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RESUME

Le cancer est une maladie qui touche chaque année plusieurs millions de
personnes a travers le monde. |l se manifeste sous diverses formes, et les
thérapies actuelles ne sont malheureusement pas toujours efficaces. Le gliome
est le cancer intracranien le plus répandu, mais aussi un des plus mortels. A un
stade avanceé, connu sous le nom de glioblastome, la survie moyenne est
inférieure a deux ans. Sa localisation intracrénienne réduit considérablement les
possibilités chirurgicales. De plus, le développement de traitements efficaces
contre le gliome rencontre plusieurs obstacles, notamment I'hétérogénéité de la
tumeur et limperméabilité relative de la barriere hématoencéphalique, qui
empéche I'acheminement de molécules thérapeutiques a la tumeur. L’utilisation
de I'immunothérapie, une nouvelle approche prometteuse basée sur I'activation
du systéeme immunitaire de I'héte, se heurte également a I'environnement
immunosuppressif créé par la tumeur. Parmi les facteurs immunosuppressifs
produits et sécrétés par le gliome, la protéine galectine-1 joue un réle important.
L’accumulation de galectine-1 dans I'environnement péritumoral est bien connue
pour réduire la réponse antitumorale en induisant notamment la mort par apoptose
des cellules T activées. Des études récentes ont démontré que cette protéine
pourrait étre une cible thérapeutique prometteuse dans le cas du gliome. Par
conséquent, notre projet propose de développer une thérapie ciblant
spécifiguement la galectine-1 au niveau de la tumeur, afin de traiter efficacement
le gliome.

L’'objectif principal de ce projet vise a développer une plateforme
technologique visant a faciliter la livraison de molécules inhibitrices de la galectine-
1 vers les tumeurs cérébrales. Plus spécifiquement, nous proposons : 1) d’établir
un modéle d’étude in vitro pour le développement d’inhibiteurs de galectine-1, et
2) développer de nouvelles approches thérapeutiques visant a surmonter
'imperméabilité de la barriere hématoencéphalique. Pour atteindre ces objectifs,
nous proposons d’utiliser des modéles cellulaires de gliomes humains, dont le
modeéle U-87 MG, une lignée cellulaire de glioblastome humain qui exprime de
facon constitutive la galectine-1. Nous allons élaborer une approche
pharmacologique visant a inhiber la galectine-1 gréce a l'utilisation de siRNA
combinés a des nanoparticules non toxiques capables de franchir la barriere
hématoencéphalique et de libérer spécifiquement les siRNA dans les cellules
tumorales. En résumé, ce projet de recherche vise a développer des méthodes
non invasives pour cibler efficacement la galectine-1 dans les tumeurs.



ABSTRACT

Cancer is a disease that annually affects millions of people worldwide. It
manifests in various forms, and, unfortunately, current therapies are not always
effective. Glioma, the most common intracranial cancer, is also one of the
deadliest. In its advanced stage, glioblastoma, the average survival rate is less
than two years. The intracranial location considerably reduces surgical options.
Furthermore, developing effective glioma treatments faces multiple obstacles,
including tumor heterogeneity and the relative impermeability of the blood-brain
barrier, which hinders the delivery of therapeutic molecules to the tumor. In
addition, immunotherapy, a promising treatment method based on the activation
of the host's immune system, is hampered by the immunosuppressive peritumoral
environment. Among the immunosuppressive factors produced and secreted by
glioma, galectin-1 plays a significant role. The accumulation of galectin-1 in the
tumor environment is well-known to reduce the anti-tumor response, particularly
by inducing apoptosis of activated T cells. Recent studies have demonstrated that
galectin-1 could be a therapeutic target for glioma. In this research project, we aim
to develop a therapy that targets galectin-1 at the tumor level for treating glioma.

The main objective of this project aims to develop a technological platform
with the potential to facilitate the delivery of galectin-1 inhibitor molecules to brain
tumors. Specifically, we propose the following aims: 1) Establishing an in vitro
study model for developing galectin-1 inhibitors, and 2) Developing novel
therapeutic approaches to overcome the impermeability of the blood-brain barrier.
To achieve these objectives, we will utilize cellular models of human gliomas,
particularly the U-87 MG model, which constitutively expresses galectin-1. We will
employ a pharmacological approach that combines siRNA with non-toxic
nanoparticles, enabling their penetration through the blood-brain barrier and
subsequent release of siRNA into tumor cells. In summary, the research project
focuses on non-invasive strategies for targeting galectin-1 in tumors.
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1. Le cancer:

Le cancer est actuellement la deuxiéme cause de mortalité dans le monde, avec
prés de 10 millions de déces et plus de 18 millions de nouveaux cas diagnostiqués
chaque année (Sung et al., 2021). Ces chiffres sont en constante augmentation,
ce qui est attribuable a de multiples facteurs tels que le vieillissement de la
population, I'exposition a des agents cancérigénes, le mode de vie moderne et
I'hérédité. Le traitement du cancer constitue donc un défi majeur de notre société,
nécessitant des efforts constants de recherche et le développement de nouvelles
thérapies.

Le cancer est une pathologie complexe résultant de la combinaison de multiples
conditions qui entrainent la transformation de cellules normales en cellules
cancéreuses. Ces derniéres possédent plusieurs caractéristiques biologiques
distinctes. A partir des années 2000 la communauté scientifique a convenu de
définir les marqueurs du cancer tels que: la suppression de la sénescence
réplicative (immortalité cellulaire) ; la résistance a la mort cellulaire (apoptose) ; la
capacité d’induire d’angiogenése; I'échappement aux suppresseurs de
croissance; linfiltration de tissus (métastase) et enfin la division cellulaire

incontrolée (Figure 1) (Hanahan et al., 2000; Hanahan et al., 2011).
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Figure 1 : Les six marqueurs du Cancer établis en 2000. Figure originale de (Hanahan
etal., 2011)

La division cellulaire joue un réle crucial dans la progression du cancer. Les
cellules cancéreuses se multiplient rapidement et de maniére anarchique, formant
des amas cellulaires appelés tumeurs. Cette caractéristique est le résultat de leur
capacité a résister aux signaux antiprolifératifs tout en favorisant les facteurs de
croissance cellulaire. En effet, les cellules cancéreuses présentent des mutations
géneétiques qui les rendent insensibles a ces signaux de régulation, leur permettant
alors de se diviser et de se propager de maniére anarchique (Moses et al., 1990;
Fynan et al., 1993; Markowitz et al., 1995; lkushima et al., 2010). De plus, elles
expriment anormalement des genes codant pour des facteurs de croissance,
ainsi que des génes mutés qui favorisent la prolifération des cellules (Wu et al.,
2021; Witsch et al., 2010; Burkhart et al., 2008). Le cas d’école est le géne p53,
reconnu comme un « suppresseur de tumeur » car il contréle de nombreuses
voies de signalisation. Lorsque ce géne est muté sa fonction est altérée, ce qui
entraine une augmentation de la prolifération cellulaire, considérée dans le
contexte du cancer comme étant indéfinie (Chen et al., 1990; Mantovani et al.,
2019). Les cellules cancéreuses ont en effet la capacité de subir un nombre illimité
de mitoses, en partie grace a une surexpression de la télomérase qui protége les
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télomeéres de la sénescence télomérique. Ainsi, contrairement aux cellules saines,
les télomeéres sont préservés a chaque division, ce qui évite d’atteindre la limite de
réplication des cellules saines (Blasco, 2005; Shay et al., 2000; Sherr et al., 2000).
De plus, dans cette classification des marqueurs du cancer nous trouvons
l'invasion. |l s’agit d’une caractéristique qui permet aux cellules cancéreuses de se
propager dans d'autres parties du corps et former des métastases. Les cellules
cancéreuses acquiérent la capacité d’envahir les tissus environnants via I'action
de protéines d’adhésion telles que les cadhérines et les intégrines, ainsi que
d’enzymes de dégradation de la matrice extracellulaire. Cela leur permet d’envahir
les tissus adjacents et périphériques notamment (Cavallaro et Christofori, 2004;
Talmadge et Fidler, 2010).

Un autre point important décrit par le groupe de Weinberg est I'angiogenése, qui
correspond au processus de formation de nouveaux vaisseaux sanguins. Comme
toutes les autres cellules de I'organisme, les cellules cancéreuses ont besoin de
nutriments et d'oxygéne. De plus, leur demande est encore plus élevée en raison
de leur division cellulaire énergivore. L'angiogenése est permise par des facteurs
tels que le VEGF (« vascular endothelial growth factor») qui stimule la formation
de nouveaux vaisseaux sanguins permettant alors de fournir les éléments
nécessaires a la croissance cellulaire. On observe également la présence de
protéase comme MMP-9 («matrix metalloprotease-9 »), qui induit le remodelage
de la matrice cellulaire du micro-environnement tumoral, favorisant ainsi la
progression et la formation de nouveaux tissus endothéliaux (Hanahan et al.,
1996; Ferrara, 2009; Carmeliet, 2005; Kessenbrock et al., 2010). Finalement, un
des marqueurs sans doute les plus importants est I'apoptose, un processus de
mort cellulaire programmée nécessaire au maintien de ’homéostasie cellulaire.
Or, les cellules cancéreuses présentent des mutations qui les rendent résistantes
a cette mort programmeée et capables de survivre en présence de signaux de mort
cellulaire, notamment ceux émis par les cellules du systéme immunitaire ou encore
par I'exposition a des agents chimio-thérapeutiques (Lotem et al., 1996; Lowe et
al., 2004, Pfeffer et al., 2018).
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En 2011 grace aux avancées dans le domaine de la recherche sur le cancer et a
'accumulation de données probantes, la classification des marqueurs biologiques
cellulaires du cancer a été mise a jour. Quatre nouveaux marqueurs ont ainsi été
ajoutés (Figure 2): Le déréglement énergétique cellulaire, I'échappement au
systéeme immunitaire, I'instabilité génomique et la promotion de l'inflammation
(Hanahan et Weinberg, 2011).

Emerging Hallmarks

Deregulating cellular Avoiding immune
energetics destruction

Genome instability N Tumor-promoting
and mutation Inflammation

Enabling Characteristics

Figure 2 : Les marqueurs du cancer admis en 2011. Figure originale de (Hanahan et
Weinberg, 2011)

Un ajout important au schéma de Hanahan et Weinberg est la reconnaissance des
meécanismes d’échappement a la réponse immunitaire et le réle de 'inflammation
dans l'initiation du cancer. Il est bien établi que le systéme immunitaire joue un
réle crucial dans la surveillance et la défense contre le cancer. Habituellement, le

systéme immunitaire est capable de reconnaitre les cellules cancéreuses comme
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des cellules anormales et de les éliminer. L'immunothérapie exploite cette capacité
en renforgant la réponse immunitaire contre le cancer. Par exemple, les anticorps
tel que les anti-PD-1 et anti-CTLA-4, peuvent neutraliser la surexpression de ces
points de contrdle, facilitant ainsi la détection des cellules tumorales par le systeme
immunitaire (Zhang et al., 2021; Yamaguchi et al., 2022; Seidel et al., 2018).

Il existe aussi d’autres mécanismes qui permettent aux cellules tumorales
d’échapper a la réponse immunitaire (Jiang et al., 2019; Beatty et Gladney, 2015).
Cela peut se faire, par exemple, en réduisant I'expression d’antigénes tumoraux
ou la production de molécules immunosuppressives telles que les galectines qui
inhibent l'activité des cellules immunitaires incluant les lymphocytes T et les
cellules tueuses naturelles (NK) (Golden-Mason et al., 2013; Wang et al., 2014;
Shah et al., 2021; Zhu et al., 2005; Matarrese et al., 2005; Perillo et al., 1995). |l
faut toutefois bien distinguer la réponse anti-tumorale de l'inflammation « pro-
tumorale ». L'inflammation est une partie intégrante de la réponse immunitaire et
vise normalement a protéger l'organisme contre les agents pathogénes, a éliminer
les cellules endommagées ou mortes, et a favoriser la réparation des tissus. Or, il
est bien connu maintenant qu’une inflammation chronique peut favoriser le
développement et la progression tumorale. Cette découverte a d’ailleurs valu a
Barry Marshall et Robien Warren un prix Nobel pour leurs travaux montrant un lien
entre une infection par Helicobacter pylori, une inflammation chronique et le cancer
de I'estomac (Warren et Marshall, 1983; Marshall et Windsor, 2005; Ahmed, 2005).
En effet, l'inflammation chronique peut causer des dommages répétés aux cellules
et aux tissus, ce qui peut entrainer des mutations de ’'ADN et favoriser l'initiation
du cancer. Elle peut également induire la production de médiateurs inflammatoires
tels que les cytokines, les facteurs de croissance et les prostaglandines. Cela
favorisera alors la prolifération, I'angiogenese et la métastase des cellules
cancéreuses. Enfin, I'acquisition des caractéristiques tumorales pour les cellules
du cancer repose également sur des changements au niveau génétique. Les
cellules cancéreuses peuvent présenter une instabilité génomique qui peut
entrainer des erreurs lors de la réplication de I'ADN et une accumulation de

mutations dans les cellules tumorales. Ces effets sont accentués par la présence
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de mutations dans les génes responsables des mécanismes de réparation de
I’ADN, de méme que I'exposition a des agents cancérigénes (chimiques, radiations
ionisantes, et méme virus oncogénes) mutagénes (Berdasco et Esteller, 2010;
Negrini et al., 2010; Ostroverkhova et al., 2023; Mantovani et al., 2019).

Récemment, la communauté scientifique a procédé a une mise a jour de la liste
des marqueurs biologiques du cancer. Tout en conservant les dix marqueurs
précédents, quatre nouveaux marqueurs ont été ajoutés en 2022: le déverrouillage
de la plasticité cellulaire ; la reprogrammation épigénétique sans mutation ; la

sénescence cellulaire ; le polymorphisme microbien (Figure 3) (Hanahan, 2022).

Emerging hallmarks &
enabling characteristics

Unlocking Nonmutational
pheno_typlc epigenetic
plasticity reprogramming

3

Senescent 9 Polymorphic
cells microbiomes

Figure 3 : Les quatre marqueurs du cancer ajoutés en 2022. Figure originale de
(Hanahan 2022)

Dans les tissus sains, la différenciation cellulaire compléte limite la prolifération
nécessaire a la formation de tumeur. Cependant, les cellules cancéreuses ont la
capacité de se dédifférencier en cellules progénitrices, d’effectuer une
différenciation partielle ou de se transdifférencier en adoptant des caractéristiques
de différentes lignées cellulaires (Yuan et al., 2019). Cette plasticité cellulaire est
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observée dans de nombreux types de cancer. Cependant, il est important de
souligner que la plasticité cellulaire n'est pas une caractéristique exclusive aux
cellules cancéreuses car ce mécanisme est constamment utilisé lors des
différentes phases du développement de l'organisme, notamment pour la
régénération tissulaire (Miao et al., 2020). Ainsi les auteurs de cette classification
nous expliquent que ce qui distingue des cellules cancéreuses, c’est leur capacité
a débloquer de maniéere opportuniste les points de contrbles et a exploiter cette
plasticité pour favoriser le développement (Hanahan, 2022; Merrell et Stanger,
2016).

Un autre changement dans la liste des marqueurs du cancer est la reconnaissance
du réle des modifications épigénétiques qui s’ajoutent ainsi aux modifications
(mutations) génétiques. En effet, la reprogrammation épigénétique non mutagene
peut permettre aux cellules cancéreuses d'acquérir des caractéristiques clés qui
leur permettent de proliférer dans des conditions anormales telles que I'hypoxie et
la privation de nutriments (Gameiro et al., 2018; Thienpont et al., 2016). Cette
reprogrammation participe également a la plasticité phénotypique des cellules
cancéreuses, cest a dire leur capacité a se différencier et arborer des
caractéristiques phénotypiques différentes malgré qu’elles proviennent du méme
précurseur, et par conséquent joue également un rdle dans I'hétérogénéité
intratumorale (Torres et al., 2016). Les derniers développements des technologies
de profilage multiomiques pourraient aider a mieux comprendre les réles respectifs
des régulations génétiques et épigénétiques dans la progression de la maladie
(Hanahan, 2022; Lu et al., 2020).

Un autre aspect fondamental de cette nouvelle classification est la reconnaissance
du réle du microbiome dans la progression du cancer. Des études ont en effet
démontré que la présence de certaines espéces microbiennes (bactériennes) peut
contribuer a la progression du cancer (Helmink et al., 2019). De plus, on a observé
des différences dans le microbiome d’un individu sain et d’un individu atteint d’'une
tumeur (Byrd et al., 2021).

En général, les microorganismes qui interagissent de maniére symbiotique avec

les tissus barrieres du corps ont un impact profond sur la santé, notamment dans
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le tractus gastro-intestinal, les poumons, le sein, et le systéeme urogénital. Les
technologies de séquengage de nouvelle génération combinées aux avancées en
bio-informatique ont permis d’identifier des microorganismes pouvant avoir des
effets protecteurs ou délétéres sur le développement du cancer et la réponse a la
thérapie (Sears et al., 2014; Dzutsev et al., 2017). Il a ainsi été démontré que le
microbiote résidant dans les tissus est capable d'immunomodulation et
d’influencer la présence de mutations dans le génome, ce qui suggére un rble dans
le développement et la progression tumorale. Bien que ces avancées aient été
réalisées initialement avec des études sur le microbiome intestinal, il est logique
de croire que le microbiome d’autres tissus puisse également jouer un réle (Davar
et al., 2021; Griffin et al., 2021).

Pendant longtemps la sénescence a été considérée comme un mécanisme de
protection qui maintient 'homéostasie tissulaire et en empéchant ainsi la
prolifération anarchique des cellules a la source de l'apparition de néoplasie.
Cependant, les découvertes récentes ont démontré que le role de la sénescence
est controversé et que dans certains cas la sénescence favorise la progression du
cancer (Hanahan, 2022). En effet, les cellules tumorales peuvent entrer dans un
état de sénescence transitoire, souvent associé a une résistance thérapeutique
(S. Yuanetal., 2019). De plus, il semble que les cellules cancéreuses sénescentes
favorisent les phénotypes tumoraux en sécrétant des molécules de signalisation
et des protéases dans I'environnement péritumoral. Méme les cellules saines en
état de sénescence peuvent favoriser les phénotypes tumoraux (Wang et al.,
2020) : par exemple, les fibroblastes sénescents dans les tissus nhormaux peuvent
promouvoir la progression tumorale en adoptant une fonction paracrine dans le
micro-environnement tumoral (Faget et al., 2019; Hanahan, 2022).

Ainsi, les marqueurs biologiques du cancer sont des caractéristiques essentielles
a prendre en compte pour comprendre la complexité de cette pathologie
dévastatrice. Avec I'avénement de nouvelles technologies, la recherche dans ce
domaine est en constante évolution. Néanmoins il reste encore beaucoup de
travail a accomplir pour développer de nouvelles stratégies de diagnostic et de
traitement plus efficaces (Hanahan, 2022).
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1.2 Le gliome

1.2.1 Présentation du gliome

Le gliome est la tumeur intracranienne la plus fréquente, constituant plus de 80 %
des tumeurs cérébrales malignes (Ostrom et al., 2014). En 2007, I'Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) a classé les principales tumeurs gliales en quatre
grades, selon leur agressivité croissante : les tumeurs de stade 1 comprennent les
astrocytomes pilocytiques, les xanthoastrocytomes pléomorphes et les
astrocytomes a cellules géantes sous-épendymaires; les tumeurs de grade 2
comprennent des gliomes infiltrants plus courants, tels que les oligodendrogliomes
et les astrocytomes de grade 2; le troisieme grade comprend des tumeurs telles
que les oligodendrogliomes anaplasiques, les astrocytomes anaplasiques, les
oligoastrocytomes anaplasiques et les épendymomes anaplasiques; enfin, les
tumeurs de grade 4 les plus agressives, dont les glioblastomes (GBM) (Louis et
al., 2007). Les GBM représentent environ la moitié de tous les gliomes, et plus de
12000 nouveaux cas sont recensés chaque année aux Etats-Unis (Ostrom et al.
2014; 2016; Weller et al., 2021).

Depuis 2016, 'OMS a adopté une nouvelle classification pour les tumeurs gliales
(Figure 4). Cette nouvelle classification divise les tumeurs du systéme nerveux
central en deux catégories principales : les tumeurs neuro-épithéliales et les
tumeurs mésenchymateuses. Dans la premiére catégorie, les tumeurs sont
classées en fonction de leur grade de malignité, allant du grade | au grade IV.
Parmi les tumeurs neuro-épithéliales, les glioblastomes multiformes ont été a leur
tour subdivisés en deux groupes distincts, basés sur des caractéristiques
moléculaires (glioblastome IDH sauvage vs glioblastome IDH mutant) (Louis et al.,
2016). Cette nouvelle classification fournit une base plus précise et plus compléte
en mettant 'emphase sur I'analyse moléculaire et cellulaire pour déterminer le
diagnostic et le traitement le plus approprié. Elle permet notamment de prendre en

compte I'hétérogénéité des tumeurs et la nécessité de développement des
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thérapies personnalisées et adaptées en fonction des difféerents types de tumeurs
des patients (Chen et al., 2017).

Brain cancer

Glioma Non-glioma
Astrocytic
Stage |
Pilocytic (0.34) — — Craniopharyngioma (0.18)
Ependymoma (0.4) —
Stage Il

Oligodendroglioma _ |
Well-diff. low grade (0.53)— (0.25) | | Meningioma (7.86)

Medulloblastoma _ |
(0.71)
Stage Ill
_ Mixed gliomas —]
Anaplastic (0.38) ) | S enuANnoma
Anaplastic
Stage IV ganglfoglloma
Glioblastoma 1 Choroid plexus |
multiforme (3.20) papilloma (0.05) L Lymphoma (0.44)

Pineal parenchymal tumor of intermediate
differentiation

Figure 4 Classification de 2016 des différents types de tumeurs intracraniennes par
WHO. Les chiffres entre parenthéses indiquent I'incidence des cas pour 100 000 individus
et sont ajustés en fonction de I'age de la population standard des Etats-Unis de 2000.
Figure originale tirée de (Shergalis et al., 2018)

1.2.2 Les défis associés au traitement du gliome

Pour les patients atteints d’'un gliome de haut grade, le taux de survie aprés cing
ans est inférieur a 10% (Ostrom et al., 2016; Grochans et al., 2022). |l est donc
essentiel de continuer les efforts de recherche afin de développer de nouvelles
thérapies plus efficaces. En effet, le gliome présente plusieurs défis en matiére de
traitement en raison de différents facteurs. Comme de nombreux autres cancers,
il est confronté a des obstacles tels que I'hétérogénéité cellulaire, les mécanismes
de résistance a la mort cellulaire induite par les médicaments, et |la radiorésistance
(Fisher et al., 2013; Janku, 2014; Vasan et al., 2019; Tang et al., 2018). De plus,
en raison de sa localisation intracranienne, le gliome rend I'option du traitement

chirurgical difficile. En effet, selon I'emplacement de la tumeur, l‘intervention
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chirurgicale comporte des risques de complications, voire de décés du patient
(Vives et al., 1999; Karsy et al., 2018). Ces défis s’expliquent en partie par la
présence de la barriere hématoencéphalique (BHE). Cette barriére naturelle
protége le cerveau en étant imperméable aux médicaments. Elle complique alors
la mise en place de stratégie de traitements basés sur la chimiothérapie ou encore

'immunothérapie.

1.2.3 Les traitements actuels

Actuellement, les thérapies disponibles contre le gliome ne permettent pas de
guerir efficacement cette maladie. Elles consistent surtout en une approche
thérapeutique multimodale comprenant une chirurgie élective combinée a la
radiothérapie lorsque la localisation de la tumeur le permet. A cela s’ajoute
I'utilisation de témozolomide (TMZ), un agent alkylant de ’ADN administré par voie
orale et connu pour induire I'arrét du cycle cellulaire a G2/M. Malheureusement, le
taux de réponse a ce traitement reste relativement faible. En raison de la BHE,
seulement 20 a 30% du TMZ plasmatique parvient a se rendre dans le liquide
cérebrospinal (Agarwala et al., 2000; Ostermann et al., 2004).

Depuis quelques années, de nombreuses nouvelles alternatives thérapeutiques
ont été étudiées, notamment I'ajout de bevacizumab, un anticorps monoclonal
ciblant le facteur de croissance de I'endothélium vasculaire (VEGF), au traitement
par le TMZ (Fecci et al., 2019; Xu et al., 2020; Hata et al., 2020). L'utilisation de
cet anticorps est de plus en plus répandue avec un certain succes, bien que les
avantages de ce médicament restent quelque peu controversés car les données
sur son impact sur la survie des patients sont encore limitées.

Des stratégies supplémentaires basées sur l'utilisation d’inhibiteurs de point de
contréle immunitaire sont également en cours d’étude. Cependant, encore une
fois, ils n'ont pas encore conduit a un bénéfice significatif en termes de survie. En
effet, le traitement du gliome est confronté a un d’autre obstacle majeur en plus de
la BHE, soit celui d’'un micro-environnement tumoral immunosuppresseur (Zhang

et al., 2022; Binnewies et al., 2018). Par conséquent, de nombreux efforts ont
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récemment été déployés pour comprendre les facteurs responsables, tant au
niveau cellulaire que moléculaire, afin de développer des thérapies surmontant cet
obstacle. Une revue de la littérature scientifique a ce sujet met en évidence
'immunothérapie comme I'une des approches les plus prometteuses (Khalil et al.,
2016; Fecci et Sampson, 2019; Murciano-Goroff et al., 2020). Son histoire
captivante remonte au début du XXe siécle, lorsque le chercheur William Coley a
fait une découverte intrigante. En observant des patients atteints de sarcomes, |l
a noté des cas de régression tumorale survenant aprés linjection de
streptocoques (Coley, 1936). Ces injections de bactéries, désormais célébres
sous le nom de « Toxine de Coley », marquent les prémices de 'immunothérapie.
En stimulant le systeme immunitaire de I'’h6te, Coley a remarqué une amélioration
spectaculaire dans la lutte contre le cancer (McCarthy, 2006).

Au fil des ans et des avancées scientifiques, les stratégies thérapeutiques basées
sur l'immunité ont considérablement évolué, donnant lieu a plusieurs axes de
recherche simultanés (Khan et al., 2021). Ce n ‘est toutefois dans les dernieres
décennies que limmunothérapie a connu des avancées spectaculaires,
notamment avec les inhibiteurs de points de contréle immunitaire (ICl), tels que
les anti-PD-1 et anti-CTLA-4 (Pardoll, 2012; He et al., 2020). Prenons l'exemple
du récepteur de surface CTLA-4, exprimé par les cellules cancéreuses. Par le biais
de son interaction avec les protéines CD80/CD86, le CTLA-4 peut inhiber I'action
des lymphocytes T. Les médicaments basés sur les ICI ont donc la capacité de
bloquer les mécanismes utilisés par les cellules cancéreuses pour échapper a la
vigilance du systéme immunitaire. Les ICl ont démontré des taux de succés
impressionnants, avec des rémissions prolongées chez certains patients atteints
de cancers avanceés. En effet, l'inhibition de point de contrdle afin d’annuler
immunosuppression induite des tumeurs avec des agents tels que le nivolumab
et le pembrolizumab a montré des résultats prometteurs dans les essais cliniques
pour les patients atteints de gliome avancé (Xu et al., 2020).

Cependant, l'immunothérapie basée sur les ICls présente des défis importants.
Tout d'abord, les taux de succés varient considérablement d'un patient a l'autre et

donnent de meilleurs résultats lorsqu’ils sont combinés avec une chimiothérapie.
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De plus, les effets secondaires des ICI, qui affectent le fonctionnement normal du
systéme immunitaire, peuvent étre graves et nuire au patient (Friedman et al.,
2016; Kumar et al.,, 2017). Un autre défi majeur est le colt élevé de
l'immunothérapie, ce qui limite I'accés a cette thérapie pour de nombreux patients
(Pichler et al., 2021; Ding et al.,, 2020; Verma et al., 2018). Néanmoins, la
recherche se poursuit pour identifier de nouvelles méthodes permettant de prédire
la réponse des patients a I'immunothérapie.

L'utilisation de thérapie génique dans le traitement du cancer est une autre
approche largement décrite dans la littérature. Elle implique notamment la
modification génétique des cellules du corps pour renforcer leur capacité a
combattre le cancer (Somia et al., 2000; Dunbar et al., 2018). Plusieurs axes sont
étudiés dans ce domaine, dont l'utilisation de vecteurs viraux permettant de
deélivrer des acides nucléiques de facon spécifique aux cellules, ce qui est
d’ailleurs un des champs de recherche les plus étudiés (Dunbar et al., 2018; Somia
et al., 2000; Manikandan et al., 2020). On trouve également des outils basés sur
I'utilisation de CRISPR /CAS9, qui permettent de modifier le génome des cellules
cibles en coupant les brins ADN a des endroits spécifiques. De nombreuses
applications telles que l'inhibition de certains génes par excision peuvent étre ainsi
envisagées (Li et al., 2023). Cependant, la thérapie génique qui semble la plus
prometteuse est celle des lymphocytes T portant des récepteurs antigéniques
chimériques (CAR-T). Elle utilise des lymphocytes T modifiés génétiquement du
patient pour cibler les cellules cancéreuses (Waldman et al., 2020). Le récepteur
CAR est congu pour reconnaitre une protéine spécifique présente a la surface des
cellules cancéreuses, souvent une protéine que le systéme immunitaire ne
parvient pas a identifier par lui-méme (Sadelain et al., 2013; Kuhn et al., 2019).
Une fois les cellules T génétiqguement modifiees pour exprimer le récepteur CAR,
elles sont multipliées en laboratoire pour obtenir une grande quantité de cellules T
CAR-T (Levine et al. 2016). Les cellules sont ensuite injectées dans le patient, ou
elles attaquent sélectivement les cellules cancéreuses (Qi et al., 2022; Sadelain
et al., 2003).
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La thérapie génique CAR-T a démontré des taux de réussite encourageants pour
le traitement de certaines formes de cancer, dont le lymphome (Cappell et al.,
2023). Dans le cas du gliome, certaines études ont montré une régression des
tumeurs grace a cette thérapie. Cependant la communauté scientifique s’accorde
a dire que les résultats des études précliniques et cliniques ne sont pas
suffisamment cohérents pour affirmer avec certitude son efficacité contre le
gliome. En effet, cette thérapie rencontre certains obstacles, dont une résistance
importante a la thérapie. De plus, il semble nécessaire d’améliorer la
biodisponibilité pour augmenter son efficacité notamment en contournant la BHE
afin d’accéder aux tumeurs. Par ailleurs, des effets secondaires, parfois graves,
peuvent survenir en raison de la réponse immunitaire engendrée par les cellules
CAR-T et la toxicité qui y est associée. La Food and Drug Administration (FDA)
des Etats-Unis a d’ailleurs annoncé trés récemment qu’elle enquétait sur des cas
de cancer du sang apparemment causeés par la thérapie CAR-T (Couzin-Frankel,
2023). En outre, le recours a la thérapie génique CAR-T reste colteuse et
complexe, limitant ainsi son accessibilité pour de nombreux patients (Choi et al.,
2022; Levine et al., 2016).

Enfin, de maniére générale, on s’apergoit depuis quelques années que la thérapie
ciblée, qui consiste en un traitement sélectif des cellules tumorales, est devenue
une option de plus en plus courante pour les patients atteints de gliomes. Les
inhibiteurs de kinase tels que I'erlotinib ont démontré des résultats prometteurs
lors des essais cliniques, avec une prolongation de la survie de patients atteints
de gliome avancé. Ainsi les thérapies ciblées deviennent de plus en plus utilisées
pour les patients atteints de gliomes. Néanmoins la mise en place de ces nouvelles

thérapies se heurte constamment a la difficulté d’accés aux sites tumoraux.
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2. La barriéere hématoencéphalique

2.1 Présentation

La BHE est une structure physiologique formée d’'une monocouche de cellules
endothéliales maintenues entre elles par des jonctions serrées, créant ainsi une
barriére plus ou moins imperméable qui sépare le compartiment sanguin et le
systéme nerveux central (SNC). Cette barriére joue un réle crucial dans le maintien
de I'environnement stable du cerveau en régulant sélectivement les substances
qui peuvent passer de la circulation sanguine vers le cerveau. En plus de protéger
le SNC des agents pathogénes présents dans le sang, elle joue un réle dans la
régulation de neurotransmetteur et dans '’homéostasie ionique du cerveau (Kadry
et al., 2020). Le nombre de molécules qui peuvent traverser la BHE de fagon
passive est limité a celles qui peuvent traverser les jonctions serrées, comme les
petites molécules hydrophiles ou les ions, et les petites molécules suffisamment
lipophiles comme certains gaz ou acides aminés. Ainsi, le passage au travers de
la BHE est finement régulé au moyen de différents mécanismes de transcytose,
notamment celle médiée par des récepteurs de surface de la cellule, celle
impliquant la transcytose d’absorption, et enfin la transcytose a meédiation
cellulaire. Dans ce dernier cas, les molécules sont transportées au travers de la
BHE par des cellules de I'immunité. La transcytose a médiation cellulaire est
d’ailleurs un des mécanismes d’infection des cellules de SNC par le virus de
l'immunodéficience humaine (VIH) (Obermeier et al., 2013; Kadry et al., 2020;
Zhou et al., 2021). On y trouve également des transporteurs exprimés a la
membrane des cellules endothéliales, comme GLUT1 (Glucose Transporter 1),
une protéine membranaire qui facilite le transport du glucose a travers les
membranes cellulaires.

Les études sur les fonctions biologiques de la BHE font ainsi I'objet de nombreuses
recherches avec l'objectif que ces avancées puissent permettre de trouver des
moyens de la contourner ou de la franchir afin de mettre en place des thérapies
efficaces (Figure 5).
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Figure 5: Schéma de la barriere hématoencéphalique et son action anti-chimio
thérapeutique dans le contexte du gliome.

2.2 Comment franchir la BHE?

Il a été observé que, dans certaines pathologies, l'intégrité de la BHE est altérée,
entrainant ainsi une perte de ses fonctions et de son imperméabilité. Ce
phénoméne a notamment été observé dans certains cas de gliome et pourrait étre
dd a une régulation des protéines des jonctions serrées ZO1 (Zonula Occludens-
1) et Occludine (Kadry et al., 2020). Cela pourrait étre considéré comme un
avantage dans la perspective visant a contrevenir aux défis associés au transport
de médicaments a travers la BHE pour le traitement du gliome.

Une autre fagon de contourner la perméabilité de la BHE a été étudiée a la fin des
années 80 lorsqu’il a été démontré qu’une injection intranasale permet a des
médicaments de se rendre au liquide céphalorachidien et d’atteindre le SNC via
les neurones et le bulbe olfactifs. Ce mécanisme a été décrit par William Frey,

souvent considéré comme l‘inventeur de I'injection intranasale (Balin et al., 1986;

30



Thorne et al., 1995; Crowe et al., 2018). Depuis lors, plusieurs applications ont été
etudiées, notamment celle de livraison de médicaments dans le contexte du
gliome. Des études ont notamment expérimenté [linjection intranasale de
nanoparticules couplées a des siRNA contre la galectine-1 (Gal-1) et mis en
évidence une réduction significative de I'expression de la protéine, illustrant le
potentiel de cette méthode pour le traitement du gliome (Van Woensel et al., 2016;
Crowe et al., 2018).

D’autres groupes de recherche se sont penchés sur la perturbation transitoire de
la BHE par d’autres méthodes telles que les radiations ou le ciblage des jonctions
serrées de la BHE. Ces approches restent toutefois controversées car elles
risquent de perturber les fonctions de la BHE et d’augmenter la vulnérabilité du
SNC (Han, 2021).

Une autre maniére de contourner la BHE qui a été décrite dans la littérature
scientifique concerne ['utilisation de nanotransporteurs (Wu et al.,, 2023). Les
avancées les plus récentes dans ce domaine incluent [I'utilisation de
nanoparticules pour améliorer la pénétration des médicaments dans le cerveau et
cibler sélectivement les cellules tumorales. Nous discuterons plus en détail cette
approche un peu plus tard dans notre revue de littérature.

Un autre axe de recherche en émergence est le développement de molécules
thérapeutiques capables de traverser la BHE. Par exemple, dans le domaine de
'immunothérapie, le développement d’anticorps comme des nanobodies capables
de franchir la BHE, est un champ de recherche qui ouvre plusieurs perspectives
(Ruiz-Lopez et Schuhmacher, 2021; Zheng et al., 2022).

Les thérapies basées sur 'utilisation de vecteurs viraux sont aussi de plus en plus
etudiées et exploitées. Nous y trouvons notamment les peptides responsables de
la traversée des virus a travers la BHE couplés a d’autres peptides ou molécules
qui ont une utilité thérapeutique (Zhou et al., 2021).
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3. Les galectines

La prochaine section se veut un résumé d’une revue scientifique que nous avons
récemment publié et qui passe en revue le rbéle des galectines dans le
développement du gliome. Nous y aborderons également les derniéres
perspectives retrouvées dans la littérature scientifique, mettant en relief I'influence
des galectines dans divers mécanismes biologiques et leur implication potentielle

en tant que cibles thérapeutiques pour le cancer.

3.1 L’histoire des galectines

La découverte des galectines fait suite a des études mettant en évidence une
protéine capable de lier les 3-D-galactosides dans les homogénats tissulaires de
I'anguille électrique par Vivian Teichberg (Teichberg et al., 1975). Au fil des
décennies, plusieurs autres « galectines » ont été identifiées chez de nombreuses
especes, allant des invertébrés aux humains (Kasai et Hirabayashi, 1996; Vasta
et al., 2012).

Au cours de ces années, les études ont démontré que les galectines sont capables
de se lier a des ligands intracellulaires et extracellulaires via des interactions
indépendantes des glucides (Mey et al., 1996, 3; Gauthier et al., 2002; Lepur et
al.,, 2012; Yildirm et al., 2015; Advedissian et al.,, 2017). Les galectines
remplissent ainsi de nombreuses fonctions intracellulaires et extracellulaires, tant
au niveau du développement que lors de divers processus physiologiques, y
compris la régulation de la réponse immunitaire. Depuis plus de vingt ans, nous
savons également qu’elles jouent un réle important dans le cancer. Elles sont pour
cela considérées aujourd’hui comme des cibles thérapeutiques potentielles. La
revue de littérature du groupe de recherche de Gabriel Rabinovich offre un
excellent résumé des principaux réles joués par les galectines dans plusieurs
types de cancers (Liu et Rabinovich, 2005). Ces connaissances associées au
développement concomitant de nouvelles générations d'inhibiteurs de galectines
et de technologies d'administration de médicaments, offrent ainsi de nouvelles
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perspectives pour le développement de nouvelles thérapies efficaces pour les
patients atteints de gliome (Marifio et al. 2023).

3.2 Structure des galectines

Aujourd'hui, les galectines sont reconnues comme une famille de lectines
animales structurellement apparentées, présentant un niveau élevé de
conservation évolutive (Kasai et Hirabayashi, 1996). Toutes les galectines
possédent un domaine de reconnaissance des glucides (carbohydrate recognition
domain, CRD) composé d'environ 130 acides aminés, qui adopte une
conformation avec deux feuillets béta distincts. Ce domaine contient un site de
liaison aux glycans (glycan binding site, GBS) qui lui permet de se lier aux -
galactosides et a d'autres structures monosaccharidiques (Chan et al., 2018).

Les galectines ont été divisées en trois groupes distincts (Yang et al., 2008) : (1)
les galectines prototypiques, qui possédent un seul CRD pouvant former des
homodiméres ; (2) le type de répétition en tandem (tandem repeats), constitué d'un
seul polypeptide codant pour deux domaines CRD reliés par un lien peptidique ;
et (3) les galectines de type chimérique, qui ont un seul CRD en C-terminal lié a
une chaine peptidique en N-terminal riche en proline et en glycine, leur permettant
entre autres de pouvoir former des structures pentamériques (Ahmad et al., 2004).
Il est important de noter que méme si toutes les galectines possédent un domaine
CRD, cela ne leur confere pas de facto une capacité a se lier aux sucres. Un
exemple classique est la galectine-10 (Gal-10), connue pour former les cristaux
de Chardot-Leyden que I'on retrouve dans de nombreux tissus, en particulier chez
les éosinophiles (Su et al., 2018). En effet, il a recemment été démontré que la
Gal-10 se lie aux ribonucléases cationiques des granules d'éosinophiles de
maniére indépendante des glucides (Grozdanovic et al., 2020). Par ailleurs, cette
protéine est surtout connue pour son réle critique dans l'asthme, car ses cristaux
induisent une inflammation chronique des voies respiratoires (Persson et al.,
2019). Nous savons maintenant que la Gal-10 n'est pas la seule galectine qui ne

lie pas les B-galactosides. Un autre exemple est la galectine-13 (Gal-13) qui forme
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un homodimére unique, stabilisé par des liaisons disulfures et incapables de lier
le lactose (Su et al., 2018)..

Prototype (Gal-1, -2,-5,-7,-10,-13,-14,-15) Chimérique (Gal-3) Répétition en tandem (Gal-4,-6,-8,-9,-12)
C Q.o oFe -.2C
) —~ (5 )
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Figure 6 : La famille des galectines. Les galectines sont classées en trois sous-familles
en fonction de leurs structures tridimensionnelles. Figure modifiée de (Yang et al., 2008)

3.3 Réles des galectines :

Les galectines jouent un réle important dans de nombreux processus
physiologiques, tels que l'inflammation, la prolifération cellulaire et la migration
cellulaire. Ces derniéres années les recherches sur les galectines ont connu une
expansion considérable, révélant de nouvelles fonctions et mécanismes d'action
associés a la progression du cancer, tels que le cancer du sein, le cancer du foie,
le cancer du poumon, le gliome et bien d’autres (Martinez-Bosch et al., 2019;
Ajarrag et St-Pierre, 2021; Marifio et al., 2023). En effet, les galectines peuvent
favoriser la progression de la maladie par le biais de multiples mécanismes, tels
que la stimulation de la prolifération cellulaire, l'inhibition de I'apoptose, et
'augmentation de la résistance aux traitements anticancéreux. De plus, les
galectines peuvent favoriser la migration et l'invasion des cellules tumorales,
augmentant ainsi le risque de métastases. Des études ont montré que les
galectines sont impliquées dans la régulation de la réparation de I'ADN et la
résistance a la thérapie (Liu et Rabinovich, 2005; Marifio et al., 2023). Par ailleurs,
les galectines peuvent moduler l'inflammation en interagissant avec les cellules
immunitaires, notamment les cellules T et les macrophages (Derosiers et al.,
2022).
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En résumé, les galectines jouent une myriade de réles dans le développement du
cancer, et sont de ce fait considérées comme des cibles thérapeutiques de choix.

3.4 Galectin-1 une cible pour le gliome?

3.4.1 Présentation de la Gal-1

La Gal-1 tire son nom du fait qu'elle fut la premiére des galectines a avoir été
découverte en 1976 (De Waard et al., 1976). Elle demeure a ce jour I'une des plus
étudiées avec plus de 2,000 articles publiés a son sujet, dont un tiers au cours des
cing derniéres années. La Gal-1 est un monomere de 14 KDa avec un domaine
CRD de 130 acides aminés capable de former un homodimére. De 'angiogenése
aux métastases dans les gliomes de haut grade, la Gal-1 joue de nombreux rbles
dans le cancer. Nous avons écrit une revue de littérature qui résume les roles de

la Gal-1 dans le gliome (Ajarrag et St-Pierre, 2021).

Figure 7 : Structure d'un homodimeére de la Gal-1 humaine. Les unités de Gal-1 sont
formées de feuillets béta et ne sont pas liées par un lien peptidique. Figure originale tirée
de (Lopez-Lucendo et al., 2004)
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3.4.2 L’expression de la Gal-1 dans le gliome

Il'y a 20 ans, les premiers rapports indiquant que Gal-1 pourrait étre une cible
précieuse pour le traitement du gliome ont été publiés, avec de nombreuses
études menées par le groupe de Robert Kiss et ses collégues a Bruxelles. Ce
groupe a publié des études montrant que I'expression de Gal-1 dans le gliome
corrélait avec son agressivité et avec une faible survie des patients (Camby et al.,
2001; Rorive et al., 2001; Toussaint et al., 2012). lls ont également observé que
Gal-1 est préférentiellement exprimée dans la marge tumorale, ce qui est cohérent
avec un réle possible dans la migration et le caractere invasif du GBM. Par ailleurs,
il convient de noter que I'expression de la Gal-1, observé dans plusieurs types de
cancer du cerveau ne se limite pas a celui-ci (Rorive et al., 2001; Chen et al.,
2019). Des études ont confirmé que des taux anormalement élevés de Gal-1
étaient associés a une faible survie, en particulier chez les patients atteints de
GBM recevant une radiothérapie adjuvante (Chou et al., 2018; Zhu et al., 2022).
De maniére intéressante, ce niveau anormalement élevé de Gal-1 peut étre
détecté dans le sérum des patients, fournissant ainsi un outil intéressant pour
identifier les patients a risque et susceptibles de bénéficier de thérapies dirigées
par Gal-1. Cette observation est d’autant plus pertinente que I'expression de la
Gal-1 varie considérablement entre les différents sous-types cellulaires du gliome.
En effet, son expression est la plus élevée dans les gliomes de haut grade, et il
existe une corrélation entre son expression et le sous-type de gliome. Les gliomes
de type mésenchymales ont tendance a exprimer davantage de Gal-1 que les
sous-types neuronaux (Zhu et al., 2022; Guda et al., 2022; Martinez-Bosch et al.,
2023).

3.4.3 Le réle immunosuppresseur de la Gal-1
Compte tenu d’'une part, des avancées récentes et du succés de l'immunothérapie

dans le contrdle de la progression du cancer, et d’autre part, du rble bien

documenté de Gal-1 dans le contréle de la réponse immunitaire, notamment
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contre les cellules immunitaires cytotoxiques, il est Iégitime de se demander si
l'inhibition de la Gal-1 peut contribuer a améliorer I'efficacité de I'immunothérapie
contre le gliome. Cette possibilité a été largement étudiée dans la littérature
scientifique (van der Burg et al., 2016; Rodriguez et al., 2018; Alard et al., 2020;
Berois et Osinaga, 2014). Des études portant sur différents types de cancers, y
compris le gliome, ont révélé que I'effet immunosuppresseur de la Gal-1 pouvait
étre meédié par plusieurs mécanismes d'action. Par exemple, Gal-1 favorise
l'infiltration de lymphocytes T régulateurs immunosuppresseurs (Cagnoni et al.,
2021), induit la polarisation des macrophages vers un phénotype inflammatoire
(Van Woensel et al., 2017), entrave la capacité des cellules NK par la voie miRNA-
TLR7-IFN beta a éliminer les cellules cancéreuses (Lowenstein et al., 2014; Shah
et al., 2021), et inhibe les fonctions des lymphocytes T suite a la liaison de Gal-1
extracellulaire a leurs glycorécepteurs de surface (Figure 8) (Perillo et al., 1995;
Matarrese et al., 2005; Liu et Rabinovich, 2005). Dans ce dernier cas, cette liaison
induit I'apoptose des cellules immunitaires activées, comme I'a démontré une
étude pionniere du groupe de Linda Baum, qui a rapporté que la Gal-1 induit la
mort des cellules T activées (Perillo et al., 1995). De plus, la Gal-1 pourrait
également jouer un réle dans la régulation des lymphocytes T via l'induction de la
Gal-9. Par exemple dans les cancers de la téte et du cou, il a été observé que la
Gal-1 favorise I'expression de PD-L1 et de la Gal-9 au niveau de la membrane
cellulaire, contribuant ainsi a I'échappement précoce de la réponse immunitaire
médiée par les lymphocytes T (Nambiar et al., 2019). En outre, l'inactivation de la
Gal-1 a été démontrée pour améliorer I'efficacité des ICI et de I'immunothérapie
basée sur les cellules dendritiques (Nambiar et al., 2019; Capalbo et al., 2019;
Verschuere et al., 2014). Dans I'ensemble, les éléments de preuve s’accumulent
en faveur de I'utilisation de l'inhibition de la Gal-1 comme une stratégie précieuse
pour surmonter l'immunosuppression locale associée au micro-environnement
tumoral du GBM.
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Figure 8 : Schéma représentant les réles de la Gal-1 dans 'immunomodulation du
micro-environnement tumoral. Figure originale tirée de (Ajarrag et St-Pierre, 2021).

3.4.5 Mécanismes cellulaires pro-ontogéniques de la Gal-1

Les premiéres études se sont principalement intéressées au réle de Gal-1 dans la
migration cellulaire. Dans les cellules du gliome, l'inactivation du géne LGALS1,
qui code pour la Gal-1, a révélé que celle-ci régule I'expression de plusieurs génes
liés a la motilité et a la migration, notamment CapG et Map-2. Ces génes influent
sur la dynamique du cytosquelette d'actine et la cadhérine 6. Nous y trouvons
également d'autres protéines, comme Adam15, connue pour leur interaction avec
l'intégrine a9B1, jouant un réle dans la modulation de I'adhésion intercellulaire et
de l'invasion cellulaire (Shih et Yamada, 2012; Eto et al., 2000; Paulus et al., 1996;
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D’Abaco et Kaye, 2007). Le role de Gal-1 dans la promotion du caractére invasif
des cellules du gliome ne se limite pas a ses fonctions intracellulaires, car d'autres
études ont montré qu’elle favorise également l'invasion cellulaire en stimulant
I'adhésion des cellules aux protéines de la matrice extracellulaire, telles que la
fibronectine et la laminine, ainsi qu’aux intégrines B1 présentes a la surface
cellulaire (Ozeki et al., 1995; Moiseeva et al., 1999; Moiseeva et al., 2003; Fortin
et al., 2010). Il a notamment été montré que la migration cellulaire est dépendante
de la Gal-1 par [l'activation de la voie RhoA/ROCK, ce qui entraine un
réarrangement du squelette d'actine favorisant la migration et l'invasion (Camby
et al., 2002; Bros et al., 2019). D’autres études ont également démontré que la
Gal-1 peut non seulement étre impliquée dans le contrble de l'invasion cellulaire
du GBM, mais également étre responsable de la résistance a la chimiothérapie et
a la radiothérapie. Le Mercier et ses colléegues ont discuté en détail de ce
mécanisme d'action qui implique la Gal-1 intracellulaire dont I'expression est
déclenchée en conditions d’hypoxie (Le Mercier et al., 2010). En effet, en réponse
au stress du réticulum endoplasmique, une surexpression de la Gal-1 induit la
transcription de protéines chaperonnes ainsi que des facteurs de transcription tels
que Gadd153, qui sont impliqués dans la survie cellulaire, et ATF3 et Gadd45A,
qui sont associés a la chimiorésistance (Le Mercier et al., 2008). Cependant, a
notre connaissance, cette association entre la Gal-1 et la chimiorésistance dans
le GBM n'a pas été étudiée de maniére approfondie depuis, bien que de
nombreuses études aient démontré que I'utilisation de siRNA spécifique a la Gal-
1 sensibilise la tumeur a la chimiothérapie et a la radiothérapie.

Ces études ont également réveélé que la Gal-1 se lie a H-Ras pour stabiliser sa
forme activée (phosphorylée), ce qui active la voie de ERK (Gao et Wang, 2019;
Zhang et al., 2019; Haiyan Zhu et al., 2017; Zhang et al., 2014; Chung et al., 2012;
Meng et al., 2011). Par exemple, dans le carcinome épithélial de I'ovaire, il a été
rapporté que l'activation de la voie ERK par la Gal-1 induit la transcription de p21
et Bcl2, ce qui conduit a la chimiorésistance (Zhang et al., 2014). D’autres études
ont également démontré que la Gal-1 facilite la translocation de FAM289 vers le
noyau (Figure 9), activant ainsi la voie de ERK pour réguler positivement les
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DMNT, une famille de protéines qui régulent la méthylation de I'ADN, favorisant
ainsi l'angiogenése, la progression tumorale et la chimiorésistance (Guo et al.,

2019).
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Figure 9 : Schéma des roles de la Gal-1 intracellulaire dans le cancer. Figure originale
réalisée par Samy Ajarrag.
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3.5 Le role des autres galectines dans le gliome

3.5.1 La galectine-3

L'implication potentielle de la Gal-3 dans la progression des gliomes a fait I'objet
d’études depuis des décennies, mais a recemment suscité un intérét croissant au
cours des 10 derniéres années. La Gal-3 est exprimée dans les cellules
astrocytaires et microgliales, bien que la plupart des recherches se soient
concentrées sur le sous-type mésenchymateux du GBM (Binh et al., 2013; Yoo
et al., 2017; Hu et al., 2020; Seguin et al., 2021). En effet, une surexpression de
la Gal-3 est associée a un mauvais pronostic et un potentiel malin élevé du GBM
(Wang et al., 2019; He et al., 2019; Hu et al., 2020).

Les études sur Gal-3 ont contribué a établir le paradigme selon lequel les
galectines ont de multiples réles dans la progression du cancer en plus de leur
réle dans la régulation de la réponse immunitaire. Les études sur son mode
d'action se sont d'abord concentrées sur son role dans l'invasion des cellules de
gliome et la chimiorésistance (Le Mercier et al., 2010).

Ce role dans l'invasion a été confirmé dans un modele 3D in vitro élégant, mettant
en évidence une interaction potentiellement critique entre Gal-3 et l'intégrine 1 et
la migration unicellulaire et, par extension, un réle possible dans la métastase
(Saleh et al., 2019). Des indications récentes suggerent que la Gal-3 pourrait
également jouer un rdle dans la chimiorésistance dans le GBM. En effet, en
utilisant a la fois des modéles in vitro et in vivo, Ikemori et ses collégues ont ainsi
démontré que la suppression de lI'expression de la Gal-3 dans les cellules
humaines U-87 MG a retardé la prise de greffe tumorale et réduit la croissance
tumorale, soutenant ainsi la possibilité de cibler la Gal-3 pour sensibiliser les
cellules de gliome a la mort cellulaire (lkemori et al., 2014). Cependant, il reste a
déterminer si une telle inhibition perturbe les voies intracellulaires initialement
soupcgonneées d’étre impliquées dans la résistance a la mort cellulaire, telles que
les voies Bcl-2, Ras ou CD95, ou si elle nécessite la phosphorylation de Gal-3 sur
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des résidus critiques (Akahani et al., 1997; Fukumori et al., 2004; Takenaka et al.,
2004; Shalom-Feuerstein et al., 2008).

Etant donnée I'activité immunosuppressive des galectines en général, on ne peut
ignorer l'implication potentielle de la Gal-3 dans la contribution a I'environnement
tumoral immunosuppresseur typique des GBM (Nangia-Makker et al., 2008;
Fortuna-Costa et al., 2014; Gordon-Alonso et al., 2018). L'implication de Gal-3
peut étre résumeée par au moins trois fonctions distinctes : la reconnaissance des
antigénes tumoraux, la régulation de I'apoptose et la neutralisation des cytokines.
Par exemple, la Gal-3 sécrétée module directement la reconnaissance des
antigénes par le récepteur des cellules T (TcR) exprimé par les cellules T
effectrices CD8-positives en formant des réseaux extracellulaires, éloignant ainsi
le TcR du récepteur accessoire CD8 (Demotte et al., 2010). L'inhibition de la Gal-
3 par la N-acétyllactosamine, un ligand naturel des galectines, rétablit la
colocalisation TcR et du CD8.

Un autre mécanisme d’action impliqué dans l'immunosuppression médiée par la
Gal-3 est sa capacité a induire I'apoptose des cellules immunitaires activées, tout
comme d’autres galectines telle que Gal-1. Ce réle de la Gal-3 dans l'induction de
'apoptose a été largement discuté dans plus de 500 publications. Un autre
mécanisme d’action récemment décrit par lequel la Gal-3 régule la réponse
immunitaire locale est via son interaction avec la protéine chitinase-3-like-1, une
glycoprotéine sécrétée par une variété de cellules cancéreuses, qui augmente sa
capacité a reprogrammer les macrophages dérivés de monocytes en un
phénotype immunosuppresseur protumoral de type M2 (Chen et al., 2021; Cachia
et al., 2023).

Enfin, un autre mécanisme d’action qui n'a pas recu beaucoup d'attention est la
capacité de Gal-3 a piéger et neutraliser les cytokines essentielles pour le
développement d'une réponse immunitaire efficace. Ce mécanisme a été mis en
évidence pour la premiére fois par le groupe de Pierre Van der Bruggen, qui a
démontré que l'accumulation de Gal-3 dans le microenvironnement tumoral
conduit a la capture d'Interferon gamma (IFNy) et d'lL-12 glycosylés (Gordon-
Alonso et al., 2017). On ne sait pas encore si ce role est limité a Gal-3 ou partagée
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par d'autres galectines. Néanmoins, toutes ces fonctions liées a I'immunité ont jeté
les bases pour tester si la Gal-3 peut potentialiser I'effet des ICls. Une étude
récente utilisant le belapectin, un polymére de polysaccharides contenant du
galactose et d'autres sucres, a rapporté que cet inhibbiteur peut potentialiser I'effet
des ICls et des agonistes anti-OX-40 dans des études précliniques de plusieurs
modéles de cancer (Curti et al., 2021; Sturgill et al., 2021; Zhang et al., 2021). La
faiblesse de ces études repose toutefois sur I'absence de données prouvant que
ces effets sont spécifiques a Gal-3. Il convient de noter qu'une récente analyse in
silico menée par Takashima et ses collégues a identifié les génes codant pour Gal-
3 et Gal-9 parmi les 20 principaux génes liés a I'immunothérapie dont I'expression
était significativement modulée. Cependant, cette étude a démontré de maniere
surprenante qu'une faible surexpression a la fois de LGALS3 et LGALS9 était
associée a un mauvais pronostic (Takashima et al., 2019). Bien que ces résultats
puissent étre importants pour établir une signature génétique a des fins de
pronostic, ils soulignent la complexité de Gal-3, dont les fonctions dépendent de
sa localisation intra- et extracellulaire ainsi que de sa modification post-

traductionnelle, telle que la phosphorylation.

3.5.2 La galectine-8

Un autre membre de la famille des galectines, la Gal-8, joue un réle dans diverses
fonctions cellulaires telles que I'adhésion cellulaire, la migration, la prolifération et
la survie cellulaire. Dans le cancer du poumon, la Gal-8 régule I'adhésion et la
migration cellulaire en se liant aux intégrines et en activant la voie de FAK (Focal
adhesion kinase) (Levy et al., 2001). Des études suggerent que la Gal-8 favorise
la migration cellulaire en interagissant avec ALCAM (activated leukocyte cell
adhesion molecule) a la surface des cellules (Ferragut et al., 2019). Dans un
modéle de cancer du sein, linhibition par antisens de Gal-8 et d'ALCAM
simultanément retarde la croissance tumorale (Ferragut et al., 2019). Chez les
lymphocytes T, la Gal-8 se lie aux intégrines induisant Rac1 et conduit a la
réorganisation de l'actine par la voie de ERK. Cette fonction semble étre partagée
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par un large éventail de types cellulaires, y compris les cellules cancéreuses, et
pourrait influencer divers processus immunitaires médiés par les lymphocytes T
(Carcamo et al., 2006). La Gal-8 est toutefois mieux connue pour son réle dans
I'autophagie depuis la publication d'une étude importante de Teresa Thurston en
2012 qui expliquait que la Gal-8 agit comme un signal de danger et protége les
cellules des dommages causeés par les bactéries et les virus en modulant l'intégrité
des compartiments endosomaux et lysosomaux (Thurston et al., 2012; Staring et
al., 2017). Cependant, on ignore toujours si la Gal-8 a la capacité de moduler la
croissance tumorale via un mécanisme dépendant de l'autophagie, bien que celle-
ci joue un role central dans la progression du cancer (Kondo et al., 2005). Dans le
cas du gliome, l'autophagie est considérée comme un mode d'action adaptatif
utilisé par les cellules de gliome pour faire face a des conditions défavorables
(Jandrey et al., 2021). Il est ainsi logique de croire que la Gal-8 est impliquée dans
la progression des gliomes, et représente potentiellement une cible thérapeutique.
Jusqu'a présent, seules deux études ont été menées sur ce sujet. Tout d'abord,
Metz et ses collégues ont réalisé des expériences de Knockdown de la Gal-8,
comparant cela a l'utilisation de la Gal-8 humaine recombinante dans un modele
in vitro de gliome (U-87 MG). Leurs résultats ont mis en évidence que la Gal-8
favorise la migration cellulaire, la prolifération et la résistance a la mort cellulaire
(Metz et al. 2016). Ensuite, une étude récente menée par Liu et al. a démontré
que la Gal-8 est surexprimée en conditions d'hypoxie, favorisant la survie des
cellules du gliome via l'axe Gal-8-mTOR-TFEB. lls ont notamment constaté, un
ralentissement de la croissance tumorale accompagné d'une prolongation de la
survie dans un modéle murin lors de la suppression de la Gal-8 (Liu et al., 2023).
Une perspective intéressante qui n'a pas été explorée dans le contexte des
gliomes est le réle de la Gal-8 dans l'induction de la sécrétion de cytokines par les
cellules endothéliales et cancéreuses, notamment le stromal cell-derived factor 1
(SDF-1) et la monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) (Shatz-Azoulay et al.,
2020). Cette capacité a été démontrée dans de nombreux modéles de tumeurs.
L’augmentation de la sécrétion de SDF-1 est particulierement intrigante. Une
revue récente sur le role de CXCL12, le géne codant SDF-1, décrit en détail
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comment cette chimiokine s'accumule dans le micro-environnement tumoral et
contribue a la résistance aux ICls, tandis que l'inhibition de cette cytokine améliore
I'efficacité des ICIs (Portella et al., 2021). Dans un modéle de cancer du sein in
vivo, Correia et ses collégues ont recemment démontré que cette accumulation de
CXCL12 dans le micro-environnement tumoral est nécessaire pour induire la
dormance tumorale médiée par les cellules NK (Correia et al. 2021). Ce
mécanisme d'action pourrait expliquer pourquoi l'inhibition de CXCL12 et de ses
récepteurs (CXCR4) augmente la réponse aux ICls (Chen et al., 2019; Feig et al.,
2013).

Malgré les études intéressantes sur le role de la Gal-8, il est important de
mentionner que son réle dans la progression du cancer n'est pas binaire. Bien que
la Gal-8 puisse induire I'apoptose dans les cellules T immatures, a l'instar des
autres galectines (Tribulatti et al., 2007; Norambuena et al., 2009), des études
récentes effectuées par le groupe de Maria Tribulatti dans divers systémes
experimentaux suggérent que la Gal-8 a des fonctions immunostimulantes
importantes dans les cellules T naives périphériques et favorise I'internalisation
des antigenes par les cellules présentatrices d'antigénes (Tribulatti et al., 2009;
Prato et al., 2020). De maniére intéressante, il a été démontré que Gal-3 peut
inhiber l'effet immunostimulant de Gal-8 sur les cellules T naives, soulignant la
nécessité de développer des inhibiteurs de galectine qui soient hautement
spécifiques (Tribulatti et al., 2012).

3.5.3 La galectine-9

La Gal-9 est exprimée dans le sous-type mésenchymateux des GBM et est
principalement localisée dans le noyau de la tumeur, contrairement a son
homologue Gal-1 qui est principalement exprimé dans les cellules en marge de la
tumeur. (Toussaint et al., 2012; Yuan et al., 2020). Bien que la Gal-9 ait été étudiée
pendant de nombreuses années, elle regoit une attention particuliere depuis
qu’elle a été démontrée comme capable de se lier a la protéine TIM-3 (Zhu et al.,

2005). Les auteurs de cette étude ont démontré que la liaison de Gal-9 a TIM-3
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induit la mort des cellules Th1 par des mécanismes apoptotiques et nécrotiques.
De plus, l'injection de Gal-9 recombinante chez la souris réduit le nombre de
cellules Th1 sécrétant de I'lFNy. Des études ultérieures ont révélé que
l'interférence avec les voies TIM-3 et PD1/PDL1 est plus efficace que le ciblage
de chaque voie individuellement pour restaurer I'immunité antitumorale (Fourcade
et al., 2010; Sakuishi et al., 2010).

Depuis lors, I'axe Gal-9/TIM-3 a regu une attention particuliere dans le domaine de
l'immunothérapie du cancer et est maintenant considéré comme un mécanisme
de résistance a l'utilisation d'ICI chez les patients atteints de cancer (Wolf et al.
2020; Nguyen et Ohashi, 2014; Waldman et al., 2020; Pardoll, 2012). Cette
relation fonctionnelle entre Gal-9, TIM-3 et les ICls a été confirmée par une étude
récente qui a démontré que la Gal-9 se lie également a PD1 et joue un role majeur
dans la résistance des cellules T TIM-3-positives a la mort cellulaire (Yang et al.,
2021). Les auteurs de cette étude ont également démontré qu'une thérapie
combinant des anticorps anti-Gal-9 et des anti-PDL-1 bloquants améliorait la
survie par rapport a la monothérapie. Ainsi, le ciblage de Gal-9 est une voie
prometteuse a explorer dans le contexte du gliome. Nous savons en effet
maintenant que la Gal-9 est exprimée dans le gliome et que son expression varie
en fonction de la progression tumorale et du type cellulaire, étant associée a TIM-
3 (Yuan et al., 2020; Knudsen et al. 2021; Liu et al., 2016). De plus, une forte
expression de Gal-9 chez les patients atteints de gliome avec une forte expression
de Gal-9 est associée a un risque accru de développer des tumeurs malignes et
constitue un indicateur indépendant de mauvais pronostic (Liang et al., 2019).
Les tumeurs de GBM présentent également des sous-populations de cellules qui
coexpriment Gal-9 et PD-L1, suggérant une relation étroite entre Gal-9 et la voie
PD-1 dans le gliome. L'expression de Gal-9 est également corrélée a une
augmentation des macrophages associés a M2, ce qui est en accord avec des
études précédentes montrant que la Gal-9 favorise la transition de M1 vers M2
pour favoriser la croissance tumorale (Enninga et al., 2016; Lv et al., 2017; Yuan
et al., 2020). Dans I'ensemble, l'identification de Gal-9 en tant que ligand pour TIM-

3 a ouvert une nouvelle ére prometteuse dans la recherche sur le cancer du
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gliome, offrant des perspectives excitantes pour le développement de nouvelles
stratégies thérapeutiques.

4. Cibler la galectine-1

4.1 Présentation du siRNA et son fonctionnement

Pour cibler la Gal-1, une des approches envisageées est de réduire son expression
cellulaire en utilisant le principe de l'interféerence ARN (ARNi). Cette méthode
théoriguement capable d’inhiber I'expression de maniére sélective et spécifique,
fait des small interferent RNA (siARN) une modalité thérapeutique prometteuse.
Les siRNA sont de courts fragments d’ARN double brin d’environ une vingtaine de
nucléotides qui recréent le mécanisme naturel d’interférence. L’introduction de
siRNA dans la cellule permet, par l'intermédiaire du complexe RNA-induced
silencing complex (RISC), de dégrader des ARN messagers spécifiques et ainsi
d’empécher la traduction d’'une protéine spécifique (Dautry et al., 2007; Elbashir
et al., 2001) (Figure 10). Cette approche s’inscrit dans le domaine des thérapies
géniques qui visent spécifiguement les ARN messagers des protéines d’intérét. |l
s’agit d’une thérapie prometteuse offrant un traitement plus précis et personnalisé
de diverses pathologies. C’est pourquoi, au début des années 2000, la recherche
sur les siRNA a suscité un vif engouement dans le monde de la recherche
(Anguela et High, 2019).
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RNAIi Mechanism
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Figure 10 : Principe de fonctionnement de I'inhibition de traduction protéique par
le SiRNA. Figure modifiée de (Mujtaba et al., 2021)

4.2 Thérapie actuelle et recherche sur les siRNA

La recherche sur les siRNA a débuté au début des années 2000 (Elbashir et al.,
2001). Depuis lors, plusieurs études cliniques ont démontré leur efficacité, au point
que ces 5 dernieres années, plusieurs thérapies basées sur les siARN ont été
approuvées par la FDA et sont disponibles sur le marché (Traber et Yu 2023; Ahn
et al.,, 2023). En effet, la thérapie génique utilisant les siRNA présente de
nombreux avantages, notamment la capacité a s’attaquer a difféerentes cibles, ce
qui la rend applicable a un large éventail de pathologies. C’est pourquoi plusieurs
thérapies de ce genre sont actuellement a I'étude en phase clinique, comme
ONPATTRO® (patisiran, ALN-TTRO02), le premier traitement de ce genre,
approuvé en 2018, ainsi que le leqvio de Novartis (Inclisiran), utilisé pour traiter
I'hypercholestérolémie, et réecemment le vutrisiran d’Alnylam, utilisé pour certains
types d’amylose héréditaire (Adams et al., 2022; Soffer et al., 2022).

La Gal-1, qui est au centre de notre étude, n’échappe pas a cette tendance, et
plusieurs groupes de recherche travaillent sur le développement d’'une thérapie
basée sur les siRNA contre la Gal-1 pour différents types de cancer. Le

KnockDown de Gal-1 diminue un environnement immunosuppresseur a la tumeur
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et, de surcroit, sensibilise la tumeur a la chimiothérapie et a la radiothérapie, en
particulier dans le cas du gliome (Chen et al., 2019; Van Woensel et al., 2017;
2016; Danhier et al., 2015). Dans le contexte du cancer, certaines thérapies a base
de siRNA sont actuellement au stade des études cliniques, comme I’Atu027 pour
'adénocarcinome du pancréas, qui a déja passeé la phase Il (Schultheis et al.,
2020). Les résultats des recherches précliniques sont tous encourageants et

mettent en évidence un effet anti-oncogénique.

5. Nanoparticules

5.1 Définition et présentation des nanoparticules

Selon la définition de I'Organisation Internationale de Normalisation (ISO), une
nanoparticule est un objet dont les trois dimensions ne dépassent pas 100 nm
(Mansoori et Soelaiman, 2005). Les nanoparticules ont été mentionnées pour la
premiére fois dans la littérature scientifique par Richard Feynman en 1959 lors de
son discours "There's Plenty of Room at the Bottom" (Feynman, 2002; Bayda et
al., 2019; Banerjee et al., 2021). Depuis, les nanoparticules ont fait I'objet d’études
de plus en plus nombreuses dans le domaine médical en raison de leurs propriétés
uniques qui les rendent attractives pour des applications thérapeutiques. Elles
peuvent étre utilisées comme agents conservateurs, comme adjuvants ou encore
comme transporteurs de médicaments (Kinnear et al., 2017). Les nanoparticules
ont révolutionné le domaine biomédical en offrant de nouvelles possibilités
thérapeutiques.

Par exemple, dans le cas du gliome, les nanoparticules d'or peuvent étre utilisées
pour améliorer la détection de la maladie en accentuant le contraste lors de
I'imagerie par résonnance magnétique (Lin et al., 2014; Cai et al., 2019). De plus,
elles pourraient étre utilisées pour sensibiliser spécifiquement les cellules
tumorales a la radiothérapie (Dong et al. 2021). En raison de leurs propriétés
uniques, les nanoparticules d’or pourraient méme étre utilisées en tant qu’agent
thérapeutique a part entiere pour prévenir la récurrence du cancer (Wahab et al.,
2019). Elles sont également capables de traverser la BHE et peuvent étre utilisées

49



comme transporteurs d’agents thérapeutiques tels que la doxorobucine (Feng et
al., 2017) ou du matériel génétique. Par exemple, des nanoparticules d’or sont
actuellement étudiées en étude clinique de phase | pour délivrer des siRNA par
injection systémique aux tumeurs du gliome (Kumthekar et al., 2021).

Il convient de noter que nous avons pris I'exemple des particules d’or, qui sont des
outils trés utilisés et bien connus dans le domaine biomédical, pour illustrer la
multitude d’applications possibles des nanoparticules. Il faut garder a I'esprit que
cela s’applique également a tous les autres types de nanoparticules, et qu'il reste
ainsi encore beaucoup a apprendre sur l'utilisation des nanoparticules pour le
traitement du cancer. En général, il est important de se rappeler que les
nanoparticules sont des outils polyvalents et efficaces dans de nombreuses
applications (Ferrari, 2005; Zhang et al., 2019; Cheng et al., 2021).

5.2 Particule lipidique

Une fois assemblés par différents procédés, les lipides peuvent former diverses
structures en milieu aqueux. Lorsqu’elles mesurent moins de 100nm, on les
appelle des nanoparticules lipidiques. Dans le domaine de la recherche
scientifique, on distingue principalement deux catégories : les liposomes et les
micelles. La principale différence réside dans la couche lipidique qui délimite la
lumiére intérieure et le milieu extérieur. Les micelles sont constituées d’une
monocouche lipidique qui sépare l'intérieur de I'extérieur tandis que les liposomes
sont composés d’une bicouche lipidique. La nature de ces particules lipidiques est
déterminée par la structure, la charge des molécules qui les composent, ainsi que
le milieu et le processus de formation. Elles peuvent prendre différentes formes et
tailles, y compris des structures comportant plusieurs couches lipidiques (Figure
11). L’équilibre entre les interactions hydrophobes et hydrophiles ainsi que la
géomeétrie des molécules détermine la conformation des particules formées. En
effet, la téte polaire et les deux chaines carbonées de ces lipides forment un angle.
Un angle aigu conduit a la formation d’'une micelle, I'absence d’angle a une

bicouche lipidique plane, tandis qu’un angle obtus produit des micelles inversées,
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ou les tétes polaires sont orientées vers l'intérieur et les chaines carbonées vers
I'extérieur (Figure 11) (Balazs et Godbey, 2010; Li et al., 2015).

Afin de créer un liposome avec une cavité distincte du milieu aqueux extérieur, il
est nécessaire que les molécules constitutives possédent une architecture
spécifique. Ces molécules doivent étre dotées d’'une téte polaire reliee a deux
chaines lipidiques dont la structure stérique globale s’apparente a un cylindre, a
'image des phospholipides qui constituent les membranes cellulaires biologiques
(Balazs et Godbey, 2010; Li et al., 2015).
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Figure 11 : Les différents types de lipide et les particules qu’ils forment en milieu
aqueux. Figure modifiée de (Balazs et Godbey, 2010).

En raison de leur taille et de leur caractére hydrophobe et hydrophile, les
liposomes représentent des systemes prometteurs pour I'administration de
médicaments. Les interactions moléculaires au sein du milieu, telles que le pH, la

polarité et la présence d’agents réducteurs, influencent les propriétés physiques
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des liposomes. Par exemple, I'ajout d’agent oxydant fort comme les ions calcium
favorisera une conformation en rouleau plutét qu'une en liposome, tandis qu’un
agent réducteur aura un effet inverse (Figure 12) (Li et al., 2015). Ainsi, les
propriétés intrinseques des liposomes varient considérablement en fonction de la
composition lipidique, de la charge de surface, de la taille et de la méthode de
préparation utilisée (Akbarzadeh et al., 2013; Mkam Tsengam et al., 2022). II
existe une multitude de types de liposome et d'autres particules lipidiques
possédant d’autres conformations. Afin de se familiariser un peu plus a ce sujet,
nous recommandons la lecture de la revue de Lombardo qui présente les
principaux protocoles de formation de transporteurs lipidiques utilisés dans le
domaine biomédical (Lombardo et Kiselev 2022).
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Figure 12 : Influence de la composition du milieu sur les liposomes. Figure
modifiée de (Lietal., 2015).
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Dans le cadre de la complexation d’un liposome avec un siRNA, il est intéressant
d’examiner comment ces deux entités interagissent. Le siRNA peut étre encapsulé
a l'intérieur de la cavité du liposome ou peut interagir avec sa surface extérieure,
ce quon appelle un phytosome (Figure 13). Cette interaction se produit
généralement lorsque I'on travaille avec des particules cationiques. En effet, en
raison de I'attraction des charges, le squelette phosphorylé négatif du siRNA tend
a interagir avec les tétes polaires cationiques des molécules lipidiques (Li et al.,
2015; Blakney et al., 2019).
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Figure 13 : Schéma présentant la différence entre un liposome et un phytosome.
Figure modifiée de (Li et al., 2015).

Actuellement, il existe une variété de liposomes sur le marché et décrits dans la
littérature scientifique. Ces liposomes sont couramment utilisés pour encapsuler
et/ou transporter des molécules. Deux caractéristiques principales sont
généralement étudiées. La premiére concerne la capacité d’encapsulation, c'est-
a-dire la quantité de médicament que le transporteur peut contenir. La deuxiéme
caractéristique est la capacité de délivrance, qui représente la capacité du
liposome a libérer le médicament dans le compartiment cellulaire d'intérét.
L’encapsulation des médicaments dépend a la fois de la composition chimique du
transporteur et du médicament lui-méme. Des observations ont montré que I'ajout
de certaines molécules telles que le cholestérol dans les particules lipidiques peut
faciliter 'encapsulation. De plus, les concentrations et les proportions des lipides
constitutifs du transporteur peuvent également influencer I'encapsulation. En
d’autres termes, il est souvent possible d’optimiser la formulation des particules
lipidiques pour les adapter aux besoins spécifiques de I'application. Par exemple,
'encapsulation d’'un médicament anionique peut étre facilitée par l'utilisation de
lipides cationiques (Pattni et al., 2015; Hald Albertsen et al., 2022). Certains
groupes de recherche ont ainsi réussi a encapsuler de 'ARN dans des
nanoliposomes avec un taux d’encapsulation de plus de 90 %, démontrant ainsi

I'efficacité de cette technologie (Raval et al., 2019).
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A I'heure actuelle, il nexiste pas de consensus sur la maniére dont la substance
active transportée par une particule lipidique pénétre dans les cellules. |l semble
gu’il existe plusieurs mécanismes différents. Les plus communément décrits
seraient ceux de la macropinocytose, soit un passage non spécifique a travers la
membrane, et celui de I'endocytose médié par la Clathrine et la Dynamine. Dans
ce mécanisme, un motif moléculaire d’'un lipopolysaccharide (LPS) est reconnu
par une protéine a la surface de la cellule, formant ainsi un complexe qui est
ensuite internalisé. (Vranic et al., 2013; Kanasty et al., 2013; Alshehri et al., 2018;
Lin et al., 2020).

Une autre voie possible de libération des substances actives par les particules
lipidiques est la fusion de ces particules avec les lipides membranaires de la cellule
cible. Cette voie d’entrée présente I'avantage d’éviter la dégradation potentielle de
la substance active lors de la dégradation de I'endosome dans le cas de
macropinocytose. Ainsi, une plus grande quantité de la substance active pourrait
potentiellement étre distribuée (Yang et al.,, 2016). Pour approfondir vos
connaissances et avoir une idée plus précise du domaine des particules lipidiques,
nous vous recommandons la lecture de la revue de littérature de Tenchov et

collaborateurs (Tenchov et al., 2021).

5.3 Dernier développement de nanotransporteur

En 1995, la FDA a approuvé la premiére thérapie a base de liposomes, le Doxil
(un liposome chargé de doxorubicine), pour le traitement du cancer (Barenholz,
2012). Depuis lors, de nombreuses avancées ont été réalisées dans le domaine
des nanoparticules lipidiques. Elles ont évolué et se sont classées en différentes
générations. La premiére génération est composée de simples liposomes utilisés
comme vecteurs pour transporter des médicaments dans les tissus biologiques.
Les derniéres générations comprennent des nanoparticules lipidiques capables de
contourner le systéme immunitaire, de cibler spécifiquement un organe ou un type
cellulaire, et de contrbler la libération du médicament (Barriga et al., 2019;
Yingchoncharoen et al., 2016; Mitchell et al., 2021).
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L’'une des avanceées les plus récentes concerne les nanotransporteurs a base de
lipides (LNP), qui ont montré des résultats prometteurs en termes de transport, de
toxicité et de stabilité. De maniére générale, les nanoparticules lipidiques ont un
avenir prometteur dans le domaine pharmaceutique, comme en témoigne leur
utilisation généralisée dans la formulation des vaccins contre la COVID-19
(Tenchov et al., 2021). Les nanoparticules lipidiques ne font pas exception dans
le contexte des gliomes. En effet, en 2015 un groupe de recherche a présenté la
particule NP-TMZ-CTX capable de transporter le tébuconazole (TMZ) a traverser
la BHE pour augmenter sa biodisponibilité intracranienne (Fang et al., 2015). De
plus, un nanoliposome capable de traverser la BHE et de livrer des radio-isotopes
pour le traitement du glioblastome a fait I'objet d’études cliniques (Brenner et al.,
2021; Plus Therapeutics, 2022).

5.4 Les Glycolipides de Glycovax Pharma.

Certaines molécules amphiphiles, telles que les sphingolipides présents dans les
membranes cellulaires, sont capables de s’auto-assembler en utilisant
I'hydrophobicité de leurs chaines lipidiques et la nature hydrophile de leur téte
polaire. Cela conduit a la formation d’émulsions contenant des structures telles
que des micelles, ou des liposomes lorsqu’une bicouche lipidique se forme. En
s’inspirant de la technologie des liposomes, I'entreprise Glycovax Pharma a
développé des glycolipides qui s’auto-assemblent en glycoliposomes (Figure 14).
lls possédent une taille relativement petite, comparable a celle des nanoparticules,

et sont communément appelés « nanovaccins ».
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Figure 14 : Structure et autoassemblage des Glycoliposomes de Glycovax.

A. Schéma de la structure moléculaire des nanovaccins B. Glycolipides capables de
s’autoassembler en liposomes. Le sucre a la téte de ces lipides permet entre autres de
lier un dendrimére pour créer un glycodendrosome. Figure modifiée de (Moffett et al.,
2021).

La composition chimique unique des nanovaccins leur permettrait de traverser la
BHE, un atout considérable pour le traitement du gliome dans le cas ou ces
liposomes seraient utilisés comme transporteurs (Goyard et al., 2016).

5.5 Les avantages des nanovaccins

Comme mentionné précédemment, la recherche sur les liposomes a été entreprise
il y a plusieurs années. En 2016, Van Woensel et al. ont étudié l'utilisation de
liposomes de chitosan pour délivrer une thérapie a base de siRNA ciblant la GAL-
1 a la tumeur. En effet le chitosan est un polymére de sous-unités de D-
glucosamine et N-acétyl-D-glucosamine liées via des liaisons glycosidiques, qui
ont des charges positives a un pH physiologique ce qui leur permet de se lier aux
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siRNA chargés négativement et ainsi de les transporter. Pour contourner
imperméabilité de la BHE, ils ont proposé d’administrer les liposomes par voie
intranasale, ce qui a donné des résultats in vivo encourageants pour le
développement de cette thérapie. En effet ils ont pu observer la délivrance des
siRNA a la tumeur et une diminution significative de la quantité de Gal-1 intra
tumorale (Van Woensel et al., 2016). L'année suivante, le méme groupe a
démontré une diminution marquée de la quantité de Gal-1 accompagnée d'une
augmentation de l'espérance de vie des souris traitées avec cette méthode
d’injection (Van Woensel et al., 2017).

En comparaison avec les recherches déja effectuées avec les liposomes dans le
gliome, les nanoparticules de Glycovax présentent potentiellement plusieurs
avantages majeurs. Elles ont la capacité de délivrer des médicaments a travers la
BHE, ce qui n’est normalement pas possible pour plusieurs médicaments (Goyard
et al., 2016). Ces glycoliposomes se caractérisent par leur faible toxicité et leur
capacité d’autoassemblage, ce qui les rend relativement plus simples a produire
a grande échelle. lIs peuvent également s’associer a des dendriméres pour former
des dendrimérosomes (Figure 14). Les dendrimeres sont des macromolécules
synthétiques hautement ramifiées et tridimensionnelles, généralement
symétriques. Leur architecture en forme d'arbre comprend un noyau central, des
branches répétitives appelées générations, et des groupes terminaux a leur
périphérie. Cette structure unique leur confére des propriétés physico-chimiques
particulieres, telles que la solubilité, la réactivité et la capacité a encapsuler des
molécules, ce qui les rend utiles dans diverses applications, notamment la livraison
de médicaments (Lee et al., 2005). Cette technologie développée par Glycovax
actuellement en cours d'étude, pourrait mener a des avancées notables dans le
traitement du gliome, et dans de nombreuses autres thérapies (Goyard et al.,
2016; Mignani et al., 2019; Lewicky et al., 2020; Moffett et al., 2021; Mignani et al.,
2021).

L’un des facteurs intéressants de cette technologie réside principalement dans les
sucres présents en surface. Tout d’abord, ces sucres sont capables de mimer les

interactions physiologiques cellulaires normales médiées par les sucres. Ainsi, ils
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se lient a de nombreuses protéines a la surface des cellules, ce qu’on appelle le
« cluster glycoside effect » (Lundquist et Toone, 2002). Ces interactions avec les
galectines, présentes a la surface des membranes, déclenchent une variété de
mécanismes tels que la reconnaissance intercellulaire, 'adhésion cellulaire,
I'activation de voies de signalisations, etc. (Kiessling et al., 2000; Bertozzi et
Kiessling, 2001; Moffett et al., 2021). Ces nanoparticules « sucrées » sont
également capables de moduler la réponse immunitaire en interagissant avec le
complexe majeur d’histocompatibilit¢ de classe | (MHC 1) (Trant et al., 2016).
Toutes ces interactions expliquent en partie leur faible toxicité, mais surtout elles
leur conférent un avantage en termes de délivrance de la charge thérapeutique a
travers la BHE.

Il a été montré que le la livraison de siRNA a travers de la BHE est possible avec
des nanoparticules (NPs) glycosylées. Le mécanisme responsable semble étre le
suivant: les sucres sur les LPS se lient au récepteur GLUT1 et suivent
linternalisation du récepteur lors de son recyclage, déclenchant ainsi la
transcystose soit I'internalisation des NPs et leur passage a travers la BHE.
(Baenziger et Fiete, 1980; Kanasty et al., 2013; Min et al., 2020; Zhou et al., 2020).
Il a notamment été observé que lorsque I'expression de GLUT1 est augmentée, la
livraison de siRNA aux tumeurs via les liposomes est également augmentée
(Anraku et al.,, 2017). Au niveau des cellules endothéliales, apres la
macropinocytose induite par la liaison avec GLUT1, il y a une externalisation de
'endosome formé, et ainsi on observe une transcytose et la traversée de la BHE.
Cependant, ce mécanisme reste peu élucidé pour le moment (Preston et al., 2014;
Lin et al., 2020; Jones et Minshall, 2022). Ainsi, si 'on applique ce principe a nos
nanovaccins, les motifs sucrés pourraient suivre le méme mécanisme, d’autant
plus que les récepteurs du glucose et du mannose sont abondants au niveau de
la BHE (Régnier-Vigouroux, 2003; Mousavifar et al., 2022).
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CHAPITRE 2

Hypothéses et objectifs
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2.1 But de I’étude

Procéder a une étude comparative visant a caractériser une série de nanovaccins
développés par la compagnie Glycovax afin d'évaluer leur potentiel comme
transporteur dans le contexte du gliome pour le transport de siRNA ciblant la Gal-
1.

2.2 Hypothéses et Objectifs

La recherche actuelle a permis de mettre en évidence limportance du
développement de thérapies basées sur des nanotransporteurs pour le traitement
du gliome. Les thérapies ciblées, particulierement contre la Gal-1 dans les tumeurs
gliales, émergent comme une perspective prometteuse. Les nanovaccins
développés par Glycovax, bien qu'en phase de développement, présente un
potentiel significatif pour une thérapie ciblée contre la Gal-1. La proposition de
recherche s'articule autour de trois objectifs spécifiques. Le premier objectif vise a
caractériser les nanovaccins en étudiant notamment leur autoassemblage a l'aide
de diverses méthodes telles que la microscopie électronique, I'analyse par
diffusion dynamique de la lumiére (DLS, dynamic light scattering). Nous avons
également comparé leur cytotoxicité par les méthodes standards de cytométrie en
flux. Notre deuxiéme objectif a consisté a établir un modéle cellulaire de gliome
humain exprimant la Gal-1 au niveau de ’ARNm et de la protéine. Un knockdown
en ensuite été effectué a partir de ce modeéle en utilisant un siRNA spécifique a
Gal-1. Finalement, nous avons étudié la capacité des nanovaccins a encapsuler
les siARN, point central de I'étude sur l'instauration d'une thérapie basée sur ces
nanotransporteurs dans le gliome. Pour ce faire, nous avons utilisé diverses
méthodes basées sur électrophorése sur gel d'agarose et un test de protection
contre la Ribonuclease (RNase) pour évaluer la rétention des siARN par les
nanovaccins. Nous avons également examiné la complexation des siRNA aux

nanovaccins par microscopie électronique couplée a un marquage immunogold.
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CHAPITRE 3

Matériel et méthodes
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Assemblage des nanovaccins :

A partir des molécules de nanovaccins lyophilisés fournies par Glycovax (Tableau
1, page 71), nous avons préparé des solutions méres a une concentration de 100
mM pour chaque nanovaccin dans du diméthylsulfoxyde (DMSO) (Sigma Aldrich,
USA). Ces solutions ont été ensuite stockées a -20°C. Par la suite, ces solutions
ont été diluées pour préparer des solutions filles dans le DMSO a des
concentrations spécifiques pour chaque étude. Les nanovaccins ont été
assemblés en diluant une solution fille dans I'eau milliQ stérile, de maniére a
obtenir une solution finale contenant 1% de DMSO (v/v). La solution finale a été
vortexée trois fois pendant trois secondes, puis laissée a reposer pendant 15 min

a température ambiante.

Culture cellulaire :

Les cellules U-87 MG ont été obtenues de I'’American Type Culture Collection
(ATCC, Burlington, ON, Canada) et ont été cultivées dans du milieu complet
EMEM (Wisent, St-Bruno, Qc, Canada) contenant 10% (v/v) de sérum feetal bovin
(FBS, Gibco) a une température de 37°C avec 5 % COa..

Analyse par cytométrie de la cytotoxicité :

Un total de 5 x 10° cellules ont été incubées avec différentes concentrations de
nanoparticules ou de véhicules comme témoins (DMSO ou EtOH) pendant 16
heures a 37°C, sans sérum. Les cellules ont ensuite été récoltées en utilisant un
traitement a la trypsine et diluées dans le PBS. Pour évaluer la mort cellulaire, le
pourcentage de cellules mortes a été mesuré par cytométrie en flux en utilisant
l'lodure de propidium (IP) (Invitrogen™ P1304MP, Thermo Fisher Scientific).
Chaque échantillon a été analysé par cytométrie en flux a I'aide d'un FacsCalibur
(BD Biosciences, San Jose, CA).
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Assemblage du complexe nanovaccins/siRNA :

Pour complexer les nanovaccins avec les brins de siRNA, nous avons préparé une
solution des stocks de siRNA souhaitée a une concentration de 100 nM dans de
'eau MilliQ stérile, puis nous y avons ajouté une dilution de nanovaccin pour
permettre leur assemblage dans la solution de siRNA, selon la méthode décrite
précédemment, de sorte que la concentration finale de nanovaccin soit de 10uM
et celle de DMSO soit de 1% (v/v).

Mesure par Nanoparticle tracking analysis (NTA):

La NTA a été réalisée a I'aide du systéme NanoSight NS300 (Malvern Panalytical).
La collecte de donnée et I'analyse ont été effectuées a I'aide du logiciel intégré
NanoSight NTA3.3.301. Le niveau de la caméra a été réglé a 16 et le seuil de
détection sur 5, afin d’avoir une vue d’ensemble des particules tout en excluant
celles qui sont indistinctes. Les échantillons ont été dilués dans de I'eau milliQ
jusqu'a obtention d’un volume final de 1 ml, et leur concentration a été ajustée en
observant un taux compris entre 30 et 100 particules/image. Pour chaque mesure,
trois vidéos consécutives de 60 secondes ont été enregistrées dans les conditions
suivantes : température de la cellule 20°C et une vitesse d’injection a - 22 yL/s.
Les particules (EV) ont été détectées a l'aide d'un laser a 488 nm et d'une caméra
CMOS («complementary metal-oxide-semiconductor»). Parmi les informations
fournies par le logiciel, la taille moyenne des particules et 'homogénéité de
I'échantillon ont été étudiées.

Mesure par diffusion dynamique de la lumiére (DLS) :

Les mesures ont été effectuées a I'aide d’'un appareil Zetasizer NanoZS (Malvern
Instruments, Royaume-Uni), équipé d'un laser hélium-néon (HeNe) de 4 mW
émettant une longueur d’'onde de 633 nm, et d'une photodiode a avalanche
positionnée a 175° par rapport au faisceau et au porte-cuvette a température
controlée. Pour 'étude de la taille, chaque échantillon a été avec analysé en
triplicata a I'aide d’'un programme d’analyse de la taille intégré dans le logiciel de
I'appareil, en utilisant des cuvettes adaptées (Cuvette Semi-micro 1,5 mL, Thermo

64



Fischer Scientific, USA). Les parametres de l'instrument ont été automatiquement
déterminés, y compris les temps de mesure, conformément aux recommandations
du guide d'utilisation fourni par le manufacturier (Malvern Panalytical Ltd., Malvern,
Royaume-Uni). Les résultats ont été présentés sous la forme de la taille moyenne
des particules avec lindice de polydispersité respectif (PDI) £+ SD de trois
expériences distinctes. Pour I'analyse de la charge, chaque échantillon a été avec
analysé en triplicata a I'aide du programme d’analyse de la taille intégré dans le
logiciel de l'appareil et de cuvettes adaptées (Folded Capillary Zeta Cell,
DTS1070, Malverne Panalytical, USA) avec les réglages de lecture automatiques.

Microscopie électronique :

Afin de visualiser les nanovaccins, nous avons utilisé la microscopie électronique
a I'état frais (échantillon non fixé et en suspension) avec une coloration négative.
Une goutte de la préparation des nanovaccins assemblés (10uM) a été absorbée
pendant 1 minute sur une grille de cuivre recouverte d'un film de résine formvar
(Formvar films-Copper, AGS138, Agar Scientific) préalablement stabilisée par
évaporation de carbone. Ensuite, I'exces de liquide a été retiré a I'aide de papier
filtre, et la grille a été placée pendant 10 secondes sur une goutte d'acétate
d'uranyle (UA) a 2% v/v (pH7.0) ou d'acide phosphotungstique (PTA) a 3% v/v
(pH 7,0).

L’observation de complexes formés par I'association des nanovaccin et des siRNA
contre Gal-1 en utilisant un marquage a la biotine a I'extrémité 3’ du siRNA (5’-
UUG CUG UUG CAC ACG AUG GUG UUG G-3-Biotine) obtenu
commercialement (Integrated DNA Technologies, Coralvill, IA, USA) par une
coloration immunogold en microscopie électronique a transmission (TEM). Pour
ce faire, nous avons utilisé des anticorps monoclonaux de souris anti-biotine
(4C7.D5, 200-301-098, Thermo Fisher Scientific), et des anticorps secondaires
couplés a des nanoparticules d'or de 6 nm (Goat anti-mouse IgG, ab105285,
Abcam). Aprés que les liposomes se soient fixés a la grille, nous avons effectué
trois étapes de lavage de 5 min avec du PBS, suivies d'un blocage avec du tampon
PBS+ (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, NaoHPO4 10 mM, KH2PO4 1,8 mM, 5 % wi/v
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BSA, 1,5 % (v/v) glycine ; pH 7,4) pendant 10 minutes. Le lendemain, les grilles
ont été placées sur des gouttes contenant les solutions d'anticorps primaires
diluées 1/500 dans du tampon PBS+, et incubées pendant toute la nuit a 4°C. Le
lendemain, les grilles ont été lavées trois fois pendant 5 minutes dans du PBS+,
puis incubées avec les l'anticorps secondaires dilués 1/50. Une coloration

négative, comme décrite précédemment, a été réalisée a la suite.

RT-PCR:

L’expression du géne LGALS1 dans la lignée cellulaire U-87 MG a été effectuée
par une approche standard de RT-PCR. L'ARN cellulaire total a été isolé en
utilisant le réactif TRIzol (Life Technologies) conformément aux instructions du
fabricant. LADN complémentaire (ADNc) du premier brin a été préparé a partir de
2 yg d’ARN cellulaire dans un volume réactionnel total de 20 pL en utilisant la
transcriptase inverse Omniscript (QIAGEN, Mississauga, ON, Canada). Aprés la
transcription inverse, 'ADNc a été amplifié avec I'aide des amorces suivantes :
(géne ID 3956, amorce de sens : 5- TCA AAC CTG GGG AAT GTC TC -3' et
amorce antisens : 5'- AGG CCA CGC ACT TAA TCT TG -3') (Pfeffer et al. 2013),
générant un amplicon de 366 paires de bases. Comme témoin, nous avons utilisé
le gene de ménage codant pour la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase
(GAPDH; géne ID 2597, amorce de sens : 5'- CGA GAT CCC TCC AAA ATC AA
-3' et amorce antisens : 5'- TTC TAG ACG GCA GGT CAG GT -3') (H.-J. Lee et
al. 2021) générant un amplicon de 513 paires de bases. Les ADNc ont été
amplifiés selon les conditions suivantes : 94°C pendant 3 minutes, suivie de 25 a
35 des cycles comprenant une dénaturation a 94°C pendant 40 secondes, une
hybridation a 60°C pendant 40 secondes et une extension a 72°C pendant 40
secondes, suivis d'une étape finale d'extension a 72°C pendant 10 min. La réaction
de PCR a été réalisée dans un thermocycleur (Eppendorf, Mississauga, ON,
Canada). Les produits amplifiés ont été analysés par électrophorése sur gels
d'agarose a 1,5 % en utilisation colorés au SYBR Safe (Invitrogen™ S33102,
Thermo Fischer Scientific) et visualisés sous une illumination UV (ChemiDoc
XRS+,Bio-Rad).
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Immunobuvardage de type Western:

L’extraction des protéines totales a été effectuée a partir d’'un million de cellules
en utilisant 200 uL de tampon RIPA (Thermo Scientifique, Wathman, MA, USA),
contenant un cocktail commercial d’'inhibiteurs de protéases (Roche, Laval,
Canada). Les échantillons ont ensuite été placés dans un bain de glace durant 30
minutes, avec vortexage a toutes les 10 minutes. La période d’incubation s’est
terminée par une centrifugation de 15 min a 15 000 x g. Le surnageant contenant
les protéines extraites a été ensuite récolté. Aprés I'extraction, 40 ug de protéines
totales ont été séparées par SDS-PAGE (« sodium dodecyl! sulfate polyacylamide
gel electrophoresis ») et transférées sur une membrane de nitrocellulose. Les
membranes ont été incubées avec une solution de lait 5% (v/v) dans du
PBS/0.05% (v/v) Tween 20 % (v/v) (Sigma Aldrich) pendant 1 heure, puis incubées
16 heures a 4°C avec les anticorps primaires de souris spécifiques a la Gal-1
(ProteinTech, IL, USA) ou un anticorps monoclonal de lapin contre la GAPDH
(ProteinTech). Les anticorps ont été dilués dans la méme solution que celle utilisée
pour le blocage. Apres lavages (4 x 5 minutes) une solution de PBS/0.05% (v/v)
Tween 20 (Sigma Aldrich), les membranes ont été incubées avec des anticorps
secondaires anti-souris (GE Health care Life Sciences, Mississauga, ON, Canada)
ou anti-lapin (1:10000, GE Health care Life Sciences). Aprés une autre série de
lavages, les membranes ont finalement été incubées pendant 1 minute a
température ambiante avec un réactif de détection utilisant la chimioluminescence
améliorée (GE Healthcare Life Science) pour la détection avec un détecteur de

luminescence (Invitrogen™ iBright™ FL1500 Imaging System).

Inhibition de la traduction de Gal-1 par KnockDown :

Afin d'inhiber I'expression de la Gal-1, les cellules U-87 MG ont été ensemencées
dans des plaques a 6 puits a une densité de 1 million de cellules par puits et
incubées a 37°C, 5 % de CO> pendant une nuit. Lorsque les cellules ont atteint 80
% de confluence, elles ont été incubées avec un siRNA spécifique a LGALST avec
les séquences sens 5- UUG CUG UUG CAC ACG AUG GUG UUG G -3’ et
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antisens 5’- CCA ACA CCA UCG UGU GCA ACA GCA A -3’ (Zhang et al. 2014),
ainsi qu’un siRNA témoin (« scrambles ») en utilisant la Lipofectamine 2000
(Invitrogen) comme réactif de transfection lipidique, conformément aux
instructions du manufacturier, a raison de 80 pg de siRNA par puits. Apres 48
heures, les cellules ont été lavées avec du PBS (MultiCell, Wisent) et récupérées
a laide dune solution enzymatique de trypsine et dEDTA (acide
éthylénediaminetétraacétique) (MultCell, Wisent).

Densitométrie :
Les images des membranes de cellulose aprés le Western Blot et les gels
d’agarose provenant des tests de retardement et d'encapsulation ont été

analysées par densitométrie avec le logiciel Image J.

Test de protection :

Afin de mesurer la protection des siRNA complexés avec les nanovaccins, nous
avons réalisé un test de protection contre RNase, une méthode couramment
employée pour évaluer I'encapsulation d’acides nucléiques par des nanoparticules
(de la Torre et al. 2022). Des complexes de nanovaccins ont été assemblés dans
une solution de siRNA avec un ratio de nanovaccin/siRNA de 1 uyM/100nM. Le
mélange a ensuite été incubé avec et sans ajout de solutions de RNase
(Invitrogen, AM2286) diluées 1/1000 dans de I'eau stérile pendant 15 minutes a
37°C. Une quantité équivalente de siRNA sans nanoparticules a été utilisée
comme témoin pour vérifier 'activité RNase. La réaction a ensuite été arrétée en
ajoutant une solution d’héparine de fagon a obtenir une concentration finale de 1,5
unité/ml, puis les tubes ont été déposés sur un bain de glace pendant 30 minutes.
Les résultats ont été visualisés sur gel d’'agarose 2% tel que décrit précédemment.

Test de retardation.

Les solutions de nanovaccins complexés avec des siRNA (100nM) ont été
préparées a différentes concentrations (de 1uM a 10uM) dans de I'eau MilliQ
stérile, permettant ainsi d’obtenir différents ratios R (Nano particules/siRNA), a
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savoir R = 10, 20, 50 et 100. Les différentes solutions ont été incubées pendant
30 minutes a température ambiante. Dans des tubes PCR (0.2 mL en
polypropyléne), des aliquots de 36 uL de solution ont été mélangés avec 6 uL de
tampon de chargement (Biorad 6X) pour une analyse sur un gel d’agarose 2%
dans un tampon TBE (0.13 M Tris, 45 mM acide borique, 2.5 mM EDTA, pH 7.6).
La visualisation des bandes a été effectuée avec l'aide du SYBR Safe
(Invitrogen™ S33102, Thermo Fischer Scientific) sous une illumination UV. Dans
ce tye d’essais semi-quantitatif, les siRNA libres migrent dans le gel tandis que les
siRNA encapsulés ne migrent pas. L'intensité de la bande observée par la suite
reflete ainsi la quantité de siRNA libre (de la Torre et al. 2022).

Statistiques :

Les analyses statistiques ont été effectuées en utilisant le test t de Student pour
évaluer la significativité des résultats. Les différences ont été considérées comme
statistiquement significatives lorsque la valeur de p était inférieure a 0,05.
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CHAPITRE 4

Résultats
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1. Etapes préliminaires pour I’étude des nanovaccins.

Les huit nanovaccins faisant I'objet de cette étude ont été fournis par I'entreprise
Glycovax sous forme de poudre lyophilisée (Tableau 1). Ces nanovaccins différent
au niveau des sucres composant leur téte polaire. Nous avons dissous ces
échantillons de nanovaccins pour obtenir des solutions stocks méres de 100 mM.
Etant donné que les nanovaccins sont des particules lipidiques susceptibles de
réagir aux changements de composition et de polarité de leur environnement et
de leur solvant, nous avons choisi de les dissoudre dans le DMSO et dans I'éthanol
dans le but de les comparer ultérieurement au cours de notre étude. En tout, nous

avons préparé 16 solutions meres.

NUMBER NAME STRUCTURE

1 GVX-Nano-001 “2&&/0%/

, GVX-Nano-002 HO&M/OW
on

3 GVX-Nano-003 Ho’;ﬁ/o\)i/m

4 GVX-Nano-011 oﬁiﬁi/o\)i/m

< GVX-Nano-012 %‘(}@T&/OWX

] GVX-Nano-013 ”%ﬁ(&/“w

. GVX-Nano-004 ”Ommm/o\/L s
on

8 GVX-Nano-005 HQ@/O\)\/;{

Tableau 1 : Nanovaccins de Glycovax avec leurs structures chimiques

La liste des nanovaccins ainsi que la représentation de leur structure chimique nous ont été
fournies par I'entreprise Glycovax.

Une fois cette étape accomplie, dans le but d’étudier les nanovaccins tout au long
de notre recherche, nous avons d’abord évalué la toxicité cellulaire des deux
solvants des solutions stocks dans notre modéle cellulaire U-87 MG, une lignée
cellulaire dérivée d'un glioblastome humain couramment employée comme

modéle in vitro pour le développement de nouveaux traitements contre le gliome
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(Allen et al. 2016). Nous avons incubé nos cellules pendant 16 heures avec des
concentrations croissantes (0 - 12%, v/v) de DMSO et d'éthanol dilués dans un
milieu de culture cellulaire sans sérum. Les résultats obtenus ont démontré qu'il
n’y pas d'augmentation de la mort cellulaire comparativement au témoin jusqu'a
une concentration de 3% de DMSO et 4% d'éthanol (figures 15 et 16). Suite a ces
analyses, dans le but de minimiser les effets non-spécifiques des solvants, nous

avons adopté comme seuil une concentration finale de 1% de solvant.

100 -
90 A .

% cellule morte

Concentration DMSO % (v/v)

Figure 15 : Cytotoxicité du DMSO pour la lignée cellulaire U-87 MG.

La cytotoxicité a été mesurée par cytométrie en flux en utilisant une coloration a I'lP. Les
mesures représentent les valeurs de triplicata. Les barres d’erreurs représentent la déviation
standard. *p<0,05 selon un test de Student comparant la moyenne des valeurs obtenues et
celles observées dans le témoin a 0% de DMSO.
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Figure 16 : Cytotoxicité de I'éthanol pour la lignée cellulaire U-87 MG

La cytotoxicité a été mesurée par cytométrie en flux en utilisant une coloration a I'lP. Les
mesures représentent les valeurs de triplicata. Les barres d’erreurs représentent la déviation
standard. *p<0,05 selont un test de Student comparent les valeurs obtenues et celles
observées dans le témoin a 0% d’EtOH.

Aprés cette étape, nous avons examiné la solubilité des nanovaccins en phase
aqueuse et dans le milieu cellulaire, car ce sont les milieux que nous utiliserons
tout au long de notre étude. Nous avons préparé des solutions avec une
concentration croissante de chaque nanovaccin dans I'eau ainsi que dans le milieu
EMEM, en utilisant les solutions stock d'éthanol et de DMSO, de maniére a obtenir
une concentration totale de solvant soit de 1% (v/v). Nos résultats ont démontré
que le Nano 1 n'est pas soluble et précipite dans I'eau, quelle que soit sa
concentration. Pour les Nano 2 et 4, la concentration maximale de solubilisation
est de 50 uM en milieu aqueux. Enfin, pour les Nano 3, 5, 6, 7 et 8, la concentration
maximale est de 200 uM (Tableau 2). Les résultats étaient identiques que ce soit
dans l'eau ou dans le milieu EMEM, et indépendamment de [l'utilisation des
solutions stock d'éthanol ou de DMSO. En résumé, tous les nanovaccins, a
I'exception du Nano 1, étaient solubles en milieux aqueux. Sur la base de ces

résultats, le Nano 1 n'a pas été étudié dans la suite du projet.
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Nano C max (L)

0
50
200
50
200
200
200
200

O IN|O|LnN|HP[WIN|F

Tableau 2 : Résumé des résultats sur la solubilité des nanovaccins en milieu aqueux.

2. Caractérisation et assemblage des nanovaccins

Pour évaluer l'autoassemblage des nanovaccins dans un milieu aqueux, nous
avons entrepris une caractérisation en examinant leur homogénéité en solution,
leur taille, et leur conformation. Nous nous sommes particulierement intéressés a
leur stabilité, c’est-a-dire leur capacité a maintenir une taille et une conformation
constantes, ainsi qu’a éviter 'agrégation entre eux.

Dans un premier temps, nous avons étudié la taille et I'nomogénéité des
nanovaccins formés en solution aqueuse a partir des solutions stock de DMSO.
Nous avons utilisé une analyse par Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) pour
cette étape. Les Nano 2 a 8 ont été évalués a une concentration de 1 uM a l'aide
du Nanosight 300. Cette concentration de 1 yM a été déterminée suite a des tests
préliminaires et correspond a la concentration optimale permettant a I'appareil
d'effectuer une analyse précise et de fournir des résultats qualitativement
acceptables, selon I'évaluation du logiciel intégré.
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Les résultats obtenus ont révélé que I'ensemble des nanovaccins observés
montraient un pic principal bien défini correspondant a une population de
nanoparticules homogénes. Pour chaque nanovaccin, le pic correspondait a une
taille entre 48 et 64 nm (Figure 17).

Ces résultats confirment que les nanovaccins ont été capables de s’auto-

assembler de maniére homogene en solution aqueuse.
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Figure 17 : Analyse NTA des nannovaccins 2 a 8 a partir des solutions stocks de
DMSO.

L'évaluation de la répartition en taille des nanovaccins a été réalisée a I'aide du Nanosight300.
Les nanovaccins ont été assemblés a une concentration de 1 yM dans I'eau Milli-Q a partir
des solutions stocks de DMSO, puis analysés au Nanosight300 avec le réglage automatique
des parameétres d'exposition. Trois lectures ont été effectuées pour chaque échantillon (N=3).

Dans le but d'étudier I'impact potentiel du solvant utilisé pour préparer les solutions
stock de nanovaccin sur leur auto-assemblage en milieu aqueux, nous avons
reproduit I'expérience précédente en utilisant les Nano 2, 4, 5 et 6 a partir des
solutions stock d'éthanol. Les mémes conditions ont été appliquées, avec une
concentration de 1 yM de nanovaccin dans de I'eau Milli-Q. Afin de simplifier la
comparaison, ces nanovaccins ont été choisis de maniéere aléatoire en raison de
contraintes de temps et de quantité limitée de nanovaccins disponibles.

Les résultats de I'étude par NTA ont révélé que pour les quatre nanovaccins
étudiés, nous avons observé un pic bien défini, indiquant une population
homogéne de nanoparticules dont la taille variait entre 55 et 60 nm, trés
semblables aux tailles obtenues précédemment avec les stocks de DMSO. Ces

résultats suggerent I'auto-assemblage des nanovaccins conduit a des populations

77



E10

Concentration (particles / ml)

E10

Concentration (particles / ml)

6.0 —

50 —

40 —

30 +

20

homogenes et de taille similaire en milieu aqueux, quel que soit le solvant de la

solution mére utilisé.

1000

Nano 4
Nano 2 :
? 20 -
§, 15
¢ «—— 60 nm < «<—— 59 nm
% 10
e
3
05 —
0 \ A7P00244 318 405
1 I T I I I 1 T 1 S [V | 1 1 1
400 500 600 700 800 900 100 0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Size (nm) 10 Size (nm)
bS
35 —
*“’ N 6
Nano 5 - ano
E 25
o
|
B
«<—— 56nm 5 <  55nm
% 15
=
8 10 —

\ 171 237 376 498

T 1 I U T T
100 200 300 400 500 600 700

Size (nm)

800

900

05 —

\ 125 202 263 373 550
1 | I 1

100

200 300 400 500 600 700 800 900
Size (nm)

Figure 18: Analyse NTA des nanovaccins 2, 4, 5 et 6 a partir des solutions stocks d’éthanol.

L'évaluation de la répartition en taille des nanovaccins a été réalisée a l'aide du
Nanosight300. Les nanovaccins ont été assemblés a une concentration de 1 uM dans I'eau
Milli-Q a partir des solutions stocks de DMSO, puis analysés au Nanosight300 avec le réglage
automatique des paramétres d'exposition. Trois lectures ont été effectuées pour chaque

échantillon (N=3).

Dans un souci de précision, nous avons cherché a confirmer les résultats obtenus

avec le NTA concernant la taille et 'hnomogénéité de chaque échantillon de

nanovaccin avec une analyse de diffusion dynamique de la lumiére (DLS). Cette

technique présente des avantages par rapport au NTA, notamment la possibilité
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d'utiliser des concentrations plus élevées de nanovaccin et de fournir des
informations a la fois sur leur homogénéité et leur stabilité grace a l'indice de
polydispersité (PDI). Un PDI élevé indique une hétérogénéité et une instabilité de
I'échantillon, tandis que PDI bas indique une stabilité et homogénéité accrue. De
maniére générale, un PDI supérieur a 0.7 est considéré comme indiquant un
échantillon instable et hétérogene, rendant la valeur obtenue, qui correspond a la
taille moyenne des nanoparticules de I'échantillon, non significative (Bhattacharjee
2016; Stetefeld, McKenna, et Patel 2016; Danaei et al. 2018).

Dans une premiére analyse DLS, nous avons étudié les échantillons de
nanovaccins 2 a 8 a une concentration de 1 yM dans I'eau Milli-Q. Les échantillons
ont été analysés a deux moments, a TO et 24 heures plus tard, afin d’étudier leur
stabilité au fil du temps.

Les résultats obtenus indiquent que la taille moyenne des nanovaccins a TO,
exprimée par le zeta moyen, était comprise entre environ 50 et 130 nm, avec un
PDI compris entre 0,18 et 0,32. 24 heures plus tard, la taille moyenne des
nanovaccins était toujours comprise entre 50 et 200 nm, avec un PDI variant entre
0,22 a 0,30 (Tableau 3). Nous avons également observé une variabilit¢ des
données entre TO et T24 moins importante pour les nanovaccins 6, 7 et 8, ce qui
indigue une meilleure stabilité dans le temps pour ces nanovaccins, selon la
diffusion dynamique de la lumiére.

Ainsi, a partir de cette premiére analyse DLS, nous pouvons conclure que les
nanovaccins en solution aqueuse se présentent sous forme de nanoparticules en
population homogéne, ce qui concorde avec les résultats obtenus par I'analyse
NTA. En effet, méme si les résultats semblent différer entre les deux techniques,
il faut noter que nous sommes dans le méme ordre de grandeur, et que nous nous
trouvons proche des limites de détections de ces appareils. De plus, dans le DLS
les échantillons sont dans une eau stagnante ce qui pourrait donc favoriser une
certaine agrégation ou fusion des particules en suspension et ainsi expliquer qu’ils
apparaissent plus grand. Dans le cas de l'analyse NTA, les particules sont

analysées dans un flux continu, et ce mouvement pourrait limiter cette tendance a
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fusionner. Enfin, nous pouvons également affirmer que les nanovaccins semblent

étre stables dans I'eau, au moins pendant une période de 24 heures.

TOh T24h
Z-Average (d.nm) Pdl Z-Average (d.nm) Pdl
71.36+2.23 0.32+0.01 122.47 £ 85.01 0.23+0.10
76.25 + 18.44 0.21+0.09 71.91 +25.87 0.22+0.10
70.27 £20.84 0.21+0.09 80.67 +41.08 0.27 £0.06
126.67 £ 75.17 0.19+0.12 87.39 +68.00 0.23+0.10
74.23 +4.29 0.18 £ 0.05 7492 £5.79 0.22 £ 0.03
53.18 +2.89 0.19+0.02 54,13 +3.28 0.23+£0.06
97.04 £ 21.88 0.18 £ 0.03 95.63 £ 27.83 0.30+0.02

Tableau 3 : Diameétre et indice de polydispersité (PDI) des nanovaccins a TO et T24.

Les nanovaccins 2 a 8 ont été préparés a une concentration de 1 yM dans de l'eau, a partir
d'une dilution de la solution stock dans le DMSO, de maniére a ce que la concentration finale
soit de 1% de DMSO (v/v). Chaque préparation de nanovaccin a été mesurée par DLS a l'aide
du programme d’analyse de la taille avec le réglage des paramétres automatique a T=0h, puis
a T=24h pour 3 lectures (N=3). Le "Zeta average" correspond au diamétre moyen des
nanovaccins en nanometres, et le PDI a l'indice de polydispersité.

Etant donné les contraintes du matériel disponible et basé sur les résultats obtenus
a partir des analyses de DLS, nous avons décidé de nous concentrer sur les Nano
6, 7 et 8, car ils possédent un atome d'azote (N) susceptible de s'ioniser une fois
en solution, acquérant ainsi une charge positive (Tableau 1). A ce stade de I'étude,
nous avons émis I'hypothése que cette charge positive au niveau de la téte polaire
pourrait favoriser les liaisons ioniques avec le squelette phosphodiester chargé
négativement des siARN. Nous avons donc supposé que ces nanovaccins, en
particulier, pourraient offrir une meilleure encapsulation. Cette décision s'inscrit
dans l'objectif global du projet qui implique ultérieurement la complexation des
nanovaccins avec des siARN.

Ainsi, dans le but d'étudier la variation de différents facteurs tels que la composition
du milieu et la concentration des nanovaccins, nous avons effectué une deuxiéme
analyse par DLS. Les Nano 6, 7 et 8 ont été dilués a partir des concentrations

stock de DMSO dans de I'eau, une solution tampon phosphate (PBS) et du tampon
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tris/EDTA (TE) a différentes concentrations. Nous avons jugé pertinent d'explorer
le comportement des nanovaccins dans le PBS, reproduisant ainsi 'osmolarité et
les concentrations en sel présentes dans le corps humain. Quant au tampon TE,
il s'agit d'un tampon moins osmolaire avec un agent chélateur, servant de
compromis entre le PBS et I'eau.

Les résultats de cette expérience ont révélé que dans le PBS, le nanovaccin 7
n'était pas analysable en raison d'un PDI supérieur a 0,4 (Tableau 4). Cette
observation s'applique également au Nano 8 a des concentrations de 10 et 50 yM.
Une différence de taille des nanovaccins d'un milieu a l'autre a également été
observée. Par exemple, le Nano 6 passe d'une moyenne de 134 nm dans l'eau a
1754 nm dans le tampon TE a une concentration de 50 yM. On remarque
notamment qu'avec l'augmentation de la concentration, la taille augmente pour
tous les nanovaccins analysés. A des concentrations élevées (50 uM), le PDI des
Nano 6 et 7 diminue considérablement, démontrant une grande stabilité de ces
échantillons dans ces conditions. Pour ce qui est du Nano 8, le PDI moyen reste
compris entre 0,18 et 0,23 pour des concentrations de 1 a 50 uM.

Plusieurs conclusions peuvent étre tirées de ces résultats. Premierement, les
nanovaccins ne se comportent pas de la méme maniére selon le milieu et leur
concentration, ce qui est cohérent aux données mentionnées dans notre revue de
littérature. De plus, de maniére générale, leur taille a tendance a augmenter avec
l'augmentation de leur concentration. Nous pouvons également affirmer que, de
maniére geénérale, les nanovaccins sont stables dans l'eau et dans le TE.
Cependant, cette stabilité varie d'un nanovaccin a l'autre ; par exemple, le Nano 7
est instable dans le PBS alors que le Nano 6 ne l'est pas.

En résumé, ces résultats confirment ceux obtenus précédemment en NTA et DLS,
ajoutant une nouvelle dimension de stabilité relative a I'environnement et a leur
concentration. Nous pouvons conclure que les nanovaccins forment une
population homogene et stable dans I'eau et dans le TE, mais tous ne sont pas
stables dans le PBS.
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x U 0
z average (d.nm) PDI z average (d.nm) PDI z average (d.nm) PDI

WATER 65+ 28 0.30 £0.06 130+3 0.24 £0.01 1345 0.02+£0.01

ANO 6 PBS 131+3 0.20+£0.01 405 £ 15 0.27 £0.00 682 + 36 0.10£0.07
TE 168+ 4 0.21+0.01 390+ 17 0.19+0.03 1754 + 525 0.13+0.09

WATER 54+8 0.17+0.01 893 0.10+0.01 124+ 4 0.08 £ 0.00

ANC PBS NA PDI > 0.4 NA PDI > 0.4 NA PDI > 0.4
TE 114 + 89 0.24+0.10 144+ 4 0.22+0.01 184 +5 0.05+0.02

WATER 97 £ 22 0.18 £0.03 158 5 0.22 £ 0.00 203+8 0.23+0.02

ANO 8 PBS 1955 0.25+0.01 NA PDI > 0.4 NA PDI > 0.4
TE 1062 0.23+0.01 177 +£11 0.29+0.05 196 £ 20 0.27+£0.04

Tableau 4 : Diamétre et indice de polydispersité (PDI) des nanovaccins selon la
concentration et le milieu.

Les nanovaccins 6 a 8 ont été préparés en ajoutant respectivement 1, 10 et 50 uM a de I'eau
MilliQ, du tampon PBS et du tampon TE, a partir d'une dilution de la solution stock dans le
DMSO, de maniére a ce que la concentration finale soit de 1% de DMSO (v/v). Chaque
préparation de nanovaccin a été mesurée par DLS a l'aide du programme d'analyse de la
taille, avec des parameétres de réglage automatique, a T=0h pour trois lectures (N=3). Lorsque
le PDI est supérieur a 0,4, les échantillons ont été arbitrairement considérés comme non-
analysables (NA). Le "Zeta average" correspond au diamétre moyen des nanovaccins en
nanometres, et le PDI a l'indice de polydispersité.

Nous avons ensuite poursuivi notre étude DLS afin d'approfondir notre
compréhension de la stabilité et I'état de charge, et ce afin de mieux évaluer la
capacité d'encapsulation de siRNA des nanovaccins. L’analyse DLS nous permet
notamment de révéler la charge moyenne globale des nanoparticules présentes
dans un échantillon, exprimée en millvolt (mV). La charge moyenne des
nanoparticules nous donne, tout comme le PDI, un indice sur leur stabilité. En
effet, plus une particule est chargée électriquement, que ce soit positivement ou
négativement, plus elle sera stable, car les particules d'un méme échantillon se
repoussent entre elles, les empéchant ainsi de fusionner ou de s'agréger
(Clogston et Patri 2011; Gumustas et al. 2017). De plus, en ce qui concerne
l'objectif de notre projet, qui est de coupler des siARN aux nanovaccins, une
particule est chargée positivement aura plus de chances de lier les siARN chargés
négativement grace a leur squelette phosphoré. Nous avons donc procédé a cette
étude en préparant des solutions de nanovaccin a une concentration de 10 uM
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dans de l'eau, que nous avons ensuite analysées par DLS a l'aide d’une cuve
spécifique pour I'étude du potentiel zéta de charge (mV).

Les résultats obtenus ont montré que tous les nanovaccins présentaient des
valeurs moyennes du potentiel zéta (mV) négatives, ce qui indique que les
nanovaccins sont globalement chargés négativement a leur surface (Tableau 5).
Les Nano 5 et 8 étaient les nanovaccins les plus fortement chargés négativement.
Le Nano 2 était celui qui présentait la plus faible charge, et I'on note une erreur
standard élevée, de 107,3, alors que pour les autres nanovaccins, elle était
inférieure a 10.

Ainsi, nous pouvons ainsi conclure que les nanovaccins 5 et 8 semblent étre les
plus stables du point de vue de leur charge électronégative, et donc les moins
aptes a former des agrégats. Nous pouvons également conclure que le Nano 2
est le moins stable car sa charge moyenne est proche d'étre zéro en termes

d’électronégativité, mais son erreur standard est élevée.

Nano 2 Nano 3 Nano 4 Nano 5 Nano 6 Nano 7 LET LX)

-6.9+107.3| -20.5+7.5 | -228+5.5 | -26.5+5.6 | -13.6+7.4 (-19.4+12.1| -23.3+9.6

Zeta potential (mV)  Stabilité

* De0a+10 Agregation rapide
* Del0a+30 Stabilité faible

* De30a+40 Stabilité moyenne
* Ded40a+60 Stabilité bonne

* Plusde+61 Stabilité excellente

Tableau 5 : Etude de la charge des nanovaccins.

L'analyse de la charge globale moyenne des nanovaccins a été réalisée par DLS. Les
nanovaccins ont été assemblés dans de I'eau Milli-Q a une concentration de 10 uM a
partir des solutions stock de DMSO. Chaque échantillon a été placé dans une cuve
spécifique a l'analyse de la charge, et le programme d'analyse de la charge, avec des
paramétres de réglage automatique, a ensuite été utilisé de maniére a ce que trois
lectures soient réalisées pour chaque échantillon (N=3). Z(mV) correspond au potentiel
zéta.

Nous avons poursuivi notre caractérisation des nanovaccins une troisieme
approche, la microscopie électronique a I'état frais. En plus de nous permettre

d’évaluer la taille des nanovaccins, cette approche a I'avantage de nous offrir une
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visualisation des nanoparticules, nous permettant ainsi d'avoir une idée de leur
conformation spatiale.

Pour cela, nous avons examiné les Nano 4, 7 et 8 a I'état frais, en les mettant en
solution a une concentration de 10 yM. Chaque nanovaccin a été coloré avec la
solution qui s’est avérée la plus efficace empiriquement pour les visualiser. Ainsi,
le Nano 4 a été coloré négativement avec une solution d’acide phosphotungstique
(PTA) 3% et les Nano 7 et 8 ont été coloré négativement avec une solution d’acide
urique (UA) 2%. Seuls ces nanovaccins ont été étudiés dans cette expérience en
raison de la disponibilité limitée du microscope électronique et des stocks
disponibles de nanovaccins a ce moment.

En ce qui concerne le Nano 4, les résultats de la microscopie ont révélé des
nanoparticules de forme sphérique avec une taille inférieure a 120 nm (Figure 19).
Quant aux Nano 7 et 8, les résultats ont montré des particules sphériques avec un
changement de couleur a leur périphérie, créant une légére démarcation
semblable a une membrane (Figures 20 et 21). Pour ces deux nanovaccins, la
taille semble homogéne et inférieure a 140 nm.

Nous pouvons donc conclure que les Nano 4, 7 et 8 sont des nanoparticules
sphériques, ce qui suggére une similitude avec des liposomes. Ces observations
sont cohérentes avec les résultats de taille moyenne obtenue lors des tests
précédents, ce qui confirme la classification des nanovaccins en solution en tant

gue nanoparticules.
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Figure 19 : Observation en microscopie électronique du nanovaccin 4.

L'analyse du nanovaccin 4 a été effectuée a I'état frais et coloré négativement a I'aide d'une
solution UA 2% (pH = 7,0). Les sphéres claires sur I'image correspondent au nanovaccin 4, et
les points noirs sont des artéfacts de la grille causés par sa réutilisation.

Figure 20 : Observation en microscopie électronique du nanovaccin 7.

L'analyse du nanovaccin 7 a été effectuée a I'état frais et coloré négativement a I'aide d'une
solution UA 2% (pH = 7.0).
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Figure 21 : Observation en microscopie électronique du nanovaccin 8.

L'analyse du nanovaccin 8 a été effectuée a I'état frais et coloré négativement a l'aide d'une
solution PTA 3% (pH=7.0).

3. Etude de la cytotoxicité des nanovaccins

Dans le but de caractériser les nanovaccins en vue de leur utilisation potentielle
comme vecteurs de transport dans le développement d'une thérapie contre le
gliome en tant que vecteurs de transport, nous avons examiné leur toxicité
cellulaire. Pour cela, nous avons réalisé une expérience de toxicité cellulaire en
incubant les nanovaccins avec des cellules de la lignée humaine U-87 MG pendant
une nuit (16 heures). Les nanovaccins ont été incubés a différentes concentrations
(de 0.1 uM a 200 uM), en fonction de leur concentration maximale de solubilisation
respective (voir Tableau 2), en présence de 1% (v/v) de DMSO final, et sans
sérum bovin dans le milieu EMEM. Il est communément admis d’effectuer les tests
de cytotoxicité sans sérum car ce dernier intervient directement dans la capacité
des cellules a survivre et que ses composants pourraient interagir avec les réactifs
utilisés. Nous avons également utilisé des cellules incubées dans les mémes
conditions, mais sans nanovaccin comme témoins, de méme que des cellules

sans nanovaccin mais avec 10% de sérum bovin et des cellules incubées avec
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10% de DMSO comme témoins additionnels. Ensuite, nous avons récolté les
cellules et les avons analysées par cytométrie en flux en utilisant une coloration a
l'iodure de propidium (PI).

Les résultats obtenus ont révélé que, a leur concentration maximale, les Nano 4,
7 et 8 n'induisaient pas plus de 20% de mort cellulaire (Figure 22). Nous avons
observé que le Nano 5 présentait une toxicité maximale de 30%, tandis que le
Nano 2 montrait une mortalité de 20% a sa concentration maximale. Enfin, le Nano
3 affichait une toxicité maximale inférieure a 25% a une concentration de 200 yM.
Par comparaison, les cellules incubées toute la nuit sans nanovaccins et sans
sérum présentaient un taux de mort cellulaire d'environ 4%, ce qui est négligeable,
un taux équivalent en présence de nanovaccins a des concentrations entre 0.1 uM
et 5 yM. Ainsi, les Nano 2 et 5 ne présentent aucune toxicité jusqu'a 5 yM. En ce
qui concerne les témoins, aucunes cellules n’a survécu avec le DMSO, et le taux
de mort cellulaire observé pour les cellules incubées avec le sérum était
comparable a celles sans sérum.

En conclusion, nos résultats indiquent que les nanovaccins ont, en général, un
niveau de toxicité relativement peu élevé pour les cellules de notre modéle U-87
MG, l'exception étant les Nano 2 et 5. En combinant ces résultats avec ceux
obtenus lors de I'étude de solubilisation (Tableau 2), on peut également en
conclure que leur toxicité tend a augmenter lorsque leur concentration approche

de leur concentration maximale de solubilisation.
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Figure 22 : Courbe de cytotoxicité des nanovaccins avec les cellules U-87 MG.

Les cellules U-87 MG ont été incubées pendant 48 heures dans du milieu EMEM a 37°C, en
absence ou présence nanovaccins a des concentrations croissantes.

4. Expression de la galectine-1 dans le glioblastome

Dans l'objectif d'établir les bases d'une thérapie ciblée contre la Gal-1 dans le
contexte du gliome, il est essentiel de valider notre modeéle in vitro. Plusieurs
équipes de recherche ont utilisé ce modele pour étudier le role de la Gal-1 dans le
gliome (Isabelle Camby et al. 2005; Jung et al. 2008; Le Mercier et al. 2010). Nous
avons néanmoins voulu confirmer I'expression de la Gal-1 dans ce modeéle et
profiter de cette expérience pour valider nos méthodes d’analyses de I'expression
de Gal-1 dans cette lignée.

Dans un premier temps, nous avons évalué I'expression de Gal-1 au niveau de
ARNm par les méthodes standards de RT-PCR en utilisant des amorces
spécifiques a LGALS1 et des amorces spécifiques a la GAPDH comme témoin
(voir Annexe 1). Dans un second temps, nous avons procédé a des analyses
d’expression par immunobuvardage de type Western en utilisant des anticorps
commerciaux spécifiques a la Gal-1 et des anticorps spécifiques a I'actine, notre

protéine témoin (voir Annexe 2).
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Les résultats obtenus ont confirmé I'expression de la Gal-1 tant au niveau de
’ARNmM que de la protéine (Figure 23).

366 bp

513 bp Actin

B
LGALS1 D Galectin-1

= oATH
Figure 23 : Expression de galectine-1 dans la lignée cellulaire U-87 MG.

Expression de la Gal-1 au niveau de ’ARNm (A) et de la protéine (B).
5. Validation de I'inhibition de I'’expression de Gal-1 par les siRNA.

Dans le cadre du développement d’'une thérapie ciblée dirigée contre la Gal-1 au
niveau de ’ARNm avec les nanovaccins complexé avec des siRNA, nous avons
ensuite validé I'effet de siRNA. Pour ce faire, nous avons transfecté, en utilisant la
Lipofectamine comme agent de transfection, des siRNA spécifiques a la Gal-1
dans des cellules U-87 MG. Ces cellules ont été incubées pendant 72 heures avec
les siRNA. Les témoins incluaient des cellules sans siRNA et des cellules avec
des siRNA possédant une séquence "scrambled" (Sc). Les résultats obtenus ont
démontré une réduction significative de I'expression de Gal-1 d'environ 40%,
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(Figures 15 et 16). Ces résultats nous ont permis de valider I'efficacité de nos

siRNA et de notre modéle d’étude.

Galectin-1

Figure 24 : Inmunobuvardage de type Western de I’expression de Gal-1 en absence
ou présence de siRNA.

C : cellules sans traitement ; Sl : cellules incubées pendant 72h avec le siRNA contre la
Gal-1; Sc : cellules incubées pendant 72h avec le siRNA témoin.
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Figure 25 : Analyse densitométrique de I'immunobuvardage de type western de la
figure 24.

La densitométrie a été réalisée avec le logiciel Imaged a partir de la membrane illustrée a la
figure24. Les barres d’erreurs représentent la déviation standard. L’expérience a été réalisée
en triplicata (N=3). *p<0,05 selon un test de student.
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6. Interaction des nanovaccins avec les siRNA

Afin de mettre en place une thérapie basée sur le transport des siRNA vers les
cellules du gliome a I'aide des nanovaccins, il est essentiel de vérifier la capacité
des nanovaccins a transporter les siRNA et a s'assembler avec eux. Pour étudier
la complexation des siRNA avec les nanoparticules, nous avons réalisé un test de
protection contre la RNase. Des nanovaccins ont été assemblés dans une solution
de siRNA, puis le tout a été incubé pendant 15 minutes a 37°C avec un mélange
de RNase. La dégradation des siRNA a ensuite été mesurée par visualisation sur
un gel d’'agarose (Figure 26). Les résultats obtenus ont mis en lumiére I'absence
de protection des siRNA par le Nano 3, contrairement aux autres nanovaccins qui
ont démontré une protection (Figure 27). De plus, Les Nano 4, 7 et 8 ont affiché
une protection statistiquement significative (p < 0,05), atteignant jusqu'a 14% pour
le Nano 8.

Ces observations confirment la capacité des nanovaccins a interagir avec les

siRNA et a les protéger de la dégradation des RNase.

RNA RNA + Nano RNA + RNAse RNA + RNAse + Nano
| | | 1

Figure 26 : Gel du test de protection a la RNase du nano 7.

Les nanovaccins ont été complexés avec les siRNA selon un ratio [1
pM]nanovaccins/[100nM]siRNA, puis incubés a 37°C pendant 15 minutes avec et sans RNase
cocktail dilué 1/1000. Un tube contenant 100nM de siRNA dans de I'eau stérile a été utilisé
comme controle négatif (ARN non protégé). Ensuite, le mélange a été combiné avec un
tampon de chargement et déposé sur un gel d'agarose a 2,5%. Une migration par
électrophorése dans du tampon TE a été réalisée a 60V pendant 20 minutes. L'ARN non
protégé a été dégradé par la RNase, et I'ARN protégé est visible sur le gel. L'analyse du gel a
été effectuée par densitométrie a l'aide du logiciel Imaged.
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Figure 27 : Test de protection des siRNA complexés aux nanovaccins.

L'analyse du gel de chaque nanovaccin a été effectuée par densitométrie a I'aide du logiciel
Imaged. L'histogramme représente le pourcentage d'ARN protégé de la dégradation par les
nanovaccins apres un traitement a la RNase en fonction de I'ARN total. Chaque test a été
réalisé en triplicata. Les barres d’erreurs correspondent a I'erreur standard de la différence
entre de quantité d’ARN protégé et la moyenne des ARN non protégés (N=3). *p<0,05 selon
un test de Student comparant les différences obtenues avec et sans Nano.

Dans le but de confirmer linteraction mise en évidence par l'expérience
précédente, nous avons réalisé un test de retardation sur gel d'agarose. Ce test
repose sur le principe selon lequel les ARN qui interagissent avec les
nanoparticules ne migrent pas, car ils sont trop volumineux, laissant ainsi
uniqguement les ARN libres, plus petits, migrer dans le gel.

Pour ce test, nous avons assemblé des nanovaccins a différentes concentrations
avec une concentration fixe de siRNA (100nM), formant ainsi des complexes
nanovaccin-siRNA, a différents ratios tels que 0, 10, 50 et 100. La condition 0
représente un contrdle ne possédant pas de nanovaccins, tandis que 100
correspond a la concentration maximale de nanovaccins, soit 100 fois plus élevée
que celle du siRNA. Ensuite, nous avons incubé le mélange pendant 30 minutes
a température ambiante avant de migrer les échantillons sur un gel d'agarose a
2,5%. Nous avons utilisé un échantillon comparatif en incubant des siRNA avec
2,5% de Lipofectamine 2000.
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Les résultats ont révélé que seuls les Nano 6 et 8 ont montré une interaction avec
les ARN. Tous les autres n'ont présenté aucune rétention des siRNA a aucune des
concentrations étudiées. Pour le Nano 6, un effet statistiquement significatif a été
observé a partir d'un ratio nanovaccin/siRNA de 100, montrant une rétention
moyenne d'environ 21% des siRNA (Figure 28). En ce qui concerne le Nano 8, un
effet de rétention a été observé dés un ratio de 10 jusqu'a 100, démontrant une
séquestration d'environ 19% des siRNA (Figure 29).

En conclusion, nous avons pu mettre en évidence une interaction entre les Nano
6 et 8 et les siRNA, avec une séquestration séquestrer d’environ 20% des siRNA
présents dans le milieu en utilisant un ratio de 100 (nanovaccin/siRNA).
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Figure 28 : Test de retardation avec le nanovaccin 6.

Le nanovaccin 6 a été assemblé a différentes concentrations avec une concentration
constante de siARN (100nM) pour obtenir des ratios de 10, 50 et 100 (nanoparticules/siARN).
Le complexe a été chargé sur un gel d'agarose a 2,5% avec un tampon de chargement. Un
contréle négatif contenant 100 uM de siARN dans de I'eau a été utilisé pour représenter
I'absence d'encapsulation. Un contréle positif, constitué de 100 uM de siARN et de
lipofectamine 2000, a été utilisé pour témoigner d'une encapsulation totale. Cet histogramme
représente le taux d'encapsulation moyen de I'ARN en fonction du ratio Nano/siARN en
triplicata (N=3). *p<0,05 selon un test de student comparant la moyenne d’encapsulation
obtenue a un ratio donné et un ratio nul.

93



25 H

*

20 4 N
X
c
9 15 +
)
o
3 I
2 10 -
©
(8]
e
Ll 5 -

0

0 10 50 100

Ration Nano/SiRNA

Figure 29 : Test de retardation du nanovaccin 8.

Le nanovaccin 8 a été assemblé a différentes concentrations avec une concentration
constante de siARN (100nM) pour obtenir des ratios de 10, 50 et 100 (nanoparticules/siARN).
Le complexe a été chargé sur un gel d'agarose a 2,5% avec un tampon de chargement. Un
contréle négatif contenant 100 uM de siARN dans de I'eau a été utilisé pour représenter
I'absence d'encapsulation. Un contréle positif, constitué de 100 uM de siARN et de
lipofectamine, a été utilisé pour témoigner d'une encapsulation totale. Cet histogramme
représente le taux d'encapsulation moyen de I'ARN en fonction du ratio Nano/siARN en
triplicata (N=3). *p<0,05 selon un test de student comparant la moyenne d’encapsulation
obtenue a un ratio donné et un ratio nul.

Pour confirmer une fois de plus la complexation entre les nanovaccins et les
siRNA, nous avons utilisé la microscopie électronique a I'état frais, couplée a un
marquage des siRNA biotinnylées suivi par un marquage indirect avec des
anticorps anti-biotine marqués avec des particules d’or. Cette approche nous
permet a la fois de visualiser et de vérifier I'arrangement spatial des siRNA, rendu
visible grace au marquage, ainsi que des nanovaccins. Le Nano 8, qui a montré a
la fois une rétention des siRNA lors du test de retardation et lors du test de
protection a la RNase, a été sélectionné pour cette expérience.

Nos résultats ont clairement démontré une agglomération de points autour du
Nano 8, correspondant a un regroupement de siRNA a sa surface (Figure 30).

Ces résultats confirment la complexation des nanovaccins avec les siRNA et sont
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consistant avec le concept de phytosome que nous avions abordé dans notre

revue de littérature.

Figure 30 : Visualisation des siRNA avec le nanovaccin 8.

Le nanovaccin 8 a été assemblé a une concentration de 10 yM dans une solution de siARN
biotinylé en 3’ (100nM). Le complexe formé a ensuite subi un premier traitement avec des
anticorps primaires antibiotine, suivi d'un second traitement avec des anticorps secondaires
couplés a des particules d'or. L'analyse du complexe par TEM a été réalisée a l'état frais et
coloré négativement a l'aide d'une solution UA 2% (pH=7.0).
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CHAPITRE 4

Discussion
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L'objectif général de ce projet visait a évaluer le potentiel de nanovaccins
pour le développement d'une thérapie ciblant la Gal-1 dans le gliome. Plus
spécifiquement, nous avons caractérisé huit nanoparticules lipidiques,
développées par l'entreprise Glycovax, en vue de sélectionner la meilleure
candidate pour une thérapie basée sur le transport de siRNA spécifique a Gal-1.
Les différentes phases de sélection des candidats étaient basées sur plusieurs
critéres, dont la solubilite, la taille, 'nomogénéité, la capacité a s'agréger, la
toxicité, la conformation et la capacité a encapsuler des siRNA. En résumé, nous
avons démontré que : 1) tous les nanovaccins étaient solubles dans un milieu
composeé a 99% d'eau, a I'exception du Nanovaccin 1; 2) selon nos résultats
obtenus en utilisant le nanoparticles tracking analysis (NTA), la diffusion
dynamique de la lumiere (DLS) et la microscopie électronique (TEM), nous avons
observé que les nanovaccins ont une morphologie sphérique, suggérant qu'il s'agit
de nanoliposomes avec une taille moyenne de 50 a 100 nm; 3) La taille des
nanovaccins varie en fonction de la concentration et du milieu; 4) que les
nanovaccins sont relativement stables, sans tendance a former des agrégats; 5)
les nanovaccins étaient peu toxiques; 6) le nanovaccin 8 s'est démarqué des
autres candidats dans sa capacité a se complexer aux siRNA et de les protéger
de la dégradation par les RNases. L’ensemble de ces résultats suggere que ce
nanovaccin est un bon candidat pour la livraison de siRNA pour cibler des génes
protumorigéniques comme la Gal-1.

La suite logique de ce travail sera de procéder a des études pré-cliniques
in vitro et in vivo visant a trouver les meilleures conditions pour une inhibition
optimale de son utilisation. Ces études pourront notamment se baser sur
I'utilisation du modéle U-87 MG que nous avons validé durant ce projet, un modéle
couramment utilisé pour le développement de thérapies contre le gliome (Camby
et al. 2001). Il est toutefois évident que nous devrons d'optimiser les séquences
de siRNA, présentement basées sur les résultats de Zhang et collaborateurs
(Zhang et al., 2014), et les protocoles d’inhibition afin d’'augmenter l'efficacité, la
quantification et la reproductibilité¢ de cette approche. Des expériences plus
quantitatives, faisant appel, par exemple, a digital droplet polymerase chain
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reaction (ddPCR) pourrait étre envisagé. Cette approche offre plusieurs avantages
pour mesurer l'inhibition a l'aide d'un siRNA, particuliérement au niveau de sa
sensibilité élevée, sa précision quantitative, sa simplicité (pas besoin d’étalons de
référence), et sa reproductibilitt. Comme I'ont démontré nos résultats utilisant la
DLS, le NTA et la microscopie électronique, il sera également important de prendre
en considération les conditions expérimentales lors de |'évaluation de la taille des
nanovaccins, dont nous avons évalué la taille entre 50 et 150 nm.

Nos résultats ont démontré également I'importance d’étudier la solubilité
des nanovaccins. Dans ce cas-ci, le choix de comparer la solubilité dans le milieu
EMEM a été motivé par son utilisation comme milieu de croissance recommandé
par ’American Type Culture Collection (ATCC) pour les cellules U-87 MG. Tous
les nanovaccins, a l'exception du nanovaccin 1, ont présenté une solubilité
similaire, que ce soit dans l'eau ou dans le milieu EMEM, soulignant une bonne
compatibilité avec le milieu cellulaire. L'analyse de la structure du nanovaccin 1
suggére que les groupements acetyles de faible polarité liés aux carbones du
sucre de sa téte polaire pourraient étre responsables de sa moindre solubilité. A
noter que la solubilité du nanovaccin 4, malgré la présence de groupements
acetyles, pourrait étre due a la stéréochimie différente de ces groupements sur la
conformation chaise par rapport au nanovaccin 1. Cette observation souligne
l'importance de la configuartion moléculaire dans les propriétés de solubilité des
nanovaccins, mettant en lumiére des considérations structurales cruciales pour
leur application potentielle en thérapie.

L'analyse utilisant la DLS s’est avérée un outil important pour caractériser
les nanovaccins, fournissant des données essentielles sur leur taille, leur
distribution et leur charge. La premiére évaluation DLS a fourni deux paramétres
clés : le potentiel zéta, reflétant la taille moyenne des particules, et l'indice de
polydispersité (PDI), indicateur de I'hnomogénéité de I'échantillon. Selon les normes
de I'Organisation Internationale de Standardisation (ISO) et les recommandations
de Malvern, qui font référence aux lignes directrices et aux bonnes pratiques
proposées par la société Malvern Panalytical, I'indice PDI renseigne sur la
distribution en taille des particules (e.g. 1ISO 22412:2008). Un PDI inférieur a 0,1
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est communément associé a un échantillon trés homogéne avec une seule
population, tandis qu'un PDI supérieur a 0,7 indique un échantillon trop diversifié
pour étre analysé. Ces normes, corroborées par des études antérieures
(Bhattacharjee 2016; Stetefeld, McKenna, et Patel 2016; Danaei et al. 2018),
fournissent des informations cruciales sur la stabilité des particules étudiées. Bien
que la FDA ne spécifie actuellement aucun critére d'acceptation pour le PDI dans
son guide de production industrielle de liposomes, soulignant simplement
l'importance d'une formulation homogene en taille (U.S. Food and Drug
Administration, 2021), notre choix de considérer comme homogénes et
analysables uniquement les échantillons présentant un PDI inférieur a 0,4 est
motivé par une quéte de précision, alignée sur des pratiques établies dans la
littérature scientifique (Bhattacharjee, 2016). De maniére générale, les indices PDI
moyens des nanovaccins se situent entre 0.1 et 0.3, suggérant ainsi des particules
homogénes en taille et relativement stables. Cette homogenéité a été corroborée
par le NanoSight 300, ou chaque nanovaccin présente un pic net et défini
correspondant a une seule population. Ces observations sont également
confirmées par les images du microscope électronique a transmission (TEM), qui
renseignent sur l'uniformité des particules. Quant a la DLS, elle offre 'avantage
d'étudier les nanovaccins dans diverses conditions, ce qui nous a permis
d’observer comment la taille moyenne (zéta) des nanovaccins augmentait avec la
concentration tandis que le PDI restait stable. Cette variation de comportement
des nanovaccins en fonction du milieu dans lequel ils évoluent s'explique par leur
composition de molécules lipidiques apolaires avec une téte polaire en milieu
aqueux. La conformation des nanovaccins peut étre envisagée comme un
equilibre dynamique interagissant constamment avec son environnement,
similaire aux phospholipides constituant les membranes cellulaires (Sun et al.,
2022). Il est plausible que, avec une concentration accrue, les molécules
s'agencent en structures plus importantes sans former d’agrégat puisque le PDI
n‘augmentait pas avec la concentration. Il serait intéressant alors d’étudier les
conformations que peuvent prendre les nanovaccins a de plus grande

concentration ce qui nous permettrait de prédire leur comportement lors d’'une
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accumulation dans les différents compartiments physiologiques comme au niveau
de la BHE. Une autre information fournie par la DLS est le potentiel zéta en
millivolts (mV), qui reflete la charge globale des particules. Le potentiel zéta
renseigne sur la charge électromagnétique moyenne a la surface des particules
dans l'échantillon, dépendant ainsi de la structure moléculaire de la téte polaire
composeée d'un sucre et des groupements qui y sont liés. Ce potentiel zéta est
également influencé par la polarité du milieu et le pH. La charge électromagnétique
indique la stabilité des nanovaccins, car des particules fortement chargées ont une
propension a se repousser, évitant ainsi I'agrégation ou la fusion. On considére
généralement que des valeurs de potentiel z&ta dépassant +30 mV ou -30 mV
indiquent une bonne stabilité des particules (Clogston et Patri, 2011; Gumustas et
al., 2017). Dans notre étude, les nanovaccins ont présenté un potentiel zéta
compris entre environ -10 et -30, indiquant ainsi une tendance générale a étre
électronégatifs avec une stabilité moyenne. Une stabilité moyenne peut influencer
la dynamique des nanoparticules lipidiques, les rendant plus susceptibles de
s'agréger, fusionner ou se déformer, et les rendant ainsi sensibles a leur
environnement. Il est donc difficle de prédire exactement comment les
nanovaccins réagiront dans les différents compartiments du corps humain,
notamment au niveau de le BHE. Néanmoins certaines études suggérent qu’'une
charge globalement négative pour des nanoparticules lipidiques serait favorable a
une entré de ces derniéres par macropinocytose dans les cellule tumorale du
gliome, en plus d’améliorer la stabilité dans le sang et réduire la clairance
hépatique pour une meilleure biodisponibilité (Xiao et al., 2011; Kang et al., 2017).
Cette observation concorde avec la stabilité déduite des résultats de I'étude du
PDI mentionnée précédemment. A noter que le nanovaccin 2 avait un potentiel
zéta se rapprochant de 0, ce qui refléte une particule neutre et instable. L'erreur
élevée (+107) suggere probablement une instabilité de surface avec des charges
variables en fonction des molécules environnantes. En ce qui concerne le
Nanovaccin 8, son potentiel zéta est sans doute plus électropositif en raison de la
présence du groupement NH2C sur le sucre de sa téte polaire. En milieu aqueux

neutre, cela devrait libérer une amine, exposant ainsi une charge positive. On
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pourrait espérer que son potentiel z&ta soit plus électropositif, avantageux dans le
contexte de I'utilisation de I'ARN, car la charge positive de I'amine peut se lier au
squelette phosphorylé des brins d'/ARN chargés négativement, les reliant par
interaction ionique. Cependant, la présence des groupements OH sur les autres
carbones du sucre pourraient hypothétiquement expliquer le potentiel zéta moyen
de -23,3, classant ainsi le nanovaccin 8 comme une nanoparticule lipidique
anionique en surface de stabilité moyenne. En effet méme si les groupements OH
des sucres ne sont généralement pas déprotonés a pH neutre, nous émettons
I'hypothése qu’ils peuvent arborer une charge électronégative. En effet, 'atome
d’oxygéne est plus électronégatif que celui de carbone et d’hydrogene. Il crée alors
un moment dipolaire au niveau du groupement OH qui peut présenter une charge
potentielle électrostatique de surface négative selon la conformation de la
molécule au niveau de I'oxygéne (Murray et Politzer, 2011; Lorite et al., 2012;
Sironi et al., 2022). Néanmoins, une charge globalement négative en surface
n'entrave pas nécessairement le transport de matériel génétique, comme le
montre I'étude de Raval et al., qui a réussi a coupler et a livrer des siARN a l'aide
de particules anioniques (Raval et al., 2019). Pour optimiser la stabilité du
nanovaccin 8, des approches telles que l'ajout de cholestérol peuvent étre
envisagées, ce dernier étant depuis longtemps décrit comme un lipide favorisant
la stabilité des liposomes (Demel et al., 1968; Willis et Forssen, 1998).

Apres avoir minutieusement exploré les propriétés physiques des
nanovaccins, telles que leur taille, charge et stabilité, notre attention s’est portée
vers leur conformation et leur capacité d'encapsulation. La plateforme
technologique proposée par Glycovax repose sur des liposomes capables de
s'autoassembler, pouvant étre couplés a d'autres molécules de type dendrimére
pour former des dendriméresomes (Goyard et al. 2016; Moffett et al. 2021). En se
basant sur d'autres études similaires et sur la structure chimique des molécules, il
est 