’un
point est une tache. Lorsque deux points sont proches il y a recouvrement des tiches et

impossibilité de distinguer ces points séparément : les images apparaissent floues. En

microscopie la distance d en dessous de laquelle deux points voisins ne sont plus distingués
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est d~A/2 avec A longueur d’onde de la source de lumiere. En lumiere visible la longueur
d’onde la plus petite est 400nm, la résolution minimale est donc 200nm.

La microscopie optique est généralement utilisée en biologie pour observer des échantillons
jusqu’au niveau de la cellule. En pratique les échantillons ne doivent pas étres trop épais et la
visualisation des éléments cellulaires trop petits, comme les organites ou les molécules
d’intérét, nécessitent un marquage grace a des colorants ou des sondes fluorescentes. Pour
observer des objets volumineux comme des organes ou des tissus il est nécessaire de les fixer
avec du glutaraldéhyde ou du paraformaldéhyde puis de réaliser des coupes fines (de quelques
dizaines de um d’épaisseurs). De plus, pour obtenir une image qui ne soit pas bruitée par les
¢léments situés en dessus ou au dessous du plan d’observation il est possible d’utiliser un
microscope confocal, un microscope optique qui permet de réaliser des images de tres faible
profondeur de champ (épaisseur).

L’observation d’objets peu contrastés ou trop petits nécessite une étape de marquage. Pour les
organites il est possible d’utiliser des colorants. Pour suivre des petits éléments tels que des
protéines il est possible de les marquer avec une sonde fluorescente. Le microscope est alors
équipé de filtres permettant I’émission d’une source lumineuse permettant 1’excitation des
fluorophores a une longueur d’onde précise et de visualiser le signal émis.

La microscopie optique est donc une technique qui permet la visualisation d’échantillons de
taille micrométrique ou le suivi d’éléments plus petits s’ils sont marqués par des sondes
fluorescentes. Pour obtenir une image bien résolue pour des objets de taille nanométrique un

autre type de microscopie doit étre utilisé : la microscopie électronique.

5.2 Microscopie électronique a transmission

La microscopie électronique utilise un faisceau d’électrons pour obtenir une image d’objets
ayant des tailles nano a micrométriques. L’utilisation d’un faisceau d’électrons est due a la
nécessité de diminuer la longueur d’onde des radiations interagissant avec 1’échantillon. En
effet la limite de résolution est d~A/2 et en microscopie optique ou la source est la lumiere
visible il est impossible de descendre en dessous de 200nm. L’utilisation d’un faisceau
d’électrons qui possede une longueur d’onde de 0,005nm permet de diminuer fortement la
résolution qui, dans la pratique, est de l'ordre de 1’angstrom, limitée par les lentilles
¢lectromagnétiques chargées de former et de dévier le faisceau. En effet I’obtention d’une
image agrandie nécessite dans un premier temps la focalisation et I’accélération des électrons

émis par la source puis apres interaction avec I’objet a imager une modification du trajet des
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¢lectrons pour obtenir une image agrandie. Comme indiqué précédemment ces déviations sont

réalisées grace a des lentilles électromagnétiques.

Faisceau
d’électron

Focalisation -
Lentilles
électro-

magnétiques

Agrandissement-

Figure I1-12 : Représentation schématique du microscope électronique.

Le contraste est obtenu parce que les éléments denses de I’échantillon diffusent les électrons.
L’image formée est donc une représentation en noir et blanc avec des contrastes de gris et
correspond en quelque sorte a I’ombre des objets. Les agents de contraste utilisés sont donc
opaques aux ¢lectrons. Il s’agit par exemple de solutions d’acétate d’uranyle ou de
nanoparticules de fer ou d’or présentant une spécificité pour un élément a distinguer.
L’utilisation d’un faisceau d’électron nécessitant un vide poussé il n’est pas possible
d’observer des échantillons hydratés par un solvant a 1’état liquide. L’analyse d’échantillon
biologique nécessite donc une déshydratation ou une congélation.

La technique dite de coloration négative consiste a déposer les objets a observer sur une grille
recouverte d’un film de carbone et a absorber I’excés d’eau avec un papier buvard. Une
solution de colorant tel que 1’acétate d’uranyle est ajoutée et absorbée de la méme fagon.
L’agent de contraste se dépose tout autour de 1’échantillon qui apparait plus clair que le fond

d’ou le nom de coloration négative.
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Une méthode pour I’observation d’échantillons biologiques tels que des cellules consiste a
effectuer une déshydratation suivie d’une étape de coupe (pour ne pas avoir un objet trop
épais qui empécherait le passage des électrons). La déshydratation est réalisée en placant les
cellules dans des bains successifs d’éthanol de plus en plus concentrés puis dans une résine.
Une fois que la résine a durcie, I’échantillon est coupé en fines tranches de 75nm qui sont
déposées sur une grille.

Ces deux méthodes peuvent présenter des biais du fait de 1’élimination des solvants liquides.
Pour avoir un état proche de I’état hydraté les échantillons peuvent étre congelés. Pour cela la
solution a observer est déposée sur une grille dont le carbone est percé de trous et 1’exces est
absorbé de fagon a ne laisser qu’un mince film de solution retenu par capillarité sur la grille.
L’ensemble est ensuite plongé dans I’éthane liquide le plus rapidement possible pour éviter la
formation de cristaux de glace et transféré au microscope.

La microscopie €lectronique est donc une technique utilisée pour visualiser des objets de taille

nanométriques a micrométriques.

6 Diffusion de la lumiere

La diffusion dynamique de la lumiére est une technique qui permet de déterminer les tailles et
distributions de tailles de différentes populations de particules en suspension. Pour cela un
¢chantillon est traversé par un faisceau lumineux monochromatique. Les particules en
suspension vont alors diffuser, c'est-a-dire dévier cette lumicre dans toutes les directions de
I’espace. Cette lumicre diffusée est enregistrée par un détecteur situé en dehors du trajet de la
source. Le mouvement des particules en solution, dii a 1’agitation thermique, conduit a des
variations de distances entre les éléments diffusants qui induisent des fluctuations de
I’intensité de la lumiere diffusée. L’analyse des variations d’intensités en fonction du temps
permet de remonter au coefficient de diffusion D qui est lié au rayon des particules, quand
elles sont supposées sphériques et ceci grace.a la relation de Stckes—Einstein qui est :
D=(k,T)/(6npRy) avec ki, constante de Boltzman, T la température, p la viscosité et Ry, le
rayon hydrodynamique.

La diffusion dynamique permet de savoir si plusieurs populations de tailles différentes sont
présentes en solution mais les tailles indiquées ne sont directement utilisables que si
I’échantillon est monodisperse. Sinon une connaissance approfondie de la théorie est

nécessaire pour déduire les différentes tailles de facon juste.
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7 Procédures expérimentales

7.1 Matériel

Les lipides suivants viennent de chez Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA) :1,2-dioleoyl-
sn-glycero-3-phosphocholine (DOPC, MM=786,15) ; Cholestérol (Chol, MM=386,65); 1,2-
dipalmytoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-[methoxy(poly(ethylene  glycol))-2000]
(DPPE-PEG2000, MM=2749,39); 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-/N-
[maleimide-(poly(ethylene glycol))2000] (DSPE-PEG2000-Mal, MM=2941,6) ; 1,2-dioleoyl-
sn-glycero-3-[phospho-L-serine] (DOPS, MM=810,03) ; 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphate
(DOPA, MM=722,95) ; 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-(lissamine
rhodamine B sulfonyl) (DOPE-Rhodamine ou PE-Rh, MM= 1319,75) .

Les 1,2-dioleoyl-glyceropolyéthyléneglycol maleimide (DOGPBsAlaMal, MM=918,72) ont
¢té fournis par B. Frisch (UMR 7175 Strasbourg).

Les produits suivant viennent de chez Sigma-Aldrich: chloroforme, méthanol, ethanol,
chlorure de sodium (NaCl), Dichlorure de calcium (CaCl,), sodium azide (NaNj), N-[2-
hydroxyethyl]piperazine-N’-[2-ethanesulfonic acid] (HEPES), Dithiothreitol (DTT), acide
citrique anhydre (sans sodium),acide citrique trisodique, hexaferrocyanure de potassium
trihydrate, (tri)chlorure de fer hexahydrate (FeCls;,6H,O), Dimethylformamide (DMF),
diethylether, molybdate d’ammonium, sodium phosphate (Na,PO,s), Ammonium persulfate
(APS), N,N,N',N'Tetramethylethylenediamine (TEMED), le TRIZMA base (Tris), sodium
dodecyl sulfate (SDS), Triton X100, #n-octyl-B,D-glucopyranoside (B-OG), acide
chlorhydrique (HCI), soude (NaOH), les plaques de chromatographie sur couche mince,
I’iode.

Les autres produits et leur origine sont listés ci-dessous :

Solutions d’Acrylamide/ bis acrylamide 40% et bleu de coomasie (Biorad, Marnes-la-
Coquette, France) ; Fluorescéine-maleimide ( Invitrogen, Cergy Pontoise, France) ; PEG5000-
Maleimides (Laysan, Arab, AL, US) ;STI 571 (imatinib mesilate) (Novartis, Basel, Suisse).
Anticorps anti-PSA (PSA : prostate serum antigéne) ( Epsilon biotech, Hasselt Belgique) et
anti [-CAM (CAM : Cellular adhésion molécule)(AbCam, Paris, France). (MM anticorps~
150.000Da).

L’eau a été purifiée avec un systeme RiOs (Millipore, St Quentin en Yveline, France).
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7.2 Tampons utilisés

Un tampon HEPES composé de 10 mM HEPES, 150 mM NaCl et 2 mM NaNj3 (tampon A) a
¢été préparé en eau ultrapure et est utilisé dans la plupart des expériences, sauf indiqué. Le pH
est de 7,4 pour la plupart des expériences, sauf indiqué.

Pour les réactions de couplage impliquant des thiols et des maléimides, le pH des solutions de
protéines et de liposomes est de 6,3.

Le tampon A est supplémenté de CaCl, 2mM dans les expériences ou il y a liaison de 1’Anx5
ou d’une des protéines dérivés a des membranes anioniques.

Le tampon A est supplémenté avec 2mM EGTA pour les expériences ou il faut soit reverser
soit empécher la liaison des AnxS5.

Le tampon A est supplémenté avec 10mM d’acide citrique trisodique pour 1’élution des
magnétoliposomes sur colonne d’exclusion de taille.

Un tampon phosphate composé de 10mM Na,PO,, 110 mM NaCl et 2mM CaCl, pH 7,4 a été

utilisé pour les études de liaison de liposomes sur des coupes de cerveau.

7.3 Préparation des liposomes

Les liposomes ont été préparés par hydratation de film lipidique suivie d’une extrusion. Les
lipides sous forme de poudre sont initialement dissous en chloroforme puis mélangés selon les
proportions souhaitées. Le solvant est ensuite évaporé sous vide dans un évaporateur rotatif
pendant 20 min. Le film lipidique form¢ sur les parois est ensuite réhydraté avec du tampon.
Ceci conduit a la formation de vésicules multilamellaires (MLVs) qui sont homogénéisées par
trois cycles de congélation / chauffage / vortex. Les vésicules unilamellaires de grande taille
(LUV) ont été formées par extrusion par passage de la solution de MLV une vingtaine de fois
au travers d’un filtre de polycarbonate de pore de 0.lum avec un extruder Liposofast
(Avestin, Sodexim, France). Les vésicules unilamellaires de petite taille (SUV) ont été
obtenues par sonication de la solution de MLV avec un sonicateur a pointe (Misonix,
Farmingdale, NY), en mode pulsé, amplitude 20%, pendant 30 min avec 1’échantillon étant
maintenu dans de la glace.

Pour toutes les solutions utilisées, les lipides sont quantifiés par dosage phosphate avant

utilisation selon la méthode de Rouser [191].
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7.4 Production des Annexines

L’ Annexines 5 native (Anx5 MM=35600), I’ Anx5 mutante (Anx5-SH, MM=35600) [192], et
les protéines de fusion (Anx5zz MM=50070et Anx5ZZ-SH, MM=50070)[193], ont été
produites par C. Gounou assistante ingénieur dans 1’équipe LIMNBT. La séquence codante
d’AnxS5 de rat a été excisée du vecteur d’expression pKK233-2-Anx5 par digestion avec Ncol
et clonée dans le vecteur d’expression pGELAF+ entre deux sites de restriction Ncol, pour
former le vecteur d’expression pGEF-AS5. Un double mutant (C314S ; T163C) a été construit
dans lequel I'unique cystéine-SH présente dans la forme native de I’Anx5 de rat a été
supprimée (C314S) alors qu'une cystéine a été introduite en position 163 (T163C). Le vecteur
d’expression ainsi obtenu est nommé pGEF-AS5B. La séquence codant pour le double mutant
de I’Anx5 (C314S ; T163C) a été amplifiée par PCR, excisée par digestion par Ncol/BamHI
et clonée dans le vecteur d’expression pET11b (GE-Healthcare), pour former le vecteur
d’expression pET11b-Anx5-SH.

Pour former les protéines de fusion Anx5ZZ ou Anx5ZZ-SH le tag ZZ a été fusionné avec
I’Anx5 ou ’Anx5-SH les vecteurs d’expressions obtenus sont nommés pGEF-A5-ZZ pour
I’Anx5Z7Z et pGEF-A5B-ZZ pour I’Anx5ZZ-SH.

Des cellules Escherichia Coli BL21 (DE3) ont été transformées par choc thermique avec le
plasmide correspondant a la protéines qui doit étre produite.

Les cellules ont été déposées en boite de Petri sur du milieu LB contenant 100pug/mL
d’ampicilline et incubés sur la nuit a 37°C. Une seule colonie a été récupérée et cultivée dans
un milieu LB-ampicilin sur la nuit a 37°C. Un aliquote a été dilué dans 400ml de milieu LB-
ampicilline pour obtenir une DOgyy de 0,1. L’ensemble a été incubé a 30°C jusqu'a ce que la
DOy atteigne 0,7. L’expression des protéines a ensuite ¢ét¢ induite par addition de 0,4mM
IPTG et la culture a été poursuivie pendant 16H a 30°C.

Les cellules ont été récupérées par centrifugation (10 min, 4500rpm, 4°C). Le culot est
resuspendu dans un volume appropri¢ de 10mM Tris, 1 mM EGTA, 0,01% NaNs, pH 7,5
pour obtenir une DOg calculée de 60. La suspension cellulaire a été soniqué a 4°C avec un
sonicateur Branson250 opérant en mode pulsé ce qui correspond a cinq étapes de sonication a
13W pendant 1min avec des intervalles de 15s. Les fragments de membranes et les débris de
grosses tailles ont été éliminés par centrifugation a 12000g pendant 2H a 4°C. Le surnageant,
indiqué dans la suite I’extrait soluble, a été récupéré et stocké avant utilisation a 4°C.

Pour la purification I’extrait soluble a été filtré a travers des filtres de pores de 0,22pum et

déposé par fraction de 4mL sur une colonne Superdex200 (GE-Healthcare) prééquilibrée et
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¢luée avec un tampon contenant 20 mM Tris, pHS, et 0,02%NaN; (Tampon A). Les fractions
contenant les Anx5 ont été réunies et purifiées par chromatographie d’échange d’anion avec
une colonne MonoQ HR5/5 (GE-Healthcare) prééquilibrée avec le tampon A. L’¢lution a été
réalisée avec un gradient linéaire de NaCl en tampon A. L’Anx5 et L’Anx5ZZ éluent a
approximativement a 200 mM NaCl, L’Anx5-SH et I’Anx5ZZ-SH a 230 mM NaCl. Le
rendement est d’environ 25mg de protéines pure pour 400ml de culture.

Bien que les protéines Anx5-SH aient une tendance naturelle a s’oxyder et a former des
diméres Anx5-S-S-Anx5 le rendement en dimere est trés variable. Une méthode de production
optimisées a été développée et consiste a mélanger de I’Anx5-SH avec de la dithiopyridine
(DTDP) (Sigma-Aldrich) a un rapport molaire Anx5-SH/DTDP de 2/1 suivi d’une incubation
sur la nuit a température ambiante. Les dimeéres Anx5-S-S-Anx5 ou Anx5ZZ-S-S-Anx5Z7Z
sont purifiés sur colonne monoQ ¢€lués avec un gradient de NaCl en tampon A et éluent a 300

mM NacCl. IIs sont stockés a 4°C avant utilisation.

7.5 Préparation des Anx5-SH et Anx577-SH

Pour produire des Anx5-SH ou des Anx5ZZ-SH, les diméres Anx5-S-S-Anx5 ou Anx5ZZ-S-
S-Anx5ZZ (quantité maximale 2,5mg soit 70nmoles) sont réduits par incubation avec 10mM
DTT (concentration finale) en HEPES pH 6,3 pendant 30 min. Les Anx5 réduites ont été
purifiées sur une colonne de dessalage HiTrap (GE-Healthcare, Brabant, Belgique) équilibrée

avec du tampon A pH 6,3.

7.6 Couplage covalent des Anx5-SH aux liposomes.

L’Anx5-SH est mélangée en quantité désirée avec des liposomes contenant des lipides
maleimides en tampon A pH 6,3. Le mélange est incubé au moins 4 heures a température
ambiante. La quantité de maleimides (Mal) disponibles pour le couplage covalent a été
calculée en considérant que les lipides-Mal sont répartis de fagon égale entre les deux feuillets
de la bicouche et que seuls ceux du feuillet externe sont accessibles. Les quantités sont

précisées dans chaque expériences.
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7.7 Couplage covalent des Anx5-SH a des PEG-Maleimides

L’Anx5-PEG a été synthétisée par couplage covalent d’Anx5-SH avec des PEG5000—
Maleimides. Les PEG5000-Maleimides sont stockés en DMF. Aprés prélevement de la
quantité désirée (3 fois la quantité d’Anx5-SH en mole), le DMF est évaporé sous azote, le
tube plongé dans un bain d’eau bouillante. Les Anx5-SH en tampon A pH 6,3 sont ensuite

ajoutées et le mélange est incubé au moins 4 heures a température ambiante pour réaction.

7.8 Couplage covalent des Anx5-SH a des fluoresceine-maleimide

L’Anx5ZZ fluoresceine a été synthétisée par liaison d’Anx5ZZ-SH avec des fluoresceine—
Maleimides. La fluoresceine maleimide en poudre est dissoute dans du tampon A pH 6,3.
L’Anx5ZZ-SH en tampon A pH 6,3 est placée en présence d’un exceés de fluorescéine
maléimide (exces de 7x). Apres 4 heures d’incubation, I’exces de fluorophore est €liminé par

filtration sur colonne de dessalage HiTrap (GE-Healthcare, Brabant, Belgique).

7.9 Gels d’acrylamide

Les gels d’acrylamide 10% en condition dénaturante (SDS-PAGE) sont constitués, pour le gel
de séparation (cf II-1), d’eau, de Tris 1,5M pH 8,8 et de SDS 10% auxquels sont ajoutés de
I’acrylamide/ bis acrylamide 40% de I’APS et du TEMED. Les volumes sont dans 1’ordre :
47,9% / 25% / 1% / 25% / 1% et 0,1% du volume final. Les gel de concentration sont
constitués d’eau, de Tris 1M pH 6,8 de SDS 10% d’acrylamide/ bis acrylamide 40% d’APS et
de TEMED. Les volumes sont dans ’ordre : 75,3% / 12,5% / 1% / 10% / 1% et 0,2% du
volume final.

Les gels en condition non dénaturantes sont les mémes mais le SDS est remplacé par de 1’eau.
Pour les gels en conditions non dénaturantes ou la liaison de I’Anx5 aux liposomes doit étre
préservée, les solutions de stacking et running comprennent en plus 2mM CaCl,.

Le tampon de migration est constitué de glycine, de Tris et de SDS si les gels sont en
conditions dénaturantes (14,4g de glycine / 3g de Tris / 1g de SDS pour 1L de solution). En
conditions non dénaturantes ce tampon ne comprend pas de SDS. Pour les gels en conditions
non dénaturantes ou la liaison de I’Anx5 aux liposomes doit étre préservée, le tampon de

migration comprend en plus 2mM CaCl,.
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Aprés migration les gels sont colorés par incubation en bleu de coomasie pendant 1 heure

suivi de décoloration en eau.

7.10 Caractérisation du couplage covalent des Anx5-SH a des liposomes ou

a des PEG-maleimides

La quantification des Anx5 lides a un lipide Mal a été réalisée par SDS-PAGE avec un gel
10% comme indiqué en 7.9.
La totalité du milieu réactionnel a été déposé sur gel sans qu’il y ait séparation des éléments

libre de ceux liés.

7.11 Liaison Ca?*-dépendante des Anx5 a des liposomes

Pour la liaison des Anx5, des Anx5-PEG et / ou des Anx5ZZ ou Anx5ZZ-fluorescéines aux
liposomes anioniques, les protéines sont incubées avec les liposomes en présence de 2mM
CaCl, pendant 30 min. Pour des liposomes de 100nmetres il faut 4pg d’Anx5 (ou 5,6pug
d’Anx5ZZ) pour 9ug de lipides (ou 1,12 mole d’Anx5 pour 110 moles de lipides) pour avoir

couverture totale de la surface des vésicules par les protéines.

7.12 Caractérisation de la liaison Ca2+-dépendante des Anx5 a des

liposomes

Les échantillons sont analysés en gel PAGE non dénaturant (sans SDS), en présence de Ca®"
2mM dans le gel et dans le tampon de migration.
Pour les caractérisations par FRET les conditions sont précisées dans le paragraphe

fluorescence.

7.13 Diffusion dynamique de la lumiere

Les mesures de diffusion dynamique de la lumiére ont été réalisées avec un goniometre laser

ALYV, équipé avec un laser HeNe 22mW polarisé linéairement opérant a une longueur d’onde
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de 632,8nm et un corrélateur digital multiple T ALV-5000/EPP avec un temps
d’échantillonnage initial de 125ns. Les solutions ont été¢ maintenues a 25°C dans toutes les
expériences. Le temps d’acquisition est de 300s. Chaque échantillon contient 200pg de lipides
(250 nmoles) dans un volume de 900ul (soit 0,278 M). Les particules d’oxyde de fer sont a
une concentration de 1,74x10"" particules par litre dans 900 pl. Les mesures ont été réalisées a

trois angles : 50°, 90°, 120°.

7.14 QCM-D

Les mesures QCM-D ont été réalisées avec un systeme Q-SENSE D300 ou avec un systeme
Q-SENSE E4 (Q-SENSE, Gothenburg, Sweden). Avec le systtme Q-SENSE D300 un
volume d’échantillon est apporté au niveau de la chambre ou se trouve le cristal et le flux est
arrété pendant I’étape d’adsorption. Avec le systtme Q-SENSE E4 les échantillons sont
apportés dans la chambre de mesure de fagon continue a 1’aide d’une pompe péristaltique qui
permet le maintien d’un flux de 0,5 ml/min. Avant utilisation les cristaux de QCM-D ont été
nettoyés par passage 30 min dans une solution de SDS 2% ringés avec de 1’eau ultrapure et
séchés sous azote puis exposition 15 min a ’UV-ozone.

Pour chaque expérience les SUV DOPC / DOPS (4 /1 en masse) sont a une concentration de
100pg / ml (126 pM) et les liposomes-Anx5 sont a une concentration de 130 pgpnospholipides /

ml (220uM en lipides totaux) dans 1,5 ml.

7.15 Encapsulation de composés fluorescents

Le fluorochrome est encapsulé de fagon passive. Le film lipidique est hydraté avec une
solution contenant le fluorophore, les vésicules sont extrudées et les fluorochromes en exces
sont éliminés par gel filtration sur une colonne d’exclusion de taille colonne 0,7x6cm (Dxh)
séphacryl S400 (Amersham Bioscience, Buckinghamshire,UK). Les quantités de lipides

récupérées sont déterminées par dosage phosphate [191].

7.16 Fluorescence

Toutes les mesures ont été réalisées sur un Perkin Ellmer LS55 (Burkinghamshire, UK) aux

longueurs d’ondes d’émission et d’excitation de chaque fluorophore: pour le NBD
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Aex=460nm A, =525nm pour la rhodamine A=530nm et A.,=590nm. L’ouverture des fentes
est précisée pour chaque condition.

Les expériences concernant I’auto-quenching de la rhodamine, des solutions de concentrations
croissantes de sulforhodamine B ont été préparées et 1’intensité de fluorescence a A=590nm a
¢té mesurée. L’ ouverture des fentes est 2,5 pour 1’excitation et 1’émission.

Pour les expériences dans lesquelles le fluorophore est contenu dans 1’intérieur aqueux des
vésicules, 50ug (63,6nmole) de lipides de sont placés en solution (volume final de 400ul) et
placé dans le spectrophotomeétre. Pour libérer le fluorophore encapsulé, 100ul de triton X100
(solution a 0,5% en volume).est ajouté. L’ouverture des fentes est 2,5 pour I’excitation et
I’émission.

Pour les expériences de FRET, 30ug (38nmoles) de liposomes DOPC / DOPS / DOPE-
rhodamine (69 /30 / 1 % en mole) sont incubés avec 1,125 pg (0,024nmoles) d’Anx5-
fluorescéine dans un volume total de 400ul. L’ouverture des fentes est de 2,5 pour I’excitation
et de 6,5 pour I’émission. La longueur d’onde d’excitation est A=490nm et les intensités de
fluorescence mesurées correspondent aux longueurs d’onde d’émission A, comprises entre

500 et 650 nm.

7.17 Ciblage de cellules in vitro

Des cellules leucémiques Ber/Abl™ K562 ont été cultivées dans un milieu RPMI 1640 (Gibco,
Cergy Pontoise, France) supplémenté avec 30% de sérum de veau feetal et un mélange
d’antibiotiques (100 unité.mL" de penicilline, 0,1 mg.mL" de streptomycines (Gibco)). Les
cellules ont été cultivées a 37°C en atmosphere humide avec 5% CO,. A J les cellules ont été
resuspendues a 3.10° cellules / mL-1. 24 heures plus tard (J;) 2uM de STI-571 ont été ajoutés
pour induire I’apoptose. 24 heures plus tard (J2) 30 pgphospolipid de liposomes a une
concentration de 300 pgphospolipia / Ml ont été ajoutés et incubés pendant une heure a 37°C

avant séparation des vésicules non liés par centrifugation Smin a 200g a 25°C.

7.18 Microscopie confocale

L’acquisition des images avec un microscope confocal Zeiss LSM510 laser scanning équipé
avec un laser HeNe et une lentille objectif Plan-Apochromat 63.0x1.4. Les cellules immergées

dans 0,5 ml de milieu de culture ont été excitées avec le laser, a 543nm (intensité a 60% de sa
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valeur maximale) et I’émission observée a travers un filtre pour les longueurs d’onde de 560

nm.

7.19 Enrobage (coating) des nanoparticules de maghémite par le citrate

Les nanoparticules de maghémites nous ont été¢ fournies par Guerbet (Aulnay-sous-bois,
France) et S.Mornet (ICMCB). De D’acide citrique pH1-2. Le mélange acide citrique-
particules d’oxyde de fer est réalisé selon la séquence acide citrique puis particules d’oxyde
de fer. La proportion du mélange est : 400mg d’acide citrique (2,08 mmoles) en poudre pour
une solution de particules contenant 2,4 mmoles de fer. L’acide citrique en exces est enlevé
par sédimentation des particules par centrifugation a 4500rcf pendant 3 min et prélévement du
surnageant. Le culot de particules est resuspendu par ajout d’un volume de soude 0,2M,
variable selon la concentration finale souhaitée. Ces opérations sont répétées entre 3 et 10 fois
en fonction des concentrations finales désirées, jusqu'a ce que les particules ne sédimentent
plus lors de la centrifugation. Le pH est alors ajusté a 6,3 par ajout de soude SM. La solution
obtenue est ensuite filtrée sur un filtre de 100nm (Millex, Dutcher, France). La concentration

en particules est déterminée par dosage a I’hexaferrocyanure de potassium (comme décrit plus

bas).

7.20 Formulation des magnétoliposomes

Les liposomes sont préparés par hydratation de film lipidique et extrusion. Les lipides sous
forme de poudre sont initialement dissous en chloroforme puis mélangés selon les proportions
souhaitées. Le solvant est ensuite évaporé sous vide dans un évaporateur rotatif pendant 20
min. Le film lipidique est hydraté par une solution de particules de maghémite stabilisées par
du citrate, préparées comme indiqué précédemment (7.19). Les vésicules sont calibrées par
extrusion par passage de la solution de MLV (10mg lipides / ml soit 12,6 mM) une vingtaine
de fois au travers d’un filtre de polycarbonate de pores 0,2um puis 0,1um de diametre avec un
extruder Liposofast (Avestin, Sodexim, France). Les particules de fer non encapsulées sont
séparées des vésicules par gel filtration sur une colonne colonne Icm x 30cm (@xh) séphacryl
S1000 (Amersham Bioscience, Buckinghamshire,UK). Le tampon utilisé¢ pour I’élution des
liposomes est un tampon A pH 7,4 supplémenté avec 10mM de citrate trisodique. Les

fractions collectées contenant des vésicules sont réunies, un volume de NaCl est ajouté de
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facon a étre a une concentration finale de 1M NaCl et ’ensemble est incubé sur la nuit.
L’échantillon est ensuite centrifugé 10 min a 1000g et le surnageant est séparé du culot de
particules de fer précipitées. Les magnétoliposomes sont ensuite concentrés sur une colonne
magnétique MACS Column (LS column, Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach), excepté dans
le cas de la caractérisation des échantillons aprés colonne d’exclusion de taille,. Le volume
récupéré est d’1ml environ. Ceci permet, en plus de les concentrer, d’eliminer I’exces de NaCl
en éluant la colonne avec un volume de tampon A pH 7,4 (5ml).

Les lipides sont dosés par dosage phosphate selon la procédure mise au point par Rouser
[191] et la quantité de particules d’oxyde de fer est déterminée par dosage a
I’hexaferrocyanure de potassium (décrit en 7.21).

Pour indication, les concentrations en lipides apres colonne d’exclusion de taille (et ajout de
NaCl) sont d’environ 0,3 mgphospholipides’M] (=0,4mM) dans 9ml environ pour des liposomes
neutres et quelle que soit la concentration de la solution mere de particules utilisée. Apres
colonne magnétique, la concentration en lipides est d’environ 1 mgphospholipides/ml (=1,3 mM)
dans 1ml environ pour des magnétoliposomes neutres préparés avec une solution mere de

particules de 1,74.10* particules / litre.

7.21 Dosage du fer

La quantité¢ de nanoparticules de maghémite a été¢ déterminée par dosage du fer a partir de
I’hexaferrocyanure de potassium. Pour cela une gamme étalon est réalisée a partir d'une
solution de chlorure de fer (FeCls, 6H20) de concentration 0,01 M. Les quantités utilisées sont
comprises entre 0 et 320 nmoles, et les volumes sont complétés avec de 1’eau pour obtenir un
volume final de 50ul.
Pour le dosage de particules de maghémites encapsulées dans des liposomes, les solutions de
vésicules sont évaporées a 90° puis dissoutes par ajout de 33ul de OG a 1M et le volume est
complété a 50ul avec 17ul d’eau. Un volume de 550 uL d’HCl a 5,5 M est ensuite ajouté pour
dissoudre les particules d’oxyde de fer. La coloration est réalisée en ajoutant 500 ul de
ferrocyanure préparé extemporanément a partir de 1,5 g d’hexaferrocyanure (II) de potassium
trihydrate dissous dans 15 mL d’eau. Le volume final dans chaque tube est donc de 1100 pL.
La densité optique (DO) est mesurée a la longueur d’onde de 720 nm, et la concentration
de I’échantillon est déduite de la droite d’étalonnage. La quantité de fer en mole a été
convertie en quantité de particules en se référant a la fiche technique fournie par le fabriquant,

Guerbet, qui indique que 2,4 mole de fer correspondent & 1,9x10%° particules. Les particules
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fournies par S. Mornet ont été utilisées dans des expériences pour lesquelles la quantité de fer

n’a pas été dosée.

7.22 Microscopie électronigue a transmission

Les échantillons de particules pour la coloration négative sont a une concentration de
1,74x10"" particules par litre. Les échantillons de coloration négative sont déposés sur des
grilles de cuivre (Teambar, Agar, Standsted, UK) recouvertes au préalable d’un film de
carbone Pour 1’observation des cellules et tissus, les échantillons sont fixés 2 heures en
glutaraldhéhyde 2% (Agar), paraformaldéhyde 4% (Agar), tampon cacodylate pH7,4 (Agar)
post fixé 1H a 4°C en tetroxyde d’osmium 1% (Agar) pour ponter les lipides. Les échantillons
sont ensuite déshydratés dans des bains successifs d’éthanol de plus en plus concentrés
(Jusqu'a 100%) puis enrobés dans une résine epon-araldite (Agar, Standsted, UK). Apres
polymérisation, des coupes fines de 75nm d’épaisseur sont réalisées avec un ultramicrotome
Leica. Les coupes sont prélevées sur une grille de cuivre (Teambar, Agar, Standsted, UK) et
colorées avec 1% acétate d’uranyle pendant 5 min. Les échantillons sont observés sur un
TECNAI CM120 (FEI) a 120 kV. Les échantillons pour la cyomicroscopie électronique a
transmission sont a une concentration d’environ 1 mgphospolipia / Ml (1,3mM). Ils sont déposés
sur une grille de cuivre recouverte d’un film de carbone perforé (Lacey-formar, Tedpella,
Eloise, Roissy, France), congelés dans de 1’éthane liquide a 1’aide d’une guillotine (Leica) et
observés a basse température sur un TECNAI F20 (FEI) a 200kV. Les images sont
enregistrées avec une caméra USC1000-SSCCD (Gatan).

7.23 Action de la Phospholipase D

La phospholipase D (PLD) utilisée est celle de streptomyces. Sp type VII. 1mg de lipides
(PC) (=1,3umoles) est traité avec 3 unités de PLD. Le pH est de 7,4 tamponné par de
I’HEPES 10 mM. Le mélange est incubé sur la nuit. Les échantillons sont soit utilisés en 1’état
pour les caractérisations sur gel d’acrylamide soit utilisés pour la chromatographie sur couche

mince.
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7.24 Chromatographie sur couche mince

Les échantillons de liposomes traités a la PLD en tampon sont évaporés et resuspendus en
chloroforme puis la quantité de lipides est dosée. Dans chaque cas 50 pug de lipides sont
déposé sur une plaque de chromatographie sur couche mince (CCM) qui est placé dans du
tampon de migration (chloroforme / méthanol / eau ; 63 /35/2 ;v /v /v), dans une enceinte
fermée. Les lipides sont révélés en déposant la plaque dans une cuve contenant des cristaux

d'iode.

7.25 Ciblage de thrombus ex vivo par des magnétoliposomes

L’adressage des liposomes fonctionnalisés au niveau de la plaque d’athérome a été réalisé par
des expériences ex vivo. Les liposomes sont constitués de PC : PS (7 : 3 rapport molaire) et
encapsulent des particules d’oxyde de fer. Ces vésicules sont fonctionnalisées par 1’anticorps
anti-olIbp3 (qui nous a été fourni par G. Clofent-Sanchez (RMSB, Bordeaux)), lié aux
liposomes grace a I’Anx5ZZ de facon a avoir 90 anticorps par liposome. Le reste de la surface
est couverte par des Anx5-PEG. Une portion d’artere iliaque a été prélevée sur des lapins
soumis a un régime hypercholestérolémiant. Ces opérations ont ét¢ menées par S. SANCHEZ,
animalier du RMSB (Bordeaux) sous la direction G. Clofent-Sanchez. Les magnétoliposomes
fonctionnalisés (200ul a Img /ml; 1,26mM) ont été incubés avec la portion d’artére puis
lavés par passages successifs en tampon A +CaCl, 2mM afin d’éliminer les vecteurs non liés.

L’échantillon est ensuite fixé en résine selon la procédure décrite en 7.21.

7.26 Ciblage de zones inflammeées de cerveau de rats

La préparation des animaux et les coupes de cerveau ont été réalisées par A. Vekris du
laboratoire de K. Petry (INSERM EA 2966). L’ inflammation a été provoquée chez des rats au
niveau du cerveau par choc thermique en apposant un coton gelé sur le crane de I’animal.
Pour les essais ex vivo le cerveau est fixé en paraformaldéhyde en perfusant le rat avec une
solution tamponnée de paraformaldéhyde qui va remplacer le sang dans le systéme

circulatoire. Le cerveau est ensuite prélevé, découpé et les tranches récupérées sont incubées
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avec des solutions de liposomes (0,1mg /ml ; 0,126mM dans 500ul) fonctionnalisés par des
Anx5ZZ-Anticorps anti I-CAM (90 anticorps / liposome). Apres lavage par passages
successifs dans des solutions tamponnées (tampon phosphate +CaCl, 2mM) pour éliminer les
vésicules non liées, les coupes de cerveau ont été placées entre lame et lamelles et visualisées
par microscopie de fluorescence.

Pour les expériences in vivo, 300ul de liposomes fonctionnalisés par des Anx5ZZ-Anticorps
anti I-CAM (90 anticorps / liposome; concentration en liposomes de Imgipiges/ml;
(1,26mM)) ont été injectés au niveau de la queue de rats pour lesquels, soumis au choc
thermique indiqué précédemment. Les animaux ont été sacrifiés deux heures apres I’injection.
De la méme facon que pour les expériences ex vivo, le cerveau est fixé en paraformaldéhyde
en perfusant le rat avec une solution tamponnée de paraformaldéhyde. Le cerveau est ensuite
prélevé et découpé en tranches qui sont placées entre lame et lamelles et visualisées en

microscopie de fluorescence.
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II1 Résultats
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L’objectif de mon travail de these a été la formulation de liposomes pour une utilisation
comme outil de délivrance de principes actifs chez les étres vivants. Les principes actifs
considérés ici comprennent les produits d’imagerie (pour la fluorescence ou I’'IRM) et les
médicaments. La mise au point de tels objets implique I’attribution d’une spécificité pour une
pathologie ou une zone de l’organisme et leur association avec le composé d’intérét a
vectoriser. Le principe actif a été essentiellement inséré dans 1’espace interne aqueux des
vésicules. Les composés encapsulés ont été¢ des fluorophores, pour donner un signal en
microscopie de fluorescence et modéliser le comportement des médicaments et des particules

de maghémite (d’oxyde de fer) pour obtenir un signal en IRM et en microscopie €lectronique.
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Figure 1lI-1: Représentation schématique de liposomes encapsulant dans le volume

interne : A) des fluorophores B) des particules de maghémite

L’attribution d’une spécificité pour une cible repose sur I'utilisation d’éléments de ciblage qui
ont été soit des Annexine 5 (Anx5) liés covalemment aux liposomes soit des anticorps liés en
surface des vésicules grace a des Anx5zz. Cette fonctionnalisation met donc en jeu, dans les
deux cas, des Anx5, des protéines qui peuvent lier les membranes lipidiques présentant des
phosphatidylsérines (PS), en présence de calcium, avec une trés haute affinité. Nous avons
tiré parti de cette spécificité en utilisant tout d’abord 1I’Anx5 comme ligand, pour conférer aux
liposomes une capacité de liaison aux membranes exposant des PS. Pour cela, un mutant de
I’Anx5 exposant un thiol, ’Anx5-SH, a été¢ couplé a des maleimides situés a 1’extrémité de
lipides—PEG constitutifs des liposomes. Le vecteur ainsi constitué présente alors I’Anx5 de

telle fagon qu’elle puisse reconnaitre les membranes exposant des PS. La protéine peut alors
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jouer le réle de ligand pour adresser le liposome au niveau des membranes—cibles qu’elle
reconnait (figure II 2; A).

La trés haute affinité de I’Anx5 a été utilisée pour lier des anticorps en surface de liposomes
dont les membranes contiennent des PS. Pour cela nous avons utilisés une Anx5 fusionnée
avec le tagZZ, un élément de la protéine A qui a la propriété de lier des anticorps. L’ Anx5ZZ
joue le role d’intermédiaire de couplage avec une partie, le tagZZ, qui lie les anticorps et
I’autre, I’Anx5, qui permet la fixation de ces anticorps en surface des liposomes anioniques
(figure 2, B) .

Dans les deux cas, utilisation comme élément d’adressage et comme intermédiaire de
couplage, nous avons donc tirés parti de 1’affinité et de la spécificité de I’Anx5 pour les
membranes exposant des PS. Dans un cas la membrane exposant des PS est la cible des
liposomes et dans 1’autre c’est la bicouche des vecteurs a fonctionnaliser (figure 2). Dans les
deux cas, ces Anx5 sont impliquées dans la fonctionnalisation des liposomes, en temps que

ligand ou via la liaison d’anticorps.
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Figure 1lI-2 : Utilisation d’Anx5 pour le ciblage de liposome A) Anx5 comme élément
d’adressage vers les membranes anioniques B) Anx5zz comme intermédiaire pour la liaison

d’anticorps sur les vésicules

Ce travail est organisé¢ en trois grandes parties : 1) fonctionnalisation de liposomes par
I’AnxS5, qui est utilisée comme €lément de ciblage pour 1’adressage de liposomes encapsulant
un composé fluorescent ; 2) encapsulation de nanoparticules de maghémite dans des vésicules
non chargés puis dans des liposomes anioniques et 3) fonctionnalisation de liposomes chargés
négativement en utilisant I’Anx5zz comme intermédiaire pour lier des anticorps a la surface

de la membrane.
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1 Fonctionnalisation de liposomes par I’Anx5 pour cibler des

membranes exposant de la PS

L’objectif est de réaliser des liposomes pour cibler les zones d’un organisme vivant au niveau
desquelles il y a exposition de PS. Pour cela des Anx5 exposant un thiol ont été greffées sur
des liposomes, formulés pour étre furtif in vivo et encapsulant un fluorophore, afin d’imager

les cellules exposant des PS.

Membrane exposant des
phosphatidylserines

Figure 1lI-3: Fonctionnalisation de liposomes encapsulant un fluorophore pour cibler et

imager les membranes exposant des phosphatidylsérines.

Les Anx5 utilisées sont des mutants créés pour présenter un thiol de fagon accessible. La
cystéine présente a I’intérieur de la protéine native a été remplacée par une sérine alors qu’une
cystéine a été introduite en remplacement de la thréonine en position 163 [192]. L’unique
cystéine de I’Anx5 obtenue est ainsi située a une position dans laquelle le thiol est trés
accessible pour un couplage chimique et située sur la face exposée au solvant de fagon a ce
que le greffage ne perturbe pas la reconnaissance des PS. La protéine peut ainsi étre couplée

efficacement et de maniére orientée sur le liposome.
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Face membranaire

Figure lll-4 : Position du thiol dans I’Anx5 (C314S ; T163C)[192]

D’un point de vue de la formulation des vésicules, la morphologie et la composition
membranaire sont celles de vésicules optimisées pour une utilisation in vivo et donc une
furtivité vis-a-vis du systéme immunitaire [71] : la taille est calibrée a 100nm et la membrane
est composée de PC, de cholestérol (25% en mole), de lipides-PEG (5% en mole maximum).
Pour réaliser le greffage de 1’Anx5-SH, des lipides portant une fonction chimique sur la téte
polaire sont ajoutés a la composition membranaire. Le groupement chimique est un
maléimide, fonction qui réagit covalement avec un thiol pour donner une liaison thioéther.
Pour que les vésicules fonctionnalisées servent d’outil d’imagerie, un fluorophore leur a été
associ¢. Ce marqueur a été encapsulé dans I’intérieur aqueux. Cet intérieur constitue alors un
réservoir qui peut é&tre utilisé pour d’autres applications telles que le transport de
médicaments. Le fluorophore peut étre considéré comme un composé modele permettant
d’évaluer les capacités d’encapsulation et de transport des vecteurs. Les liposomes ainsi
constitués sont donc potentiellement utilisables pour du diagnostic ou du transport de
composés thérapeutiques vers les membranes des cellules exposant des PS.

Cette exposition est une caractéristique des zones d’apoptose qui sont associées a des
pathologies telles que I’athérosclérose, I’ischémie ou certains cancers [169, 175] et de
I’activation des plaquettes[170]. Comme I’Anx5 posséde une trés haute affinité pour les
membranes anioniques en présence de Ca®’, I'utilisation de cette protéine comme élément
d’adressage doit permettre un adressage efficace des vésicules vers ces zones particulieres.

La premiére partie de ce manuscrit a pour objectif la liaison d’Anx5-SH sur des liposomes, la
caractérisation de ce couplage et de ses effets sur la dispersité des dispersions et I’intégrité des
membranes. Elle comportera aussi la corrélation entre le degré de fonctionnalisation et
I’efficacité de ciblage et 1’évaluation de la capacité des vésicules encapsulant un fluorophore a

reconnaitre et imager de fagon spécifique des cellules en apoptose.
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Le couplage covalent a été réalisé avec deux types de lipides portant une fonction maleimide.
Apres optimisation, un des lipides maléimide a été sélectionné. Une quantification précise de
la liaison covalente a alors pu étre effectuée par gel de polyacrylamide (PAGE). L’effet de la
fonctionnalisation sur la taille et la dispersité des solutions de liposomes a été¢ déterminé par
diffusion dynamique de la lumiére (DLS). La capacité d’adressage des vésicules par I’Anx5 a
dans un premier temps été vérifiée sur des membranes modeles par QCM-D puis ’efficacité
de liaison a ces membranes mod¢les a été estimée de facon systématique en fonction de la
densité de ligand par liposome. Le suivi des fuites de fluorophores a permis d’évaluer I’effet
de la fonctionnalisation sur 1’intégrité membranaire ainsi que la stabilité¢ d’encapsulation de
composés fluorescents dans les vecteurs. Enfin la capacité des liposomes fonctionnalisés a
adresser des ¢léments encapsulés au niveau de cellules présentant des PS a été évaluée in vitro

sur des cellules en apoptose.

1.1 Couplage covalent de ’Anx5 aux liposomes

Le couplage covalent de ’Anx5 a des liposomes possédant des lipides maléimides a été
caractérisé de facon a controler la densit¢ de ligand en surface des vésicules. Cette
détermination a été réalisée par SDS-PAGE, une technique qui permet la séparation des
protéines d’un échantillon. Initialement deux types de lipides maléimides ont été utilisés. Les
étapes pour la mise au point du couplage qui sont présentées ont consistées : 1) a mettre en
évidence la liaison covalente ii) a identifier un contaminant limitant 1’efficacité de liaison puis
iii) a quantifier les protéines liées par chacun des lipides afin de sélectionner celui qui

permette d’effectuer la liaison covalente avec le rendement le plus élevé.

1.1.1Mise en évidence de la liaison covalente

Les deux lipides maléimides utilisés pour le couplage covalent de I’Anx5-SH ont été le

DOGPpBsAlaMal (donné par B.Frisch) et le DSPE-PEG-Mal(Avanti polar lipid).
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Figure IlI-5 : Lipides maléimides utilisés pour la liaison de I’Anx5-SH A) DOGPfB4AlaMal B)
DSPE-PEG-Mal

Le DOGPB4AlaMal est un lipide non chargé, ne possédant pas de phosphate et présentant une
téte polaire de petite taille constituée d’une courte chaine de PEG formée de 4 unités oxyde
d’éthylene et terminée par la fonction maléimide. Le DSPE-PEG-Mal possede quant a lui un
phosphate et une charge au niveau de ce phosphate. C’est un lipide PEG2000 dont I’extrémité
de la chaine de PEG (formée de 42 unités oxyde d’éthyléne) est terminée par le maléimide.
Ces lipides sont constitutifs des membranes des liposomes et 1’Anx5-SH est ajoutée a la

solution de vésicules pour se lier avec les maléimides.

Liposome présentant des Liposome fonctionnalisé
fonctions maleimide par 'Anx5

Anx5-SH

Figure 1lI-6 : Schéma du couplage covalent de I’Anx5-SH a des liposomes présentant des

fonctions maléimides.
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Apres incubation ce mélange est placé en SDS, c'est-a-dire en conditions dénaturantes pour
étre analysé par SDS-PAGE. Le SDS étant un détergent il dissout les vésicules lipidiques et
dénature les protéines qui sont séparées sur gel en fonction de leur taille. Un des premiers gels
mettant en évidence le couplage a été obtenu pour le DSPE-PEG-Mal. Les liposomes sont
constitués de DOPC/Cholesterol/DSPE-PEG-Mal (74/25/1 % en mole) et I’Anx5-SH est en
quantité telle qu’il y a un rapport molaire Anx5-SH : maléimides exposés a 1’extérieur de la

vésicule de 1 : 1.

Anx5-SH Liposome-
témoin {ug) Mal +
I 05 1 2 4I Anx5-SH

& <— Anx5-5-5-Anx5

Anx5-Mal-
2 <— PEG-DSPE

e <— Anx5-SH

<— Lipides

Figure IlI-7 : Analyse du couplage covalent de 'Anx5-SH a des liposomes contenant des
DSPE-PEG-Mal, par SDS-PAGE. Les quatre premiers puits correspondent a I’Anx5-SH seule
en quantité croissante fournissant une gamme de référence des quantités d’Anx5; le
dernier puits correspond au mélange liposome maléimide : Anx5-SH. La quantité de
liposomes déposée est de 70 ugDOPC (119 nmole de lipide) et la quantité d’Anx5-SH est de
17,5ug. Les liposomes sont constitués de DOPC/Cholesterol/DSPE-PEG-Mal (74/25/1 % en
mole) et I’Anx5-SH est en quantité telle qu’il y a un rapport steechiométrique molaire Anx5-

SH : maléimides exposés a I'extérieur de la vésicule de 1 : 1.

L’Anx5-SH témoin indique que cette protéine est présente sous deux formes : une forme tres
majoritaire, représentée par une bande épaisse et intensément colorée, qui correspond a la
I’Anx5-SH monomérique et une forme trés minoritaire représentée par une bande fine et peu
colorée, qui correspond a un dimere d’Anx5-SH liées entre elles par un pont disulfure.
Lorsque le mélange liposome-maléimide Anx5-SH est déposé sur le gel il apparait quatre
bandes. La bande large du bas représente les lipides constitutifs des vésicules. Comme il ne

s’agit pas de protéines le marquage des lipides est souvent décoloré lors des lavages du gel et
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n’est alors plus visible. Les bandes de I’Anx5-SH et du dimere apparaissent aussi et une
bande légeérement retardée par rapport a I’Anx5-SH est observée. Elle indique la présence
d’Anx5 qui est liée a un lipide-PEG-Mal et qui, étant plus lourde, migre moins loin que
I’Anx5-SH. La taille et 1’intensité des bandes indiquent que moins d’un tiers des protéines
sont lies et qu’il se forme une quantité importante de dimere, qui est alors en proportion

beaucoup plus importante que les proportions constatées avec le témoin.

1.1.2 Optimisation du couplage covalent

Comme le couplage de I’Anx5-SH semble limité, notamment par la formation de dimere,
nous avons eu recours aux informations apportées par d’autre type de gel pour optimiser cette
liaison. Les gels d’acrylamides réalisés en conditions non dénaturantes apportent une
information supplémentaire quant aux Anx5-SH non lides. Alors qu’en gel dénaturant les
liposomes sont dissous et les protéines dénaturées, en gel non dénaturant les liposomes sont
intacts et les protéines a I’état natif. Dans ces conditions les liposomes sont trop volumineux
pour entrer dans les mailles du gel et, étant a I’état natif, retiennent les Anx5 lides
covalemment a leur surface. Seuls les Anx5-SH non liées et les dimeéres Anx5-S-S-Anx5 sont
observés. De plus la séparation des protéines ne se fait pas uniquement en fonction de la
masse mais en fonction de la masse, de la charge et de la taille et ainsi des différences subtiles
entres deux isoformes peuvent influencer la migration d’une méme protéine. Différentes
AnxS5 et le mélange liposome-Maléimide Anx5-SH ont été mis a migrer en gels dénaturant et

non dénaturant.
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Figure IlI-8 : Comparaison des profils de migration des Anx5 en gels dénaturant(A) et non
dénaturant(B). A) gel dénaturant : dispersion des liposomes et migration des protéines en
fonction de leur masse ; B) gel non dénaturant : rétention des liposomes et des Anx5-SH
liges en haut du gel et migration des Anx5-SH non liées aux liposomes en fonction de leur
masse, charge et forme. 3ug de protéines sont déposés pour les protéines témoins. 60 ug

de lipides et 15ug de protéines sont déposées pour les associations liposomes-Anx5-SH.

La comparaison entre les profils des Anx5 sauvages (ot) (c'est-a-dire non mutées) et mutantes
(Anx5-SH) sur les deux types de gels renseigne sur la formation de dimere et sur la présence
de deux formes pour I’Anx5 monomere. Le gel dénaturant indique que I’Anx5 ot et I’Anx5-
SH forment toutes les deux du dimeére qui ne migre pas au méme endroit. Ces dimeres sont a
priori présents en solution. Sur gel non dénaturant I’Anx5-SH forme une quantité importante
de dimere alors que I’Anx5 wt, dont le thiol est enfoui a ’intérieur, n’en forme pas. La trés
bonne accessibilité du thiol de 1’Anx5-SH, associée a la proximité des protéines lors de
I’étape de concentration des protéines lors de la migration, est probablement responsable de
cette dimérisation. Les dimeéres présents en quantité¢ importante sur le gel non dénaturant ne
sont donc a priori pas présents en solution mais se forment sur gel si le thiol est accessible. En
ce qui concerne la forme monomere, le gel dénaturant indique la présence d’une seule forme
alors que sur gel non dénaturant il y a deux formes distinctes, que nous appellerons forme 1

pour celle qui migre le moins loin et forme 2 pour celle qui migre le plus loin. L’influence
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conjointe des facteurs masse, charge et forme sur la migration rend difficile I’interprétation de
cette différence. Néanmoins il apparait que la forme 1 est trés majoritaire pour I’Anx5 ot, que
la forme 2 est présente en proportion tres faible et qu’il en est de méme pour le peu d’Anx5-
SH qui n’a pas formé de dimeére. Le gel non dénaturant permet donc de distinguer les deux
formes monomériques des AnxS5.

Lors du dépot du mélange liposome-maléimide Anx5-SH sur gel non dénaturant, seules les
protéines non liées sont analysées, les autres restant associées aux liposomes, retenus dans la
zone de concentration. Il apparait sur ce gel que I’Anx5-SH non liée aux vésicules est encore
présente en proportion importante sous forme de monomere. La forme monomere majoritaire
est la forme dite forme 2 qui est normalement trés minoritaire. Lors de son mélange avec les
liposomes maléimides, il y a donc une ou plusieurs modifications au niveau de 1’Anx5-SH qui
conduisent au déplacement des monomeres de la forme 1 vers la forme 2.

Le gel dénaturant pour lequel les liposomes sont dissous et pour lequel toutes les protéines
migrent indique qu’une petite partie des Anx5-SH a liée des lipides maléimides. Le reste des
protéines est soit sous forme de monomeres soit sous forme de dimeres. La proportion de ce
dimére est beaucoup plus importante que celle observée pour les témoins et se forme donc
lors du mélange des Anx5-SH avec les liposome-Maléimides. Le gel dénaturant renseigne
donc sur la liaison des Anx5-SH a des lipides maléimides et sur la formation de dimere

Les gels dénaturant et non dénaturant indiquent donc que lors du mélange de 1’Anx5-SH avec
des liposomes-maléimide seule une petite proportion de protéines se lie sur des lipides
maléimides. La majorité des protéines n’est pas li¢es au maléimide et est présentes sous forme
de dimere et sous une forme de monomere qui est normalement minoritaire. La liaison aux
maléimides est donc limitée par deux réactions parasites : formation de dimeére et déplacement
de la forme monomere vers une isoforme normalement minoritaire.

Le probleme de réaction parasite a alors été investigué de facon systématique en utilisant
comme ¢évidence de ces réactions le déplacement du monomere de la forme 1 vers la forme 2
en gel non dénaturant. Il est apparu que ces réactions secondaires étaient dues a un élément
parasite qui se liait notamment sur le thiol des Anx5-SH et qui était présent dans la solution
dans laquelle étaient suspendues les vésicules, quelle que soit leur composition lipidique. Il a
alors semblé qu’il pouvait s’agir d’un résidu de solvant. En effet, dans la technique de
réhydratation de film lipidique utilisée pour synthétiser les vésicules, les lipides en poudre
sont dissous en chloroforme, puis le chloroforme est évaporé. Ensuite le film lipidique formé
est solubilisé en diethyléther qui est a son tour évaporé pour éliminer les résidus de

chloroforme et enfin le film lipidique obtenu est solubilisé en solution aqueuse. Pour tester
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I’hypothése d’un résidu de solvant, des lipides en poudre ont été resuspendus, soit directement
en tampon, soit en chloroforme uniquement, soit en chloroforme puis en diéthyléther. Les
liposomes obtenus sont ensuite mélangés avec de I’Anx5-SH et I'effet sur la protéine est

¢valué en gel non dénaturant.
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Figure 111-9 : Evaluation de |'effet d’éventuels résidus de solvant sur I’Anx5-SH.

Il apparait que seule la procédure impliquant une resuspension en diéthyléther conduit a un
déplacement de la forme 1 du monomeére, majoritaire chez I’Anx5-SH témoin, vers la forme
2. Lors de la procédure de syntheése, I’évaporation du diéthyléther n’est pas totale et ses
résidus conduisent a des réactions secondaires qui sont formation de dimere et réaction avec
le thiol de certaines des protéines. La suppression de 1’éther lors de la formation des vésicules
permet d’éviter les réactions parasites qui limitent la disponibilit¢ des Anx5-SH pour le

couplage avec les maléimides des liposomes.
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La comparaison croisée des gels dénaturant et non dénaturant a donc permis de mettre en
évidence que la réaction Anx5-SH maléimide était limitée par des réactions parasites,
formation de dimére Anx5-S-S-AnxS5 et liaison du thiol avec un élément parasite. Ce composé
est le diéthyléther qui n’est pas totalement évaporé. Cette observation a une implication
mineure pour la procédure de formation des vésicules par réhydratation de film lipidique car
I’étape avec le diétyléther est facultative. Toutefois cette réaction parasite pourrait s’avérer
importante dans le cas ou les liposomes sont formés par inversion de phase ou les résidus
d’éther vont limiter les rendements des réactions chimiques impliquant des thiols. Pour la
réhydratation de film lipidique la suppression de I’ether permet d’avoir des Anx5-SH qui sont

disponibles et donc d’augmenter les rendements de couplage.

1.1.3 Caractérisation de la liaison aux DOGPB,AlaMal

La quantification des Anx5-SH liées covalemment a un lipide maléimide a été réalisée tout
d’abord pour les liposomes contenant des DOGP et ensuite pour ceux contenant des DSPE-
PEG-Mal. Cette détermination a été effectuée par gel d’acrylamide en conditions
dénaturantes. Comme indiqué précédemment, les Anx5-SH sont liées a des liposomes
préformés contenant des lipides-maléimides. Les liposomes DOGP sont constitués de DOPC /
Cholestérol / DOGPBsAlaMal : 70/25/5 % en moles et la quantité d’Anx5-SH ajoutée est telle
que les fonctions maléimides exposées au solvant et accessibles pour le couplage (ceux des
lipides du feuillet externe) soient en exces. La totalité de 1’échantillon est déposée, ce qui

permet de comparer les quantités liées et non liées.
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Figure III-10 : Analyse du couplage covalent de I’ Anx5-SH a des liposomes contenant des
DOGPB4AlaMal, par SDS-PAGE. Les deux premiers puits correspondent a I’Anx5-SH seule
en quantité croissante ; les trois puits suivants correspondent a des mélanges liposome
DOGPB4AlaMal (DOPC / Cholestérol / DOGPB4AlaMal, 70/25/5 % en moles) avec
I’Anx5-SH en quantité croissante. La quantité de liposomes déposée dans chaque puits est
fixe (20 ngDOPC / 34 nmole de lipide). La quantité d’ Anx5-SH est exprimée en fonction du

rapport molaire Anx5-SH : maléimides du feuillet externe.

Il apparait que la bande correspondant a I’Anx5-Mal-DOGPB,Ala est petite et tres diffuse. La
guantité d’Anx5 liée est donc trés faible. Il est possible que ce rendement tres limité soit da
au fait que le maléimide est un groupement hydrophobe qui a tendance a se placer dans

I'intérieur apolaire de la membrane et n’est donc plus accessible pour les Anx5-SH.

1.1.4 Caractérisation de la liaison aux DSPE-PEG-Mal

La réaction de couplage a ensuite été réalisée aves des liposomes contenant des lipides DSPE-
PEG-Mal. La composition en lipide de ces vésicules est DOPC/Cholestérol/DSPE-PEG-Mal
74/25/1 % en mole ou DOPC/Cholestérol/DPPE-PEG /DSPE-PEG-Mal 74/25/4/1 % en mole.
L’utilisation de lipides-PEG (MW du PEG=2000) a pour objectif d’assurer la furtivité des
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liposomes in vivo. La localisation du maléimide a I’extrémité du PEG plutdt qu’au niveau de
la membrane a pour objectif d’éviter que la fonction chimique, ou le ligand une fois lié, ne
soit masqué par la couche de PEG en surface [194]. Lors de I’analyse sur gel en conditions
dénaturantes, la dissolution des vésicules conduit a I’exposition des maléimides situés dans le
feuillet interne de la vésicule. Des Anx5-SH peuvent alors se lier avec ces maléimides
inaccessibles dans les vésicules intactes. Pour éviter de surestimer 1’efficacité de la liaison
covalente un exces de N-Ethylmaléimide est ajouté avant la dissolution des vésicules en SDS

pour bloquer les thiols qui n’ont pas réagi.
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Figure III-11 : Analyse du couplage covalent de I’Anx5-SH a des liposomes contenant des
DSPE-PEG-Mal, par SDS-PAGE. Le premier puits correspond a I’Anx5-SH seule ; les puits
suivants correspondent a des mélanges liposome DSPE-PEG-Mal (DOPC / Cholestérol /
DSPE-PEG-Mal, 74/25/1 % en moles) avec I’Anx5-SH en quantité croissante. La quantité
de liposomes déposée dans chaque puits est fixe (20 pgDOPC / 34 nmole de lipide) et la
quantité d’Anx5-SH est exprimée en fonction du rapport Anx5-SH : maléimides du feuillet

externe.

Le gel d’acrylamide indique qu’il y a bien couplage de I’Anx5-SH a un lipide PEG et que
cette réaction se réalise avec une bonne efficacité. L'analyse par spectrométrie de masse
indique une masse de 38578Da ce qui correspond a une Anx5 liée a un lipide (la masse
théorique étant 38538 Da) et confirme la liaison covalente. La quantité¢ d’Anx5-SH couplée
maximale est obtenue pour un rapport molaire Anx5-SH : maléimides présent sur le feuillet

externe proche de 1:1. Dans ces conditions environ 80% des Anx5-SH sont liées de fagon
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covalente aux liposomes-maléimides ce qui correspond, pour 1% de DSPE-PEG-Mal, a un peu
moins de 500 Anx5 par liposome. Les gels sont les mémes avec ou sans le DPPE-PEG ce qui
indique qu’une couche de PEG en surface ne perturbe pas le couplage. Pour des
concentrations en protéines de l'ordre du pM, une durée d’incubation du mélange
liposomes protéines de quatre heures est suffisante pour que la réaction soit achevée avec
le rendement maximal de 80%. Le fait que 20% environ des Anx5-SH ne soient pas couplées
est attribué a I’hydrolyse spontanée des maléimides [195]. En comparaison, d’autres études
ont fait état de rendements de couplage variables et de la nécessité d’avoir un exces de
groupements réactifs portés par les lipides pour obtenir des quantités de ligands liés
satisfaisantes [111, 196-198]. Les hauts rendements de couplage de I’Anx5-SH a les lipides-
maléimides doivent étre dus a l'utilisation d’une Anx5 mutée qui possede un thiol unique
dans une position tres accessible et a I'efficacité de la réaction thiol-maléimide. L'efficacité
de la réaction de couplage permet de controler simplement la quantité d’Anx5 liée aux
vésicules et donc d’analyser en détails les propriétés physico-chimiques et fonctionnelles des
liposomes fonctionnalisés par I’Anx5. Parmi ces propriétés, a été évalué en particulier I'effet
de la densité de ligands sur la taille et I'agrégation des vésicules et sur I'efficacité de

reconnaissance de la cible c'est-a-dire des membranes anioniques.

1.2 Dispersité des solutions de liposomes

La taille des liposomes fonctionnalisés par I’Anx5 a été étudide car ce parametre est
déterminant pour obtenir des vecteurs stables in vivo. La taille des vésicules affecte leur durée
de vie dans la circulation sanguine [6] ainsi que le volume disponible pour encapsuler des
¢léments dans D’intérieur aqueux. Les vésicules de grande taille peuvent transporter des
quantités importantes de composés mais sont retenues par les barrieres physiques de
I’organisme qui jouent le role de filtres. A I’inverse, des liposomes de petite taille encapsulent
moins de composés mais peuvent présenter des temps de circulation faibles car, en dessous de
70nm, les liposomes sont éliminés par filtration, principalement au niveau des cellules du
foie. Les tailles optimales permettant d’accommoder les contraintes de temps de circulation
¢levé et de volume maximal disponible pour encapsuler des composés sont de I’ordre de 100
nm [107, 199].

La taille des vésicules a donc €té calibrée a 100nm par extrusion et 1’influence de la densité
d’Anx5-SH a la surface des liposomes sur la taille des vecteurs et la dispersité des solutions a
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¢té analysée par diffusion dynamique de la lumicére (DLS). Des liposomes de composition
DOPC / Cholestérol / DSPE-PEG-Mal, 70/25/5 % en moles ont donc été extrudées pour
produire des vésicules de 100nm de diametre et ont été liés a des quantités variables d’Anx5-
SH. Les liposomes non fonctionnalisés ont un rayon de 60 +4 nm. Les liposomes pour
lesquels la densité de protéines est inférieure a 250 Anx5 / liposome présentent une seule
population avec un rayon de 60 £+ 2nm. Les échantillons avec des densités supérieures a 250
Anx5 / liposome ont tendance a précipiter. Les précipités sont polydisperses avec des tailles

allant d’une soixantaine de nanomeétres a plusieurs micrometres.
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Figure III-12 : Distribution de taille des solutions de liposomes fonctionnalisés par 1’ AnxS5,
par DLS a 90°. Densité d’ Anx5 par liposomes : A) 250, B) 2000. Chaque échantillon contient
200ug de lipides (250 nmoles) dans un volume de 900ul (soit 0,278 M).

Le diamétre de 120nm et non 100nm observé pour les vésicules témoin peut s’expliquer par le
fait que la DLS tient compte de 1’eau d’hydratation et que le PEG, présent en surface des
membranes, est un polymere fortement hydraté. Pour des densités d’Anx5 liées inférieures a
250 Anx5 / liposome, la fonctionnalisation n’a qu’une influence mineure sur la taille des
vésicules et la solution reste monodisperse c'est-a-dire que les vésicules sont bien
individualisées. Pour des densités supérieures a 250 Anx5 / liposome les vésicules agregent et
précipitent. La cause de 1’agrégation n’est pas trés claire mais pourrait étre due a une
interaction aspécifique de I’Anx5-SH liée a un lipide avec les membranes d’autres liposomes
conduisant a un pontage des vésicules.

Il apparait donc que pour obtenir des vésicules bien dispersées et présentant une taille
compatible avec une utilisation in vivo, il est nécessaire de limiter la densité d’Anx5 en

surface des vésicules, cette densité devant étre inférieure a 250 Anx5 / liposome.
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1.3 Liaison de liposomes fonctionnalisés par 'Anx5 a des membranes

modeéles

Afin de vérifier que des liposomes fonctionnalisés par I’Anx5 ont la capacité de se lier a des
membranes lipidiques exposant des PS et de déterminer la densité de ligand conférant
I’efficacité de fixation optimale, nous avons étudi¢ de fagon systématique I’interaction de
liposomes-Anx5 avec des membranes modeles supportées, par QCM-D. Les membranes
supportées contiennent la méme proportion de PS (20% en mole) que les membranes de
cellules apoptotiques. Ce systeme de membrane supportée a été utilisé pour d’autres études et
est considéré comme un bon modele pour étudier la liaison d’Anx5 sur ses membranes cibles

[165, 167].

1.3.1 Suivi de la liaison des liposomes—Anx5 par QCM-D

Le signal QCM-D de liaison de 1I’Anx5 sur des membranes a donc été utilisé comme référence
par rapport au signal de liaison des liposomes fonctionnalisés. L’expérience est menée en
tampon HEPES supplémenté de 2mM Ca®* sauf a la fin ou du tampon plus EGTA (Ethylene
glycol tetraacetic acid) est ajouté. Cette expérience comporte trois étapes, comme indiqué sur
la figure 13 : 1) formation d’une bicouche lipidique supportée sur le support de quartz couvert
de silice utilis¢ en QCM-D par adsorbtion et rupture de SUV composées de DOPC/DOPS (4:1
masse :  masse)(fleche 1) 2) injection d’Anx5 ou de liposome-Anx5
(DOPC/Cholestérol/DSPE-PEG-Mal 74/25/1 % en mole) et liaison Ca*"-dépendante (fléche 2
et 3) désorption induite par ’EGTA (fleche 3).
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Figure I1I-13 : Fixation d’Anx5 et de liposomes fonctionnalisés par I’Anx5 sur une membrane
lipidique supportée, par QCM-D. Les courbes présentent les variations de masses adsorbées
(courbe du haut, triangles vides) et de dissipation (AD, courbes du bas, cercles vides) au cours
du temps, lors des injections successives de SUV DOPC/DOPS (4:1 en masse) (flechel),
AnxS5 (fleche 2, A) ou liposomes fonctionnalisés par I’Anx5 (fleche 2, B) et tampon contenant
de PEGTA (fleche 3). Les lavages de la chambre de QCM-D avec un tampon contenant du
Ca2+ sont indiqués par une fleche en pointillé. Pour chaque expérience les SUV DOPC /
DOPS (4 /1 en masse) sont a une concentration de 100pg / ml (126 uM), les Anx5 sont a
30pg / ml (0,8uM) et les liposomes-Anx5 sont a une concentration de 0,130 pg / ml (220uM)

dans 1,5 ml.

Les valeurs de masse et dissipation obtenues sont de 460 ng.cm” et ~ 0x10° respectivement
pour la bicouche supportée et de 275 ng.cm® et < 0,1x10° pour une monocouche d’Anx5 a
saturation, en accord avec les valeurs attendues[167].

L’injection de liposomes fonctionnalis€s par I’Anx5 sur une bicouche exposant des PS est
suivie par une augmentation importante des valeurs de masses et de dissipation comme

indiqué dans la figure 13 pour des liposomes liés a 8 Anx5 / liposome. Les valeurs de masses

112



adsorbées (2600 ng.cm®) et de dissipation (43x10°) sont caractéristiques de I’adsorption
d’objets flexibles de masse élevée, comme attendu pour des liposomes liés par I’intermédiaire
d’un PEG. Le fait que les vésicules restent liées lors des lavages avec un tampon contenant du
Ca”" indique que les liposomes sont liés de fagon stable sur leur cible. Le rincage en EGTA,
qui permet de chélater le Ca®’, conduit au relargage des vésicules. Des expériences de
controle ont montré que des liposomes non fonctionnalisés ne se lient pas aux membranes
présentant des PS en présence de Ca’ et que les liposomes-Anx5 ne se lient pas aux bicouches
contenant des PS en absence de Ca®* (données non présentées).

L’ensemble de ces résultats, masse et flexibilit¢ importante des objets adsorbés, liaison
dépendante du calcium et de la présence d’Anx5 liée aux vésicules, indiquent que I’Anx5, une

fois liée, est capable d’adresser les liposomes vers les membranes contenant des PS.

1.3.2 Influence de la densité de ligand sur I'efficacité de liaison aux membranes-cibles

L’influence de la densité d’Anx5 liées en surface des vésicules sur I’efficacité de liaison des
liposomes a une membrane exposant des PS a ensuite été évaluée. Pour ceci des expériences
de liaison sur des membranes supportées identiques a celles présentées figure 13 ont été
réalisées pour différentes quantités d’Anx5 liées et les valeurs de masses obtenues au plateau

ont étés enregistrées (Figure 14).
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Figure III-14 : Influence de la densité d’Anx5 sur la liaison des liposomes-Anx5 a une
membrane DOPC/DOPS. Les valeurs de masses adsorbées correspondent aux valeurs
mesurées au niveau du plateau lors des expériences de QCM-D de liaison de liposomes-Anx5

comme présenté en figure I11-13.
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L’efficacité de fixation des liposomes-Anx5 augmente avec ’augmentation de la densité
d’AnxS5 et atteint un maximum d’environ 3250 ng.cm® pour une densité d’environ 60 Anx5 /
liposome. La fixation de vésicules fonctionnalisées est observée pour des densités moyennes
de 0,25 Anx5 / liposome, la masse adsorbée pour une valeur moyenne de 1 Anx5 / liposome
étant de 2045 ng.cmz. Ceci indique que la liaison d’une seule Anx5 / liposome est suffisante

pour permettre 1’adressage de liposomes vers une membrane contenant des PS.

1.3.3 Influence de la densité de PEG sur I'efficacité de liaison aux membranes-cibles

L’influence de la densité de PEG en surface des liposomes sur I’efficacité de reconnaissance
de la cible a ensuite été évaluée. Des liposomes composés de DOPC/Cholestérol/DPPE-
PEG/DSPE-PEG-Mal 74-x/25/x/1 % en mole avec x=0,2 ou 4 ont ¢t¢ fonctionnalisés de fagon
a obtenir des densités de 1, 8 ou 125 Anx5 / liposome et les valeurs de masses adsorbées ont

¢té mesurées en QCM-D.
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Figure III-15 : Influence de la densité de PEG sur la liaison des liposomes-Anx5 a une
membrane DOPC/DOPS en QCM-D. Les valeurs de masses adsorbées correspondent aux
valeurs mesurées au niveau du plateau lors des expériences de liaison. Carrés vides : 0%

DPPE-PEG ; cercles vides : 2% DPPE-PEG ; triangles vides : 4% DPPE-PEG.

La densité de PEG n’a donc qu’une influence négligeable sur la quantité de liposomes liés et

sur la reconnaissance des PS par I’Anx5.
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L’efficacité de liaison a la cible dépend donc de la densité de ligand en surface des liposomes
et n’est pas affectée par la couche de PEG en surface. Augmenter la densité d’Anx5 permet
d’améliorer ’efficacité de reconnaissance des membranes présentant des PS mais aussi la
vitesse de cette fixation (non présenté). Ce résultat est en accord avec d’autres études menées
in vitro [197, 198, 200-202] et in vivo [194]. La valeur de 60 Anx5 / liposome obtenue pour le
plateau est de ’ordre de 30 a 60 ligands / liposome déterminés dans les autres études [194,
197, 198, 200-202]. De plus et comme attendu pour un ligand 1ié a I’extrémité d’un PEG,
I’efficacité de reconnaissance de la cible n’est pas affectée par la couche de PEG ajoutée pour

permettre 1’augmentation de la durée de vie dans la circulation sanguine.

1.3.4 Détermination de la quantité maximale de ligand pouvant se lier a la membrane

cible

Les Anx5 étant liées a des lipides mobiles dans la membrane, nous avons voulu savoir si
plusieurs Anx5 pouvaient, aprés diffusion latérale des lipides auxquels elles sont liées,
atteindre la membrane cible et s’y lier. En effet, comme les membranes lipidiques sont
fluides, les lipides possedent une mobilité latérale dans le plan de la bicouche. Il est alors
possible pour les lipides liés aux Anx5 de se déplacer dans la membrane et d’amener des
ligands au niveau de la cible. Pour répondre a cette question, des liposomes possédant
différentes densités d’Anx5 ont été liés sur une membrane exposant des PS en QCM-D. Des
SUV DOPC/DOPS (4/1 en masse) ont alors été ajoutés pour voir s’il restait des AnxS5

disponibles c'est-a-dire non liées a la membrane supportée.
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Figure III-16 : Fixation de SUV DOPC/DOPS a des liposomes fonctionnalisés par 250 Anx5
liés sur une membrane lipidique supportée contenant des PS, par QCM-D. la courbe présente
la variation de masse adsorbée (triangles vides) au cours du temps, lors des injections
successives de SUV DOPC/DOPS (4:1 en masse) (flechel), liposomes fonctionnalisés par
I’Anx5 (fleche 2) et tampon contenant de I’EGTA. Les lavages de la chambre de QCM-D
avec un tampon contenant du Ca2+ sont indiqués par une fleche en pointillés. Les SUV
DOPC / DOPS (4 /1 en masse) sont a une concentration de 100pg / ml (126 uM) et les
liposomes-Anx5 sont a une concentration de 0,130 pg / ml (220uM) dans 1,5 ml

Un signal de liaison de SUV n’est observé que pour des densités d’Anx5 supérieures a 125
Anx5 / liposome. Jusqu'a 125 Anx5 sur un méme liposome peuvent donc étre impliqués dans
I’ancrage d’une vésicule a sa cible. Si une seule Anx5 / liposome est suffisante pour lier une
vésicule sur une membrane exposant des PS, jusqu'a 125 AnxS5 / liposome peuvent tout de
méme étre associces a la cible. La reconnaissance initiale est alors certainement réalisée par
un seul ligand et, apres sa liaison, la mobilité latérale des lipides va permettre d’approcher et

de lier les autres Anx5 a la membrane cible. Si la densité de ligand est supérieure a 125 Anx5
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/ liposome certaines Anx5 n’ont plus acces a la membrane supportée et sont alors disponibles
pour interagir avec les SUV ajoutées en solution.

La combinaison des résultats de diffusion de la lumiere et de QCM-D permet d’optimiser la
densité d’Anx5 / liposome. Les mesures de diffusion de la lumiére indiquent que moins de
250 Anx5 doivent étre liées par liposome pour éviter 1’agrégation des vésicules. Les
expériences de QCM-D indiquent qu’une densité de 60 Anx5/ liposome permet une efficacité
de liaison a la cible maximale. En conséquence, pour le reste du travail avec les liposomes-
Anx5 la composition sera DOPC / Cholestérol / DSPE-PEG-Mal / DPPE-PEG (70,25 / 25 /
0,25 / 4 rapport molaire) liée a une densité de 60 Anx5 / liposome.

La stabilité d’encapsulation de composés dans 1’intérieur aqueux des vésicules a ensuite été
¢valuée en mesurant les fuites de composés fluorescents internalisés. L objectif est de savoir
si la fonctionnalisation par I’Anx5 perturbe la stabilit¢ membranaire et si ces vésicules
fonctionnalisées peuvent étre utilisées pour transporter des composés encapsulés dans un

milieu contenant du sérum, c'est-a-dire dans un milieu biologique.

1.4 Influence de la liaison d’Anx5-SH et du sérum sur la stabilité

membranaire

Tout d’abord nous avons déterminé les propriétés d’autoquenching de solutions de
sulforhodamine B et mis en évidence que ce quenching a lieu pour des concentrations
supérieures a 0,75 mM (figure 18 A). La sulforhodamine B a alors été encapsulée a une
concentration de 50mM et les fuites de composés fluorescents ont été suivies en mesurant
I’augmentation d’intensité de fluorescence des solutions de liposomes. Le signal maximal
qu’il est possible d’obtenir est mesuré apres libération de la totalité des marqueurs encapsulés
par addition de Triton X100 et a ce signal est attribuée la valeur de 100 %.

Lors du couplage de I’Anx5-SH aux liposomes, qui est réalisé¢ en milieu tamponné, aucune
fuite de composés encapsulés n’est mesurée (figure 18 B). La liaison de 1’Anx5-SH ne

perturbe donc pas la stabilité membranaire.
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Figure III-17 : Analyse de I’influence de la fonctionnalisation de liposomes sur la stabilité
membranaire par spectroscopie de fluorescence. A) auto-quenching de la fluorescence de la
sulforhodamine ; B) test de déquenching : les fuites de composés encapsulés sont évaluées en
mesurant 1’augmentation de I’intensité de fluorescence, en tampon a 23°C. 50ug de lipides
sont placés en solution et le volume final est de 400ul (soit 212uM de lipides). La libération
totale des sondes fluorescentes est obtenue par addition de 20% de Triton X100 (en volume).
Les variations d’intensité correspondant aux fuites sont exprimées en pourcentage du signal

de fluorescence maximal obtenu apres libération totale

Le suivi des fuites de composés encapsulés peut aussi étre utilisé pour évaluer la capacité des
liposomes a transporter de fagon stable un composé inséré dans I’intérieur aqueux dans un
milieu mimant le milieu biologique. L’évaluation in vitro des pertes de composés ayant lieu in
vivo repose sur l’incubation des vésicules en sérum. Les liposomes préalablement

fonctionnalisés ont donc été placés dans un milieu contenant 10% de sérum (en volume).
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Figure III-18 : Analyse de la stabilit¢ membranaire de liposomes fonctionnalisés dans un
milieu contenant 10% de sérum de veau feetal par spectroscopie de fluorescence. Les fuites
de composés encapsulés sont évaluées en mesurant ’augmentation de D’intensité de
fluorescence a 37°C. 50ug de lipides sont placés en solution et le volume final est de 400ul
(soit 212uM de lipides). La libération des sondes fluorescentes est obtenue par addition de
20% de Triton X100 (en volume). Les variations d’intensité correspondant aux fuites sont
exprimées en pourcentage du signal de fluorescence maximal obtenu apres libération des

composés

Dans un milieu contenant 10% de sérum les pertes de composés encapsulés sont d’environ
1% / heure a 37°C. Les liposomes fonctionnalisés par I’Anx5 présentent donc des fuites
faibles mais soutenues dans un milieu biologique alors qu’ils ne fuient pas lorsqu’ils sont en
tampon. Ceci peut étre expliqué par le fait qu’en sérum les échanges de lipides avec le LDL,
favorisés par les phospholipides transférases, et la pénétration de protéines dans la membrane
lipidique vont perturber 1’intégrité des liposomes [6]. Néanmoins les pertes sont négligeables
pour des périodes de 10 heures environ, le temps de demi-vie de liposomes PEGylés dans la
circulation sanguine. Ces vésicules sont donc considérées comme transportant de fagon stable
des composé€s encapsulés dans un environnement biologique.

Le suivi des fuites de composés encapsulés indique donc que la fonctionnalisation par 1’ Anx5-
SH ne perturbe pas la stabilit¢ membranaire et que les pertes de composés encapsulés en

milieu biologique sont négligeables pour des périodes inférieures a 10 heures.
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1.5 Liaison des liposomes—-Anx5 a des cellules en apoptose

Nous avons donc décidé d’encapsuler la sulforhodamine a une concentration de 12,5 uM, une
concentration a laquelle la rthodamine fluoresce, pour suivre la capacité de ciblage des
liposomes fonctionnalisés vers des systemes cellulaires. Les cellules utilisées comme mode¢le
de systéme cellulaire sont les cellules leucémiques Ber/Abl™ K562 induites en apoptose par
I’ajout de 2uM de STI, un inducteur spécifique de 1’apoptose de ces cellules. L’apoptose
s’accompagne de 1’exposition des PS au niveau du feuillet externe des cellules activées et des
fragments qui en dérivent [170]. La fixation des liposomes fluorescents sur les cellules en

apoptose a €té suivie par microscopie de fluorescence.

Figure I1I-19 : Interaction entre liposomes et cellules K562, par microscopie confocale. Les
cellules K562, soit traitées avec 2 uM STI (A,C) soit non traitées (B,D), ont été incubées
lheure dans un milieu RPMI contenant du Ca®" 2mM et des liposomes fluorescents (30
UEphospolipid d€ liposomes a une concentration de 300 pgynospolipid / M) fonctionnalisés (A,D) ou
non (B,C). Pour chaque condition, des images de fluorescence (gauche) et de microscopie
optique (droite) sont présentées. A) cellules apoptotiques + liposomes fonctionnalisés ; B)
cellules non apoptotiques + liposomes non fonctionnalisés ; C) cellules apoptotiques +
liposomes non fonctionnalisés ; D) cellules non apoptotiques + liposomes fonctionnalisés.
Taille des images 145 um x 145um. La culture cellulaire et les images ont été réalisées par

A.Bouter (CBMN)..
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Environ 30% des cellules traitées par le STI sont induites en apoptose et présentent un
marquage fluorescent homogene a la surface de leur membrane (figure 19 A). Le marquage
reste localisé en surface des cellules ce qui indique que les liposomes ne sont pas internalisés.
Les expériences de controle indiquent qu’il n’y a pas de fixation des liposomes
fonctionnalisés sur des cellules non induites en apoptose (figure 19D). Un marquage parasite
est visible, certainement dii a des cellules nécrotiques ou a des débris de cellules. Les
liposomes fonctionnalisés avec de I’Anx5 sont donc un bon outil pour imager les cellules en
apoptose et plus généralement les cellules exposant des PS. Les fluorophores encapsulés dans
les vésicules sont amenés au niveau des cellules, ce qui indique que ces liposomes peuvent
étre utilisés comme systéme de transport de composés thérapeutiques insérés dans 1’intérieur

aqueux de la vésicule.

En conclusion, ce travail a consisté a étudier la fonctionnalisation de liposomes par
I’Anx5-SH et la capacité du vecteur ainsi obtenu a imager des cellules en apoptose. La
liaison covalente de ’Anx5-SH sur les liposomes a été optimisée et caractérisée pour
permettre le controle de la densité de ligand en surface des vésicules. Comme il apparait
que la densité de ligands influence la dispersité des solutions et ’efficacité de liaison sur
la cible, nous avons déterminé une densité d’Anx5 qui permet d’éviter ’agrégation des
vésicules et assure la meilleure efficacité de fixation. Nous avons alors mis en évidence
que ces liposomes encapsulaient un fluorophore de facon stable et qu’il était possible
d’imager spécifiquement des cellules exposant des PS. Ces nanovecteurs liposomaux
sont donc potentiellement utilisables pour transporter des médicaments ou des agents

pour ’imagerie vers des sites d’apoptose ou de thrombose.
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2 Formation de liposomes encapsulant des particules de maghémite

La suite du travail a consisté a mettre au point des liposomes utilisant des anticorps liés via

I’Anx5Z7Z comme élément de ciblage et encapsulant des particules de maghémite.

Anticorps

Anx577

Particules d’oxyde
de fer encapsulées

Liposome anionique

Couche de PEG

Figure I11-20 : Schéma général de I’approche envisagée : formation de liposomes encapsulant
des particules d’oxyde de fer, fonctionnalisés par des anticorps liés aux vésicules grace a

I’Anx577.

L’objectif est la fonctionnalisation des liposomes grace a des anticorps et I’approche originale
réside dans I’utilisation d’une Anx5ZZ pour lier ce ligand en surface des vésicules. Les
anticorps ont été choisis car ils peuvent potentiellement présenter une affinité forte pour
n’importe quelle cible de I’organisme et sont couramment utilisées pour ’adressage de
composés thérapeutiques ou de liposomes [52]. Le fait qu’il s’agisse de la méme molécule
quelle que soit la cible permet de n’avoir qu’une seule stratégie pour le couplage des éléments
d’adressages aux liposomes. Dans notre cas, le couplage utilise ’Anx5ZZ une protéine de
fusion qui lie ’anticorps via le tagZZ et la membrane des vésicules via I’Anx5. Le tag ZZ est
un élément de la protéine A qui reconnait le Fc des anticorps. L’ Anx5 est une protéine qui se
fixe sur des bicouches anioniques en présence de Ca®*. Ce dernier point est important car il

implique que les vésicules utilisées doivent présenter une charge de surface négative.
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L’encapsulation de particules de maghémite a été envisagée pour obtenir un signal en
imagerie, et plus précisément en IRM ou en microscopie électronique. L’intérét est double :
pouvoir suivre le comportement des liposomes, en particulier in vivo, et mettre au point des
outils d’imagerie. En ce qui concerne I’imagerie, 1’association liposomes / particule de
maghémite permet de combiner les propriétés d’agents de contrastes des particules et de
biocompatibilité des liposomes. En temps qu’agent de contraste, les particules d’oxyde de fer,
telles que les SPIO (superparamagnetic iron oxyde) ou USPIO (ultrasmall superparamagnetic
iron oxyde), ont la propriété de perturber un champ magnétique ce qui a conduit a les utiliser
comme agent de contraste en IRM, pour donner un contraste négatif dans les zones ou elles
sont accumulées. Comme ce sont des éléments denses, elles diffusent les électrons en
microscopie électronique, ce qui donne une image de ces particules bien identifiable et peut
permettre de les distinguer au niveau des zones pour lesquelles elles possedent une spécificité.
Les nanoparticules de maghémite peuvent donc étre utilisées comme élément de contraste en
IRM et en microscopie €lectronique [44, 203]. Néanmoins, ces particules de maghémite sont
instables dans un milieu biologique et une solution pour remédier a ce probléme est de les
insérer dans I’intérieur aqueux d’un liposome. Cette encapsulation permet de les couvrir d’une
enveloppe qui les protege du milieu extérieur, qui est biocompatible, peut étre formulée ou
modifiée pour obtenir des objets furtifs in vivo et peut présenter une spécificité pour une zone
de l'organisme. La propriété d’agent de contraste des particules d’oxyde de fer est donc
associée a des liposomes qui, en théorie, assurent a 1’ensemble particule-vésicule un
comportement, in vivo, de liposome. Les magnétoliposomes peuvent donc étre utilisés pour
de I’'imagerie ou pour suivre le comportement de liposomes in vivo.

Deux méthodes peuvent étre distinguées pour la préparation de magnétoliposomes : une qui
consiste a recouvrir les particules magnétiques d’une bicouche lipidique et une autre qui
consiste a les encapsuler dans I'intérieur aqueux de vésicules de fagon passive. Dans la
premiere, les particules d’oxyde de fer sont couvertes d’acide laurique et incubées avec des
liposomes préalablement synthétisés. L’ensemble est placé a dialyser et 1’élimination de
I’acide laurique s’accompagne du transfert des lipides des liposomes vers les particules. 1l se
forme alors une bicouche lipidique en surface des particules [41, 43]. Dans la seconde
méthode, dite d’encapsulation passive, les liposomes sont formés dans un milieu contenant les
nanoparticules de maghémite de telle maniére que [’espace interne des vésicules, qui
correspond au milieu avec lequel ont été¢ hydratés les lipides, va contenir des particules. Les
liposomes doivent ensuite étre séparés du matériel non encapsulé. Il en résulte que dans un

cas les magnétoliposomes sont des particules de fer couvertes d’une bicouche lipidique et que
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dans I’autre ce sont des vésicules a I’intérieur desquelles se trouvent des particules d’oxydes

de fer en suspension.
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Figure I11-21 : Représentation schématique des deux types de magnétliposomes A) particules
d’oxyde de fer couvertes d’une bicouche lipidique ; B) particules d’oxyde de fer encapsulée,

en suspension dans I’intérieur aqueux d’un liposome.

Notre objectif étant le suivi de liposomes utilisables pour le transport de composés
thérapeutiques, nous avons choisi la méthode d’encapsulation passive. Les vésicules sont
alors les méme que pour le transport de médicament mais I’intérieur aqueux est utilisé pour
charger des particules de maghémite. Il est alors possible de suivre le comportement de ces
liposomes in vivo c'est-a-dire de les localiser sur des images d’IRM ou de microscopie
¢lectronique mais aussi de quantifier leur accumulation par dosage du fer [204].

Le travail a donc consisté a encapsuler des particules de maghémite dans des vésicules par
encapsulation passive suivi d’extrusion, pour calibrer la taille des liposomes. La premiere
¢tape a consisté a insérer ces particules dans des vésicules ne présentant pas de charges de
surface et a caractériser cette encapsulation et la deuxieme étape a consisté a les encapsuler

dans des liposomes chargés négativement qui serviront a la liaison d’anticorps grace a
I’Anx5Z7.

124



2.1 Synthése de magnétoliposomes électriquement neutres

La synthése de magnétoliposomes électriquement neutres a été réalisée de facon a mettre au
point 1’encapsulation de particules de maghémite dans des liposomes. La premicre étape a
consisté a stabiliser les particules d’oxyde de fer en leur associant du citrate en surface.
L’obtention de solutions bien dispersées a permis la synthése de liposomes de 100 nm de
diametre encapsulant ces particules. Ces magnétoliposomes ont ¢été imagés par
cryomicroscopie €lectronique et le contenu en fer des vésicules obtenues pour différentes

solutions-meres de particules a été¢ mesuré.

2.1.1 Recouvrement de la surface des particules de fer avec du citrate

L’objectif de la couverture de la surface des particules par a une couche de citrate est
I’obtention de solutions dispersées a un pH compatible avec celui ou les liposomes sont
stables. Les particules de maghémite sont stables a pH acide et il est alors nécessaire de
modifier leur surface pour éviter leur précipitation a des pH neutres ou basiques. En effet, les
lipides sont des molécules biologiques qui forment des membranes dont la stabilité physico-
chimique est optimale a un pH physiologique c'est-a-dire proche de 7. Pour une utilisation de
lipides avec des particules d’oxyde de fer, Il est donc impératif que ces derniéres soient
stables a un pH neutre. Leur surface est donc modifiée par complexation d’acide citrique, de
facon a ce qu’elles posseédent des charges négatives a des pH proche de la neutralité. Les
particules d’oxyde de fer, qui nous ont ét¢ données par J.M. Idee de chez Guerbet, ont donc

¢été couvertes par du citrate grace a une procédure expliquée par S. Mornet (ICMCB) que nous

avons optimisée pour obtenir des suspensions les plus dispersées possibles a pH 7.

2.1.1.1 Préparation des suspentions de particules d’oxyde de fer

La procédure consiste a mélanger les particules avec de ’acide citrique, a enlever I’exces
d’acide et a ajuster le pH. La solution de particules d’oxyde de fer est ajoutée a de I’acide
citrique en poudre dans des proportions telles qu’il y ait 2,4 moles de fer pour 400 mg d’acide
citrique. Apres avoir été vortexé, le mélange est mis a centrifuger 4 minutes a 4500g. Le
surnageant est ¢éliminé et le culot est resuspendu avec une solution de NaOH 0,2M. La
solution est vortexée jusqu'a ce que le culot soit totalement redispersé et est remise a

centrifuger. L’opération est recommencée jusqu'a ce que les particules de fer ne précipitent
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plus lors de la centrifugation. En général il se forme un surnageant noir apres 1’ajout de la
solution de NaOH, qui correspond a des particules bien dispersée. Le pH de la solution est
alors ajusté aux alentours de 6,3 par ajout de NaOH 5M. Enfin la solution obtenue est passée
sur un filtre de 100nm.

L’enjeu des différentes étapes du processus de complexation est de conserver ces particules
dans un état dispersé et d’éviter ou de limiter la formation d’agrégats. Elles reposent sur une
saturation des sites de complexation de 1’acide citrique, sur la limitation de la quantité de
contre-ions positifs dans la solution et sur une bonne redispersion des précipités. Tout d’abord
une quantité d’acide citrique est pesée de facon a étre en large exces par rapport au nombre de
sites disponibles pour la complexation. Apres ajout des particules et homogénéisation pour
permettre la fixation de I’acide aux particules, cet exces doit étre éliminé car il maintient un
pH faible. Ces pH faibles en présence d’une grande quantité d’acide citrique (qui tamponne le
milieu) implique alors 1’ajout d’une quantité trop importante de NaOH, pour ajuster le pH aux
alentour de 7, ce qui peut déstabiliser les particules. En effet L’exces de soude conduit a
I’apport d’une quantité importante de contre-ion Na' qui masquent les charges négatives en
surface des particules ce qui diminue leur répulsion et induit leur précipitation. Apres mélange
de I’acide citrique avec les particules le pH est acide et donc les particules non chargées
précipitent. Elles sont alors sédimentées par centrifugation ce qui permet d’éliminer 1’exces
d’acide contenu dans le surnageant. Comme le culot contient encore de 1’acide il est
nécessaire de le resuspendre et de recommencer 1’opération. Pour cela le milieu ajouté doit
étre basique, de facon a obtenir une charge de surface et donc une dispersion des particules.
Ce milieu ne doit pas étre trop basique car les particules, trop chargées, ne précipitent plus
lors de la centrifugation. La solution la plus adaptée a ces contraintes semble étre une solution
de NaOH 0,2M. Les cycles de précipitation / resuspension sont recommences jusqu'a ce que
les particules ne sédimentent plus. Le pH est alors ajusté a 6,3 par ajout de soude concentrée.
La NaOH est a forte concentration pour éviter la dilution du milieu et le pH n’est pas ajusté au
dessus de 7 pour éviter un excés de contre-ions Na’. Enfin, pour éliminer les éventuels
agrégats qui pourraient géner lors de la calibration des liposomes, la solution est filtrée sur

une membrane constituée de pores de 100nm.
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2.1.1.2 Analyse des suspensions de particules d’oxyde de fer couvertes par du

citrate.

Les suspensions de particules ainsi préparées ont étés analysées par diffusion dynamique de la
lumiére (DLS) et par microscopie électronique a transmission (MET) pour déterminer 1’état
de dispersion des solutions et la taille des particules d’oxyde de fer. Ces solutions contiennent

1,74x10" particules par litre.
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Figure III-22: Caractérisation des particules de maghémite couvertes de citrate. Les
suspensions contiennent 1,74x10'" particules par litre. A) distribution de tailles par DLS B)

visualisation par MET, barre d’échelle 50nm. Image S.Tan

Les mesures de DLS présentent un pic unique, large pour lequel I’intensit¢ maximale
correspond a un rayon de 14nm. Ceci indique qu’il y a une seule population d’objet de
diametre moyen de 30 nm environ, de taille variable mais inférieure 8 100nm. La microscopie
¢lectronique permet de déterminer une taille de particule située entre 4 et 13nm avec une taille
de 6-7nm pour la majorité d’entre elles (figure 20).

Ces résultats indiquent une taille de 7nm environ pour les particules et sont complémentaires
en ce qui concerne leur dispersion. Les résultats de diffusion de la lumiere indiquent une taille
moyenne (=30nm) supérieure a ce qui peut étre mesuré sur les images de MET (=7nm).
Comme la diffusion de la lumicre prend en compte la couche d’eau d’hydratation cette
différence peut étre due a 1’eau adsorbée en surface. Malgré tout, I’influence d’agrégats doit
étre envisagée. Les images de microscopies laissent penser qu’ils existent effectivement en

solution mais qu’ils sont peu nombreux. Quoi qu’il en soit, les agrégats éventuels sont
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essentiellement de faible dimension et peu nombreux. La suspension obtenue est donc
constituée d’¢léments bien dispersés et de petite taille. Cinq suspensions meres de
concentration 3,67x1020; 1,74x1020; 8,56 x1019; 4,16 x10" et 2,04 x10" particules par litres
ont été synthétisées suivant cette procédure. Elles ont ¢été utilisées pour réaliser

I’encapsulation de particules d’oxyde de fer dans des liposomes.

2.1.2 Formation et caractérisation des magnétoliposomes

2.1.2.1 l’encapsulation passive

Les magnétoliposomes ont étés formés par réhydratation de film lipidique avec la solution de
particules de maghémite suivi d’une extrusion pour calibrer la taille des vésicules et
encapsuler les particules puis séparation des particules non encapsulées par chromatographie
d’exclusion de taille.

La technique de réhydratation de film lipidique a été choisie car elle est plus simple et plus
rapide a mettre en ceuvre que les méthodes de réversion de phase ou d’élimination de
détergent. Lors de I’hydratation du film lipidique il se forme des liposomes dont I’intérieur
contient une partie du milieu aqueux et donc des particules d’oxyde de fer. Ces liposomes
sont multilamellaires et de grande taille. Pour obtenir des vésicules principalement
unilamellaires et dont les dimensions sont compatibles avec une application in vivo, la taille a
¢té calibrée a 100nm de diametre par extrusion. Les liposomes sont passés de fagcon répétée a
travers des filtres dont les pores sont d’abord de 200nm puis de 100nm. Lors de ces passages
les vésicules vont se déformer pour traverser les pores et se casser en formant des liposomes
de tailles plus petites et ceci jusqu'a ce qu’ils soient de la dimension des pores. Lors des
ruptures il y a, au moins pour les éléments de faible masse moléculaire, équilibration des
concentrations en solutés entre I’intérieur et I’extérieur des vésicules. Les liposomes réalisent
alors une compartimentation de la solution. L’efficacité d’encapsulation mesurée par la
quantité de particules internalisées par rapport a la quantité totale de particules, dépend de la
quantité de vésicules et donc de la concentration en lipides.

Cette méthode de compartimentation du milieu, dite d’encapsulation passive, a pour
conséquence qu’une majorité des particules sont situées en dehors des liposomes et doivent
étre séparées des magnétoliposomes. Cette séparation a été réalisée sur colonne d’exclusion
stérique car pour des suspensions concentrées en particules de fer les passages sur colonnes

magnétiques ou les méthodes de centrifugation sont difficilement applicables. Comme les
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particules ne sont pas parfaitement dispersées et que les solutions sont trés concentrées, la
présence d’agrégats de taille proche de celle des vésicules ajoutées a la saturation de la
colonne par les particules de maghémite conduit a la présence de particules résiduelles dans
les suspensions de liposomes obtenues apres le passage sur colonne. Pour les éliminer un
exces de NaCl est ajouté de fagon a écranter les charges des particules qui, aprés une nuit
d’incubation, sont sédimentées par centrifugation. Le surnageant contenant les liposomes est
alors prélevé.

Comme les solutions de liposomes sont trés diluées, et alors impossibles a imager en
cryomicroscopie électronique, apres le passage sur colonne d’exclusion de taille il a été
nécessaire, apres avoir déterminé les quantités de particules par liposomes, de les concentrer
sur une colonne magnétique. Les vésicules ayant encapsulées des particules de fer (en
quantité suffisante) sont retenues grace a un aimant dans le volume de la colonne. Apres
retrait de 1’aimant les magnétoliposomes sont récupérés dans un volume d’environ 1ml. Les
quantités de particules par liposomes sont alors déterminées et les échantillons ainsi
concentrés sont imagés par microscopie €lectronique.

La procédure consiste donc a synthétiser des magnétoliposomes par réhydratation de film
lipidique suivi d’extrusion. Les particules d’oxyde de fer sont encapsulées de fagon passive au
cours de ces étapes et celles qui ne sont pas internalisées dans une vésicule sont éliminées par
chromatographie d’exclusion de taille puis sédimentation par centrifugation dans un milieu
contenant un exces de NaCl. Un passage sur colonne magnétique peut étre nécessaire pour
concentrer les solutions. Les concentrations en lipides et en fer sont alors dosées avant et
aprés concentration sur colonne magnétique et la quantité de particules par vésicules est
déduite de ces dosages. Les lipides ont étés quantifiés par dosage phosphate [191] et le fer par
dissolution dans 1’acide chlorhydrique et réaction avec de I’hexaferrocyanate de potassium.
La quantité de fer en mole a été convertie en quantité de particules en se référant a la fiche
techniques fournie par le fabriquant, Guerbet, qui indique que 2,4 mole de fer correspond a

1,9x10% particules.

2.1.1.2 Influence de la concentration de la suspensions meére de particules sur

la guantité encapsulée
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Les variations de la quantité de particules encapsulées en fonction de la concentration de la
solution mere ont été déterminées pour évaluer la procédure d’encapsulation passive. Dans
cette procédure, la concentration en particules dans les vésicules doit étre celle de la solution-
mere. Nous avons alors mesurés la quantité de particules par vésicules et comparé cette valeur
a celle attendue en théorie. Cette valeur théorique a été obtenue en déterminant la quantité de
particules de la suspension mere contenue dans un volume équivalent a celui d’un liposome
de 100nm. Dans un premier temps ces quantités ont ét¢ mesurées pour les échantillons apres

colonne d’exclusion de taille et avant colonne magnétique.

Nombrede part/litredela  Nombre théorique de Nombre de particules / quantité encapsulée /
solution mére particules/ liposome liposome mesuré quantité théorique (en %)
3,67E+20 150 49 32
1,74E+20 71 24 34
8,56E+19 34 8 24
4,16E+19 17 5 29
2,04E+19 8 2 25

Figure I1I-23: Variation de la quantité de particules de maghémite coatées citrate encapsulées
dans des liposomes en fonction de la concentration de la solution-mere, pour les solutions

obtenues apres colonne d’exclusion de taille.

Les résultats de la détermination de la quantité de particules encapsulées par liposome apres
colonne d’exclusion de taille (figure 23) indiquent que comme attendu, la quantité de
particules encapsulées est d’autant plus importante que la solution mere est concentrée. Par
contre la quantité internalisée correspond dans tous les cas a environ 30% de ce qu’elle aurait

due étre si la concentration a I’intérieur des vésicules était celle de la solution.

Nombre de part / litre de la Nombre théorique de Nombre de particules / quantité encapsulée /
solution mére particules / liposome liposome mesuré quantité théorique (en %)
3,67E+20 150 76 50
1,74E+20 71 44 62
8,56E+19 34 29 85
4 16E+19 17 15 88

Figure III-24 : Variation de la quantit¢ de particules de maghémite coatées citrate
encapsulées dans des liposomes en fonction de la concentration de la solution-mere, pour les
solutions obtenues aprés colonne d’exclusion stérique et concentration sur colonne

magnétique.

Apres concentration sur colonne magnétique la quantité de particules par liposome est plus

¢levée pour les vésicules retenues par 1’aimant que ce qu’elle est pour la solution de
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magnétoliposomes avant cette étape. La quantité encapsulée se rapproche d’autant plus de la
quantité théorique que le nombre de particules par vésicule est faible. Seules quatre conditions
sont présentées car pour la quantité¢ encapsulée la plus faible trop peu de vésicules sont
retenues par 1’aimant pour pouvoir étres dosées.

Les solutions concentrées sur colonne ont été visualisées par cryomicroscopie €lectronique

pour vérifier qualitativement la répartition des particules.

Figure III-25 : Suspensions de magnétoliposomes encapsulant des quantités croissantes de
particules d’oxyde de fer de cryoMET. A) 15 particules / liposome ; B) 30 particules /
liposome ; C) 45 particules / liposome ; D) 75 particules / liposome. Barre d’échelle 200nm.

Les liposomes sont a une concentration d’environ 1 mgphospotipid / ml (1,3mM). Images S.Tan.
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Figure I11-26 : Galerie d’images de solutions de magnétoliposomes encapsulant 75 particules /
liposome en moyenne de cryoMET. Barre d’échelle 200nm. Les liposomes DOPC / Chol

(75/25 en mole) sont a une concentration d’environ 1 mgphospolipia / M1 (1,3mM). Image S.Tan.

Les images obtenues pour des quantités de particules encapsulées croissantes montrent que les
particules sont d’autant plus chargées que les dosages indiquent un nombre de particules par
liposome élevé. Les vésicules sont bien dispersées et présentent des diametres compris entre
50nm et 200 nm pour une moyenne d’environ 100nm. La quantité de particules par liposome
présente une certaine hétérogénéité c'est-a-dire qu’un certain nombre de vésicules est moins
chargé que la moyenne mais la majorité est remplie de facon relativement semblable. De plus

les particules de fer semblent, a ces grossissements, bien dispersées dans les vésicules.
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2.1.2.3 Evaluation de la procédure d’encapsulation passive

L’ensemble des résultats des dosages et de microscopie électronique ont été obtenus afin de
vérifier si, dans la pratique, la procédure d’encapsulation passive par réhydratation de film
lipidique suivie d’extrusion se déroulait comme prévu par la théorie. Il s’agissait de vérifier
qu’elle permettait de former des vésicules de taille calibrée a 100nm, internalisant des
particules d’oxyde de fer et que la concentration en particules dans leur intérieur aqueux était
celle de la solution mere.

Les images de cryomicroscopie électronique indiquent que les vésicules ont une taille de
100nm et qu’elles sont bien dispersées. En comparaison de ce qui est publié sur le sujet, ce
diametre de 100nm est inhabituel car dans la plupart des travaux sur des liposomes obtenus
par encapsulation passives les vésicules sont calibrées a 200nm [204-208]. Cette taille est
justifiée par les auteurs, par la nécessité d’avoir une quantité suffisante de particules de fer par
liposome [204] notamment pour avoir des particules qu’il soit possible d’aimanter in vivo.
Dans notre cas I’objectif est de mettre au point une procédure d’encapsulation pour pouvoir
suivre ou imager des liposomes destinés au transport de composés thérapeutiques pour
lesquels 1’optimum de taille assurant la meilleure furtivité in vivo se situe aux alentour de
100nm [107, 199]. La taille de 100nm a donc été choisie mais il est a noter que 1’obtention de
vésicules d’un tel diamétre a été une gageure et n’a été possible qu’apreés la mise au point
d’une procédure permettant une dispersion correcte des particules de maghémite, et ceci afin
d’éviter 1’obstruction des pores des filtres servant a la calibration par les agrégats de
particules.

Les quantifications des particules de fer internalisé et les images de microscopie ont été
menées pour €valuer la procédure d’encapsulation c'est-a-dire vérifier que la concentration en
particules a I’intérieur des vésicules est celle de la suspension meére et donc que les liposomes
sont d’autant plus chargés que la concentration de la suspension mere est importante. Les
dosages et les images indiquent que la quantité de particules encapsulées par liposome dépend
bien de la solution-mere de particules. Plus elle contient un nombre de particules par unité de
volume important et plus les liposomes sont remplis. Comme supposé par la théorie, la
synthése de liposomes trés chargés nécessite donc I’utilisation de solutions meres tres
concentrées. Néanmoins les dosages indiquent que la concentration en particules d’oxyde de
fer a I’intérieur des vésicules n’est pas celle de la solution-mere. Cette concentration interne
n’est que 30% de ce qu’elle devrait étre en théorie. Ceci s’observe quelle que soit la solution

utilisée ce qui suppose qu’un mécanisme commun est responsable de cette encapsulation non
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idéale. I est possible qu’au cours de I’extrusion, les ruptures des vésicules lors de la
calibration ne créent pas des ouvertures de taille suffisante pour permettre un passage de
particules qui soit idéal et donc une équilibration correcte des concentrations entre I’intérieur
et I’extérieur des vésicules. En pratique la quantité encapsulée est limitée a 30% de ce qu’elle
aurait du étre.

Un autre aspect de I’encapsulation est 1’hétérogénéité de remplissage en particules des
liposomes qui est montrée par les images de microscopie et confirmée par les dosages réalisés
apres colonne magnétique. Les images montrent que certaines vésicules sont moins remplies
que ne I’est la majorité des liposomes et, a de trés rares exceptions, certaines sont méme
quasiment vides. Les dosages réalisés apres colonne magnétique vont aussi dans le sens d’une
hétérogénéité de remplissage des vésicules. En effet seules les vésicules suffisamment
chargées sont immobilisées par I’aimant au niveau de la colonne et les dosages indiquent que
le nombre de particules par liposome est plus élevé pour les vésicules retenues que ce qu’il
¢tait dans la suspension initiale. Une certaine quantité de liposomes n’a donc pas été aimantée
et ceci car ces derniers étaient trop peu chargés. Pour les solutions de liposomes treés remplis,
quasiment toutes les vésicules sont retenues et la concentration en particules contenues dans
I’intérieur aqueux est quasiment la méme avant et aprés colonne magnétique. Pour les
suspensions synthétisées a partir de suspensions meres peu concentrées seules les vésicules
les plus chargées sont retenues et dans ce cas les dosages indiquent que la concentration en
particules contenues dans I’intérieur aqueux est quasiment celle de la suspension mere. Il
apparait donc, qu’au mieux, la concentration en particules a I’intérieur des vésicules est celle
de la suspension mere. L’ensemble de ces données indique que lors de cette procédure
d’encapsulation les vésicules sont chargées de facon inhomogene en particules de fer et que
pour les plus remplies la concentration en particules dans 1’espace interne est celle de la
solution meére qui a servi a la synthese.

Nous nous somme concentrés sur les vésicules les plus remplies pour déterminer 1’efficacité
d’encapsulation et imager la répartition des particules d’oxyde de fer. Ces vésicules
contiennent en moyenne 50 particules de fer par vésicule, une quantité proche de ce qui a été
déduit par calcul pour des vésicules de 200nm par Martina et al. [205] a partir des quantités de
fer et de lipides mesurées pour des vésicules de 200nm de diameétre. Dans notre cas c’est
’efficacité d’encapsulation qui a été déduite par calcul. Comme la procédure d’encapsulation
passive correspond a une compartimentation du milieu contenant des particules de
maghémite, plus il y a de vésicules et plus il y a de particules situées a I’intérieur de

liposomes. L’efficacité d’encapsulation, c'est-a-dire la quantité de particules encapsulées
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divisée par la quantité totale de particules de I’échantillon dépend donc de la concentration en
vésicules. Cette efficacité d’encapsulation est calculée a partie de EE= (n X Na X,Cp )/ (105000
X Csm X Vs ). Dans cette formule, 105000 est le nombre de lipides constituant un liposome de
100 nm de diamétre (a partir de : surface d’une téte polaire =60 A” et surface d’une vésicule
S=4nr* soit nombre de lipides=[41cx(50x10'9)2]/ [60x107]). Pour les autres termes : n est la
quantité de lipides en moles, Na le nombre d’Avogadro, Cp la quantité de particules par
liposome, Csy la concentration de la solution mére exprimée en particules par litre et Vv le
volume de cette méme solution. Pour n= 0,00002 moles, Cy,=50 particules par liposome,
Csv=3,67 x 10%° particules par litre et Vgy = 0,00045 litres EE=0,035 soit 3,5%. Cette valeur
est de I'ordre de celle obtenue par Martina et al [205].

La répartition des particules d’oxyde de fer dans les liposomes a été visualisée plus en détails

a fort grossissement en microscopie €lectronique.

Figure I11-27 : Galerie d’image de solutions de magnétoliposomes encapsulant 75 particules /
liposome en moyenne de cryoMET. Barre d’échelle 50nm. Les fleches blanches indiquent les
particules de fer qui semblent traverser les membranes. Les liposomes DOPC / Chol (75/25

en mole) sont a une concentration d’environ 1 mgphospolipia / Ml (1,3mM). Image S.Tan.

Ces images suggerent que les particules a I'intérieur des vésicules semblent agrégées et que

certaines sont en contact avec des membranes (Figure 25 fleches blanches). Il est a noter la
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présence d’un liposome totalement vide. Ceci est inattendu car les liposomes ont été retenus
par aimantation et une telle vésicule aurait du étre éliminée. Comme des particules semblent
traverser la bicouche lipidique il est possible qu’il s’agisse d’une particule chargée qui s’est

vidée de son contenu. Ceci pose alors la question de la stabilité des magnétoliposomes.

2.1.3 Stabilité des suspensions de magnétoliposomes au cours du temps

L’état des vésicules un mois apres leur formation a donc été visualisé par microscopie.

Figure III-28: Images de cryoMET de magnétoliposomes encapsulant initialement 75
particules / liposome en moyenne, enregistrées un mois apres la synthése. Barre d’échelle
200nm. Les liposomes DOPC / Chol (75/25 en mole) ont a une concentration d’environ 1

MEphospolipid /ml (1,3mM) Image S.Tan.
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Les images indiquent que la majorité des vésicules ont le méme aspect que celles de
I’échantillon examiné juste apres synthese c'est-a-dire que les dimensions et contenus en
particules semblent les mémes. Par contre, il y a un nombre plus important de liposomes vides
et de tailles semblables a celle des autres vésicules.

Il apparait donc que les magnétoliposomes présentent une certaine instabilité au cours du
temps vis-a-vis de I’encapsulation, méme si ce phénomene ne semble concerner qu’une faible
proportion des vésicules. Les images de microscopie obtenues a trés fort grossissement
semblaient indiquer une certaine capacité des particules de fer a traverser la membrane. Or ce
passage de gros objets hydrophiles ne peut s’expliquer que par la formation de trous dans la
membrane ou 1’acquisition d’une certaine hydrophobicité par les particules. La formation de
pores devant étre provoquée, notamment par I’addition de détergent [206], I’hypothese du
passage a travers des trous est peu probable. L’acquisition d’un certain caractére hydrophobe
via un coating de phospholipides peut alors étre supposée. En effet le fer présente une certaine
affinité pour les phosphates et certains auteurs ont méme proposé€ un coating de la surface de
telles particules avec des PC [209]. Les particules sont susceptibles de se lier au phosphate
des phospholipides et ainsi devenir 1égérement hydrophobes. Si cette couverture de la surface
des particules par des lipides était importante, des particules devraient étre trouvées a
I’extérieur, en contact avec les membranes, responsables du pontage de plusieurs vésicules ou
encore agrégées entre elles. Ceci n’est visible qu’extrémement rarement. Il est possible alors
que la liaison de particules aux lipides soit suffisante pour permettre a certaines particules de
traverser la membrane mais que ce coating soit trés limité ce qui explique 1’état dispersé des
particules et liposomes. De plus, 1’évolution des vésicules vis-a-vis de la rétention de
particules d’oxyde de fer ne semble pas la méme pour toutes les vésicules. Certains liposomes
sont totalement vides alors que la majorité est totalement pleine. L’état agrégé de particules a
I’intérieur des liposomes peut étre responsable de leur maintien dans les vésicules car les
agglomérats qu’elles forment sont trop volumineux pour pouvoir sortir des liposomes. Les
suspensions de magnétoliposomes semblent donc présenter une certaine instabilité au cours
du temps qui ne concerne qu’une certaine partie des vésicules et se traduit par la perte des
particules d’oxyde de fer encapsulées.

En conclusion, cette partie du travail a été menée pour caractériser la synthése de
magnétoliposomes de 100nm de diamétre par encapsulation passive. Une procédure a
tout d’abord été mise au point pour obtenir une suspension de particules d’oxyde de fer
coatées citrate qui soient les mieux dispersées possible. Le processus d’encapsulation

passive a alors été suivi par dosage du nombre de particules contenues dans les
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liposomes et par microscopie électronique. Comme attendu la quantité encapsulée est
fonction de la concentration en particules de la solution mére. Elle est de 30% par
rapport a ce qui est attendu. La quantité maximale de particules encapsulées est, en
moyenne, de 50 particules par liposome. Dans ces conditions les vésicules ont une taille
d’environ 100nm et P’espace interne est quasi totalement occupé par les particules.
Aprés un mois, la majorité des liposomes semble ne pas avoir évolué méme si certains se
sont vidés de leur contenu au cours de cette période de temps. Cette procédure est donc
adaptée a la synthése de magnétoliposomes de 100nm de diamétre encapsulant de facon

relativement stable des particules d’oxyde de fer couvertes par du citrate.

2.2 Formulation de magnétoliposomes présentant une charge de surface

La seconde étape dans la formulation de liposomes encapsulant des particules d’oxyde de fer
a été la synthése de magnétoliposomes chargés négativement pour lier des Anx5-PEG en

surface des vésicules.

O, ]

PEGsp90-Maleimide

+SH
w0

Phospholipase D Anx5-SH

: oy
Magnétoliposome Magnétoliposome Magnétoliposome
neutre anionique PEGY

Figure I1I-29 : Schéma général de la stratégie envisagée : modification de magnétoliposomes
neutre par une enzyme, la phospholipase D, pour obtenir la charge de surface négative
nécessaire a la liaison d’Anx5-PEG. Les Anx5-PEG sont obtenues par liaison covalente de

PEG5000-maleimide sur des Anx5-SH.
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L’utilisation des Anx5-PEG a été envisagée pour combiner utilisation des Anx5ZZ-anticorps
pour la fonctionnalisation et furtivité in vivo. Dans notre travail 1’objectif est, a terme, de lier
des complexes Anx5ZZ-anticorps pour associer un élément d’adressage aux liposomes. Ceci
nécessite une charge de surface négative car les Anx5 sont des protéines qui se lient de facon
Ca”"-dépendante aux membranes anioniques. La présence d’une charge de surface négative
étant néfaste pour la furtivité du vecteur in vivo, la surface non occupée par 1I’Anx5ZZ-
anticorps a été couverte avec des Anx5-PEG. D’habitude la furtivité des liposomes est assurée
grace a des lipides-PEG qui permettent la formation d’une couche protectrice de polymeres en
surface. Cette barriere permet de prolonger la durée de vie de liposomes neutres mais est peu
efficace pour des membranes négatives en particulier lorsque la charge est portée par des PS
[99]. En effet I’exposition de PS est caractéristique des cellules mortes ou des débris
cellulaires et constitue le signal pour les acteurs du systéme immunitaire, notamment les
macrophages, d’un élément a éliminer. Il est donc nécessaire de masquer ces charges tout en
conservant une couche de PEG pour éviter une prise en charge trop rapide des vecteurs par le
systeme immunitaire. Les charges sont écrantées en couvrant la surface des vésicules par des
Anx5. Comme les Anx5 ne lient qu’une partie des PS, les vésicules conservent une charge
négative mais la couche de protéine peut constituer un bouclier qui limite I’acces et donc la
reconnaissance des lipides chargés par les éléments du systéme immunitaire. Néanmoins la
furtivité in vivo nécessite 1’addition d’une couche de PEG sur les liposomes [71]. Les Anx5
ont donc été liées a du PEG pour associer le polymeére aux vésicules sans qu’il soit géné par
les Anx5 en surface, ce qui aurait été le cas avec des lipides-PEG. La furtivité des liposomes
est donc assurée par des Anx5-PEG qui masquent les charges négatives et présentent du PEG
de facon a former une couche protectrice vis-a-vis d’une élimination par le systéme

Immunitaire.

Que ce soit avec des Anx5-PEG ou avec des lipides—PEG, qui portent une charge négative, les
solutions envisagées pour assurer la furtivité des liposomes nécessitent ou induisent une
charge de surface négative. Dans notre cas nous souhaitons rendre furtif des liposomes
encapsulant des particules d’oxyde de fer. Il s’agit de vésicules dont la membrane est chargée
et dont I’intérieur contient des particules de maghémite stabilisées par un coating citrate, c'est-
a-dire par des répulsions électrostatiques. Comme le feuillet interne de la bicouche est
anionique et que la charge des particules d’oxyde de fer est elle aussi négative, les répulsions
membrane-particules sont susceptibles d’influencer [’efficacité d’encapsulation de ces

particules a I’intérieur des liposomes et donc de diminuer la quantité de particules contenues
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dans chaque vésicule. Nous avons donc cherché a vérifier si la présence de lipides négatifs
dans la membrane avait une influence sur I’encapsulation des particules d’oxyde de fer mais
aussi sur la stabilité des magnétoliposomes. Cette influence a été vérifiée pour des proportions
correspondant aux quantités de lipides-PEG utilisés d’habitude (cf situation du sujet) ou de PS
nécessaires a la liaison d’Anx5-PEG. Comme il est apparu qu’il y avait une influence, notre
stratégie a été de synthétiser des magnétoliposomes non chargés puis de modifier leur surface
pour leur ajouter du PEG grace a des Anx5-PEG.

L’obtention de liposomes négatifs a partir de vésicules neutres a été réalisée par modification
enzymatique de la surface des membranes. Une fois les magnétoliposomes non chargés
synthétisés il faut modifier la surface des membranes sans porter atteinte a 1’intégrité des
vésicules c'est-a-dire sans perdre le contenu encapsulé. Les modifications chimiques des tétes
polaires des lipides sont inapplicables car elles nécessitent des passages en solvant apolaire ou
des conditions de pH incompatibles avec le maintien des structures membranaires. C’est
pourquoi la modification de surface a été réalisée par une enzyme, la phospholipase D (PLD),
une protéine qui peut agir dans des conditions ou I’intégrité des vésicules est préservée.

Les phospholipases D et en particulier celles extraites des levures sont des enzymes qui
catalysent 1’hydrolyse des tétes polaires des phosphatidylcholines (PC) mais aussi leur trans-
estérification, ce qui a conduit a les utiliser en biotechnologies. Des activités de
phospholipases D ont été mises en évidence dans des organismes simples et complexes,
bactéries, levures, plantes et animaux [210]. Pour ces trois derniers, levures, plantes et
mammiferes, ces enzymes agissent spécifiquement sur la PC. Elles catalysent 1’hydrolyse de
la téte polaire pour donner de I’acide phosphatidique (PA) et de la choline mais peuvent aussi
réaliser la trans-estérification c'est-a-dire qu’en présence d’un alcool approprié (plutdt un
alcool primaire) elles réalisent, apres €élimination de la choline, la liaison de 1’alcool sur le

phosphate du PA.
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Figure III-30 : Action de la phospholipase D sur la phosphatidylcholine : hydrolyse de la

choline pour donner de I’acide phosphatidique ou trans-estérification d’un alcool accepteur.

Du fait de cette activité enzymatique vis-a-vis des lipides et en particulier de la génération de
PA, la PLD est impliquée dans des processus de signalisation ou de régulation cellulaire [210]
mais c’est essentiellement sa capacité de trans-estérification qui a conduit a son utilisation en
biotechnologie [211]. Cette fonction permet la formation de lipides naturels difficiles a
produire tels que la phosphatidylsérine ou le phosphatidylglycérol [212, 213] mais aussi de
lipides artificiels possédant une téte polaire synthétique [214, 215].

Ces syntheses utilisent principalement des enzymes issues de levures et sont réalisées dans un
milieu contenant un solvant polaire et un apolaire[212-215]. L’utilisation d’enzymes de levure
est due a leur activité de trans-estérification, a la facilité de leur production, de leur stockage
et au fait qu’elles ne sont régulées quasiment que par le Ca>” et non pas par un ensemble de
facteurs. L’utilisation d’un mélange de solvants polaire et apolaire est dictée par des objectifs
de rendement. Le solvant aqueux est nécessaire pour 1’activité de 1’enzyme mais un milieu
organique est ajouté pour localiser les lipides a I’interface polaire / apolaire et éviter la
formation d’agrégats lipidiques de type liposome. En effet dans ces vésicules délimitées par
une bicouche lipidique, les lipides du feuillet interne ne sont pas accessibles par une enzyme
présente a I’extérieure des vésicules, ce qui limite la quantité de lipides formés.

Dans le cas d’une utilisation pour modifier la surface de liposomes la PLD est trés appropriée
pour la formation de PA mais D’activité de trans-estérification est limitée par le fait que
I’enzyme est régulée par le Ca>* [216]. En effet le changement de téte polaire nécessite le
passage par la formation de PA et en présence de Ca”" les liposomes constitués de tels lipides

agrégent et méme fusionnent si la quantité de PA est importante. Cela conduit a leur
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précipitation et, dans le cas ou il y a fusion, a la formation de vésicules plus grosses que celles
initialement présentes. Il a été décrit qu’en absence de Ca”" les vésicules restent intactes mais
que I’enzyme ne réalise plus la trans-estérification et que la formation de PA est limitée a
environ 70% des lipides [216].

Comme notre objectif est la modification de la surface de liposomes sans altération de leur
intégrité, pour obtenir une charge de surface négative et afin de leur lier des AnxS5,
Iutilisation de PLD parait appropriée. En absence de Ca”" il semble possible de conserver
intactes, apres action de I’enzyme, des vésicules de taille calibrée a 100nm sans pertes des
particules de fer encapsulées. De plus la formation de PA permet de modifier la charge de
surface des vésicules qui devient négative et peut ainsi permettre la liaison des Anx5. En effet
cette protéine se lie via le Ca’” a la charge négative portée par le phosphate des
phospholipides négatifs tels que les PS et les PA, lorsque ces derniers représentent 20-30%
des lipides de la membrane et que le Ca®" est a une concentration physiologique (2mM).
Comme indiqué précédemment, la transformation de PC en PA par action de la PLD sur des
liposomes se fait avec un rendement de 70% [216]. Cette quantité de PA est suffisante pour
réaliser I’interaction Anx5 / liposome. Nous avons donc modifié la surface de liposomes en
utilisant la PLD de telle sorte qu’il soit possible d’y lier des AnxS5.

En résumé, l’objectif de cette partie du travail a été de lier des Anx5-PEG a des
magnétoliposomes dont la surface a été modifiée par action d’une enzyme. Ce travail
s’organise en plusieurs étapes : 1), les Anx5-PEG ont été synthétisées par liaison de PEG-
maléimide sur des Anx5-SH et le couplage a été caractérisé par gel d’acrylamide 2) L’effet de
la charge de la membrane sur D’efficacité d’encapsulation a été évalué par dosages des
phospholipides et du fer 3) L’effet de la phospholipase D sur les vésicules, c'est-a-dire la
conversion de PC en PA, a été examiné par chromatographie sur couche mince et la capacité
des liposomes modifiés par la PLD a lier les Anx5-PEG a été estimée par gel d’acrylamide en

conditions non dénaturantes.

2.2.1. Mise au point et caractérisation des Anx5-PEG
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2.2.1.1 Syntheése des Anx5-PEG

Nous avons tout d’abord mis au point les Anx5-PEG qui doivent étre utilisées pour fixer le
PEG nécessaire a la furtivité in vivo sur les liposomes. Les Anx5 utilisées pour le couplage
sont des mutants exposant un thiol qui ne géne pas I’interaction avec les membranes. Ce thiol
peut étre utilisé pour réaliser des couplages covalents et dans ce cas pour greffer du PEG. Le
PEG choisi a une masse de 5000 Da pour avoir une couverture de PEG identique a celle
obtenue avec des lipides. En effet, pour des raisons de stabilité, la proportion de lipides-
PEG2000 est de 5% et celle des lipides-PEG5000 de 2-3%. Comme la quantité¢ d’Anx5 qui
couvre la surface d’un liposome correspond a 2% des lipides du feuillet externe, le PEG5000
a ¢té choisi pour étre couplé aux Anx5-SH et obtenir une couverture identique a celle obtenue
avec les lipides-PEG. La liaison du PEG sur les Anx5 a tout d’abord été caractérisée et la
liaison Ca®"-dépendante des Anx5-PEG ainsi formées sur des liposomes PC: PS a été
vérifiée.

Les Anx5-PEG ont donc été synthétisées par couplage covalent de PEG5000-maléimide sur
des Anx5-SH et le couplage a été caractérisé par gel d’acrylamide en conditions dénaturantes.
Pour cela nous avons utilisé 1’Anx5 mutante qui présente un thiol accessible au solvant et
situ¢ sur la face opposée a la face liant les membranes. Les Anx5-SH ont été mélangées avec
des quantités croissantes de PEG5000-maléimide a pH 6,3 et, aprés quatre heures

d’incubation, déposées sur gel d’acrylamide en conditions dénaturantes.

An’;; Anx5 C163 4 pg +PEG5000 en % des Anx5-SH

I 1
4ug 50% 100% 150% 200% 250% 300%
v v v v v v v

«— Anx5-S-S-Anx5

ol 1 1 1 1 1 [ 1 [ | B

Anx5-PEG

WD ey - = | Anx5

143



Figure III-31 : Caractérisation du couplage covalent Anx5-SH / PEG5000-maléimide par
SDS-PAGE. Le premier puits correspond a I’Anx5-SH seule; les puits suivants
correspondent a des mélanges d’ Anx5-SH avec des quantités croissantes de PEG-maléimide.
La quantit¢ d’Anx5-SH déposée dans chaque puits est fixe (4pug ou 0,112 nmole) et la
quantit¢ de PEG5000-maléimide est exprimée en pourcentage de la quantité (en mole)

d’Anx5-SH.

Les gels ont été¢ menés pour mettre en évidence la formation d’un complexe covalent résultant
de la liaison entre I’Anx5-SH et le PEG-maleimide. Ils montrent que I’ Anx5-SH est présente
sous deux formes et que 1’addition de PEG5000-maléimide conduit a I’apparition d’une
troisieme espece plus lourde que I’Anx5-SH, 1I’Anx5-PEG. La taille de la bande qui lui est
associée augmente jusqu'a ce que la quantité¢ de PEG corresponde a 125% de la quantité
d’Anx5-SH. Pour des quantités de PEG plus importantes 1’intensité de cette bande n’évolue
plus.

La caractérisation de 1’association Anx5-SH PEG5000-maléimide a ét¢ menée pour définir
Les conditions de réalisation du couplage. Lorsque les deux partenaires de la réaction sont en
quantité¢ équivalente, le couplage est quasi-total. Ceci confirme que la réaction thiol-
maléimide est tres efficace. Néanmoins, un 1éger exces de PEG-maléimide est nécessaire pour
que toutes les Anx5-SH susceptibles d’étre lies réagissent. C’est pourquoi dans la pratique,
pour étre certain que tout est lié, les PEG-maléimides sont ajoutés en exces de 2 fois la
quantité d’Anx5-SH présentes en solution. Les Anx5 qui n’ont pas réagi sont soit sous forme
de dimere soit en faible proportion sous forme monomere. Pour les dimeres le thiol est
inaccessible car engagé dans un pont disulfure. Pour les monomeres il s’agit de protéines
présentes en faible proportion qui, pour des raisons inexpliquées, liées aux étapes de
production des protéines, ne sont pas réactives. Quoi qu’il en soit ces Anx5 sans PEG sont en
quantité négligeable et ne sont donc pas séparées du reste des Anx5-PEG pour les étapes
suivantes. La procédure de couplage optimisée consiste donc a mélanger les Anx5-SH avec
des PEG5000-maléimide en quantité deux fois plus importante que les protéines et a incuber

le mélange pour que la réaction se fasse.

2.2.1.2 Caractérisation de la liaison des Anx5-PEG a des liposomes PC : PS

Une fois les Anx5-PEG synthétisées, nous avons caractérisé la liaison Ca®"-dépendante de ces

protéines aux liposomes par gel d’acrylamide en conditions non dénaturantes. Dans ces
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conditions, les liposomes et les Anx5-PEG qui leur sont liées sont retenus en haut du gel.
Ainsi les complexes liposomes-Anx5 peuvent étre distingués des Anx5 non liées. Il est alors
possible de déterminer la quantité liée en faisant la différence entre la quantité de protéines
présentes dans 1’échantillon et la quantité non liée visible sur le gel. Pour caractériser la
liaison Anx5-PEG-vésicule, des liposomes PC:PS (4 :1 rapport molaire) sont mélangés avec
des quantités croissantes d’Anx5-PEG, en présence de Ca®” 2mM. Les quantités de protéines
correspondent a différents pourcentages de couverture de la surface des vésicules calculés a
partir des données théoriques. Ces échantillons ont été incubés une demi-heure et mis a migrer

sur gel.

Anx3-  Anx5-PEG en % de la couverture totale
Anx5-SH PEG I
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Figure III-32: Caractérisation de la liaison Ca’’-dépendante des Anx5-PEG sur des
liposomes PC: PS (7: 3 en mole) par par PAGE en condition non dénaturantes +CaCl,
2mM. Le premier puits correspond a ’Anx5-SH seule, le deuxieme puits correspond a
I’Anx5-PEG, les suivants correspondent a des mélange d’une quantité fixe de liposomes PC :
PS (9ug soit 11nmoles) avec des quantités croissantes d’Anx5-PEG. La quantité d’Anx5-
PEG déposée est exprimée en pourcentage de la quantité théorique nécessaire pour avoir
couverture totale de la surface des liposomes. (Pour la condition 100%, la quantité de

protéine est de 4pg soit 0,112nmoles).
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Les gels en condition dénaturantes ont étés menés pour caratériser la liaison Ca” -dépendante

des Anx5-PEG aux liposomes PC : PS. L’ Anx5-SH est présente sous deux formes : une forme
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monomeérique et une forme dimérique due a 1’association de deux Anx5-SH via un pont
disulfure. L’ Anx5-PEG est présente sous une seule forme ce qui confirme que les Anx5 non
liées a un PEG sont en quantité négligeable. Lorsque des Anx5-PEG sont ajoutées en quantité
croissante aux liposomes, en présence de Ca®’, la totalité des protéines sont retenues sur les
liposomes pour des quantités correspondant a la couverture de 25,50 et 75% de la surface des
vésicules. Pour des quantités plus élevées, il y a des Anx5-PEG non liées. Les résultats
indiquent donc qu’il y a liaison des Anx5-PEG sur les liposomes et que cette fixation se fait
de fagon totale pour des quantités sous saturantes

La liaison des Anx5-PEG se fait donc de fagon trés efficace méme si toutes ne sont pas fixées
pour une quantité permettant, en théorie, de saturer la surface. Pour des quantités sous
saturantes la surface de la membrane est tres accessible et la fixation des Anx5-PEG se fait de
fagon totale, comme attendu de la part des Anx5. En effet cette protéine a un Ky de I’ordre de
107*M en présence de quelques mM de Ca®* [164] et réalise donc une liaison quasi covalente.
Le fait qu’a 100% de couverture il reste des Anx5-PEG non liées peut étre expliqué par
I’accessibilité limitée de la surface lorsqu’il y a une grande quantité de protéines. En effet les
quantités théoriques sont déduites de mesures faites dans des conditions ou les Anx5 sont en
trés large exceés [167]. La réaction de fixation est donc fortement déplacée dans le sens de
I’association a la membrane et tous les espaces disponibles sont occupés. Lorsque la quantité
de protéines présente dans le milieu correspond juste a la quantité théorique nécessaire a la
couverture totale de la surface, I’accessibilité de la membrane peut certainement devenir un
facteur limitant. En effet une grande quantité de protéines se fixe de fagon immédiate, occupe
la majorité de I’espace et géne I’acces des Anx5-PEG qui ne sont pas encore liées. En plus de
cela, la présence d’une couche de PEG peut contribuer a la répulsion des Anx5-PEG non
liées. Tout cela peut expliquer que les Anx5-PEG se fixent de fagon totale pour des quantités
inférieures a celle nécessaire pour saturer la surface des vésicules et qu’une certaine partie
d’entre elles reste libre pour des quantités saturantes.

Nous avons donc formé des Anx5-PEG et caractérisé leur fixation sur des liposomes. Les
Anx5-PEG sont synthétisées de facon simple par liaison covalente de PEG5000-maléimide
sur des Anx5-SH. Cette réaction nécessite un léger exces de PEG5000-maléimide et une étape
d’incubation. Les Anx5-PEG résultantes se lient en surface de liposomes de fagon tres
efficace, quasi-totale. Ces Anx5-PEG seront utilisées pour assurer la furtivité de liposomes in

vivo.
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2.2.2. Influence de la charge négative des membranes sur la formation de

magnétoliposomes

Notre objectif est la mise au point de magnétoliposomes pour lesquels la furtivité est assurée
par des Anx5-PEG et qui doivent donc étre chargés négativement pour lier ces protéines.
Nous avons donc cherché a caractériser 1’effet de la charge membranaire négative sur
I’efficacité d’encapsulation et sur la stabilité des vésicules internalisant des particules d’oxyde

de fer

2.2.2.1 Influence de la charge négative des membranes sur I'efficacité

d’encapsulation

L’effet de la charge négative de la membrane sur I’efficacité d’encapsulation de particules de
maghémite coatées citrate a été¢ examiné en faisant varier la proportion de PS. Les suspensions
de magnétoliposomes ont €té obtenues par encapsulation passive, plus précis€ément par
réhydratation de film lipidique avec une solution de particules d’oxyde de fer (coatées citrate),
extrusion pour calibrer la taille des vésicules et séparation liposomes / particules non
encapsulées sur colonne d’exclusion stérique puis sédimentation par centrifugation en
présence d’un exces de sel.

Cinq compositions lipidiques ont été testées : DOPC : DOPS 100: 0;95:5; 70 : 30, 50 :50
et 35:65 (mole : mole). Toutes ont été synthétisées avec la méme solution de particules de
maghémite. Pour chaque condition les quantités de particules par liposomes ont été
déterminées par dosage du fer et des lipides. Comme précédemment, les résultats présentés
sont exprimés en pourcentage de la quantité théorique qui aurait dii étre si I’encapsulation
passive se faisait de facon idéale (en théorie la concentration en particules dans les liposomes

devrait étre celle de la solution-mere).
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Figure III-33 : Evolution de la quantité de particules d’oxyde de fer encapsulées en fonction

de la densité de lipides anioniques (PS).

Les résultats indiquent un effet de la charge négative des membranes sur I’encapsulation des
particules coatées citrate. Plus la membrane contient une proportion ¢levée de PS et moins il y
a de particules dans les liposomes. En absence de PS la quantité encapsulée est environ 35%
de la concentration théorique, pour 5% de PS elle est de 20% environ et pour 35%, 50% et
65% de PS elle est d’environ 15%.

L’influence de la charge de surface sur I’encapsulation des particules d’oxyde de fer a été
menée pour savoir si les formulations utilisées pour fixer des Anx5 ou contenant des lipides
anioniques PEGylés se comportaient comme les liposomes neutres caractérisés
précédemment. En effet pour avoir des temps de circulation in vivo les plus €levés possibles,
la surface des liposomes doit étre couverte d’une couche de PEG. En général ces PEG sont
liés a des lipides mais dans notre cas ils sont couplés a des Anx5. Les lipides PEG sont
anioniques et apportés de fagon a représenter au maximum 5% des lipides de la membrane et
la fixation d’Anx5 nécessite d’avoir une proportion de PS d’environ 20 a 30% minimum des
lipides totaux. Quelle que soit la stratégie utilisée, la formulation de liposomes furtifs
implique donc que les membranes aient une charge négative et nous avons voulu savoir si
cette charge pouvait limiter I’encapsulation de particules d’oxyde de fer, elles-mémes
anioniques. Il apparait que méme des proportions faibles de PS, 5% des lipides totaux,
affectent cette efficacité. Les quantités de particules internalisées représentent alors, pour 5%

et 30% de PS, environ les deux tiers et la moitié¢ de la quantité mesurée pour les liposomes
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neutres. L’utilisation de lipides-PEG, qui conduit a I’apport de 5% de lipides anioniques, a
donc a priori un effet sur I’efficacité d’encapsulation et la quantité de PS utilisée pour fixer les
Anx5-PEG aussi. Cette limitation n’est pas rédhibitoire mais est malgré tout un facteur
limitant dans 1’optique d’obtenir des vésicules les plus chargées possibles. Les causes de cette
diminution d’efficacité d’encapsulation sont a priori les répulsions entre particules d’oxyde de
fer et les membranes. En effet les particules de maghémite sont stabilisées par une couverture
de citrate qui leur confére une charge négative. Plus la membrane est chargée et plus les
répulsions électrostatiques particules-membrane sont importantes et limitent la quantité de

particules encapsulées.

2.2.2.2 Influence de la charge négative des membranes sur la stabilité des

magnétoliposomes

Le deuxieme parametre examiné pour évaluer I’influence de la charge négative des
membranes est la stabilit¢ au cours du temps des magnétoliposomes. L’évolution des
liposomes encapsulant des particules de maghémite a été suivie par cryomicroscopie

¢lectronique.
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Figure I1I-34 : Suivi de I’évolution des magnétoliposomes au cours du temps par cryoMET.

A) liposomes 100% PC un mois apres syntheése, barre d’échelle 200nm ; B) Liposomes PC :
PS (95 : 5) (mole : mole) un mois apres synthese ; barre d’échelle 200nm ; C) et D) liposomes
PC : PS (95 : 5) (mole : mole) un mois apres synthese ; barre d’échelle 50nm. Les liposomes

sont a une concentration d’environ 1 mgphospolipia / M1 (1,3mM). Images S.Tan.

Le suivi de D’évolution des liposomes a ¢été mené pour évaluer la stabilité des
magnétoliposomes au cours du temps ainsi que I’influence de la charge et visualiser les effet
d’une déstabilisation. Un mois apres leur syntheése les liposomes constitués uniquement de PC
restent bien dispersés et, pour la plupart bien remplis de particules d’oxyde de fer. Certaines
vésicules sont vides et les particules sorties a I’extérieur restent dispersées. Pour les liposomes

PC: PS 95: 5 les images indiquent qu’un mois apres leur synthese, les vésicules sont
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quasiment toutes vides et forment des agrégats qui mélent liposomes et particules d’oxyde de
fer. Les images a fort grossissement montrent qu’un certain nombre de ces particules est
localisé¢ en surface des membranes et semble ponter les vésicules. Les résultats suggerent
donc une déstabilisation des vésicules au cours du temps qui semble trés importante si les
membranes contiennent des lipides négatifs

Il apparait donc que la stabilité des liposomes au cours du temps est affectée par la présence
de lipides anioniques. Méme si les liposomes neutres subissent une perte de particules
encapsulées au cours du temps, la majorit¢ d’entre eux reste chargée en particules et
dispersée. Les liposomes dont les membranes contiennent 5% de PS sont, eux, fortement
déstabilisés apres un mois de stockage. Lors de la caractérisation des liposomes neutres nous
avions supposé que la sortie des particules de fer était due a une liaison du fer avec le
phosphate des phospholipides. Cette liaison va conduire a une couverture plus ou moins
importante des nanoparticules par les phospholipides et donc a I’acquisition d’une certaine
hydrophobicité qui leur permet de traverser les membranes. Néanmoins cette hydrophobicité
de la surface ne semblait pas conduire a 1’agrégation des particules et des vésicules. Ces
phénomeénes sont trés importants dans le cas des magnétoliposomes anioniques et peuvent
expliqués eux aussi par la présence de lipides en surface des particules. L’agrégation des
particules est due a I’association entre elles des chaines d’acides gras portées par des
particules différentes. Le pontage des vésicules peut étre di a 1’insertion des lipides portés par
une particule dans les membranes de deux liposomes différents. La couverture des particules
de maghémite par des lipides pourrait donc induire la fuite du matériel encapsulé mais aussi
I’agrégation des liposomes et des particules entre eux. Les différences de stabilité observées
laissent supposer une affinité plus grande du fer pour les lipides anioniques. Le fait que les
vésicules soient plus vides et plus agrégées pour les liposomes anioniques que pour les
liposomes neutres laisse penser que les particules de fer sont plus hydrophobes et donc liées a
plus de lipides dans le cas des membranes chargées négativement. Les particules d’oxyde de
fer se lient alors certainement mieux a des lipides anioniques qu’a des lipides neutres ce qui
conduit a une déstabilisation plus rapide des solutions de vésicules présentant une charge
négative. La présence d’une charge de surface semble donc influencer la stabilité des
magnétoliposomes, probablement du fait d’une liaison importante de lipides négatifs en
surface des particules d’oxyde de fer.

Afin d’encapsuler le maximum de particules et de limiter les déstabilisations nous avons alors
tenté une stratégie qui consiste a synthétiser des liposomes neutres et a les modifier dans un

second temps pour former a leur surface des phospholipides négatifs.
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2.2.3 Utilisation de la phospholipase D pour obtenir des liposomes anioniques a partir

de vésicules neutres

La nécessité de préserver 1’intégrité des liposomes lors de la modification des lipides nous a
conduits a utiliser une enzyme pour convertir des vésicules neutres en liposomes chargés
négativement. En effet, les modifications chimiques nécessitent des conditions dans lesquelles
les membranes sont déstabilisées. L’utilisation d’une enzyme, c'est-a-dire une protéine
capable de catalyser une réaction chimique, est alors apparue comme une alternative possible.
Cette enzyme, la phospholipase D (PLD) catalyse I’hydrolyse de la téte polaire des PC pour
former des PA, un lipide anionique. Ce lipide peut, du fait de sa charge négative porté par le
phosphate, permettre la liaison d’Anx5 aux membranes qui le contiennent. La PLD a donc été
utilisée pour modifier des vésicules afin de pouvoir leur associer des Anx5-PEG. La
caractérisation de ces modifications a porté sur trois criteres : vérification de la modification
des lipides par chromatographie sur couche mince, vérification de la capacité des vésicules a
fixer des Anx5-PEG par gel d’acrylamide et évaluation de la stabilité des liposomes modifiés
par microscopie électronique. Ces caractérisations ont été menées pour des vésicules témoin

et pour des liposomes encapsulant des particules d’oxyde de fer.

2.2.3.1 Modification des lipides par la PLD

L’hydrolyse des PC en PA a été suivie par chromatographie sur couche mince (CCM), apres
modification des liposomes par I’enzyme et passage des lipides en solvant apolaire. La CCM
consiste a faire migrer sur un support de silice des lipides dissous en solvant organique. Ces
lipides sont séparés selon différents critéres qui sont fonction du solvant utilisé. Dans notre
cas le solvant (Chloroforme / méthanol / eau ; 63 /35/2; v/ v/ v) permet de séparer les PC
des PA. Pour la modification des lipides, les liposomes, avec ou sans particules de
maghémite, sont incubés avec la PLD. Ces liposomes sont modifi€s en solvant aqueux mais
I’analyse des lipides nécessite qu’ils soient en solvant apolaire. Les vésicules ont donc été
déshydratées par évaporation et les lipides ainsi obtenus ont été dissous en chloroforme. Des
lipides contrdles, des liposomes non modifiés et des liposomes avec ou sans particules de fer

et ayant subi 1’action de la PLD ont été analysés par CCM.
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Figure III-35 : Suivi de D’effet de la PLD sur les liposomes : PC : lipides DOPC témoins ;
PA : lipides DOPA témoins ; LUV PC : liposomes constitués de DOPC, non traités a la
PLD ; LUV PC PLD liposomes constitués de DOPC incubés avec la PLD ; LUV PC Fe +
PLD : liposomes constitués de DOPC encapsulant des particules de maghémite et incubés

avec la PLD. Dans chaque cas, 50 pg de lipides sont déposés sur la plaque de CCM.

Les résultats indiquent que la PLD induit la modification de PC en PA. Pour les liposomes
sans particules de fer mis en contact avec la PLD il apparait une bande qui n’est pas visible
pour les liposomes non traités a la PLD et qui est située (a peu preés) au niveau des PA témoin.
Pour les liposomes encapsulant des particules de fer cette bande est trés diffuse et est visible
avant coloration de la plaque pour révéler les lipides. Elle correspond en fait a des particules
de maghémite qui ont migré sur la plaque.

La CCM indique donc que la PLD induit bien la modification des PC et semble confirmer que
les lipides peuvent se lier sur les particules d’oxyde de fer. En effet ces particules de
maghémite sont tres hydrophiles et devraient précipiter en solvant apolaire. Leur solubilité en
chloroforme et leur capacité a migrer indique donc qu’elles sont couvertes de lipides, ce qui
leur confeére une hydrophobicité de surface. En ce qui concerne 1’action de la PLD,

I’apparition d’une bande associée aux PA indique qu’il y a bien hydrolyse des PC. D’un point

153



de vue quantitatif cette bande semble peu intense mais ne peut pas étre directement analysée.
Pour vérifier que la proportion de PA est suffisante pour fixer des Anx5-PEG, la capacité des

vésicules modifiées a lier I’Anx5-PEG a été analysée sur gel.

2.2.3.2 Capacité de liaison des Anx5-PEG par les liposomes obtenus aprés

modification par la PLD

La liaison des Anx5-PEG a été mise en évidence par rétention de ces protéines au niveau des
liposomes en gel non dénaturant. Si elles sont lides, les Anx5-PEG sont retenues sur les
liposomes en haut du gel et ne sont plus visibles au niveau de la zone de migration. Les
mémes solutions que celles analysées en CCM ont été mélangées avec des Anx5-PEG et du
Ca®’, incubées et déposées sur gel.

LUV

Luv  PC LUVPC
Anx5-PEG PC +PLD Fe+PLD

Figure I1I-36 : Démonstration de la capacité de liposomes DOPC traités a la PLD a lier
I’Anx5-PEG par PAGE en condition non dénaturantes +CaCl, 2mM: le premier puits
correspond a 1’Anx5-PEG seule ; le deuxiéme puits (LUV PC) correspond aux liposomes
constitués de DOPC et non traités a la PLD ; le troisiéme puits (LUV PC PLD) correspond
aux liposomes constitués de DOPC et incubés avec la PLD ; le quatrieme puits (LUV PC Fe
PLD) correspond aux liposomes constitués de PC qui encapsulent des particules de
maghémite et ont été incubés avec la PLD. Dans chaque puit a été¢ déposé 4ug de protéine

(0,112nmoles) et 9 pug (11nmoles) de lipides pour ceux ou il y a des liposomes.

Le gel d’acrylamide en conditions non dénaturantes indique que ’action de la PLD produit
des liposomes capables de lier les Anx5-PEG. Pour les liposomes non modifiés, les Anx5-
PEG ne sont pas retenues en haut du gel avec les liposomes alors qu’elles le sont pour ceux

traités a la PLD. La modification des lipides observés en CCM correspond donc a une
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quantité de lipides anioniques suffisante pour lier des Anx5-PEG en surface des liposomes.
Dans chaque puit a été déposé 4ug de protéine et 10 pg de lipides pour ceux ou il y a des

liposomes.

2.2.3.3 Stabilité des liposomes obtenus aprés modification par la PLD

La stabilité des liposomes modifiés par la PLD a été suivie par microscopie électronique, pour
les liposomes sans et avec particules de maghémite internalisées. Les images obtenues pour
les vésicules seules indiquent qu’il n’y a pas de perturbation des liposomes : ils sont bien
dispersés et de taille d’environ 100nm. Ceci était attendu car les liposomes constitués d’une
forte proportion de PA sont stables en absence de Ca*". Pour des liposomes encapsulant des
particules d’oxyde de fer, les images indiquent que les vésicules sont intactes avant le
traitement a la PLD mais sont déstabilisées apres (non présenté). Il se forme alors des agrégats
de lipides et particules identiques a ceux observés pour les liposomes contenant des PS. Ceci
semble confirmer I’influence de la charge des lipides sur la déstabilisation des
magnétoliposomes. Il est a préciser que les suspensions de liposomes contenant des particules
de maghémite avaient été synthétisées une semaine auparavant, une durée suffisante pour
avoir des pertes de composés encapsulés. Comme I’action de la PLD affecte le feuillet externe
et que les déstabilisations semblent étre dues aux lipides anioniques générés par son action, il
est probable que ce soit les particules situées a 1’extérieur qui ont initié les réactions de
déstabilisation. Par conséquent, en 1’état actuel des travaux, il semble que la modification des
manétoliposomes neutres par la PLD ne permette pas un gain de stabilité¢ vis-a-vis de
I’encapsulation de particules d’oxyde de fer.

Cette partie du travail avait pour objectif de vérifier la faisabilité de la synthese de
liposomes encapsulant des particules d’oxyde de fer et présentant une charge de surface
négative afin de lier des Anx5-PEG. Pour cela, la formation des Anx5-PEG a tout
d’abord été caractérisée puis I’influence de la densité d’un lipide anionique, la PS, sur
Pefficacité d’encapsulation et sur la stabilité des vésicules a été évaluée. L’action d’une
enzyme, la phospholipase D, utilisée pour modifier les membranes des
magnétoliposomes neutres a été examinée. Il apparait que dans tous les cas la présence
de lipides anioniques a une influence délétére sur la stabilité. Le fait que les particules de
fer internalisées soient solubles en solvant apolaire plaide en faveur de I’idée que cette
déstabilisation est due a une liaison des lipides aux particules de fer. Cette liaison permet

leur sortie des vésicules, leur agrégation et celle des liposomes. La fixation des lipides
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aux particules semble d’autant plus importante que les lipides sont chargés
négativement. L’utilisation de magnétoliposomes anioniques est donc limitée par des
problémes de stabilité vraisemblablement dus a des liaisons lipides-particules, et d’un

point de vue pratique doit se faire dans la semaine suivant la synthése.

3 Formulation de liposomes fonctionnalisés par des anticorps

L’objectif est de synthétiser des liposomes ayant comme ¢élément de ciblage des anticorps liés
a la surface de la membrane grace a des Anx5zz. Les anticorps sont des molécules qui
peuvent potentiellement présenter une affinité pour un large éventail de cible. Pour cela ils ont
¢té associés aux liposomes afin de permettre I’adressage des vésicules vers un organe ou un

type cellulaire particulier.

Anticorps lié
A une Anx5ZZ

Liposomes contenant des

- H ylé
iiplds anlontguss (PS) Anx5-PEG Immunoliposome PEG

Figure II1-37 : Schéma général de la stratégie envisagée : fonctionnalisation des liposomes

grace au complexe Anx5ZZ-anticorps et liaison du PEG grace a I’Anx5-PEG.

Pour la stratégie la plus couramment utilisée, 1’association anticorps-liposome se fait grace a

un lipide sur lequel les anticorps sont liés et qui les ancre a la membrane. La liaison au lipide
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est soit un lien covalent soit une interaction d’affinité, type biotine / streptavidine, et
s’effectue au niveau de la téte polaire. L’ancrage a la membrane est assuré par la partie
apolaire, c'est-a-dire les acides gras, qui interagit avec les autres chaines lipidiques via des
interactions hydrophobes. Ce sont donc des lipides qui assurent d’une part la liaison de
I’anticorps et d’autre part I’ancrage a la membrane.

L’approche que nous avons développée utilise I’Anx5ZZ, une protéine de fusion associant le
tagZZ et 1I’Anx5, pour servir d’intermédiaire entre I’anticorps et la bicouche lipidique. Le
tagZZ est I’élément de la protéine A qui interagit avec les anticorps. Cette liaison se fait au
niveau du Fc ce qui permet d’orienter le ligand et évite de perturber le site de reconnaissance
de I’antigene, comme ce peut €tre le cas pour la plupart des couplages chimiques. L’ Anx5
posséde quant a elle la propriété de se lier aux membranes anioniques via le Ca*". La liaison
de trés haute affinité entre Anx5ZZ et membrane permet une liaison efficace et reproductible
des anticorps a la surface des vésicules ainsi qu’un contrdle simple de la densité de ligand.
L’Anx5ZZ est donc intéressante car elle combine les propriétés de liaison d’anticorps grace
au tag ZZ et de fixation aux membranes lipidiques grace a 1’Anx5. Elle est donc utilisée

comme intermédiaire pour lier les anticorps aux liposomes anioniques.

Elément de ciblage

<————— Anticorps ——

Elément de liaison de
I'anticorps:

chimique

< A

Elémentd’ancrage a
lamembrane :
Acide Anx5

KL O ras
L] B

Figure III-38 : Comparaison des stratégies de liaison d’anticorps aux liposomes : liaison sur

la téte polaire d’un lipide et notre stratégie, liaison grace a I’Anx5ZZ.

Comme indiqué au chapitre 3, la surface non couverte par le ligand est importante et doit étre

protégée par une couche de PEG, ce qui est assuré par des Anx5-PEG. En effet, d’un point de
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vue général, les liposomes utilis€s in vivo doivent exposer des PEG en surface pour limiter
leur prise en charge par le systéme immunitaire et assurer des temps de demi-vie de plusieurs
heures dans la circulation [71, 74]. Habituellement, cette couche de PEG est due a la présence
dans la membrane de lipides-PEG mais dans le cas ou les vésicules contiennent des PS
I’utilisation de lipides-PEG n’est pas suffisante pour limiter la reconnaissance des lipides
anioniques et la prise en charge par les macrophages [99]. L utilisation d’Anx5-PEG a donc
¢té choisie afin de masquer les charges négatives et de créer la couche de PEG indispensable a

la furtivité in vivo.

Tout d’abord, une composition lipidique permettant 1’encapsulation stable de composés dans
I’intérieur des vésicules a été déterminée, par suivi des fuites de composés fluorescents
internalisés. Ensuite les modalités d’association des anticorps aux liposomes ont été définies
en estimant tout d’abord la steechiométrie anticorps : Anx5ZZ par gel d’acrylamide. Nous
avons ensuite défini, en nous appuyant sur des mesures de diffusion dynamique de la lumiere,
un ordre d’association anticorps-Anx5ZZ-liaison aux vésicules qui évite les exces d’anticorps
ou d’Anx5ZZ et permet de conserver des solutions de vésicules dispersées. L’efficacité de
fixation des complexes Anx5ZZ-anticorps aux liposomes a alors été évaluée par spectroscopie
de fluorescence. Enfin, la capacité d’adressage des liposomes-anticorps sur des cibles
biologiques a été vérifiée ex vivo et in vivo sur des modeles de pathologies telles que plaque

d’athérome et inflammation.

3.1 Choix d'une composition lipidique permettant une encapsulation stable

de composés

L’objectif étant de formuler des liposomes utilisés pour le transport de composés encapsulés
qui lient a leur surface des dérivés d’Anx5, la premiere étape a été la détermination d’une
composition lipidique permettant le maintien de ces marqueurs a ’intérieur des vésicules lors
de la fixation d’Anx5-PEG et lors de la mise en conditions mimant I’in vivo, c'est-a-dire en
sérum

A terme des AnxS5ZZ-anticorps doivent étre fixées en plus des Anx5-PEG mais seules des
Anx5-PEG ont étés liées dans ces expériences. En effet, pour la densité maximale d’anticorps
en surface des liposomes qui a été utilisée, la quantité d’Anx5ZZ représente 0,6 % de

I’ensemble des Anx5 associées aux vésicules. Cette quantité est quasi négligeable et, pour des
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raisons de simplicité, seules des Anx5-PEG ont étés liées lors des expériences d’évaluation de
la stabilité d’encapsulation.

La stabilité d’encapsulation de composés dans des liposomes de différentes compositions
lipidiques a été évaluée par dequenching de fluorescence, ainsi que décrit en 1.4 de la partie
résultat. Ce test de déquenching a été utilisé pour évaluer la stabilit¢é membranaire de trois
compositions lipidiques, qui sont : DOPC : DOPS (8:2) (mole : mole) DOPC : Cholestérol :
DOPS (6:2:2) (mole : mole) et DOPE : DOPS (7:3) (mole : mole) Les fuites ont étés suivies
lors de la liaison, induite par 1’ajout de calcium 2mM, des Anx5-PEG aux vésicules puis lors

de la mise en sérum (20% du volume final) de ces liposomes—Anx5-PEG.

3
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Figure III-39 : Détermination des fuites de composés encapsulés en fonction de la
composition lipidique des liposomes. 1) liaison d’Anx5-PEG a des vésicules lors de I’ajout de
Ca’"; 2) ajout de sérum (20% du volume final) ; 3) libération des fluorophores par ajout de
Triton X100. Courbe verte : DOPC : DOPS (8:2) (mole : mole); courbe jaune : DOPC :
Cholestérol : DOPS (6:2:2) (mole : mole : mole) ; courbe rouge : DOPE : DOPS (7:3) (mole :
mole). A) effet de la fixation de I’Anx5-PEG (agrandissement des 8 premiéres heures de B) ;
B) effet de la fixation d’Anx5-PEG puis de I’addition de sérum. Les mesures sont réalisées a
25°C. Les résultats sont exprimés en pourcentage du maximum d’intensité obtenu apres
libération des fluorophores par addition de Triton X100 et sont corrigés vis-a-vis des dilutions
dues aux ajouts de sérum et de Triton. Dans chaque cas, 63,6 nmoles de lipides sont placés en

solution et le volume final est de 400pul. La quantité d’Anx5-PEG est de 23pg (0,65nmoles).

Les deux phases de mesures, liaison des Anx5-PEG puis mise en sérum, ont ét¢ menées pour
¢valuer la stabilité de 1’encapsulation lors de la formulation des liposomes-Anx5-PEG puis
lors du passage dans un milieu biologique. Pour une formulation PC : PS 8:2 (en mole) la

fixation de 1I’Anx5-PEG sur les membranes induit des fuites de fluorophores. Ces pertes sont
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faibles, environ 1% par heure, et continues. L’addition de sérum provoque une libération de
marqueurs plus sévere et, deux heures apres cet ajout, environ 30% du contenu des vésicules
est sorti de I’intérieur des vésicules. Apres cette phase de pertes importantes, les fuites sont a
nouveau continues et de I’ordre de 1% par heure. Pour des membranes constituées de PC :
Cholestérol : PS 6:2:2 (en mole) la liaison d’Anx5-PEG ne provoque pas de pertes de
composés encapsulé et les fluorochromes sont donc retenus dans les liposomes lorsque la
surface des vésicules est couverte d’Anx5-PEG. L’addition de sérum provoque des pertes
telles qu’en 15 heures environ 20% du contenu est perdu. Quand la composition lipidique est
PE : PS 7:3 (en mole) ni la liaison d’Anx5-PEG ni 1’addition de sérum n’affectent la stabilité
membranaire et les marqueurs fluorescents restent encapsulés de facon stable tout au long de
I’expérience.

Les résultats indiquent que la composition lipidique des membranes est un parametre
déterminant vis-a-vis des pertes de composés encapsulés qui peuvent avoir lieu lors de la
liaison d’Anx5-PEG et de I’addition de sérum. Ils permettent de faire un choix parmi les trois
compositions testées et d’émettre une hypothese quant a la cause des différences de stabilité.
La premiere formulation testée, PC:PS 4:1 (en mole) est la moins stable car elle est la seule a
présenter des fuites quand des Anx5-PEG sont liées et perd une grande partie de son contenu
lors de la mise en sérum. Cette composition a initialement été choisie car elle a été utilisée
pour caractériser la liaison d’Anx5 a des membranes modeles [165, 167]. La proportion de
PS, le lipide avec lequel interagit I’ Anx5, y est celle trouvée dans les membranes biologiques.
La liaison de I’Anx5-PEG n’a qu’une influence faible sur la perméabilité membranaire mais
ces pertes impliquent que des liposomes—Anx5-PEG contenant un composé internalisé ne
peuvent pas étre stockés de fagon stable sur de longues périodes de temps. La mise en sérum,
c'est-a-dire le passage a un milieu mimant 1’in vivo, conduit a des fuites importantes, environ
30% du contenu les deux premieres heures, mais semble avoir une influence transitoire. En
effet deux heures apres ’addition de sérum les pertes sont les mémes que ce qu’elles sont
lorsque seules les Anx5-PEG sont liées. Néanmoins le passage en milieu biologique affecte la
perméabilité¢ membranaire de facon importante et cette composition lipidique semble alors
peu adaptée a des applications in vivo.

Une tentative d’explication peut étre que 1’état physique de la membrane est tel que la
bicouche est fortement perturbée par les interactions avec des protéines. En effet, les
molécules utilisées sont des DOPC et DOPS, des lipides qui possédent des chaines d’acides
gras insaturées et forment donc des membranes (trés) fluides a la température a laquelle a été

menée 1’expérience (25°C). Il a été rapporté que 1’interaction des liposomes avec les protéines
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du sérum était d’autant plus délétere pour les bicouches qu’elles étaient fluides [6, 66]. L’état
physique de la membrane peut alors étre la cause des perturbations induites par des protéines
et donc par I’adsorption d’Anx5-PEG et ’addition de sérum. La diminution de la fluidité
membranaire semble donc €tre une solution pour obtenir des liposomes plus stables.

Pour limiter les fuites a travers la membrane du cholestérol a donc été ajouté a la composition
lipidique (en conservant 20% de PS pour fixer les Anx5-PEG de fagon optimale) car il a la
propriété de rigidifier les phases fluides. Pour cette formulation, le composé internalisé est
retenu dans les vésicules lorsque des Anx5-PEG sont fixées a leur surface ce qui indique que
ces liposomes-Anx5-PEG peuvent étre stockés de fagon stable. L’addition de sérum provoque
des pertes, qui semblent se stabiliser 12 heures environ apres cet ajout. Méme si les fuites sont
moins importantes que pour les vésicules sans cholestérol, elles limitent 1’utilisation in vivo
de ces vecteurs pour le transport de composés encapsulés. Néanmoins I’amélioration de la
stabilité¢ d’encapsulation observée grace a I’addition de cholestérol plaide en faveur de I’idée
que I’état physique de la membrane est un parametre important a controler pour limiter la
perméabilité membranaire lors de I’interaction protéine-membrane.

Dans la derniére formulation les PC et le cholestérol ont été remplacés par des PE qui sont
associés a des PS pour lier les Anx5-PEG mais aussi permettre aux PE de former des
bicouches lipidiques. Cette composition permet une rétention parfaite des composés
encapsulés quels que soient les éléments, Anx5-PEG ou sérum, susceptibles de perturber la
perméabilité membranaire. Elle est donc appropriée pour réaliser des liposomes-Anx5-PEG
qui peuvent étre stockés et qui transportent sans perte des compos€s encapsulés a travers un
environnement biologique. Comme 1’amélioration de I’imperméabilité des vésicules était
précédemment due a une diminution de la fluidité des membranes, une hypothése est que cette
composition lipidique conduit a la constitution de bicouches tres rigides en présence d’ AnxS.
La grande stabilité observée est étonnante car d’habitude les PE ne forment pas de
membranes, doivent étre associés a d’autres lipides pour former des bicouches et sont en
général utilisées dans la constitution de membranes qui se désintegrent, et donc liberent leur
contenu, en réponse a une variation du milieu. En effet, ces lipides ne forment des membranes
a pH 7 et a température ambiante et physiologique que s’ils sont associés a d’autres
molécules. D’un point de vue géométrique ils peuvent étre considérés comme des cones et
lorsqu’ils sont utilisés seuls, s’organisent sous forme de micelles inverse. Pour former des
bicouches, ils doivent étre associés a des lipides ayant une géométrie complémentaire c'est-a-
dire de cone inversés, comme notamment les PS ou encore les PE-PEG [80, 217]. En plus de

leur complémentarité, ces lipides en cone inverse stabilisent les membranes en assurant la
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répulsion des vésicules entre elles. En effet les collisions entre vésicules conduisent a leur
fusion et désintégration par organisation des PE en micelle inverse. La formation et le
maintien de phases membranaires constituées d’une proportion importante de PE nécessite
donc la présence d’un lipide qui ait une forme complémentaire et assure des répulsions entre
vésicules.

Pour les PS, la forme et les répulsions sont dues a la présence de la charge, ce qui a des
conséquences sur la séquence d’addition du Ca®" et des Anx5-PEG et sur la composition
ionique du milieu.

D’un point de vue de la stabilité des liposomes, I’addition de Ca®', un cation divalent
nécessaire a la fixation des Anx5, provoque la déstabilisation des vésicules a priori par
pontage suivi de fusion. Comme la présence de PEG en surface des membranes peut assurer
la répulsion des liposomes et éviter les contacts entre eux [218] les Anx5-PEG sont ajoutées
avant le Ca”". Cette séquence permet de maintenir I’intégrité des liposomes probablement car
la fixation des Anx5 est suffisamment rapide pour qu’il y ait des PEG en surface des
liposomes et qu’elle assure ainsi une stabilisation stérique avant qu’il y ait collisions et
ruptures des vésicules.

L’influence de la composition ionique du milieu sur la formation de membranes PE : PS nous
a été suggéré par les problémes rencontrés lors de ’encapsulation de gadolinium (Gd*")
chélaté par le DTPA, résolus par 1’utilisation d’un autre chélate, le DTPA-BMA. En effet, lors
de la réhydratation de film lipidique avec une solution de Gd**-DTPA il ne se forme pas de
liposomes. L’utilisation d’un autre chélate, le DTPA-BMA permet la formation de
membranes et donc de vésicules. Or la différence entre ces deux chélates est leur nombre de

fonctions carboxylique et la quantité de soude, et donc de Na", nécessaire pour ajuster le pH.
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Figure I11-40 : structure moléculaires des chélates de Gd* utilisés A) Gd’-DTPA ; B) Gd**-
DTPA-BMA.

Le DTPA posséde cinq fonctions acides carboxyliques (dont trois interagissent avec le Gd*")

qui sont a priori responsables de I’ajout d’une grande quantité de soude pour ajuster aux
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alentours de 7 le pH initialement tres acide. Le DTPA-BMA, pour lequel les deux fonctions
carboxyliques libres sont substituées, ne nécessite pas des quantités de NaOH aussi
importantes. La quantité de contre-ions Na™ n’est donc pas la méme dans les deux solutions
de Gd*" et peut étre I’explication de la possibilité de former des membranes dans un cas et pas
dans ’autre.

L’exces de contre ions positifs peut écranter la charge négative du lipide et a priori, de ce fait,
modifier la géométrie des PS. En effet la forme de cone inverse est due a 1’eau d’hydratation
associée a la charge de la téte polaire et la présence de contre-ion annule cette charge
négative. Ceci pourrait conduire a une réduction du volume de la téte polaire par diminution
de la quantité¢ d’eau d’hydratation qui y est associée. La forme de PS ne serait alors plus
complémentaire de celle des PE et comme il est alors impossible de former des membranes,
les PE s’associeraient pour former des micelles inverses. La quantité de contre-ions positif
présent dans le milieu semble donc un parametre important a maitriser pour ’utilisation d’une
composition lipidique PE : PS (7 : 3) (mole : mole).

En résumé, différentes compositions lipidiques ont di étre testées afin d’obtenir des
liposomes couverts par des dérivés d’Anx5 qui encapsulent de facon stable des composés
dans leur intérieur aqueux. La formulation la plus stable est DOPE:DOPS 7:3, probablement
car elle permet d’obtenir les membranes les plus rigides et les moins perturbées par les
interactions avec des protéines, Anx5 ou protéines du sérum. Elle permet une rétention
parfaite des composés encapsulés lors du stockage des liposomes—Anx5 ainsi que lors de leur
mise en contact avec le milieu biologique. Néanmoins deux précautions doivent étre prises
pour éviter la déstabilisation des membranes : ajouter les Anx5-PEG avant le Ca®" et éviter
d’avoir une quantité trop importante de contre-ions positifs. Néanmoins, pour les expériences
de caractérisations menées pour mettre au point des liposomes fonctionnalisés par des dérives

d’AnxS, la composition lipidique a ét¢ DOPC : DOPS 8 : 2 pour des raisons de simplicité.

3.2 Caractérisation de la liaison Anx5ZZ-anticorps

\

La suite du travail a tout d’abord consisté a mettre au point la fonctionnalisation des
liposomes avec des anticorps liés en surface des vésicules grace a un intermédiaire Anx5ZZ.
L’objectif d’un contrdle le plus précis possible de la densité de ligand a nécessité d’estimer la
steechiométrie de la liaison Anx5ZZ-anticorps, de définir la séquence d’association (liposome
Anx5ZZ puis anticorps) ou (anticorps Anx5ZZ puis liposome) et de vérifier ’efficacité de

liaison des anticorps sur les vésicules.
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3.2.1 Détermination du nombre d’anticorps liés par liposome

La caractérisation de la steechiométrie de la liaison AnxS5ZZ-anticorps c'est-a-dire la
détermination du nombre d’anticorps liés par Anx5ZZ et I’évaluation de la possibilité pour un
anticorps de lier plusieurs Anx5ZZ ont ét¢é mis en évidence respectivement par gel
d’acrylamide en conditions non dénaturantes et par DLS.

Il est a préciser que les anticorps utilisés dans ces expériences appartiennent a une sous-classe
particuliere d’immunoglobulines. Ils ne correspondent pas a une cible d’intérét et sont utilisés
comme ligand mode¢le. Ils ont été choisis de fagon a appartenir a la classe des IgG2 car il a été
montré (these RBérat) que le tag ZZ possede la méme spécificité vis-a-vis des anticorps que la
protéine A dont il est issu : il lie de fagon plus stable et efficace les immunoglobulines de type
IgG2.

La quantité d’anticorps que chaque Anx5ZZ est capable de lier a donc été déterminée par gel
d’acrylamide en conditions non dénaturantes, une technique qui peut étre utilisée pour
caractériser des interactions non covalentes entre protéines. Dans le cas de mélanges Anx5ZZ-
anticorps la différence de masse est telle que les deux protéines apparaissent bien séparées, les
deux autres parametres peuvent donc étre négligés. Comme les interactions entre protéines
sont préservées, I’Anx5ZZ reste associée aux anticorps. Il se forme un complexe de masse
trés supérieure a celle de I’Anx5ZZ (qui n’est pas distinguable de ’anticorps) et, en plagant
une quantité fixe d’Anx5ZZ et une quantité croissante d’anticorps, il est possible de suivre
I’association de ces deux protéines. En effet plus il y a d’anticorps et plus il y a d’Anx5ZZ qui
leur sont liées et donc plus le signal correspondant a I’Anx5ZZ seule diminue. Lorsque le
nombre d’anticorps est tel que toutes les Anx5ZZ pouvant étre lies sont fixées ce signal
n’évolue plus. Il est alors possible de déterminer le ratio Anx5ZZ:anticorps a partir duquel
I’Anx5ZZ ne peut plus lier d’anticorps et de déduire le nombre maximum d’anticorps par
Anx5ZZ.

Différents échantillons contenant une quantité fixe d’Anx5ZZ (2pg) et des quantités
croissantes d’un anticorps modele (anti PSA) de la classe des IgG2 ont donc été préparés et,
apres une demi-heure d’incubation, ont été mis a migrer sur gel d’acrylamide en conditions

non dénaturantes.
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Figure III-41 : Analyse de I’interaction Anx5ZZ-Anticorps par gel PAGE en conditions non
dénaturantes. Premier puits : anticorps anti-PSA témoin 2ug ; autres puits : Anx5Z7Z (2ug,
0,04nmole) a laquelle sont additionnées des quantités croissantes d’anticorps. La quantité

d’anticorps est exprimée en fonction du rapport molaire Anx5ZZ : anticorps.

Les gel d’acrylamide en conditions non dénaturantes ont été menés pour caractériser les
interactions Anx5ZZ-anticorps. Tout d’abord les anticorps témoin et les Anx5ZZ témoin
(condition ratio Anx5ZZ:anticorps 1:0) confirment que ces deux protéines sont bien
différenciées I'une de 1’autre. L’anticorps, qui est une grosse molécule (MM 150000 Da
environ) reste en haut du gel alors que I’Anx5ZZ, plus petite (50071 Da) migre jusqu'a une
autre position. L’Anx5ZZ est présente sous deux formes: une forme monomérique tres
majoritaire et une forme dimérique, plus lourde et donc moins mobile, qui est trés minoritaire.
L’addition d’anticorps en quantité croissante aux Anx5ZZ conduit a la formation d’un
complexe Anx5ZZ-anticorps qui n’est pas différenciable de I’anticorps seul et a une
diminution d’intensité de la bande correspondant aux Anx5ZZ. Cette bande n’évolue plus a
partir d’un ratio Anx5ZZ : anticorps 1:1,5, reste constante pour des quantités plus importantes
d’anticorps et peut étre estimée pour ces conditions a environ 0,5 pg soit un quart des
protéines.

La caractérisation de la rétention d’Anx5ZZ par des anticorps, ici des anticorps modeles,
permet de caractériser les protéines utilisées, de mettre en évidence la formation d’un
complexe Anx5ZZ-anticorps et de déduire le nombre d’anticorps que peut lier une Anx5ZZ.
En ce qui concerne les protéines seules, il est a préciser que les proportions des deux Anx5ZZ

indiquées ne reflétent pas forcement la réalité (ce point est expliqué au chapitre 1.1.2 des
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résultats). La rétention sur gel des Anx5ZZ par les anticorps permet de mettre en évidence
I’interaction entre ces deux protéines et de déterminer le nombre d’anticorps liés par Anx5ZZ.
C’est la diminution d’intensité de la bande associée a I’Anx5ZZ qui indique qu’il y a bien
formation du complexe Anx5ZZ-anticorps. En effet les anticorps ont une masse telle qu’ils
migrent peu et restent dans une zone du gel au niveau de laquelle les différences entre
protéines ne sont plus résolues. Les complexes Anx5ZZ-anticorps qui ont une masse plus
¢levée ne sont alors pas distinguables des anticorps et ceci méme si ces associations de
protéines correspondent a plusieurs anticorps liés entre eux via une Anx5ZZ. Il faut donc se
référer a la diminution de la quantité d’Anx5ZZ libre pour conclure qu’il y a bien formation
du complexe Anx5ZZ-anticorps. Il est a noter qu’une certaine proportion d’Anx5ZZ, environ
25%, ne lie pas d’anticorps. Cette présence d’Anx5ZZ “inactives” est incomprise a ce jour.
Le ratio a partir duquel les Anx5ZZ sont liées peut donc étre exprimé en fonction de la
quantité susceptible d’interagir avec les immunoglobulines et ce rapport est 0,75 : 1,5 au lieu
de 1: 1,5. Ceci suggere qu'une Anx5ZZ lie deux anticorps. Ceci n’est pas surprenant car le
tag ZZ est constitué¢ de deux sous unités, ou deux tagZ, qui peuvent étre associés chacune a un
anticorps. Les gels d’acrylamide en conditions non dénaturantes permettent donc de mettre en

¢vidence qu’une Anx5Z7 lie deux anticorps.

3.2.2 Analyse de la capacité d’un anticorps a lier plusieurs Anx577

Afin de caractériser plus complétement I’interaction Anx5ZZ anticorps et étant donné la
nature dimérique de I’anticorps, nous avons voulu savoir si un anticorps pouvait lier plusieurs
Anx5ZZ. Pour cela la surface de liposomes a été¢ couverte avec des Anx5ZZ et des anticorps
ont été ajoutés en défaut c'est-a-dire avec un ratio Anx5ZZ : anticorps 1 : 1. La capacité des
anticorps a agréger les vésicules c'est-a-dire a lier deux Anx5ZZ associées chacune a un

liposome différent a été suivi par diffusion de la lumiere.
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Figure I11-42 : Distribution de tailles des solutions de liposomes couverts d’Anx5ZZ, par DLS
a 90°. A) liposomes-Anx5ZZ témoin ; B) liposomes-Anx5ZZ + anticorps, rapport molaire
Anx5Z7 : anticorps 1 : 1. Chaque échantillon contient 200ug de lipides (250 nmoles) dans un
volume de 900p! de tampon HEPES supplémenté de 2mM Ca®" (soit une concentration de

0,278 M de lipides). La quantité¢ d’Anx5ZZ est de 125ug (2nmoles).

Ces expérience de DLS ont été menées pour savoir si un anticorps pouvait lier deux Anx5ZZ
situées chacune sur un liposome différent et ainsi provoquer 1’agrégation des vésicules. Les
solutions de liposomes liés aux Anx5ZZ forment une population de vésicules de rayon
d’environ 57 nm soit un diamétre d’environ 114 nm. Aprés ajout d’anticorps le rayon moyen
est d’1,5 pm environ mais avec des distributions de taille allant d’environ 500nm a 5-7 um de
rayon. Ces résultats indiquent donc que I’addition d’anticorps conduit a 1’agrégation des
vésicules.

La capacité des anticorps a agréger des liposomes couverts d’Anx5ZZ indique qu’une
immunoglobuline peut lier plusieurs (au moins deux) Anx5ZZ. En effet, les tailles
micrométriques observées apres addition des anticorps indiquent qu’ils peuvent accrocher les
liposomes entre eux. Ceci peut s’expliquer par le fait qu’il reste, apres liaison de 1’anticorps a
une Anx5ZZ, un ou plusieurs sites disponibles pour I’interaction avec un autre tagZZ.
Lorsque cette liaison se fait avec une Anx5ZZ située sur une autre vésicule I’anticorps va
jouer le role de pont entre ces deux liposomes. L’agrégation observée indique donc qu’un
anticorps peut lier au moins deux Anx5ZZ. Par contre il ne nous est pas possible de savoir si
un seul anticorps peut lier plusieurs vésicules entre elles ou si ces tailles importantes sont dues
aux pontages successifs des vésicules par plusieurs anticorps. En d’autres termes il ne nous est
pas possible de savoir si un anticorps peut interagir avec plus de deux Anx5ZZ mais il est

certain qu’un anticorps interagit avec plusieurs Anx5ZZ.
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Les expériences de rétention d’Anx5ZZ par un anticorps, visualisé par gel d’acrylamide en
conditions non dénaturantes, et d’agrégation de liposomes-Anx5ZZ par des anticorps, suivis
par diffusion dynamique de la lumiére, indiquent donc qu’une Anx5ZZ fixe deux anticorps et
qu’un anticorps peut lier plusieurs Anx5ZZ. La liaison de ces deux éléments susceptibles
d’interactions multiples les uns avec les autres pose alors le probléme du maintien des

vésicules dans un état non agrégé.

3.3 Mise au point de la liaison des anticorps a des liposomes

Le probléme de I’agrégation des liposomes par les AnxS5ZZ-anticorps nous a conduits a
définir des conditions de liaison de 1’élément d’adressage pour que les vésicules restent
dispersées. La mise au point d’une procédure simple et économique permettant d’obtenir des
solutions de liposomes dispersées pour lesquelles la densité de ligand est controlée nous a
poussés a, dans un premier temps, choisir une séquence d’association qui consiste a former un
complexe Anx5ZZ-anticorps qui est lié aux vésicules et, dans un deuxiéme temps, a vérifier

I’efficacité de liaison de ce complexe en surface des liposomes.

3.3.1 Détermination d’une stratégie de liaison

Afin de maintenir les liposomes fonctionnalisés dans un état dispersé deux fagons d’associer
des anticorps aux vésicules via I’Anx5ZZ ont été considérées : soit fixation des Anx5ZZ sur
les liposomes puis liaison des anticorps soit réalisation d’un complexe Anx5ZZ-anticorps
suivie de son association aux vésicules. La dispersité des solutions a dans les deux cas été
évaluée par diffusion dynamique de la lumiére.

Pour la séquence d’association Anx5ZZ-liposomes puis fixation de I’anticorps cette dispersité
des solutions a été évaluce en faisant varier la quantité¢ d’immunoglobulines mises en contact
avec les liposomes—Anx5ZZ. Comme précédemment la surface des vésicules est couverte
d’Anx5ZZ mais ici les anticorps sont ajoutés de telle sorte qu’il y ait un ratio Anx5ZZ :

anticorps 1 : 1oul: 5.
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Figure III-43 : Distribution de tailles de solutions de liposomes couverts par d’Anx5ZZ, par
DLS a 90°, aprées ajout d’anticorps a un rapport Anx5ZZ : anticorps A) 1:0;B)1:1;C) 1:
5. Chaque échantillon contient 200ug de lipides (250 nmoles) dans un volume de 900ul de
tampon HEPES supplémenté de 2mM Ca®" (soit une concentration de 0,278 M de lipides).
La quantité d’Anx5ZZ est de 125ug (2nmoles).

Les résultats indiquent une influence de la quantité d’anticorps ajoutés sur le profil des objets
en solution. En absence d’anticorps il y a une seule population de liposomes de 57nm de
rayon. Pour un ratio Anx5ZZ : anticorps 1 : 1 le rayon moyen est d’1,5 um environ mais avec
des distributions de taille allant d’environ 500nm a 5-7 pum de rayon. Pour un ratio Anx5727 :
anticorps 1 : 5 la population principale correspond a un rayon de 54nm et le deuxiéme pic
d’intensité beaucoup plus faible est associé a des objets de 400nm de rayon environ.

Dans le cas du deuxieme mode d’association, a savoir formation d’un complexe Anx5ZZ-

anticorps puis fixation de ce complexe aux liposomes dans un deuxi¢me temps, des anticorps
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ont été mélangés avec des Anx5ZZ dans des ratios Anx5ZZ : anticorps 1 : 1,1 :2 et 1: 3 puis

liés sur les vésicules.
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Figure 111-44 : Distribution de tailles de solutions de liposomes par DLS, a 90° A) PC : PS (4 :
1) B) PC: PS (4: 1) apres liaison de complexes Anx5ZZ-anticorps, pour un ratio Anx5ZZ :
anticorps (1 : 2). Chaque échantillon contient 200png de lipides (250 nmoles) dans un volume
de 900pu1 de tampon HEPES supplémenté de 2mM Ca”" (soit une concentration de 0,278 M
de lipides) La quantité d’Anx5ZZ est de 7,5ug (0,16nmoles) soit environ 90 anticorps par

liposome.

Les spectres de diffusion de la lumieére montrent que la liaison du complexe Anx5ZZ-
anticorps n’a pas d’influence sur le profil des pics représentant les suspensions de liposomes.
Pour les vésicules témoins il y a un seul pic tres étroit correspondant a des vésicules de rayon
de 54nm. Apres fixation de complexes Anx5ZZ-anticorps, incubés de facon a avoir un ratio
Anx5ZZ : anticorps 1 : 2, les mesures présentent aussi un seul pic indiquant I’existence d’une
seule population de vésicules d’un rayon de 67nm. Pour des ratios Anx5ZZ : anticorps 1 : 1 et
1 : 3 les profils sont les mémes que pour 1 : 2 et les rayons sont sensiblement les mémes.

L’objectif de cette comparaison des procédures de liaison d’anticorps sur des liposomes via
I’Anx5zz est d’obtenir des solutions monodisperses tout en évitant d’avoir a apporter un des
composants en exces. Les vésicules doivent étre maintenues bien dispersées car la taille est un
parametre important qui influence la durée de vie in vivo. La taille optimale est au alentour de
100 nm [107, 199]. Les liposomes sont donc calibrés pour présenter un diameétre d’environ
100nm et les procédures de fonctionnalisation sont menées de facon a n’avoir qu’une
influence mineure sur cette taille. L’objectif est d’éviter 1’agrégation des vésicules qui conduit
a la formation d’objets trés volumineux. En général, lorsque I’association d’un ligand sur un

liposome conduit a des problémes de pontage des vésicules, un des partenaires de la liaison, le
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ligand ou le groupement associé au liposome sur lequel se lie le ligand, est placé en exces.
Feng et al, qui ont utilisé le tag ZZ lié a la téte polaire d’un lipide, ont utilisé un exces de
tagZZ de telle sorte que le ratio tagZZ : anticorps soit 20 : 1[219]. Dans cette stratégie il reste
une grande quantité de tagZZ libre ce qui peut poser probléme car ces ¢léments libres sont
susceptibles de lier des anticorps du sérum et d’associer alors aux vésicules une grande
quantité d’éléments indésirables. L ’autre possibilité est d’ajouter un exceés d’anticorps et, dans
notre cas, I’obtention de vésicules bien dispersées nécessite d’avoir un ratio Anx5ZZ :
anticorps d’au moins 1 : 5. Comme une Anx5ZZ lie deux anticorps ceci correspond a un exces
d’anticorps de 2,5X par rapport au nombre de sites disponibles. La conséquence de cet exces
est la nécessité¢ d’une étape de séparation des immunoglobulines non liées et surtout la perte
de ces composés en excédent. L’exces d’Anx5ZZ semble a éviter pour ne pas lier des
anticorps du sérum mais la solution de 1’exces d’anticorps pose tout de méme probléme car
elle conduit a des pertes importantes d’un élément trés couteux.

La deuxiéme procédure, qui consiste a associer dans un premier temps les anticorps aux
Anx5Z7Z pour former un complexe qui est 1ié aux vésicules dans un second temps, semble
donc plus intéressante. En effet quel que soit le ratio Anx5ZZ : anticorps il n’y a pas
d’agrégation des liposomes une fois le complexe fixé sur les membranes. L’anticorps peut
donc étre associé aux Anx5ZZ sans pertes (comme indiqué par les gels d’acrylamide, tous les
anticorps se lient a des Anx5ZZ), puis lié aux vésicules sans les agréger. C’est cette dernicre
formulation qui a été retenue. Ce choix nécessite de vérifier 1’efficacité de fixation de

I’assemblage Anx5ZZ-anticorps sur les liposomes.

3.3.2 Evaluation de I'efficacité de liaison du complexe Anx5ZZ-anticorps

L’évaluation de la fixation Ca*’-dépendante du complexe Anx5ZZ-anticorps sur des
membranes PC : PS a consisté¢ a comparer la liaison de cet élément d’adressage a celle de
I’Anx5ZZ seule par spectroscopie de fluorescence et plus précisément par transfert de
fluorescence. Des expériences menées au laboratoire ont montré que I’Anx5ZZ s’associait
aux membranes de fagcon rapide et totale (non présenté). L’objectif est de savoir si
I’association des anticorps aux Anx5ZZ avant fixation limite I’efficacité de liaison de ces
Anx5ZZ-anticorps en surface de liposomes. Nous avons donc cherché a savoir si le complexe
Anx5Z7Z-anticorps a un comportement vis-a-vis de la fixation qui est le méme que celui de
I’Anx5ZZ. L’interaction Anx5ZZ-membrane a été suivie par FRET, une technique qui permet

de mettre en évidence la proximité entre deux fluorophores, en marquant d’une part les
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Anx5ZZ et d’autre part la membrane des liposomes. La mise en ceuvre a consisté a choisir un
lipide et des Anx5ZZ couplés a des marqueurs pouvant réaliser du transfert de fluorescence, a
mettre en ¢vidence le transfert lors de la liaison de I’Anx5ZZ seule puis a comparer les

intensités de ce transfert lors de la fixation d’Anx5ZZ ou d’ Anx5ZZ-anticorps.

3.2.2.1 Le FRET et les molécules fluorescentes utilisées

La premicre étape a consisté a choisir ou synthétiser des molécules marquées qui serviront a
visualiser I’interaction Anx5ZZ-membrane. Pour cela I’Anx5ZZ a été liée a une fluoresceine
et des lipides rhodamine ont été ajoutés a la composition lipidique des vésicules. L’Anx5ZZ
utilisée ici possede un thiol accessible pour les couplages chimiques et, pour étre marquée, a
¢été placée en présence d’un large excés de fluorescéine maléimide (exces de 7x). L’exces de
fluorophore est éliminé par passage sur colonne de dessalage. Les Anx5ZZ obtenues sont
alors marquées par la fluorescéine. Cette réaction est couramment menée au laboratoire et n’a
donc pas été caractérisée ici. Les lipides rhodamine proviennent de chez avanti et sont ajoutés
a la membrane de telle fagon que la composition lipidique des liposomes utilisés soit :

DOPC : DOPS : DOPE Rhodamine (79 : 20 : 1) rapport molaire.

RGO A B

Figure III-45: Molécules utilisées pour les expériences de transfert de fluorescence : A)

Anx5ZZ-fluorescéine B) DOPE-rhodamine.

Comme le transfert d’énergie nécessite le recouvrement des spectres d’excitation et
d’émission de deux fluorophores, les caractéristiques spectrales de deux fluorochromes, la

fluorescéine et la thodamine ont été enregistrées. Pour cela les Anx5ZZ-fluorescéine et les
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liposomes-rhodamine ont été¢ placés dans deux solutions distinctes et les spectres de leur

fluorophore ont été mesurés.
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Figure II1-46 : Caractéristiques spectrales de la fluoresceine et de la rhodamine A) ensemble
des spectres d’excitation et d’émission. Spectre d’excitation de la fluorésceine (bleu);
spectre d’émission de la fluorésceine pour une longueur d’onde d’excitation Aexc=460nm
(vert) ; spectre d’excitation de la rhodamine (jaune) ; spectre d’émission de la rhodamine
pour une longueur d’onde d’excitation A =530nm (rouge). B) recouvrement des spectres
d’emission de la fluoresceine et d’excitation de la rhodamine. spectre d’émission de la

fluorésceine (vert) ; spectre d’excitation de la rhodamine (jaune).

Les enregistrements indiquent que les spectres d’émission de la fluorésceine et d’excitation de
la rhodamine se chevauchent et que ces fluorophores peuvent donc étre utilisés pour des
expériences de FRET. En effet le spectre d’émission correspond a 1’ensemble des longueurs
d’ondes émises par un fluorophore en réponse a son excitation et le spectre d’excitation a
I’ensemble des longueurs d’ondes susceptibles d’exciter un fluorophore. Ces spectres
correspondent a de I’énergie lumineuse absorbée ou émise. Le chevauchement des spectres

indique alors que I’énergie émise par la fluorescéine peut €tre, au moins en partie, absorbée
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par la rhodamine. Il est donc possible d’avoir quenching c'est-a-dire diminution de la
fluorescence émise par la fluorescéine si I’énergie émise est captée par la rhodamine, ce qui se

produit si les deux fluorophores sont suffisamment proches (distances inférieures a 10nm).

3.2.2.2 Comparaison des efficacités de liaison des Anx5ZZ et des Anx57Z-

anticorps

Les mesures de ’interaction des Anx5ZZ-fluorescéine et Anx5ZZ-fluorescéine-anticorps ont
¢té mencdes en trois étapes. Tout d’abord les spectres d’émission des deux fluorophores en
réponse a une excitation a 490nm, la longueur d’onde permettant une excitation maximale de
la fluorescéine, ont été enregistrés puis les spectres avant et apres liaison des Anx5ZZ ont été
mesurés et enfin les spectres apres liaison des Anx5ZZ et des Anx5ZZ-anticorps ont &té
compares.

Pour I’enregistrement des spectres lors de I’excitation des deux fluorophores a 490nm, la
longueur d’onde d’excitation de la fluorescéine, les Anx5ZZ-fluorescéine et les liposomes-
rhodamine ont été placés dans des échantillons séparés. Ils ont ensuite été réunis et le spectre
d’émission mesuré alors correspond a la condition avant liaison des Anx5-fluorescéine en
surface des liposomes PC : PS : PE-rhodamine. Cette liaison est induite par addition de Ca*"
dans la solution. Pour la fixation d’Anx5ZZ-fluorescéine —anticorps, les anticorps sont
initialement liés aux Anx5ZZ-fluo en les incubant une demi-heure avec un ratio Anx5ZZ-
fluo : anticorps 1 :2. Ce complexe est ensuite mélangé avec des liposomes et la liaison est

induite par ajout de Ca*".
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Figure III-47 : Spectres d’émission des fluorescéines et rhodamines en réponse a une
excitation a 490nm : A) liposomes-rhodamine (courbe jaune) et Anx5ZZ-fluorescéine (courbe
verte) placés dans des échantillons séparés. B) mélange Anx5ZZ-fluorescéine liposomes-
rhodamine (courbe jaune) et mélange identique apres ajout 2mM de calcium final (courbe
rouge) pour induire la liaison des Anx5ZZ-fluo. C) comparaison des fixations de I’Anx5ZZ-
fluo (courbe rouge) et des complexes Anx5ZZ-fluo-anticorps (rapport Anx5ZZ-fluo :
anticorps 1: 2) (courbe orange). La quantité de liposomes est de 30ug de lipides par
expériences (38nmole). La quantité¢ d’Anx5S-fluorescéine est de 1,125 pg (0,024nmoles) par

expérience, avec ou sans anticorps. Le volume final est de 400pul.

Les mesures effectuées ont ét€ menées pour comparer les liaisons des Anx5ZZ avec ou sans
anticorps. Les spectres obtenus pour les molécules fluorescentes séparées indiquent que
I’excitation de ces fluorophore a 490 nm provoque I’émission de fluorescence par la
fluoresceine mais aussi par la rhodamine. Le spectre obtenu lorsque 1’anx5ZZ-fluo et les

liposomes-rhodamine sont mélangés en solution est alors constitu¢ de deux pics (figure 45,

175



B) : un correspondant a la fluorescéine et I’autre a la rhodamine. Lors de la fixation de
I’ Anx5ZZ-fluo par addition de Ca*" il y a une diminution importante de ’intensité du pic de
la fluorescéine alors que celui de la rhodamine reste inchangé ce qui correspond a de
I’extinction de fluorescence ou quenching. Enfin, en ce qui concerne la comparaison des
fixations des Anx5ZZ-fluorescéine avec ou sans anticorps, les spectres enregistrés pour ces
deux conditions sont les mémes c’est a dire que les amplitudes d’extinction de la fluorescence
sont identiques.

Ces résultats indiquent qu’il y a quenching lors de la liaison de I’Anx5ZZ-fluorescéine aux
liposomes et ils permettent d’évaluer I’efficacité de fixation des Anx5ZZ-fluo associées a des
anticorps. Tout d’abord ils montrent que lorsque la fluorescéine est excitée a sa longueur
d’onde d’excitation, c’est a dire celle permettant 1’émission du signal le plus intense, il y a
aussi excitation de la rhodamine. Cette fluorescence de la rhodamine s’explique par le fait que
la longueur d’onde d’excitation de la fluorescéine fait partie de son spectre d’excitation et,
méme si elle n’est pas la plus efficace pour la stimuler, elle lui permet quand méme 1’émission
de photons. Lorsque les deux fluorophores sont présents en solution le spectre, qui présente
deux pics, correspond & la somme des émissions des deux fluorophores. Lorsque du Ca®" est
ajouté I’Anx5ZZ-fluorescéine se lie en surface des liposomes ce qui amene la fluorescéine a
proximité des rhodamines portées par les lipides de la membrane. Du fait de cette proximité,
une certaine quantité d’énergie émise par la fluorescéine peut étre captée par la rhodamine.
Cette énergie absorbée n’est pas réémise sous forme de fluorescence et la seule conséquence
de ce transfert est la diminution du signal émis par la fluorescéine. Il y a donc extinction de
fluorescence, ou quenching, lors de la fixation de I’Anx5ZZ. Comme 1’amplitude du
quenching est fonction notamment de la quantité de fluorophores qui sont amenés a proximité
les uns des autres (non présenté) des différences dans 1’efficacité¢ de liaisons des Anx5ZZ-
fluorescéines aux membranes exposant des rhodamines peuvent étre déterminées. Ceci permet
de comparer les efficacités de fixation pour les conditions ou I’Anx5ZZ est associée, ou non, a
des anticorps. Les résultats indiquent que 1’efficacité de liaison des Anx5ZZ-fluorescéine-
anticorps est la méme que pour Anx5ZZ-fluorescéine sans anticorps. Il est établi que
I’Anx5ZZ se fixe de facon totale quand elle est en quantité sous saturante (en quantité telle
que la totalité de la surface des liposomes n’est pas saturée). Il est donc certain que pour les
quantités utilisées (qui représente moins d’1% de la quantité nécessaire pour avoir couverture
totale de la surface) toutes les Anx5ZZ-fluo sont fixées. La liaison du complexe Anx5ZZ-

anticorps aux membranes, qui est la méme que pour I’Anx5ZZ-fluorescéine, se fait donc de

176



facon totale. Cette liaison compléte est avantageuse car elle permet un controle simple de la
densité d’anticorps en surface des liposomes.

L’intérét de I’Anx5 comme systeme d’ancrage du tagZZ (ou du tagZZ-anticorps) aux
liposomes réside donc dans 1’efficacité et la simplicité de la liaison qui permet une certaine
flexibilité quant a la fonctionnalisation. Pour 1’association du tag ZZ a des nanoobjets,
différents auteurs ont eu recours a des ancres protéiques. Ces nanoobjets sont souvent des
virus ou des éléments bactériens détournés de leur fonction pour é&tre utilisés pour des
applications biotechnologiques. L’association du tagZZ-ancre protéique est alors réalisée dans
des bactéries [220-224]. Un systeme d’ancrage permettant de lier le tag ZZ sur des liposomes
déja formés a été proposé mais il utilise un peptide qui s’inse€re dans les membranes quand le
pH est acide [225], c'est-a-dire dans des conditions non physiologiques. L’utilisation de
I’Anx5 comme systeme d’ancrage permet donc une liaison du tagZZ aux membranes qui est
plus simple et qui peut étre utilisé dans des applications biologiques. Elle permet de plus une
certaine flexibilité dans la fonctionnalisation. En effet cette stratégie utilisant I’Anx5ZZ
présente les méme avantages que la postinsertion, une technique qui consiste a lier un ligand
de facon covalente a un lipide formant des micelles et a I’insérer dans un deuxieéme temps aux
vésicules par transfert des micelles vers les liposomes d’intérét [119]. Elles permettent toute
les deux d’associer un méme ligand a des vésicules différentes ou encore de lier des ligands
différents a une méme population de liposomes. L’utilisation de I’Anx5ZZ permet donc de
fonctionnaliser des liposomes de fagon efficace, simple et flexible.

En résumé, nous avons menés des expériences relatives a la détermination de la stoechiométrie
de la liaison Anx5ZZ-anticorps, aux modalités de maintien de la dispersité des solutions et a
I’évaluation de I’efficacité de liaison du complexe Anx5ZZ-anticorps. Les résultats ont permis
la mise au point d’une procédure de fonctionnalisation qui offre un contréle relativement
simple de la densité de ligand. Il apparait tout d’abord que 25% des Anx5ZZ ne fixent pas
d’anticorps et les 75% convenables fixent chacune deux anticorps. Pour la fonctionnalisation
des liposomes, la liaison d’anticorps se fait dans un premier temps sur les Anx5ZZ et le
complexe formé est 1ié dans un deuxieme temps sur les vésicules. Cette facon de faire permet
d’éviter I’agrégation des vésicules et ceci sans avoir a utiliser des anticorps ou des Anx5ZZ en
exces. La liaison controlée des immunoglobulines sur les Anx5ZZ et le fait que tous les
complexes Anx5ZZ-anticorps se lient aux liposomes permet, en plus d’éviter une étape de
séparation des ligands non fixés, de parfaitement controler la densité de ligands liés en surface

des liposomes.
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3.4 Utilisation des complexes liposomes-anticorps pour la reconnaissance

de cibles biologiques

La capacité des liposomes fonctionnalisés par le complexe Anx5ZZ-anticorps a reconnaitre
une cible biologique a été¢ évaluée en imagerie sur des tissus issus de souris présentant des
pathologies telles que I’athérosclérose et I’inflammation. Les anticorps utilisés ont été choisis
car ils reconnaissent des molécules spécifiques ou surexprimées au niveau des zones a cibler.
La reconnaissance de ces cibles par les liposomes fonctionnalisés a été vérifiée ex vivo par
microscopie €lectronique pour I’adressage vers la plaque d’athérome et ex vivo et in vivo par
microscopie de fluorescence pour les zones d’inflammations. Dans chaque cas le phénomene
pathologique est bricvement décrit, principalement pour introduire les molécules ciblées puis
les résultats obtenus sont présentés. Ces résultats sont préliminaires et sont exposés pour

illustrer I’approche mise en ceuvre. Ces expériences seront répétées ultérieurement.

3.4.1 Ciblage de la plaque d’athérome

Le premier modele présenté est celui du ciblage de la plaque d’athérome. L'athérosclérose est
un processus pathologique qui conduit a I'épaississement de la paroi (I'intima) des artéres. Le
dépot de cholestérol et de LDL dans la paroi artérielle déclenche des phénomenes complexes
qui aboutissent a la formation des plaques d'athérome. Ces plaques peuvent progressivement
réduire la lumiere de l'artére, se rompre et donner lieu a des événements de cicatrisation qui
peuvent provoquer 1’obturation des vaisseaux. Pour imager les zones athéromateuses a risque,
les liposomes ont été dirigés vers les éléments de la cicatrisation et leur liaison a ces cibles a

été visualisée par microscopie électronique.

3.4.1.1 l’athérosclérose

L’athérosclérose est un phénomene qui affecte la paroi des arteres, résulte de 1’accumulation
de graisse et peut entrainer des problémes pathologiques principalement a cause de son
instabilité. Cette accumulation commence par une infiltration de lipoprotéines (LDL-
cholestérol) dans la paroi des vaisseaux favorisée par une concentration plasmatique élevée.
Cette agression induit le recrutement de monocytes qui, infiltrés dans I’intima, vont se
transformer en macrophages. Ces derniers vont prendre en charge les LDL et former des
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cellules spumeuses. La mort des cellules spumeuses par nécrose ou apoptose est a 1’origine de
la formation d’un corps lipidique qui peut croitre dans la paroi des vaisseaux et faire saillie
dans la lumicre des arteres. Le développement se poursuit par la formation d’une chape
fibreuse qui couvre le cceur lipidique. La plaque ainsi constituée est dite mature. Une fois ce
stade atteint, il peut y avoir deux types d’évolution : stabilisation ou rupture de la plaque.
L’évolution de la plaque dite stable est trés lente (plusieurs années) et conduit a une
diminution du diamétre des vaisseaux. Ceci peut entrainer des problémes cliniques mais le
risque évolutif principal est lié aux phénomenes de rupture, favorisés par la vulnérabilité de la
plaque. Cette fragilité est due soit au fait que le cceur lipidique est important soit au fait que la
chape fibreuse est fragilisée et a pour conséquence la rupture de cette chape. L’hémorragie qui
en résulte est suivie de phénomenes de cicatrisation avec pour conséquence la formation d’un
caillot sanguin (ou thrombus). Ce caillot peut obturer les vaisseaux soit au niveau de la plaque
d’athérome soit au niveau de fins capillaires aprés décrochage et migration. L’obstruction des
petits vaisseaux est a I’origine d’infarctus du myocarde ou d’accident vasculaire cérébral. La
formation de plaque d’athérome est donc problématique car la formation de thrombi
consécutive a la rupture de la plaque peut avoir des conséquences cliniques dramatiques. Il est

donc important de diagnostiquer ou de traiter les plaques d’athérome instables.

- A Plague stable
-

Formation de
Artére normale plaque
d’athérome

4

Rupture de la plaque
et thrombose

Figure I11-48 : Formation et évolution schématique de la plaque d’athérome
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3.4.1.2 Le thrombus et les molécules ciblées

Pour cibler les plaques d’athérome qui ont déja subi rupture et cicatrisation, nous avons utilisé
un anticorps dirigé contre les plaquettes, éléments cellulaires constitutives du thrombus. Lors
d’une 1ésion, les plaquettes se lient sur les cellules du sous endothélium qui sont exposées au
niveau de la rupture. Cette adhésion induit 1’émission de signaux qui conduisent dans un
premier temps au recrutement d’autres plaquettes et a I’agrégation des plaquettes entre elles et
dans un deuxiéme temps a la coagulation qui aboutit a la formation d’un réseau de fibrine. La
liaison des plaquettes au fibrinogeéne est suivie de la protéolyse du fibrinogéne en fibrine qui
s’organise en un réseau 3D formant I’armature du caillot. Le thrombus est donc constitué¢ de
plaquettes agrégées et est stabilisé par un filet de fibrine. Pour cibler les zones de thrombus de
la plaque d’athérome, nous avons utilisé un anticorps se liant au niveau du caillot sanguin. Cet
anticorps est spécifique des récepteurs allbp3 exprimés a la surface plaquettaire et sont
impliqués dans leur agrégation. Notre stratégie a donc consisté a utiliser cet anticorps pour

localiser les liposomes au niveau de la plaque d’athérome.
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Figure III-49 : Représentation schématique des éléments ciblés pour imager la plaque

d’athérome : les récepteurs allbp3 exprimés par les plaquettes constituant le caillot sanguin.

3.4.1.3 Ciblage de thrombus ex vivo par des magnétoliposomes

L’adressage des liposomes fonctionnalisés au niveau de la plaque d’athérome a été réalisé par

des expériences ex vivo et visualisé par microscopie électronique. Les liposomes sont
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constitués de PC: PS (7 : 3 en mole) et encapsulent des particules d’oxyde de fer, pour
visualiser les vecteurs en microscopie électronique. Ces vésicules sont fonctionnalisées par
’anticorps anti-allbB3, qui nous a été gracieusement fourni par G. Clofent-Sanchez (RMSB,
Bordeaux), lié aux liposomes grace a I’Anx5ZZ de facon a avoir 90 anticorps par liposome.
Le reste de la surface est couverte par des Anx5-PEG. Une portion d’artére iliaque a été
prélevée sur des lapins soumis, a un régime hypercholestérolémiant. Ces opérations ont été
menées par S. SANCHEZ, animalier du RMSB (Bordeaux) sous la direction G. Clofent-
Sanchez. Les magnétoliposomes fonctionnalisés (1mg /ml ; 1,26mM) ont été incubés avec la
portion d’artére puis lavés par passages successifs en tampon afin d’éliminer les vecteurs non
liés. L’ensemble a ensuite traité¢ pour observation en microscopie électronique a transmission.
L’échantillon a été déshydraté par passages successifs dans des solutions de plus en plus
concentrées en ¢thanol et inclus en résine. Une fois cette résine solidifiée les échantillons ont
été coupés en tranche de 75nm d’épaisseur et observés en MET. Les inclusions et les

observations ont été réalisées par S.Tan, assistant ingénieur au laboratoire.

Zone de thrombus

Plaque d’athérome

Figure III-50 : Schéma (gauche) et image de microscopie optique (droite) d’une section

d’artere athéromateuse de lapin ; barre d’échelle 200um. Image S. Tan.
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Figure III-51 : Visualisation des magnétoliposomes liés au niveau de plaquettes constitutives
d’un thrombus. A) artere athéromateuse par microscopie optique ; B) agrandissement de la
zone de A encadrée en pointillé ; C) agrandissement de la zone de B encadrée en pointillé par
MET D) agrandissement de la zone de C encadrée en pointillé et indiquée par une fleche E)
agrandissement de la zone de C encadrée en pointillé, et indiquée par une fleche ; F)
agrandissement de la zone de E encadrée en pointillé. Les magnétoliposomes sont indiqués

par les fleches rouges. Images S. Tan.

Les résultats indiquent que des magnétoliposomes sont observés au niveau d’un thrombus
associ¢ a une plaque d’athérome. Les images obtenues sont comparables aux représentations
schématiques. Elles montrent la présence d’une plaque d’athérome et d’un thrombus qui lui
est associé. Les agrandissements de ce caillot permettent de voir les cellules qui le constituent
c'est-a-dire les plaquettes. A plus fort grossissement apparaissent des structures granuleuses
localisées a proximité, voire en surface des plaquettes. Des échantillons témoins réalisés sur
des magnétoliposomes seuls inclus en résine confirment qu’il s’agit de liposomes encapsulant
des particules d’oxyde de fer (Figure III-51). Des magnétoliposomes sont donc associés a des
plaquettes constituant un thrombus.

Les liposomes utilisant des dérivés d’Anx5 pour la liaison d’anticorps peuvent donc étre

adressés vers des cibles biologiques et utilisés pour I’imagerie en microscopie €lectronique.
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En effet la présence des particules de fer permet une visualisation directe des vésicules en
microscopie. Cette possibilité permet de suivre les vésicules a 1’échelle cellulaire et peut étre
notamment utilisée pour visualiser des phénomeénes d’endocytose. Dans notre cas, ce
marquage indique que les vésicules sont fixées en surface des plaquettes. Le marquage par les
particules de fer permet donc de conclure, a partir de résultats de microscopie électronique,

que les liposomes fonctionnalisés peuvent étre adressés vers des cibles biologiques.

3.4.2 Ciblage de I'inflammation

Le deuxiéme modele biologique est I’inflammation. L’inflammation est une réponse des
tissus vivants vascularisés a des agressions qui peuvent étre physiques (chaud, froid...) ou
chimiques (acides, toxines...). Elle peut étre la conséquence d’une infection, d’une nécrose
tissulaire ou étre provoquée par une réaction immunitaire. Dans notre cas, les liposomes ont
donc été dirigés contre des zones d’inflammation induites chez la souris au niveau du cerveau.
La capacité de ciblage des liposomes fonctionnalisés a été¢ vérifiée ex vivo et in vivo par

microscopie de fluorescence.

3.4.2.1 l'inflammation et les molécules ciblées

La réaction inflammatoire met en jeu une phase de recrutement de cellules immunitaires qui
nécessite 1’expression de récepteurs que nous avons choisis comme molécules a cibler. En
effet, un des objectifs de I’inflammation est le recrutement de cellules du systéeme immunitaire
au niveau d’une zone agressée. Pour cela le mécanisme inflammatoire débute par I’émission
de médiateurs chimiques qui induisent la mise en route de deux phases : une phase vasculaire
et une phase cellulaire, mises en jeu pour apporter une grande quantité d’éléments sanguins et
lier les cellules du systéme immunitaire qui seront dirigées vers la zone enflammée. La phase
vasculaire consiste en une dilatation des vaisseaux et une augmentation de leur perméabilité.
Cette vasodilatation permet d’augmenter le débit sanguin afin d’éliminer les cellules mortes et
les toxines et d’apporter les éléments nécessaires a la guérison, notamment les cellules
phagocytaires. L’augmentation de la perméabilité est mise en ceuvre pour permettre le passage
des ces élément de la circulation vers la zone a traiter, phénomene qui a lieu dans la phase dite
cellulaire. En effet, la phase cellulaire correspond au passage des cellules de I’immunité au
travers de la paroi des vaisseaux pour rejoindre leur zone d’action. Ces cellules circulantes

s’approchent tout d’abord des parois (margination) auxquelles elles adhérent (adhérence) dans
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un second temps. Leur adhésion se fait via des récepteurs surexprimés par les cellules de la
paroi des vaisseaux situés au niveau de la zone d’inflammation. Ces molécules d’adhésion
sont notamment les [-CAM qui, aprés une premicre phase de liaison, permettent une
adhérence ferme des cellules immunitaires. Ces cellules vont ensuite traverser la paroi du
vaisseau et migrer vers le foyer inflammatoire en suivant les gradients chimiques.
L’inflammation est donc une réaction qui a pour objectif le recrutement de cellules
immunitaires et qui passe notamment par 1’expression de molécules d’adhésion au niveau des
cellules de la paroi des vaisseaux. Pour cibler les zones d’inflammation nous avons donc

utilisé des anticorps dirigés contre un type de molécule d’adhésion, les -CAM.

| Neutrophile circulant | Rolling I Polarisation - adhérence ferme | Transmigration de I
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Figure III-52 : Représentation schématique des éléments ciblés pour imager 1’inflammation :
les molécules d’adhésion I-CAM exprimées par les cellules de la paroi des vaisseaux

sanguins.

3.4.2.2 Ciblage de zones inflammées du cerveau ex vivo

L’adressage des liposomes fonctionnalisés au niveau de zones d’inflammation induites au
niveau du cerveau a été mis en évidence in vivo par microscopie de fluorescence. Les
membranes des vésicules utilisées sont constituées de PC : PS : PE-rhodamine (69 : 30 : 1 %
en mole), et peuvent donc émettre un signal de fluorescence grace aux rhodamines. En plus de
cela, ces vecteurs encapsulent des particules d’oxyde de fer. Ils sont fonctionnalisés par un
anticorps anti [-CAM li¢ aux liposomes grace a I’Anx5ZZ et de fagon a avoir 90 anticorps par

liposome. Le reste de la surface est couverte par des Anx5-PEG.
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La préparation des animaux et les coupes de cerveaux ont étés réalisées par A. Vekris du
laboratoire de K. Petry (INSERM EA 2966). L’ inflammation a été provoquée chez des rats au
niveau du cerveau par choc thermique en apposant un coton gelé sur le crane de ’animal. Ces
expériences de ciblage ont tout d’abord été menées ex vivo. Pour ces essais ex vivo le cerveau
est fixé en paraformaldéhyde en perfusant le rat avec une solution tamponnée de
paraformaldéhyde qui va remplacer le sang dans le systéme circulatoire. Le cerveau est
ensuite prélevé, découpé et les tranches récupérées sont incubées avec des solutions de
liposomes fonctionnalisés (0,1mgjipides /ml soit 0,126mM, dans 500ul). Apres lavage par

passages successifs dans des solutions tamponnées pour éliminer les vésicules non liées, les

coupes de cerveau ont été visualisées par microscopie de fluorescence.

Figure II1-53 : Coupe de cerveau induit en inflammation apres incubation avec des liposomes
fluorescents fonctionnalisés avec un anticorps anti [-<CAM. Des vaisseaux marqués sont

indiqués par une fleche blanche. Grossissement 60x. Image A.Veckris

Les images de fluorescence (figure I11-53) ont ét€¢ menées pour étudier la liaison éventuelle

des liposomes sur les parois des vaisseaux situés dans des zones d’inflammation. Des zones
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présentant un marquage circulaire sont observées (fleche blanches figures 111-53). Ces zones
circulaires correspondent a des vaisseaux observés en coupe et dont la paroi est marquée par
des liposomes fluorescents (Les marques fluorescentes éparse ne peuvent étre attribuées
précisement a de 1’autofluorescence des tissus ou a des liposomes). Les coupes controles
réalisées avec des liposomes fonctionnalisés avec des anticorps Anti-PSA, ne présentant pas
de spécificité pour les zones d’inflammation, n’ont pas ce profil de fluorescence (non
présenté) ce qui permet de conclure que la liaison d’un anticorps aux liposomes leur confére
bien une capacité de reconnaissance de la paroi des vaisseaux enflammés. Les liposomes liés
a des anticorps anti [-CAM présentent donc une spécificité pour les zones d’inflammation et

plus précisément pour la paroi des vaisseaux situés au niveau de ces zones.

3.4.2.3 Ciblage de zones inflammées du cerveau in vivo

La capacité de ciblage de zone d’inflammation a ensuite été étudiée in vivo par microscopie
de fluorescence. Les méme liposomes que précédemment ont été utilisés (composition PS :
PE-rhodamine 69: 30: 1 % en mole, encapsulant des particules d’oxyde de fer et
fonctionnalisés avec des anticorps anti [-CAM, 90 anticorps / liposomes). Ils ont été injectés
au niveau de la queue de rats pour lesquels, comme indiqué précédemment, I’inflammation a
été provoquée au niveau du cerveau par choc thermique en apposant un coton gelé sur le
crane de I’animal. Ce traitement permet d’avoir une zone d’inflammation localisée et
provoque la rupture de la barriere hémato-encéphalique ce qui peut permettre a des liposomes
injectés in vivo d’accéder au cerveau. Deux heures apres injection (300ul de solution injectée,
concentration en liposomes de Imgjipides/ml ; (1,26mM)), le cerveau a été imagé en IRM pour
évaluer la possibilité d’obtenir un signal grace aux particules d’oxyde de fer encapsulées. Les
animaux ont ensuite été sacrifiés et de la méme fagon que pour les expériences ex vivo, le
cerveau est fixé en paraformaldéhyde en perfusant le rat avec une solution tamponnée de
paraformaldéhyde qui remplace le sang dans le systeme circulatoire. Le cerveau est ensuite
prélevé et découpé en tranches qui sont visualisées en microscopie de fluorescence et en

microscopie électronique.
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Figure III-54 : Coupes de cerveau induit en inflammation, prélevé sur un rat 2 heures apres
injection, au niveau de la queue, de liposomes fluorescents fonctionnalisés avec un anticorps
anti [-CAM. Des vaisseaux marqués sont repérés par une fleche blanche pleine et les cellules
totalement fluorescentes par des fleches blanches pointillés. Grossissement 60x. Image

A.Veckris

Les résultats ont étés menées pour vérifier si les liposomes fluorescents pouvaient cibler in
vivo les zones d’inflammations situées au niveau du cerveau. Comme pour les expériences ex
vivo il apparait des zones circulaires au pourtour fluorescent qui sont des vaisseaux sanguins
marqués au niveau de leur paroi et en plus de cela il y a in vivo certaines cellules qui sont
totalement fluorescentes. Ce marquage du cytoplasme indique qu’il y a certainement
endocytose des vecteurs mais la nature des cellules (cellules endothéliales, macrophages...)
reste a déterminer. Les animaux contrdles pour lesquels les liposomes ne présentent pas
d’élément d’adressage dirigé contre les zones d’inflammation ne sont, eux, pas marqués par
les fluorophores. La fonctionnalisation est donc indispensable pour obtenir un signal
fluorescent. Les liposomes fonctionnalisés avec un anticorps spécifique permettent donc
d’obtenir un signal fluorescent au niveau des zones vers lesquelles ils ont été ciblés.

Ces expériences indiquent que les liposomes fonctionnalisés peuvent se localiser au niveau
d’une zone de I’organisme pour laquelle ils présentent une spécificité. Ils présentent donc, en
plus de I’affinité pour la cible (qui a déja été montré ex vivo), une certaine furtivité in vivo.
En effet, ’acces a la cible nécessite une traversée de 1’organisme depuis la queue ou ils sont
injectés jusqu’au cerveau ou ils vont pouvoir se lier. Il faut que les liposomes échappent aux
défenses de I’organisme et ceci suffisamment longtemps pour effectuer un ou plusieurs
passages au niveau de la zone d’intérét et entrer en contact avec le récepteur ciblé.
L’obtention d’un signal au niveau du cerveau indique qu’un certain nombre de vésicules se
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sont liées et qu’elles ont donc un temps de vie dans la circulation suffisant pour aller
reconnaitre leur cible biologique. Les liposomes fonctionnalisés combinent donc furtivité et
affinité pour un ligand de 1’organisme et peuvent donc étre utilisés in vivo pour le ciblage de
zones d’intérét thérapeutique.

Les expériences d’IRM et de microscopie €lectronique n’ont pas permis de détecter la liaison
des liposomes. L’absence de signal en IRM et en microscopie électronique peut étre expliquée
par une une sensibilité de signal insuffisante. Pour remédier a cela, une solution peut étre
d’augmenter la quantité de particules par liposomes. En effet ces expériences ont été réalisées
a un stade précoce de la mise au point des magnétoliposomes qui étaient alors peu chargés
(environ 30 particules par liposome et non pas 70 comme obtenu aprés optimisation) et peut
donc étre augmentée. Cette faible concentration de vecteurs pose aussi probléme en
microscopie ¢lectronique car la probabilité de trouver un liposome est alors trés limitée.

En conclusion des expériences de ciblage, il apparait que les liposomes fonctionnalisés par un
complexe Anx5ZZ-anticorps sont utilisables pour des applications chez un organisme vivant.
Les expériences ex vivo sur la plaque d’athérome et 1’inflammation indiquent toute les deux
que ces vecteurs peuvent reconnaitre une cible biologique. Celles menées in vivo indiquent
que ces vésicules circulent suffisamment longtemps pour pouvoir accéder a une cible éloignée
de leur lieu d’injection. Tout ceci indique que ces liposomes sont utilisables pour des
applications in vivo c'est-a-dire pour des injections dans la circulation sanguine suivies d’un
déplacement dans le flux sanguin et d’une accumulation au niveau de zones d’intérét

thérapeutique.

En conclusion, ce travail a consisté a formuler des vecteurs liposomaux fonctionnalisés
par des complexes Anx5ZZ-anticorps et couvert d’Anx5-PEG pour cibler des zones
d’intérét dans un organisme vivant. Une composition lipidique a tout d’abord été définie
pour encapsuler des petites molécules de facon stable lors de la liaison des AnxS5 et lors
de la mise en sérum. La steechiométrie de I’interaction AnxSZZ-anticorps a été évaluée
pour controler le nombre d’anticorps fixés et vérifier la possibilité d’agrégation des
vésicules lors de la fonctionnalisation. Afin d’éviter les problemes d’agrégation nous
avons retenu une stratégie qui consiste a former un complexe Anx5ZZ-anticorps dans
un premier temps puis a lier cet élément de ciblage aux liposomes dans un second temps.
La liaison totale de ces complexes en surface des liposomes a été démontrée et permet un
controle simple de la densité de ligand. Nous avons enfin mis en évidence que les

liposomes fonctionnalisés par des anticorps via des Anx5ZZ et couverts d’Anx5-PEG
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pouvaient se lier a des cibles biologiques impliquées dans des pathologies telles que
I’athérosclérose ou ’inflammation et étre utilisés in vivo pour cibler I’inflammation. Ces
nanovecteurs liposomaux sont donc potentiellement utilisables pour transporter des
médicaments ou des agents pour I’imagerie in vivo vers des sites d’athérosclérose ou

d’inflammation.

Conclusions et perspectives

Les principales réalisations de ce travail de thése ont été la fonctionnalisation de liposomes
grace a des protéines dérivées de I’Anx5 et I’encapsulation dans ces vésicules de composés
donnant un signal en imagerie.

La fonctionnalisation des liposomes c'est-a-dire 1’addition d’un élément d’adressage aux
vésicules a été réalisée grace a des dérivés d’Anx5 de facon a conférer aux vecteurs une
spécificité pour une cible biologique. Les dérivés d’Anx5 ont été utilisés soit comme ligands
dans le cas de I’Anx5-SH soit comme intermédiaires pour la liaison d’anticorps dans le cas de
I’Anx5ZZ.

L’Anx5-SH a été liée covalement de maniere a utiliser ’affinité de cette protéine pour les
membranes anioniques et adresser les liposomes vers les cellules en apoptose. Nous avons
mis en évidence que la liaison covalente se réalisait de facon trés efficace. La maitrise de cette
réaction a rendu possible le controle de la densité de ligand. Ceci a permis de montrer que la
dispersité des solutions et I’efficacité de reconnaissance de la cible sont fonction de la
quantit¢ d’Anx5-SH liées aux vésicules. Enfin, des liposomes-Anx5 encapsulant des
fluorophores ont ét¢ adressés au niveau de cellules en apoptose.

L’utilisation d’Anx5ZZ pour lier des anticorps en surface des liposomes est une approche
dans laquelle I’Anx5ZZ permet d’ancrer un ligand, un anticorps, en surface des membranes de
liposomes anioniques. Les vecteurs utilisés sont au moins constitués de PS, pour lier des
Anx5, mais pour encapsuler des composés de fagon stable il est préférable que la composition
soit PE / PS. Ils sont rendus furtifs grace a des Anx5-PEG qui ont été utilisées d’une part pour
limiter I’interaction des vésicules avec les opsonines grace au PEG et d’autre part masquer les
PS, grace aux Anx5, car ces lipides sont reconnus in vivo par les macrophages comme signal
d’un élément a éliminer. En ce qui concerne la liaison des anticorps via I’Anx5ZZ, nous avons
¢tabli qu’il était préférable de lier I’anticorps a I’Anx5ZZ dans un premier temps puis de lier

le complexe Anx5ZZ-anticorps aux liposomes dans un second temps. Cette procédure permet
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de maintenir les vecteurs dans un état dispersé sans avoir a utiliser un exces ni d’anticorps ni
d’Anx5Z7Z.

L’encapsulation a été réalisée soit pour évaluer la perméabilité des membranes vis-a-vis de
petites molécules soit pour permettre un suivi des vecteurs par imagerie.

Le suivi des fuites de fluorophores encapsulés a permis d’évaluer la perméabilité
membranaire vis a vis d’éléments de faible masse moléculaire qui pourraient étre, a terme, des
médicaments. Nous avons mis en évidence des fuites faibles et quasi-négligeables pour des
liposomes constitués de PC / Cholestérol / DSPE-PEG Maléimides liés covalemment a des
Anx5-SH en présence de sérum. Pour réaliser la fixation Ca®"-dépendante de dérivés d’Anx5,
il a été nécessaire de mettre au point une composition lipidique qui comprend des PS et reste
imperméable lors de la liaison d’Anx5-PEG et lors de la mise en sérum de ces liposomes-
Anx5-PEG. De maniére surprenante, la composition la plus étanche est PE / PS, une
composition trés instable en absence d’Anx5-PEG liés en surface des vésicules.

Pour les deux éléments utilisés pour I’imagerie, fluorophores et particules d’oxyde de fer,
I’internalisation des composés dans 'intérieur des vésicules a été réalisée par encapsulation
passive et cette procédure a été évaluée de fagon détaillée pour les particules de maghémites.
Comme attendu, la concentration de la solution mére de particules détermine la quantité
encapsulée. Les rendements sont plus faibles qu’attendu pour des vésicules électriquement
neutres et la présence de lipides anioniques dans la membrane diminue encore 1’efficacité
d’encapsulation des particules.

La principale limitation a I’encapsulation de particules de maghémites est la déstabilisation
des magnétoliposomes, d’autant plus importante qu’il y a des lipides chargés négativement. 11
semble que la liaison de lipides en surface des particules, probablement due a une interaction
du fer avec le phosphate des lipides, en soit la cause. Une solution a ce probleme pourrait étre
’utilisation de composés ne possédant pas de phosphates, lipides synthétiques ou polymeres
formant des membranes, pour encapsuler les particules d’oxyde de fer.

L’association de fluorochromes et de particules d’oxyde de fer aux vésicules, éléments qui
donnent un signal en imagerie, a permis de suivre les vecteurs fonctionnalisés par microscopie
de fluorescence et par MET. Les liposomes fonctionnalisés grice au complexe Anx5ZZ-
anticorps ont ¢té¢ adressés vers des cibles biologiques. Des vésicules fonctionnalisées
encapsulant des particules d’oxyde de fer ont été utilisées pour le ciblage ex vivo de thrombus
associés a des plaques d’athérome chez le lapin et des liposomes-Anx5ZZ-anticorps
fluorescents injectés in vivo ont permis d’imager des zones d’inflammation au niveau du

cerveau chez le rat.
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A terme, les vecteurs liposomaux doivent pouvoir étre suivis par IRM ou étre utilisés pour
transporter des composés thérapeutiques et leur distribution dans organisme vivant lors d’une

injection devrait étre quantifiée.
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