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Développement d’un hydrogel riche en oxygéne pour la thérapie cellulaire

Elisabeth POIRIER

RESUME

Les matrices injectables pourraient améliorer la thérapie cellulaire adoptive du cancer en
livrant et maintenant des lymphocytes T et des cytokines directement au site tumoral
contrairement au traitement intraveineux traditionnel. Cependant, le manque d’oxygene dans
les matrices avant I’angiogenése limite la survie et la prolifération des cellules et donc
I’efficacité de cette approche. Ce projet est une premicre étape en vue d’oxygéner un hydrogel
de chitosane pour la thérapie cellulaire grace au peroxyde de calcium (CaOy). Il s’est divisé en
deux objectifs.

Le premier objectif consistait a identifier un modele cellulaire pour tester I’hydrogel oxygéné.
L’effet de I’hypoxie sur les cellules T encapsulées dans les matrices (sans CaO3) a été évalué
sur deux lignées différentes par des essais live/dead, d’activité métabolique et des analyses
cytométriques. Selon les cas, I’hypoxie semblait diminuer la viabilité et la prolifération mais
promouvoir I’activation, le phénotype mémoire centrale (et effecteur) et I’épuisement.

Le second objectif consistait a développer et évaluer I’efficacité d’une approche pour oxygéner
I’hydrogel grace au CaO,. Ce peroxyde a été recouvert d’hydroxyapatite dans du tampon
phosphate afin d’obtenir un relargage d’oxygeéne constant et prolongé dans la matrice au lieu
du burst release caractéristique du CaO,. Changer les parametres de recouvrement a
grandement affecté le relargage des produits et la morphologie/nature du recouvrement. Le
profil de relargage idéal n’a pas €té obtenu, mais les résultats suggerent que recouvrir a 50°C
et augmenter la concentration de particules dans le gel sont des paramétres prometteurs. Des
méthodes de détection de 1’oxygene et du peroxyde d’hydrogene relagués du CaO; ont aussi
¢été mises au point.

En conclusion, ce projet était une premiere étape importante dans le développement d’une
matrice oxygénée afin d’améliorer la survie et la prolifération des cellules encapsulées.

D’autres thérapies cellulaires pourraient bénéficier de cette matrice oxygénée.

Mots-clés : hypoxie, peroxyde de calcium, hydrogel, thérapie cellulaire






Development of an oxygen-rich hydrogel for cell therapy
Elisabeth POIRIER

ABSTRACT

Injectable scaffolds have the potential to improve the adoptive cell therapy treatment by
delivering and maintaining T lymphocytes and cytokines at the tumor site unlike traditional
intravenous treatments. However, the lack of oxygen in the scaffold before angiogenesis occurs
limits cell survival and proliferation and hence the efficacy of this approach. This project is a
first step toward oxygenating a chitosan hydrogel scaffold for cell therapy using calcium
peroxide (Ca0y). It was divided into two objectives.

The first objective aimed to identify a cell model to test the oxygen-rich hydrogel. The effects
of hypoxia on T cells encapsulated in scaffolds (without CaO2) were evaluated for two different
cell lines using live/dead and metabolic activity assays and cytometry analyses. In some cases,
hypoxia seemed to decrease cell viability and proliferation but promote activation, central
memory (and effector) phenotype and exhaustion.

The second objective aimed to develop and evaluate the efficacy of an approach to oxygenate
hydrogels with CaO,. The peroxide was coated with hydroxyapatite in phosphate buffer to
obtain a constant and prolonged oxygen release in the scaffold instead of the intrinsic burst
release of CaO». Changing the coating parameters greatly impacted the product release and the
morphology/nature of the coating. The ideal release profile could not be obtained but coating
at 50°C and increasing the particle concentration in the gel were promising parameters
according to the results. Detection methods for oxygen and hydrogen peroxide released from
CaO; were also investigated.

In conclusion, this project was an important first step in the development of an oxygen-rich
scaffold to improve the survival and the proliferation of encapsulated cells. This scaffold could

also benefit other cell therapies.

Keywords: hypoxia, calcium peroxide, hydrogel, cell therapy
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INTRODUCTION

La thérapie cellulaire vise a traiter différentes maladies, tissus endommagés et autres affections
par I’administration locale ou systémique de cellules chez le patient (Cunningham et al., 2023;
El-Kadiry, Rafei, & Shammaa, 2021; Pirsadeghi et al., 2024). Il s’agit d’un domaine en plein
essor et aux résultats prometteurs mais encore sujet a améliorations. Entre autres, 1’utilisation
de matrices, des biomatériaux biocompatibles et biodégradables encapsulant des cellules et
d’autres composés utiles au traitement (Cunningham et al., 2023; Han et al., 2022; O'Brien,
2011), permet de livrer et de concentrer les cellules au site cible et ainsi d’en améliorer la
rétention (Haddad-Mashadrizeh et al., 2022), la survie et la fonction (Kim et al., 2020). Parmi
les différentes sortes de matrices on retrouve les hydrogels, plus particuliérement les hydrogels
thermosensibles de chitosane qui peuvent s’injecter et gélifier in situ (Assaad, Maire, &
Lerouge, 2015). Dans le cadre de la thérapie cellulaire adoptive (ACT), une thérapie cellulaire
contre le cancer, ces hydrogels peuvent encapsuler des cellules T immunitaires afin de les livrer
aupres de la tumeur a traiter (Cunningham et al., 2023). Chez la souris, ces gels ont permis une
réduction de la croissance de la tumeur, mais 1’effet était de courte durée probablement a cause
d’une mortalité cellulaire importante au cceur de la matrice (Cunningham et al., 2023). L’acceés
a Poxygene est généralement limité dans les matrices avant 1’angiogenese (Rouwkema,
Rivron, & van Blitterswijk, 2008). Or, I’oxygene joue un role important pour la survie, la
prolifération, la différentiation et la fonction des cellules T (Gropper et al., 2017). L hypothese
principale de ce projet est qu’oxygéner le gel pourrait améliorer I’efficacité du traitement et
qu’une approche prometteuse pour le faire est d’utiliser le peroxyde de calcium (CaOz) qui
relargue de ’oxygene au contact de ’eau (Wang et al., 2016). Toutefois, son relargage se fait
sous forme de burst release (Wang et al., 2016), ce qui n’est pas souhaité puisque les cellules
ont besoin d’une source constante et prolongée d’oxygene avant I’angiogenéese. Afin de limiter
la réaction avec I’eau, Tomioka, Fujita, Groll, et Matsusaki (2023) ont proposé¢ un
recouvrement formé spontanément d’hydroxyapatite autour du CaO> ne requérant aucun
solvant organique contrairement aux recouvrements polymériques (Suvarnapathaki, Nguyen,
Goulopoulos, Lantigua, & Camci-Unal, 2021). Or, le profil de relargage de I’oxygene peut étre

optimisé davantage afin d’atteindre un relargage constant et continu.



La problématique de ce travail concerne donc 1’absence d’apport constant, prolongé et contrélé
d’oxygene aux cellules immunitaires encapsulées pour I’ACT qui pourrait expliquer en partie
la faible viabilité observée dans la matrice de Cunningham et al. (2023). L objectif a long terme
concerne le développement d’un hydrogel de chitosane riche en oxygene pour la thérapie
cellulaire. Le premier objectif de cette maitrise consiste a caractériser la réponse de cellules
immunitaires au stress hypoxique afin de sélectionner un modele pour vérifier les effets des
matrices riches en oxygéne. A cet effet, des cellules immunitaires encapsulées en hypoxie, et
provenant de deux lignées différentes, sont considérées dans des essais live/dead et d’activité
métabolique. Des analyses de cytométrie sur 1’activation, la prolifération et I’épuisement sont
effectuées dans certains cas. Le second objectif consiste a développer des méthodes pour
oxygéner les matrices ainsi qu’a évaluer I’efficacité de ces méthodes. L’objectif a long terme
est que ces matrices puissent relarguer de fagon constante et contrdlée I’oxygene sur plusieurs
jours. Ainsi, des méthodes de détection de 1I’oxygene et du peroxyde d’hydrogéne sont mises
au point. Des particules de CaO; sont recouvertes d’hydroxyapatite et les paramétres de
recouvrement sont modifiés afin d’observer les effets sur les courbes de relargage d’oxygene
et de peroxyde d’hydrogeéne une fois encapsulées dans le gel pendant 7 jours. Des analyses

morphologiques et chimiques sont également effectuées sur les particules.

Le systéme visant a utiliser le CaO», recouvert selon une méthode novatrice, afin d’oxygéner
un gel de chitosane pour I’ACT locale est, au meilleur de notre connaissance, une contribution
originale qui n’a pas encore été explorée. Ce travail a mené a deux présentations par affiche.
L’une était a ’occasion de la conférence annuelle du réseau de thérapie cellulaire ThéCell
(2024) ou un prix de présentation a €té remporté. L autre €tait lors de la conférence annuelle
de la Société Canadienne des Biomatériaux (2025). Les principales limitations du projet, soit
le faible nombre de répétitions et de réplicas, sont une conséquence du manque de temps causé
par les nombreux protocoles qui ont dii étre développés et optimisés. Les résultats de ces
travaux sont donc préliminaires (aucune conclusion définitive ne peut étre émise) et de
I’optimisation est encore requise pour la détection de I’oxygene et pour obtenir un profil de

relargage adéquat.



Ce rapport se divise en quatre chapitres. Le premier concerne la revue de littérature qui couvre
les principaux concepts de ce projet incluant les matrices, la thérapie cellulaire, les effets de
I’oxygene sur les cellules T, les différentes approches pour oxygéner les matrices et enfin
I’hydroxyapatite. Le second chapitre présente la méthodologie des différentes préparations,
expériences et analyses effectuées dont les résultats sont présentés dans le troisiéme chapitre.
Enfin, le quatriéme chapitre fait des liens entre les concepts introduits dans la revue de

littérature et les résultats et discute de ces derniers avant de conclure.






CHAPITRE 1

REVUE DE LA LITTERATURE

1.1 Biomatériaux : les matrices

1.1.1 Les matrices en bref

Les matrices (Figure 1.1) sont des systémes a base de biomatériaux et sont employées dans
diverses applications. Bien qu’elles soient au cceur de I’ingénierie tissulaire, elles peuvent
¢galement étre utilisées comme véhicules dans différentes thérapies pour livrer in vivo des
médicaments, des protéines, des acides nucléiques (thérapie génique) et des cellules (thérapie
cellulaire) (Cunningham et al., 2023; Han et al., 2022; O'Brien, 2011). Lorsqu’elle contient des
cellules, la matrice doit fournir un environnement favorable a la survie, la prolifération, la
migration et la différentiation des cellules qu’elle contient et/ou des cellules de I’héte (Keane
& Badylak, 2014). Souvent, la dégradation du biomatériau permet la libération graduelle de
médicaments (Rambhia & Ma, 2015) ou pour éliminer la matrice a long terme (Keane &

Badylak, 2014).

Figure 1.1 Exemple de matrice cellulaire contenant des substances utiles (jaunes) a
’application

Créé avec BioRender.com

Parmi les différents matériaux de fabrication des matrices on retrouve ceux d’origine naturelle
(alginate, chitosane, soie, collagene) et synthétique (acide polylactique, acide polylactique-co-
glycolique (PLGA), acide glycolique, polyéthyléne glycol (PEG), polyéthyléne téréphtalate)
(Keane & Badylak, 2014; O'Brien, 2011). Le premier groupe présente une meilleure



biocompatibilité que le second mais aussi une plus grande variabilité¢ (Keane & Badylak, 2014;
O'Brien, 2011). Les matrices peuvent prendre la forme de structures solides implantées
chirurgicalement ou de solutions injectables (Han et al., 2022). Il peut s’agir de fibres
¢lectrofilées, de structures obtenues par impression 3D, de matrices extracellulaires
décellularisées ou d’hydrogels (Chan & Leong, 2008). Les hydrogels, matériaux composés
majoritairement d’eau encapsulée dans un réseau polymérique 3D, sont des matrices
injectables prometteuses et considérées dans de nombreuses applications (Moratti & Cabral,

2017).

1.1.2 Cahier des charges

Les matrices doivent posséder certaines caractéristiques générales lorsqu’elles contiennent des
cellules, et ce, peu importe ’application. En effet, afin de pleinement remplir sa fonction, la
matrice doit avant tout étre biocompatible, ce qui implique aucune réaction adverse avec 1’hote
mais aussi une participation active et positive dans la réponse cellulaire (Keane & Badylak,
2014). Les matrices biodégradables doivent avoir des produits de dégradation non toxiques
(O'Brien, 2011) et la vitesse de dégradation doit étre ajustée de maniére a ce que la matrice
puisse remplir les fonctions attendues tout au long du traitement (Keane & Badylak, 2014). De
plus, les propriétés physiques telles que I’osmolalité et le pH doivent étre physiologiques
(Monette, Ceccaldi, Assaad, Lerouge, & Lapointe, 2016) et une matrice injectable contenant
des cellules doit étre fortement hydratée (Guyot & Lerouge, 2018). Enfin, la présence de pores
interconnectés permet la prolifération cellulaire, la vascularisation et les échanges de
nutriments, de gaz et de déchets (O'Brien, 2011). Un des gaz importants est I’oxygene dont la
présence en quantité suffisante s’avere un parametre important dans la réponse cellulaire (voir

section 1.3.2).

1.1.3 Utilisation des matrices pour ’administration des cellules — avantages et
limitations

L’utilisation de matrices peut étre avantageuse dans 1I’administration locale des cellules in vivo

puisqu’injecter des cellules dans une simple solution saline (sans matrice) au site cible s’avere



moins efficace en ce qui concerne la survie et la rétention cellulaire (Kim, Ku, Cho, Han, &
Kim, 2025). En effet, encapsuler les cellules dans des matrices permet une meilleure rétention
des cellules au site cible comme le montre I’hydrogel injectable a base de chitosane d’Haddad-
Mashadrizeh et al. (2022) pour la rétention de cellules souches mésenchymateuses (MSCs)
humaines dans le foie. Une meilleure survie et fonction cellulaire ont été observées par Kim
et al. (2020) avec leur matrice injectable a base de gélatine encapsulant des MSCs murines
pour la réparation des dommages causés par les infarctus du myocarde. De plus, la matrice
pourrait protéger les cellules encapsulées du systéme immunitaire de 1’hote comme lors de la
transplantation d’ilots de Langerhans (Weber, Cheung, & Anseth, 2007). Toutefois, répondre
a toutes les exigences du cahier des charges et produire une matrice qui assure une interaction
et une réponse cellulaire adéquates demeure un défi (Echeverria Molina, Malollari, &
Komvopoulos, 2021). Enfin, ’apport en nutriments et en oxygéne par la formation de

vaisseaux sanguins dans la matrice peut s’avérer long voire inexistant (section 1.3.1).

1.1.4 Les hydrogels de chitosane

1.1.4.1 Chitosane comme biomatériau

La chitine est un polysaccharide naturel constitué¢ des unités N-acétyle-D-glucosamine et est
retrouvée, entre autres, dans la carapace des crustacés (Roberts, 1992; Saputra & Andreas,
2025). Le chitosane est obtenu lorsqu’une partie des groupes acétyles de la chitine sont
remplacés par des groupements amines (—NH2) en milieu alcalin (Saputra & Andreas, 2025;
Torgal, Subramani, & Manian, 2025). Le chitosane est constitué¢ des unités D-glucosamine et
de N-acétyle-D-glucosamine (Harugade, Sherje, & Pethe, 2023; Torgal et al., 2025) et les
groupements hydroxyles (-OH) et -NHz peuvent servir de sites pour la modification chimique
du polysaccharide afin d’améliorer ses propriétés (Harugade et al., 2023; Saputra & Andreas,
2025). Sa masse moléculaire se situe entre 50 — 2000 kDa (Chenite, Buschmann, Wang,
Chaput, & Kandani, 2001) et la fraction des groupements amines remplacant les groupements
acétyles s’exprime en degré de désacétylation (DDA) qui peut varier entre 40% et 98%
(Chenite et al., 2001). Le DDA et la masse moléculaire influencent les propriétés mécaniques

et la dégradabilité des gels de chitosane (Chenite et al., 2000).



Le chitosane est employé dans de nombreux domaines biomédicaux, notamment dans
I’administration de médicaments, dans la guérison des plaies, comme biocapteur et dans
I’ingénierie tissulaire (Saputra & Andreas, 2025; Torgal et al., 2025). Sa popularité s’explique
entre autres par sa biocompatibilité et sa biodégradabilité qui est surtout opérée par 1’activité
enzymatique (lysosomes) et qui peut prendre des jours a des mois a s’effectuer (Jennings,
2017). Ce cation adhére aux tissus généralement anioniques (Chenite et al., 2000) et posséde
¢galement des activités antibactériennes en compromettant 1’intégrit¢é des membranes
anioniques des bactéries ainsi que la réplication de leur ADN (Saputra & Andreas, 2025;
Torgal et al., 2025; Xue et al., 2026). Il peut aussi agir comme antioxydant en donnant des
hydrogenes en présence d’especes réactives de I’oxygéne (Saputra & Andreas, 2025). Le
chitosane présente des activités anti-inflammatoires et pro-guérison de plaies en stimulant la
présence de macrophages et le relargage de cytokines (Harugade et al., 2023). Enfin, les
polysaccharides naturels peuvent montrer des propriétés anticancers en arrétant la prolifération
et en causant la mort par apoptose des cellules cancéreuses tout en prévenant la propagation

du cancer par métastases (Zong, Cao, & Wang, 2012).

Le chitosane peut s’employer sous forme d’hydrogel et il existe différentes méthodes pour
générer ce réseau 3D (Hong et al, 2024). Les hydrogels thermosensibles (liquides a
température picce) sont avantageux puisqu’ils peuvent s’administrer par simple injection et se

gélifier au site cible sous I’effet de la température (Assaad et al., 2015; Chenite et al., 2000).

1.1.4.2  Processus de gélification des hydrogels de chitosane thermosensibles

La dissolution du chitosane en solution acide (pH maximal ~6,2 (Chenite et al., 2001)) se fait
grce a la protonation des groupes -NH> en —-NH3" qui confére aux chaines de chitosane une
charge positive et qui résulte en la domination des forces électrostatiques de répulsion entre
deux couches qui séparent les chaines (Figure 1.2 étapes 1 et 2) (Chenite et al., 2001; Lavertu,
Filion, & Buschmann, 2008). Si une base est ajoutée et que le pH > 6,2 (Figure 1.2 étape 3a),
la déprotonation des chaines s’effectue aussitot, les forces d’attraction entre les chaines

dominent et le chitosane précipite (Chenite et al., 2001). Si une base faible (agent gélifiant)



comme le glycérophosphate est plutot employée (Figure 1.2 étape 3b), une partie des groupes
amines sont déprotonés mais les groupes -NH;3" restant peuvent se lier avec la partie négative
du phosphate du glycérophosphate, laissant le glycérol entraver le rapprochement des chaines
(Chenite et al., 2001; Supper et al., 2013). Ainsi, puisque les interactions entre les chaines sont
difficiles, le chitosane demeure dissous jusqu’a un pH de ~7,2 qui se situe dans les conditions
physiologiques (Chenite et al., 2001; Supper et al., 2013). Lorsque cette solution est chauffée,
I’hydrogel se forme grace a la déprotonation graduelle et homogene des chaines de chitosane
causée par le changement de pKa avec la chaleur (Lavertu et al., 2008). Les chaines peuvent
donc interagir davantage, les forces d’attraction (ponts hydrogene, forces van der Waals,
interactions hydrophobes) dominent alors sur les forces de répulsion et la solution se gélifie
(Chenite et al., 2001; Lavertu et al., 2008; Supper et al., 2013). La température a laquelle cette
gélification se produit est marquée par I’augmentation soudaine du module de stockage (G')
lors d’un balayage rhéologique en température (Assaad et al., 2015). Plus la solution
d’hydrogel a un pH ¢levé (7,2), plus la température de gélification est basse (37°C) (Chenite
et al., 2001).

@ attraction < répulsion @

: g - ; ‘ Protonation dans 1’acide
Chaine chitosane avant it 2> - : ;
' A - (pH < 6,2) et répulsion
protonation

NH NH N des chaines

attraction > repulsion
@ attraction > répulsion @ Gélification e
"E" N -
NH,

NH
Déprotonation (pH > NH. ) "
6,2) et précipitation NH ~NH

(attraction des chaines)

Augmentation de la
température: déprotonation
graduelle (pH < 7.2),
rapprochement entravé par
glycérol, formation du réseau
3D (attraction des chaines)

Figure 1.2 Chaines de chitosane (1) protonées apres dissolution dans 1’acide (2).
Déprotonation et précipitation des chaines apres 1’ajout d’une base (3a) ou gélification, apres
I’ajout de 1’agent gélifiant, par déprotonation graduelle et organisation des chaines en 3D
(3b)
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Les hydrogels faits a I’aide de bases faibles telles que le glycérophosphate mais aussi le tampon
phosphate ont de pauvres propriétés mécaniques (Assaad et al., 2015). L’ajout
d’hydrogénocarbonate de sodium (SHC) a permis d’atteindre des valeurs de G' et des modules
de Young en compression significativement supérieurs tout en maintenant une vitesse de
gélification ¢levée (Assaad et al., 2015). Le SHC permet également d’obtenir une solution
d’hydrogel dont I’osmolalité et le pH se situent dans les valeurs physiologiques (Assaad et al.,
2015). Toutefois, la présence du glycérophosphate permet de stabiliser le pH de la solution
puisque le SHC relargue du dioxyde de carbone (CO») aprés la neutralisation des groupements
protonés (Assaad et al., 2015). En bref, les hydrogels de chitosane permettent non seulement
une administration minimalement invasive, mais puisqu’ils possedent plusieurs attributs du
cahier des charges des matrices, ces biomatériaux ont été considérés notamment pour la

thérapie cellulaire (Cunningham et al., 2023).

1.2 La thérapie cellulaire

1.2.1 Définition

La thérapie cellulaire consiste a administrer des cellules chez un patient afin de combattre une
maladie (El-Kadiry et al., 2021), de remplacer des cellules défectueuses, de regénérer des tissus
ou de traiter d’autres conditions (Pirsadeghi et al., 2024). Les études proposent différents types
cellulaires pouvant étre employés dans divers domaines (Agulnick et al., 2015; Shi et al., 2020;
Takahashi, 2020; Zhou et al., 2014) et les cellules utilisées peuvent étre des cellules souches

ou spécialisées et de source allogéne ou autologue (El-Kadiry et al., 2021).

1.2.2 Thérapie cellulaire adoptive: une méthode d’immunothérapie contre le cancer

1.2.2.1 Définition

La thérapie cellulaire contre le cancer, soit la thérapie cellulaire adoptive, permet d’utiliser des
cellules autologues qui sont récupérées (Figure 1.3 — 1a, 1b, 2), parfois modifiées (Figure 1.3

—27), et multipliées ex vivo (Figure 1.3 — 3) avant d’étre réadministrées au patient (Figure 1.3
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— 4a, 4b) afin d’améliorer la réponse antitumorale (Albarran et al., 2024). Les cellules
immunitaires telles que les cellules T, les cellules tueuses naturelles, les macrophages et les
cellules dendritiques (pour les vaccins) peuvent étre employées (Du, Yan, Xue, Zhong, &

Dong, 2023).

La thérapie cellulaire par lymphocytes T a récepteur antigénique chimérique (CAR-T),
approuvée par la Food & Drug Administration (FDA) aux Etats-Unis pour certains cas (Food
& Drug Administration, 2017, 2025) consiste a modifier par transduction les cellules T
récupérées du patient avec les CARs (Zhang, Liu, Zhong, & Zhang, 2017) (Figure 1.3 — 2°)
afin d’améliorer la reconnaissance des antigenes cibles et ainsi détruire les cellules cancéreuses
qui les expriment (Sterner & Sterner, 2021). Les cellules tueuses naturelles CAR et les
macrophages CAR ont également été développés (Du et al, 2023). Un autre moyen
d’améliorer la reconnaissance des antigénes est en modifiant génétiquement les récepteurs de
cellules T (TCR) des lymphocytes T du patient (Figure 1.3 —2”) (He et al., 2025). Enfin, il est
possible de récupérer des cellules TIL (tumor infiltrating lymphocyte) directement de la tumeur
du patient, de les multiplier et de les réadministrer afin de restimuler I’attaque contre les

cellules cancéreuses (Figure 1.3 — 1b, 2, 3, 4a) (Amaria et al., 2025).

Figure 1.3 Collecte, culture et réadministration des cellues T d’un patient pour la thérapie
cellulaire adoptive

Créé avec BioRender.com
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1.2.2.2  Avantages de la thérapie cellulaire adoptive locale et role des matrices

La thérapie cellulaire adoptive (ACT) s’effectue par injection systémique intraveineuse (Figure
1.3 — 4a) mais cette approche comporte certaines limitations telles que I’expansion longue et
colteuse (en personnel et en ressources) des cellules du patient (Golchin, 2021) ainsi que
I’injection intraveineuse potentiellement toxique d’interleukine-2 (IL-2) qui accompagne le
traitement (Parisi et al., 2020). Les matrices ont été proposées afin de localiser le traitement au
site cible et ainsi améliorer son efficacité en résolvant certaines de ces limitations (Cunningham
et al., 2023). Par exemple, une matrice d’alginate « tout-en-un » ou les cellules mononuclées
de sang périphérique (PBMCs), les vecteurs viraux et d’autres composés sont présents afin
d’activer, de transduire, de faire proliférer et de libérer des cellules CAR-T in vivo tout en
réduisant a moins d’un jour le temps entre la collecte des cellules et la réadministration au
patient (Agarwalla et al., 2022). De plus, des matrices d’alginate encapsulant des cellules CAR-
T et des stimulants de genes interféron sont proposées afin de créer un « vaccin in situ » grace
aux antigenes restant apres la résection de la tumeur et des cellules présentatrices d’antigénes
de I’hote (Smith et al., 2017). Une matrice d’acide hyaluronique contenant des cellules CAR-
T, de I'IL-15 et des anticorps anti-PD-L1 (programmed death ligand-1I) pour la thérapie
d’inhibiteurs de point de contr6le immunitaire (Hu et al., 2021) ainsi que des hydrogels
injectables de chitosane — PEG encapsulant des CAR-T capables de reconnaitre I’antigene
ganglioside GD2 des cellules cancéreuses du rétinoblastome chez la souris (Wang et al., 2020)
sont également étudiés. En bref, ces travaux montrent que la matrice permet non seulement de
retenir les cellules au site cible, mais présente aussi différentes options afin de renforcer le
traitement par ACT avec I’ajout d’interleukines, d’anticorps et d’autres substances utiles a la
réponse antitumorale. Toutefois, une matrice idéale pour 1’application n’a pas encore été mise

au point.

L’équipe du Pr. Sophie Lerouge, en collaboration avec celle du Pr. Réjean Lapointe, a
développé un hydrogel de chitosane encapsulant des cellules T pour I’ACT locale (Figure 1.3
— 4b). L’équipe avait d’abord montré le potentiel du gel a I’aide d’un test de migration par

Transwell (Monette et al., 2016) ou des TILs encapsulés dans I’hydrogel ont pu proliférer,
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s’activer, relarguer des cytokines et migrer graduellement hors du gel pour attaquer les cellules
cancéreuses au bas des puits. L’efficacité du gel a ensuite été testée in vivo dans un modele
murin de tumeur sous-cutanée (Cunningham et al., 2023). Une réduction de la croissance
tumorale presque aussi importante que pour le traitement intraveineux a été observée, et ce,
malgré le nombre inférieur de cellules. Toutefois, trés peu de cellules sont présentes au centre
du gel apres une semaine ce qui suggere soit un échappement rapide et/ou une mort cellulaire
par manque de nutriments, d’oxygene ou encore d’IL-2 (Cunningham et al., 2023) (voir Figure
1.4). L’hypothéese a la base de ce projet est que cette mortalité rapide pourrait étre liée au
manque d’oxygeéne pour les cellules, et donc qu’une matrice riche en oxygene pourrait
améliorer 1’efficacité du traitement d’ACT locale avec hydrogel en améliorant la survie et la
prolifération des cellules encapsulées. L’effet de ’hypoxie sur les cellules est détaillé ci-

dessous.

Idéal Réel
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Figure 1.4 Hydrogel de chitosane thermogélifié in sifu libérant des cellules T pres de la
tumeur afin de la détruire (basé sur les travaux de Cunningham et al. (2023)). Gauche :
comportement idéal, droite : comportement d’apres les observations pratiques

Créé avec BioRender.com

1.3 Role et effets de I’oxygéne sur les cellules

1.3.1 Accés limité a ’oxygene dans les matrices

La formation des vaisseaux sanguins peut se produire a un peu plus de 200 pum par jour (Clark
& Clark, 1939), ce qui peut s’avérer un long processus selon la taille de la matrice a
vasculariser. De plus, les vaisseaux formés doivent étre fonctionnels, ce qui peut s’avérer
complexe (Mastrullo, Cathery, Velliou, Madeddu, & Campagnolo, 2020). Les cellules

encapsulées dépendent alors de la diffusion de I’oxygeéne des vaisseaux environnants afin de
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répondre a leurs besoins, ce qui représente une distance de diffusion d’environ 100 — 200 um
dans un tissu ou une matrice située directement a c6té du vaisseau (Rouwkema et al., 2008).
Les matrices ayant une épaisseur supérieure ou étant loin des vaisseaux risquent de former des
zones pauvres en oxygene ou les cellules seront en hypoxie (Figure 1.5) (Rouwkema et al.,
2008). L’hypoxie survient lorsque la présence d’oxygene est inférieure a la quantité retrouvée
dans les conditions physioxiques normales (physioxie), ce qui correspond donc a différents
niveaux d’oxygene selon le type cellulaire et le tissu (Wiebe & Machulla, 1999). Cette
condition peut entrainer la cellule & modifier ses activités et son métabolisme afin d’assurer sa
survie (Wiebe & Machulla, 1999). L anoxie est I’absence compléete d’oxygeéne (Figure 1.5)
(Wiebe & Machulla, 1999). Enfin, bien que les cellules soient souvent cultivées en normoxie
(~20% oxygeéne (02)), les conditions physioxiques (Figure 1.5) sont bien plus faibles en
oxygeéne (~5% O2) (McKeown, 2014). Dans le cas des organes lymphatiques (souris), la
concentration en oxygeéne peut méme descendre jusqu’a 0,5% O (Caldwell et al., 2001) et le

thymus représente 1’un des organes les plus hypoxiques (Ohta et al., 2011).
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Figure 1.5 Lorsque la matrice est trop ¢loignée des vaisseaux sanguins ou trop épaisse une
partie ou méme 1’entiereté peut devenir anoxique (sans Oz). Présentation d’un gradient
hypothétique d’O2 dans la matrice allant de 1’anoxie a la physioxie

Créé avec BioRender.com

1.3.2 Hypoxie et cellules immunitaires

Facteurs induits par ’hypoxie : La réponse cellulaire a I’hypoxie est complexe et implique
souvent la famille des facteurs induits par I’hypoxie (HIFs), des facteurs de transcription
ciblant certains genes utiles dans ces conditions pauvres en oxygeéne (Tao, Barbi, & Pan, 2015).

Le complexe de transcription HIF se forme par dimérisation de I’HIF-1p avec I’HIF-1a (ou
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I’HIF-2a) (Weidemann & Johnson, 2008). Le facteur HIF-1f est produit et présent en continu
dans le noyau cellulaire (Weidemann & Johnson, 2008). La stabilisation de ’HIF-1a dépend
toutefois de la disponibilité en oxygeéne. Lorsque présent en quantité suffisante, 1’oxygene
permet I’hydroxylation de I’HIF-1a par les enzymes a domaine prolyl hydroxylase (Tao et al.,
2015). L’HIF-1a hydroxylé subit ensuite une polyubiquitination par la protéine von Hippel-
Lindau, ce qui initie la dégradation protéasomique du facteur (Tao et al., 2015). Toutefois, un
apport pauvre en oxygene empéche I’hydroxylation de I’HIF-1a qui se stabilise et qui entre
alors dans le noyau cellulaire afin de se combiner avec I’HIF-13 et commencer la transcription

de certains génes cibles (Tao et al., 2015).

Réponse des cellules T a ’hypoxie : chez ces cellules, la stabilisation de I’HIF-1a en hypoxie
peut jouer un role, par exemple, sur la production de cytokines (Lukashev et al., 2006) ainsi
que sur les récepteurs et certaines activités cellulaires (Doedens et al., 2013). La concentration
du facteur augmente également avec I’intensité de 1I’expérience hypoxique (Cunha et al., 2023).
Toutefois, malgré son implication importante dans la réponse hypoxique, il n’est pas le seul
intervenant comme en témoignent les < 270 protéines surexprimées probablement sans

I’intervention de I’HIF (Ross, Rollings, & Cantrell, 2021).

Bien que les cellules T soient naturellement exposées aux conditions faibles en oxygene (moins
que les cellules tueuses naturelles mais plus que les cellules B) (Ohta et al., 2011), I’hypoxie
stimule la réduction de la phosphorylation oxydative des cellules ainsi qu’une transition vers
la glycolyse (Doedens et al., 2013; Gropper et al., 2017). Cela implique une augmentation des
protéines pour le transport du glucose, soit GLUT1 (Cunha et al., 2023) ou GLUT3 (Byrnes et
al., 2022) et de lactate-déshydrogénase A (Cunha et al., 2023). L hypoxie pourrait toutefois
diminuer les taux de consommation d’oxygene et d’acidification extracellulaire ainsi que
I’adénosine triphosphate produite (Liu et al., 2020) comme les augmenter (Cunha et al., 2023).
Cette divergence pourrait s’expliquer par des différences dans les protocoles et les temps
d’incubation en hypoxie. Les effets sur le récepteur CD25 sont également mitigés puisque
certains observent une augmentation (Cunha et al., 2023; Vuillefroy de Silly et al., 2015) tandis

que d’autres, une diminution du CD25 et des récepteurs de costimulation (Byrnes et al., 2022).
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Dans le cas de Caldwell et al. (2001), davantage de cellules CD8/CD25" ont été observées en
normoxie, mais ces cellules en hypoxie possédaient un plus grand nombre de récepteurs CD25
et étaient environ sept fois plus lytiques que leur contrepartie normoxique. La hausse de la
cytotoxicité et de la fonction effectrice des cellules T se fait grace a I’augmentation de la
perforine (Ross et al., 2021), de certains granzymes (Cunha et al., 2023; Doedens et al., 2013;
Ross et al., 2021) et d’interféron gamma (IFN-y) (Cunha et al., 2023; Nakagawa et al., 2015).
Toutefois, les effets de I’hypoxie pour certains ont plutot résulté en une diminution ou un
maintien de ’une ou plusieurs de ces protéines (Caldwell et al., 2001; Liu et al., 2020).
L’augmentation de la cytokine immunosuppressive IL-10 (Ross et al., 2021;

Vuillefroy de Silly et al., 2015) a également été rapportée.

L’hypoxie stimulerait la différentiation et les fonctions des phénotypes effecteur ou effecteur
mémoire (Cunha et al., 2023; Ross et al., 2021), comme en témoigne la présence de cellules
CD44" et CD62L" (Cunha et al., 2023; Gropper et al., 2017). De plus, Cunha et al. (2023) ont
effectué¢ un ACT avec des OT-I dans un modéle murin de tumeur sous-cutanée et ont constaté
que les cellules T préconditionnées en hypoxie ont permis de réduire la croissance tumorale
initiale et ont présenté in vitro une meilleure cytotoxicité et réponse a la restimulation. Une
meilleure réponse antitumorale grace a I’hypoxie a également été rapportée ailleurs (Gropper

etal., 2017).

Les études sont majoritairement unanimes sur I’effet limitant de I’hypoxie sur la prolifération
(Byrnes et al., 2022; Gropper et al., 2017; Liu et al., 2020; Ross et al., 2021), bien que Cunha
et al. (2023) aient observé une prolifération forte et inattendue in vivo des OT-I conditionnés
en hypoxie et injectés pour ’ACT. Quant a la viabilité, les effets de ’hypoxie semblent étre
absents (Byrnes et al., 2022; Gropper et al., 2017) ou limitants (Caldwell et al., 2001; Kim et
al., 2008).

De plus, les études rapportant une augmentation du caractere cytotoxique des cellules T en
hypoxie observent également une augmentation de certains récepteurs inhibiteurs (Cunha et

al., 2023) soit: CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte-associated protein 4), TIM-3 (T cell
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immunoglobulin and mucin domain-containing protein 3), LAG-3 (lymphocyte activation gene
3) et PD-1 (programmed cell death protein-1) (Doedens et al., 2013; Gropper et al., 2017; Ross
et al., 2021). Ces récepteurs sont é¢galement des marqueurs d’épuisement, un état ou la réponse

antitumorale et cytotoxique des cellules T est moindre (Jiang, Li, & Zhu, 2015).

Enfin, I’effet combing, par exemple, de I’hypoxie a un manque de glucose et/ou de sérum peut
limiter la production de certaines cytokines immunosuppressives ou antitumorales et
influencer I’expression de certains récepteurs cellulaires (Davern et al., 2023). De plus,
Scharping et al. (2021) ont constaté¢ que des OT-I hypoxiques continuellement stimulés
tendaient vers une différentiation épuisée, augmentaient les molécules co-inhibitrices et les
genes associés a I’épuisement et diminuaient la production de cytokines et la réponse aux

antigenes.

Pour conclure, les changements liés, par exemple, aux activités cellulaires, a la production de
protéines et a la différentiation peuvent survenir aprés seulement une journée passée en
hypoxie (Cunha et al., 2023). Certaines disparités entre les résultats de la littérature pourraient
s’expliquer par les différences entre les protocoles, les temps d’incubation et le % d’oxygene
en hypoxie. Un résumé des effets de [’hypoxie se trouve dans la Figure 1.6. La matrice
développée dans ce projet a pour but d’assurer la survie et la prolifération des cellules T
encapsulées dans la matrice afin qu’elles puissent graduellement migrer hors du gel pour
s’attaquer a la tumeur. Puisque la prolifération (et parfois la viabilité) peut étre réduite et
I’épuisement, augmenté en cas de déficit d’oxygene, il est crucial d’oxygéner la matrice

pour assurer une réponse cellulaire adéquate.
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Figure 1.6 Résumé de la revue de la littérature sur les effets de I’hypoxie sur les cellules T
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Types cellulaires étudiés dans le cadre de ce projet

i) Cellules Jurkat : Ces cellules T humaines sont immortalisées et proviennent d’un cas de
leucémie aigué lymphoblastique de type T (T-ALL) (Wilson et al., 2025). Elles ont été utilisées
dans plusieurs travaux de recherche, incluant ceux sur la signalisation cellulaire du TCR
(Abraham & Weiss, 2004) malgré certaines mutations importantes (Gioia, Siddique, Head,
Salomon, & Su, 2018). Les cellules T-ALL en hypoxie ralentiraient leur cycle cellulaire,
cesseraient leur prolifération, favoriseraient la glycolyse et seraient plus sujettes a I’apoptose
(Fahy et al., 2021). L’HIF-1a jouerait un role important et, une fois de retour en condition non
hypoxique, les cellules T-ALL survivantes pourraient recommencer a proliférer (Fahy et al.,
2021). Zou et al. (2013) auraient plutot observé une augmentation de la prolifération des
cellules Jurkat en hypoxie sur trois jours grace a la voie de signalisation Notchl activée par

I’HIF-10.

ii) Cellules OT-I : Ces cellules T CD8" proviennent de souris transgéniques ou le TCR est
modifi¢ afin de permettre la reconnaissance d’un peptide (SIINFEKL) de la protéine

ovalbumine (Wright, Murray, Crispe, & Pierce, 2005).
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14 Méthodes pour oxygéner les matrices

1.4.1 Transporteurs d’oxygéne : perfluorocarbones et hémoglobines

Différentes approches sont proposées dans la littérature pour oxygéner les matrices. Parmi
celles-ci on retrouve les transporteurs perfluorocarbones (PFCs) et hémoglobines. Ils ont
permis d’améliorer I’oxygénation des hydrogels (Jiang et al., 2024) et ont été considérés
comme substituts aux globules rouges/sang (Mystkowska, Prokopczyk, & Lysik, 2024;
Stowell, Levin, Spiess, & Winslow, 2001; Yuki et al., 2021).

Perfluorocarbones : Dans la revue de Jagers, Wrobeln, et Ferenz (2021), les molécules de la
famille des PFCs comprennent une chaine principale d’atomes de carbone surtout liés a des
atomes de fluore. Ces molécules non miscibles ni dans 1’eau, ni dans les lipides sont
volumineuses et créent de nombreux espaces vacants entre elles permettant ainsi
d’emmagasiner une grande quantité¢ d’oxygene (Jagers et al., 2021). Par exemple, le bromure
de perfluorooctyle (PFOB) peut contenir 44 mmol/L a 1 atm, 0°C ce qui est environ 20x plus
que I’eau (Lowe, Davey, & Power, 1998). Le relargage de I’oxygeéne contenu dans les solutions
de PFCs se fait de fagon linéaire en fonction de la pression partielle de I’oxygeéne (Spahn,
2000). Différents travaux ont considéré les PFCs pour améliorer I’apport en oxygéne (Maillard
et al., 2012; White, Godsey, & Bhatia, 2014; Wijekoon, Fountas-Davis, & Leipzig, 2013). Par
exemple, Ma et al. (2013) utilisent le perfluorotributylamine (PFTBA) avec des hydrogels de
fibrine comme matrices pour les cellules de Schwann en hypoxie. Khattak, Chin, Bhatia, et
Roberts (2007) utilisent des billes d’hydrogel d’alginate contenant soit du PFTBA ou du PFOB

pour la culture de cellules humaines de carcinome hépatocellulaire.

Hémoglobines : Les hémoglobines sont des protéines contentant des hémes centrés d’un
atome de fer permettant la liaison a une molécule d’oxygéne (Decker & van Holde, 2011a).
Selon le type d’organisme, les hémoglobines peuvent étre intracellulaires ou extracellulaires
(Decker & van Holde, 2011b). Différentes études portent sur le développement
d’hémoglobines pour transporter I’oxygéne (HBOCs) (Pacheco et al., 2023; Roamcharern et
al.,2019; Q. Wang et al., 2017; Zhang et al., 2012). Par exemple, ’hémoglobine extracellulaire
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M201 (HEMOXCell® (Hemarina)) obtenue a partir du vers marin Nereis virens (Lemaire et
al., 2023) peut lier jusqu’a 156 molécules d’oxygeéne (Zal, Green, Lallier, Vinogradov, &
Toulmond, 1997) et posséde une activité similaire a 1’enzyme superoxyde dismutase
(Rousselot et al., 2006) ainsi qu’une meilleure stabilité que les hémoglobines intracellulaires
retirées des globules rouges (Muzzelo, Neely, Shah, Abdulmalik, & Elmer, 2018). Elle a
montré des effets bénéfiques dans la culture des cellules CHO-S (Chinese hamster ovary) (Le
Pape et al., 2015) et MSCs humaines (Le Pape et al., 2017; Le Pape et al., 2018). Toutefois, la
durée de I’étude est parfois courte (Rodriguez-Brotons et al., 2016) et certaines études cultivent
les cellules in vitro en normoxie, donnant ainsi la possibilité¢ a I’hémoglobine de se recharger
en oxygene. Lorsqu’en hypoxie, ’hémoglobine peut toutefois étre combinée a des générateurs
d’oxygene comme le peroxyde de calcium (CaO>) afin d’améliorer, par exemple, la survie

d’ilots de Langerhans (Mour¢ et al., 2019).

Pour conclure, les PFCs présentent certaines limitations telles que des complications
potentielles au niveau des poumons et du sang, une biocompatibilité parfois inadéquate et
I’ajout de surfactants (De, Jee, & Park, 2024). Certains risques associé¢s aux HBOCs (surtout
ceux a base d’hémoglobines humaines et bovines) sont I’oxydation de I’héme en condition de
stress oxydatif menant a la formation de radicaux libres néfastes (Meng et al., 2018), la
dissociation de 1’hémoglobine posant un risque pour certains organes (Jahr, MacKinnon,
Baum, & Alayash, 2025) et le scavenging de I’oxyde nitrique (Gladwin, Crawford, & Patel,
2004). Ces limitations sont surtout associées a ’utilisation des transporteurs comme substituts
de sang. Enfin, les transporteurs d’oxygene ne peuvent se recharger en oxygene lorsqu’utilisés
avec des cellules exposées a des conditions prolongées d’hypoxie. C’est pourquoi les

peroxydes solides sont avantageux.

1.4.2 Générateurs d’oxygeéne : peroxydes solides

Les peroxydes inorganiques solides sont des réactifs qui générent du peroxyde d’hydrogene
(H202) et de I’oxygene par I’hydrolyse de 1’eau selon les équations (1.1) a (1.4) (Camci-Unal,
Alemdar, Annabi, & Khademhosseini, 2013; Wang et al., 2023) :
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Mg0, + 2H,0 —» Mg(0H), + H,0, (1.1)
Ca0, + 2H,0 - Ca(OH), + H,0, (1.2)
(Na,C0s), - 3H,0, > 4Na* + 2C0%™ + 3H,0, (1.3)
2H,0, — 0, + 2H,0 (1.4)

Ils agissent donc comme des générateurs d’oxygene plutot que des transporteurs. Parmi ces
peroxydes, on retrouve le peroxyde de magnésium (MgQO>), le CaO> et le percarbonate de
sodium (SPC) ayant la formule (Na;CO3)223H20:. Le H20; peut également étre utilisé mais sa
forme liquide complique sa manipulation et le contrdle du relargage d’oxygene (Ashammakhi

et al., 2020).

Le profil et la cinétique de relargage de I’oxygéne par ces trois peroxydes solides ont été
comparés dans 1’é¢tude de Waite, Bonner, et Autenrieth (1999) et ils ont constaté que le temps
requis pour générer la moitié de la quantité totale d’oxygene relarguée pour chaque peroxyde
¢tait en secondes (18 sec) pour le SPC, minutes (12,6 min) pour le CaO: et jours (18,4 jours)
pour le MgQOo». Les auteurs proposent également que des capsules d’hydroxyde de calcium
(Ca(OH)2) ou de magnésium pourraient se former a la surface des particules de CaO> ou de
MgO., ayant eux-mémes une faible solubilité et une dissolution lente, ce qui pourrait limiter

la réaction avec 1’eau (Waite et al., 1999).

Le CaO: est un choix populaire pour I’oxygénation des matrices (Lee, Kim, Kim, & Song,
2025; Liu et al., 2021; Suvarnapathaki et al., 2021) en partie a cause de sa pureté commerciale
(~60 — 80%) supérieure a celle du MgO» (~15 — 25%) (Cassidy & Irvine, 1999), et son usage
dans plusieurs domaines (Jin & Wang, 2025). Il a été choisi pour ce projet et sera présenté a la
section suivante. Bien que moins populaires, le MgO: et le SPC sont également employés dans
divers domaines incluant I’ingénierie tissulaire (Camci-Unal et al., 2013; White, Irvine, &
Woolard, 1998; Zhou, Qian, Chen, Zhang, & Zhou, 2023). Il est a noter que le relargage
d’oxygene lent par le MgO> n’a pas été observé dans toutes les ¢tudes (Bhattacharjee et al.,

2026; Zhu, Qin, Zhang, Radian, & Long, 2021).
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Peroxyde de magnésium : Le MgO» a ét¢ employé comme nanoparticules recouvertes de PEG
encapsulées dans des microparticules de polymére recouvertes de catalase afin d’améliorer,
sur 7 jours (5% 0O3), la viabilit¢ de MSCs humaines ajoutées sur un hydrogel de fibrine,
d’alginate oxydé et de polymere dans lequel les particules étaient encapsulées (Maleki, Karimi-
Soflou, & Karkhaneh, 2025). Haixia et al. (2024) ont plutot utilis¢ un mélange de
polycaprolactone (PCL)/nanohydroxyapatite/MgO> pour faire une grille 3D recouverte de
polydopamine afin de stimuler la régénération de 1’os et combattre les cellules cancéreuses
d’ostéosarcome. Le relargage d’oxygeéne atteint un maximum aprés ~5 jours avant de
graduellement redescendre et rejoindre le controle apres un total de 2 — 3 semaines (Haixia et

al., 2024).

Percarbonate de sodium : Le SPC est également considéré dans quelques études comme
source d’oxygene pour les matrices. Par exemple, des cellules souches de pulpe dentaire ont
pu adhérer, proliférer et se différentier sur des fibres électrofilées d’alcool polyvinylique et de
PCL contenant du SPC (Samanipour et al., 2023). Toutefois, seules les données de relargage
d’oxygene au jour 14 sont fournies. Le SPC a également ét¢ encapsulé dans un film de PLGA
afin de réduire, sur trois jours, la nécrose d’un rabat de peau ischémique de souris sous lequel
le film était implanté (Harrison, Eberli, Lee, Atala, & Yoo, 2007). De plus, ce film a relargué
presque tout I’oxygene théoriquement possible sur ~70 heures dont la majorité s’est effectué

pendant les 24 premiéres heures.

143 Peroxyde de calcium

1.4.3.1 Réaction en milieu aqueux et production de peroxyde d’hydrogene et
d’oxygéne

Le peroxyde de calcium est un agent oxydant dont la structure orthorhombique, déterminée
I’aide d’un algorithme génétique, comprend des atomes de calcium, chacun formant des
liaisons de coordination avec huit atomes d’oxygene (Zhao, Nguyen, Wang, & Ho, 2013). Le

CaO; produit, en milieu aqueux, de I’oxygeéne, du H>O; et du Ca(OH),. Deux mécanismes
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réactionnels expliquant 1’obtention de ces produits a partir du CaO> sont retrouvés dans la

littérature.

Mécanisme #1 : L’H20: produit a partir du CaO:2 se décompose et relargue de ’O2
Plusieurs sources référent au mécanisme détaillé par les équations (1.5) et (1.6) (Aghajanpour
et al., 2022; Farris, Rindone, & Grayson, 2016; Mohseni-Vadeghani, Karimi-Soflou,
Khorshidi, & Karkhaneh, 2021; Suvarnapathaki et al., 2021).
Ca0, + 2H,0 - Ca(OH), + H,0, (1.5)
2H,0, - 0, + 2H,0 (1.6)

Le CaO; produit du H20O> en milieu aqueux (équation (1.5)) et ce H2O2 se décompose ensuite
pour libérer de 1’02 (équation (1.6)). Ainsi, le mécanisme #1 suggere que ’H20: est un
intermédiaire nécessaire a l’obtention de 1’0, mais cette hypothése est réfutée par le

mécanisme #2.

Mécanisme #2 : L’H20: et I’O2 sont obtenus directement a partir du CaOz

L’¢étude menée par Wang et al. (2016) sur la cinétique du relargage de 1’O» et de I’'H>O» a partir

du CaO» supporte plutdt le mécanisme suivant ou les réactions présentées par les équations

(1.7) et (1.8) se dérouleraient en parallele et se compétitionneraient pour le réactif CaO» :
Ca0, + 2H,0 — Ca(OH), + H,0, (1.7)
2Ca0, + 2H,0 — 2Ca(0OH), + 0, (1.8)

Dans cette étude, les courbes de relargage de chacun des produits suivent un profil similaire,
soit un relargage important (burst release) survenant environ deux a dix heures apres I’ajout
du CaO» dans la solution aqueuse (selon les conditions de température et de pH). Le relargage
prendrait ensuite fin lorsque le CaO; serait complétement dissous. Les courbes de relargage de
1’0z et de ’H20> surviennent simultanément et prennent donc fin au méme moment (Wang et

al., 2016).
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i) Processus de formation de I’H202: Selon Wang et al. (2016), le CaO; se dissout d’abord
dans 1’eau et relargue des ions calcium (Ca*") et peroxydes (0%7). Un pH acide augmente la
dissolution du CaOx. Les ions hydrogéne (H") présents en solution se lient aux ions peroxydes
et forment I’H>,O> (Wang et al., 2016). Xue, Rajic, Chen, Lyu, et Alshawabkeh (2018) ont
électrolysé de 1’eau, contenant du sulfate de sodium et du CaO,, afin de générer des ions H' a
I’anode (pH plus acide donc dissolution plus rapide du CaO») et des ions hydroxydes (OH") a
la cathode. La production d’H»O» était moins importante a la cathode qu’a 1’anode, puisqu’une
compétition pour les ions H' entre les ions peroxyde du CaO; dissout et les ions OH de la
cathode limitait le rendement d’H>O» dans le catholyte (Xue, Rajic, et al., 2018). Concernant
I’effet du pH sur la dissolution du CaO», Northup et Cassidy (2008) ont observé un délai de
plus de deux mois pour dissoudre le CaO; dans une solution a pH 12 — 13 (aucune production
d’H>0, détectée), mais seulement 4 heures a pH 6 (82% d’H20> produit par rapport a la
quantité totale théorique d’H>O» pouvant étre libérée). L’étude cinétique de Wang et al. (2016)
affirme également que la réaction donnée par I’équation (1.7) est d’ordre pseudo-zéro, puisque
la vitesse a laquelle I’H>O- est relargué dépend de la vitesse a laquelle le CaO; se dissout (étape
cinétiquement limitante) plutdt que de la concentration initiale de CaO,. En bref, le H,O, serait
formé a partir des ions H* et 05~ en solution 4 la suite de la dissolution du CaO,. Le pH et la

température peuvent influencer le rendement d’H>O> (Wang et al., 2016).

ii) Processus de formation de I’O:z : Selon Wang et al. (2016), I’O; serait formé directement
a partir du CaO; (également supporté par Lee et al. (2014)). Selon Jin et Wang (2025), ’O»
serait libéré suite au bris des liaisons O — O lors du contact du CaO» avec ’eau. Wang et al.
(2016) suggerent également que la réaction de I’équation (1.8) serait du pseudo-premier ordre
(augmentation de la vitesse de production de I’O2 avec I’augmentation de la concentration de
Ca0») et que 10> serait obtenu a partir des particules solides de CaO» en solution. Ils ont aussi

constaté que 1’augmentation du pH ou de la température augmentait la production d’O».

Enfin, ils ont conclu que I’oxygeéne ne provenait majoritairement pas de la dégradation du H,O»
mais plutot directement du CaO; d’apres les courbes de relargage des deux produits qui se

terminent en méme temps et qui sont affectées de maniere opposée a la suite d’un changement
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de pH ou de température. IIs ont aussi observé un relargage plus important d’O; initialement
mais ce relargage diminue ensuite lorsque celui du H>O» commence (Wang et al., 2016). Le

relargage d’O; se produirait donc en paralléle avec celui du H20:.

1.4.3.2 Applications

Sciences environnementales, traitement des eaux et du sol, retrait du phosphore : Certains
systémes comprenant du CaO; se sont révélés prometteurs pour la décontamination (Mosmeri,
Alaie, Shavandi, Dastgheib, & Tasharrofi, 2017; Xue, Lu, et al., 2018) ainsi que pour la
réoxygénation (F. Zhang et al., 2019) des eaux souterraines. Le relargage d’oxygeéne peut aussi
stimuler leur bioréhabilitation par les microorganismes (Wu, Chang, & Lin, 2015; Yeh, Wang,
Chang, & Shih, 2018) et le CaO, permet de lutter contre les cyanobactéries (Wang, Zheng,
Huang, Hu, & Zhu, 2021; Xin et al., 2020) et contre la pollution du sol (Oba et al., 2021).
Enfin, le CaO; peut étre employé¢ afin de lutter contre I’eutrophisation en précipitant, sous

forme d’hydroxyapatite, le phosphate contenu dans les plans d’eau (Cho & Lee, 2002).

Traitement des tumeurs cancéreuses par nanoparticules de Ca0O: : Des systemes de CaO»
ont été étudiés, par exemple, pour I’oxygénation des tumeurs a ’aide d’un recouvrement
polymérique dégradable en pH acide (Sheng et al., 2017) ou pour la chimiothérapie grace a
I’apport en oxygene d’une capsule de lipides contenant du CaO»> et de la cisplatine (He et al.,
2019). Le relargage d’H20; par des systemes de CaO peut également étre exploité pour le
traitement des tumeurs (Gao et al., 2019) ou pour améliorer la chemodynamic therapy et la gas

therapy (Wang et al., 2024).

Biomatériaux et CaQ:: Le CaO: est employé comme générateur d’oxygéne dans de
nombreux travaux. Plusieurs s’y intéressent pour la régénération de 1’os (Aleemardani, Solouk,
Akbari, & Moeini, 2023; Daneshmandi & Laurencin, 2020; Xu et al., 2024; Yin et al., 2024).
D’autres utilisent le CaO> dans le domaine de la guérison des plaies (N. Li et al., 2024; Lin et
al., 2025; Singh et al., 2023) comme 1’hydrogel hyperoxique a base de gélatine de Park et Park

(2018). Le CaOs est également utilis¢ pour oxygéner les ilots du pancréas encapsulés (Lee et
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al., 2018; Liang et al., 2021) comme le cryogel a base de collagéne de Razavi et al. (2020).
Enfin, la viabilité de cellules cardiaques encapsulées dans un hydrogel de gélatine méthacrylée
(GelMA) en hypoxie a été améliorée grace a I’ajout de CaO; (Alemdar et al., 2017). Dans ces
¢tudes, le CaO; a permis un relargage efficace d’oxygene et certaines rapportent qu’il aurait
méme permis d’améliorer la survie, la cellularisation des matrices et la fonction des cellules.
Ces travaux ne sont pas les seuls a utiliser le CaO; pour générer de I’oxygene puisque ce
peroxyde (plus pur que le MgO, commercial) est employé par plusieurs équipes comme
mentionné dans la section 1.4.2. Par conséquent, le CaO2 a été choisi pour oxygéner les
hydrogels dans ce mémoire puisqu’il semble prometteur selon les résultats rapportés dans la

littérature.

1.4.3.3 Limitations du CaQO: et solutions

Malgré son potentiel de relargage d’oxygene important, le CaO; possede certaines limitations.
Elles portent entre autres sur la production potentiellement cytotoxique d’H>O» et le relargage

initial intense et rapide de 1’Ox.

Limitation #1 : Production cytotoxique d’H20:2

Probléme : Le H>O, peut causer des dommages, voir la mort cellulaire, lorsque sa
concentration dépasse un seuil maximal. Ce seuil dépend, entre autres, du type cellulaire et de
la durée d’exposition au H20,. Une concentration de 20 — 100 uM (0,8 — 4 pmol/cellule) peut
endommager I’ADN de MSCs ainsi que tuer des cellules souches pluripotentes induites et des
cellules érythroleucémiques humaines K-562 (Zenin et al., 2022). Dans le cas des cellules T
humaines, des dommages a I’ADN ont méme été détectés apres seulement 15 min d’exposition
a 2,5 uM H20: et une exposition de 24 heures a des concentrations > 50 uM a menée a la mort
de la majorité des cellules T (Versteyhe et al., 2013). Le H>O: peut se décomposer en présence
d’ions ferreux (Fe?") suivant la réaction de Fenton et ainsi générer des radicaux libres qui
causent des dommages cellulaires (Ighodaro & Akinloye, 2018). Par conséquent, il est
important de suivre et de réduire les concentrations d’H>O; sous le niveau cytotoxique dans

les matrices oxygénées par le CaO; afin d’éviter les effets néfastes sur les cellules.
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Solution (décomposition de I’H20: et production d’0O2) : Afin de réduire la concentration
d’H>0O», la catalase, une enzyme de la famille des oxydoréductases (Cardenas-Moreno,
Gonzalez-Bacerio, Garcia Arellano, & del Monte-Martinez, 2023), peut étre employée pour
décomposer la molécule. Cette enzyme posséde quatre hémes, chacun comprenant de la
porphyrine et du fer (Tao, Raffel, Souid, & Goodisman, 2009). Pour la décomposition du H>O»,
Chelikani, Fita, et Loewen (2004) proposent que I’héme de la catalase soit oxydé par une
molécule d’H>O» afin de former un complexe qui serait ensuite réduit par une deuxiéme
molécule d’H>0,. Chaque enzyme serait donc récupérée et les produits seraient I’eau et 1’O»
(Chelikani et al., 2004). La catalase décompose le H>O; a une vitesse d une micromole d’H>0»

par unité de catalase par minute (a 25°C, pH 7) (Millipore Sigma, s.d.).

Plusieurs matrices avec du CaO; ont eu recours a la catalase de foie bovin (Kang, Park, & Park,
2019; Lee et al., 2025; Toftdal et al., 2021; Zou et al., 2024) et la meilleure manicre
d’incorporer 1’enzyme serait en [’encapsulant avec le CaO; dans la matrice (Willemen et al.,
2022). Enfin, des alternatives a la catalase seraient des nanoparticules de dioxyde de
manganese (Tootoonchi, Hashempour, Blackwelder, & Fraker, 2017) ou encore la vitamine C,

un antioxydant (Zhao et al., 2021).

Limitation #2 : Burst release d’O2

Probléme : La courbe de relargage de 1’0, a partir du CaO, montre une libération initiale
intense et rapide (burst release) qui décline ensuite drastiquement. Par exemple, le % d’O2
relargué par des hydrogels de GeIMA encapsulant 3% de CaO est passé de ~80% a ~25% en
24 heures avant de descendre graduellement a moins de 10% apres 7 jours en hypoxie (Zou et
al., 2021). Ce burst release doit €étre remplacé par un profil de relargage constant d’oxygene
sur quelques semaines en attendant I’angiogenese et son apport en nutriments essentiels. De
plus, I’hyperoxie peut causer des dommages aux cellules par la production de superoxydes

(Mantell, Horowitz, Davis, & Kazzaz, 1999).
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Solution (recouvrement du CaQ0>)

i) Recouvrement de polymére : Une approche populaire retrouvée dans la littérature consiste
a recouvrir les particules de CaO; créant ainsi une barriere perméable avec 1’eau afin de ralentir
et contrdler le relargage d’oxygéne. Plusieurs systémes emploient les polyméres hydrophobes
comme matériau de recouvrement. Ainsi, des microspheres de PLGA encapsulant du CaO; ont
¢té incorporées a un hydrogel a base d’oligopeptides pour augmenter la concentration d’O> et
¢liminer le burst release initial (Liu et al., 2021). Un autre polymeére fréquemment employé est
le PCL (Ghaffari-Bohlouli et al., 2023; Xu et al., 2024; Zhang, Kiratiwongwan, & Shen, 2020).
Hassan et al. (2023) emploient des hydrogels de GeIMA contenant du silicate et des
microparticules de CaO: recouvertes de PCL pour stimuler 1’ostéogénese de MSCs humaines
a I’aide de I’oxygene relargué. Suvarnapathaki et al. (2021) utilisent également une matrice de
GelMA avec des microparticules de CaO» encapsulées dans du PCL et ont observé un relargage
croissant d’O:2 en hypoxie jusqu’au jour 21 ou la concentration était environ six fois supérieure

au contrdle hypoxique en absence de cellules.

Emploi de solvants organiques cancérogénes avec les polymeéres : Les travaux employant
des recouvrements polymériques cités ci-dessus ont recours a des solvants organiques tels que
le chloroforme ou le dichlorométhane afin de dissoudre les polymeres synthétiques (PCL,
PLGA). Toutefois, ces solvants potentiellement toxiques et/ou cancérogenes peuvent poser
d’importants risques pour la santé (American Chemical Society, 2019, 2024). La FDA suggere
les limites suivantes dans les produits pharmaceutiques : chloroforme = 0,6 mg/jour,
< 60 ppm dans max. 10 g de produit administré/jour et dichlorométhane = 6 mg/jour,
< 600 ppm dans max. 10 g de produit administré/jour (Food & Drug Administration & ICH,
2018). Ainsi, la détection des traces de solvants (ex : par chromatographie en phase gazeuse)
doit étre effectuée afin de s’assurer que la matrice respecte les concentrations prescrites (Picco
et al., 2023). 1l serait donc préférable de considérer d’autres recouvrements afin d’éviter ces

solvants.

ii) Recouvrement d’hydroxyapatite : Plutot que d’encapsuler le CaO, dans un polymere,

Tomioka et al. (2023) ont investigué un recouvrement d’hydroxyapatite formé spontanément



29

a la surface du CaO». Cette méthode consiste simplement a mélanger de la poudre de CaO» a
du tampon phosphate pendant une heure a 37°C. Les particules sont ensuite récupérées et
incorporées a une solution d’hydrogel de gélatine (avec catalase). Une concentration plus
¢levée en phosphate permet un relargage d’oxygene en hypoxie plus long et un burst release
initial plus faible grice a un recouvrement plus important. Ainsi, dans les meilleures
conditions, la courbe de relargage d’O» apres recouvrement suit toujours la tendance du CaO»
pur mais présente un burst release initial plus faible et un relargage plus long d’environ sept
jours (Tomioka et al., 2023). Il a donc été possible de recouvrir les particules de CaO> sans
I’utilisation de solvants organiques. Cette approche novatrice semble donc particulierement
prometteuse pour I’application du présent projet de maitrise. La section suivante présente plus
en détail I’hydroxyapatite et les phosphates de calcium. Un résumé des principaux concepts

concernant le CaO> est présenté dans la Figure 1.7.

Si [H,0,] > 20-100 uM:
+ catalase

I
H,0,
H,O + —— Ca(OH),+ ou >En compétition
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* Biomatériaux

Temps

Hydroxyapatite Polyméres
* Température + Ca/P

solvants!
. Temps . pll (solvants!)

Figure 1.7 Résumé des principaux concepts en lien avec le CaOx présentés dans ce chapitre
Cré¢é avec BioRender.com

1.5 Hydroxyapatite

L’hydroxyapatite et les phosphates de calcium sont souvent retrouvés dans les domaines de la
dentisterie, des os et de la régénération de ce tissu (Mondal et al., 2023). Cette section se

concentre toutefois sur le processus de formation de ce phosphate de calcium puisque, dans
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I’é¢tude de Tomioka et al. (2023) et dans le présent projet, I’hydroxyapatite (HAp) est plutot

employée comme recouvrement servant a controler les échanges entre I’eau et le CaOo.

1.5.1 Propriétés et formation

Propriétés et structure : L’HAp est un phosphate de calcium biocompatible (Kattimani,
Kondaka, & Lingamaneni, 2016) de formule moléculaire Caio(PO4)s(OH), et de ratio
calcium/phosphore (Ca/P) = 1,67 (Uskokovi¢ & Uskokovi¢, 2011). Toutefois, des substitutions
d’ions peuvent survenir dans sa structure, menant a des composés plus complexes tels que
(Ca,2)10(PO4,Y)s(OH,X), ou Z: Na*, Mg®", K*, Sr*"; Y: CO3™, HPO3 et X: CI', F
(Uskokovi¢ & Uskokovi¢, 2011). La résorption de ’'HAp crystalline en milieu biologique peut
parfois s’échelonner sur plusieurs années (Tonino, van der Wal, Heyligers, & Grimm, 2009).
Cependant, les substitutions d’ions peuvent raccourcir ce processus (Xiao, Sonny Bal, &

Rahaman, 2016).

Processus de formation : Plusieurs équipes suggerent que ’HAp soit formée a partir d’une
phase intermédiaire de phosphate de calcium amorphe (ACP) (Boskey & Posner, 1973;
Stammeier, Purgstaller, Hippler, Mavromatis, & Dietzel, 2018; Ucar et al., 2019). Du et al.
(2013) proposent des mécanismes réactionnels ou les ions Ca** en solution formeraient des
complexes avec les molécules d’eau. Toutefois, des ions phosphate pourraient remplacer ces
molécules d’eau et les complexes qui en résultent pourraient subir une déprotonation. La
substitution de I’eau par les ions phosphate se poursuivrait et un méme ion phosphate pourrait
lier deux complexes. La liaison de complexes peut mener a la formation de Cag(PO4)s(H20)30
(forme hydratée de ’agrégat de Posner Cao(PO4)s) qui pourrait étre a la base de la formation
de I’ACP. L’ACP se transformerait ensuite en HAp par la formation d’OH™ coordonnés et par
la libération d’ions hydrogénophosphate (HPO4>) & la suite du transfert d’un proton d’une

molécule d’eau coordonnée a un ion phosphate (PO4>") coordonné (Du et al., 2013).

Méthodes de synthese : L’HAp peut étre produite selon plusieurs méthodes, soit par la

synthése a I’état solide, mécanochimique, hydrothermale, par hydrolyse, par combustion ou
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par pyrolyse (Mohd Pu'ad et al., 2020). La synthése de ’HAp peut aussi s’effectuer en milieu
alcalin a température < 100°C par précipitation chimique ou une solution contenant du calcium
est mélangée avec une solution de phosphate afin de générer un précipité. Ce précipité (HAp)
est ensuite vieilli, lavé et séché (Mohd Pu'ad et al., 2020). Ces étapes sont semblables a celles
proposées par Tomioka et al. (2023) pour leur recouvrement spontané d’HAp sur les particules

de CaO; mélangées a du tampon phosphate a 37°C puis lavées et séchées.

1.5.2 Facteurs influencant le processus de formation de ’hydroxyapatite

La morphologie, la taille, la cristallinité et la phase (type de phosphate de calcium) sont
certaines caractéristiques du produit pouvant étre influencées, entre autres, par la température,
le pH, le ratio Ca/P, la concentration des ions Ca" et le temps de vieillissement (aging) (Figure
1.7). Les travaux cités ci-dessous présentent ces relations et ont utilisé la précipitation comme

méthode de synthese de I’'HAp.

Température : Zhu et al. (2011) ont obtenu des particules aux morphologies sphériques,
filamenteuses ou sous forme de plaquettes ou de feuillets selon la température de synthése (25,
40, 60 ou 80°C) ou le temps d’agitation (2,5, 3,5 ou 4 heures). D’autres équipes ont plutot
obtenu des particules sous forme d’aiguilles (Lazi¢, Zec, Miljevi¢, & Milonji¢, 2001; Zou et
al., 2017) ou de petits batonnets (Kothapalli, Wei, Legeros, & Shaw, 2005). La taille et la
cristallinité des particules ont tendance a augmenter lorsque la température passe de 22 —25°C
a 70 — 95°C (Lazi¢ et al., 2001; Zou et al., 2017) bien que des observations contraires aient
¢galement été rapportées sur la taille (Lee, Lee, Lee, Heo, & Kim, 2020). Al-Qasas et Rohani
(2005) ont constaté une diminution de la taille en passant de 25 a 45°C (augmentation de la
nucléation) et la tendance inverse en passant de 55 a 85°C (augmentation de I’agglomération).
Lee et al. (2020) ont proposé¢ que de I’HAp déficient en calcium (CDHA) serait formé lorsque
la température de synthése par précipitation chimique est de 25°C mais que de I’hydroxyapatite
steechiométrique serait obtenue lorsque la synthése s’effectue a 90°C (ratio Ca/P = 1,67, pH

synthése = 10 ou 11).
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Temps : Le temps de vieillissement, quant a lui, peut avoir un effet notable sur le degré de

cristallinité¢ de ’HAp (Saharudin, Shariffuddin, Nordin, & Ismail, 2019).

pH : Différents phosphates de calcium peuvent étre obtenus selon le pH utilisé durant la
synthése et plus d’une phase peuvent coexister pour un méme pH (Chuprunov et al., 2020).
Thomas, Rajendran, et Subramanian (2023) ont effectué la synthése a 200°C et ont obtenu de
la monétite a pH 5, de 1a monétite et ’'HAp a pH 7 et 'HAp a pH 10. De plus, en variant le pH
de synthese (de 10 a 11,3) et le ratio Ca/P (1,67 a 2,2) a 25°C, Lee et al. (2020) ont proposé
que du CDHA soit formé a pH 10 (tous ratios Ca/P) et 11 (Ca/P < 1,8) mais que de ’'HAp
serait obtenue dans les autres conditions expérimentales de pH et de Ca/P. Al-Qasas et Rohani
(2005) ont également constaté que I’effet du pH pouvait étre affecté par la concentration d’ions
Ca®". Mekmene et al. (2009) ont obtenu quant a eux de I’apatite déficient en calcium pour tous
les pH (6,7 2 9,5) et les ratios Ca/P initiaux (1,0 a 2,0) avec une cristallinité¢ décroissante lorsque

le pH augmente.

En résumé, puisque chaque équipe utilise des conditions différentes pour synthétiser ’'HAp, il
est difficile de faire ressortir une tendance générale sur I’effet de la température, du temps, du
pH et du ratio Ca/P. Toutefois, cette section a pu mettre en évidence 1’importance de ces

parametres dans la synthése de ’HAp.

1.6 Résumé de la littérature, problématique et objectifs du projet

Résumé de la littérature (principaux concepts liés au présent projet) : Le chitosane et ses
hydrogels possédent d’intéressantes caractéristiques qui en font des matrices de choix afin de
libérer localement des cellules T pour I’ACT. Oxygéner ces gels pourrait améliorer la viabilité
et la prolifération des cellules qui y sont encapsulées. De plus, des cellules hypoxiques
pourraient s’épuiser plus rapidement puisque I’hypoxie augmente la cytotoxicité et la fonction
effectrice. Cette étude s’est tournée vers le générateur d’oxygene CaO: plutdt que les
transporteurs pour combler les besoins en oxygene puisque ces derniers ne peuvent se

recharger lorsqu’en hypoxie et qu’ils pourraient poser certains risques pour la santé. L. emploi
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du Ca0O; dans de nombreux domaines, incluant les matrices, fait de lui un sujet d’étude
populaire et bien caractéris¢é comme en témoigne les travaux de Wang et al. (2016). Le
mécanisme de relargage d’Oz et d’H2Oz qu’ils proposent a été utilisé dans la présente étude
puisqu’il est issu d’une analyse cinétique approfondie qui a été effectuée dans des conditions
semblables a celles des présents travaux. La présente étude s’est également inspirée du
processus de recouvrement développé par Tomioka et al. (2023) pour recouvrir le CaO» a cause
de son protocole simple et sans especes toxiques/cancérogenes. Toutefois, afin d’améliorer la
courbe de relargage d’O,, des parametres tels que le pH, le ratio Ca/P, la température et la
durée ont été¢ modifiés puisqu’ils ont d’importants effets sur I’HAp produit qui pourrait, a son

tour, influencer 1’exposition du CaO> a I’eau et donc la génération d’O2 et d’H20».

Problématique : La problématique concerne donc 1’absence d’apport constant, prolongé et
contrdlé d’oxygene aux cellules immunitaires encapsulées dans I’hydrogel ce qui pourrait

affecter leur viabilité et leur prolifération et donc 1’efficacité du traitement par ACT locale.

Objectifs : Ce projet a pour but a long terme d’oxygéner un hydrogel injectable de chitosane
thermosensible avec des particules de CaO» recouvertes d’HAp dans le contexte de I’ ACT pour
fournir ’oxygeéne nécessaire aux cellules immunitaires encapsulées. Les présents travaux se

divisent en deux objectifs principaux subdivisés en sous-objectifs :

i) Objectif 1 (sans Ca0;): Caractériser la réponse de cellules T, encapsulées ou non dans un
hydrogel, a un stress hypoxique afin de trouver un mod¢le cellulaire approprié.

e Sous-objectif 1.1 : Déterminer I’effet de ’hypoxie et/ou d’un milieu faible en sérum
sur la viabilité et I’activité métabolique des cellules afin d’imiter les conditions faibles
en oxygene et en nutriments de la matrice dans I’environnement in vivo avant
I’apparition de vaisseaux sanguins. Les tests seront effectués sur les cellules Jurkat et
OT-I en hypoxie et normoxie sur 7+ jours.

e Sous-objectif 1.2 : Vérifier si ’hypoxie a également un effet sur la prolifération,

I’activation et I’épuisement des cellules OT-I sur 7 jours par analyses cytométriques.
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e Sous-objectif 1.3 : Cultiver différentes lignées de cellules immunitaires (Jurkat et OT-
I) et sélectionner la lignée montrant des différences significatives importantes entre la
réponse hypoxique et normoxique afin d’utiliser ce modele pour vérifier les effets des
matrices riches en oxygene (développées dans I’objectif 2) sur le stress hypoxique des

cellules.

ii) Objectif 2 (sans cellules): Développer et évaluer I’efficacité¢ des méthodes de détection de
produits et de recouvrement de CaO; afin de proposer une premicre approche pour
I’oxygénation des hydrogels.

e Sous-objectif 2.1 : Mettre au point une méthode de mesure d’Oz et d’H20:

e Sous-objectif 2.2 : Optimiser le processus de recouvrement du CaO> afin d’obtenir un
relargage d’oxygene constant et réglable selon les besoins (Figure 1.8). Pour ce faire il
faut :

- Modifier les parameétres dans le processus de recouvrement

- Evaluer les profils de relargage d’H>O> et d’O» produits par les particules
recouvertes et encapsulées dans les hydrogels

- Caractériser les particules obtenues (microscopie électronique a balayage
(MEB), spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR), diffraction
des rayons X (XRD))

e Sous-objectif 2.3 : Evaluer par rhéologie les effets de I’ajout des particules de CaO>

dans les hydrogels sur les propriétés mécaniques de la matrice.
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Figure 1.8 Schéma hypothétique du recouvrement poreux d’hydroxyapatite a la surface des
particules de CaOx. Le ralentissement de la réaction entre 1’eau et le CaO; permettrait un
relargage de produits plus faible mais prolongé au lieu du burst release

Créé avec BioRender.com






CHAPITRE 2

METHODOLOGIE

Cette section présente la fabrication des hydrogels de chitosane ainsi que la culture,
I’encapsulation et les différents essais cellulaires. Enfin, elle détaille le processus de
recouvrement des particules de peroxyde de calcium (CaOy) ainsi que les méthodes de
quantification du relargage de peroxyde d’hydrogeéne (H202) et d’oxygéne (O2) et de

caractérisation des particules.

2.1 Préparation des hydrogels de chitosane
2.1.1 Préparation de la solution de chitosane

Le chitosane utilis¢ (TM4737, ChitoClear, Primex, Islande) posséde une masse moléculaire
moyenne de 255 400 + 2524 g/mol (déterminée par chromatographie sur gel au laboratoire du
Pr. Lavertu, Ecole Polytechnique) et un degré de désacétylation de 89% (déterminé par
résonance magnétique nucléaire 'H). Une solution de chitosane a 2,67% (m/v) est obtenue en
mélangeant, a 1’aide d’un agitateur mécanique (Heidolph, Allemagne), le chitosane a 100 mL
d’acide chloridrique (HCl) 0,12 M pendant 3 heures a ~800 tr/min. La solution est couverte
pour ¢éviter 1I’évaporation. Elle est ensuite transférée dans des fioles de 10 mL (Thermo
Scientific, Chine) et stérilisée a 121°C pendant 20 min puis conservée a 4°C. Pour vérifier
I’uniformité entre les lots, des mesures de pH et de viscosité sont effectuées apres chaque

préparation.

2.1.2 Préparation de I’agent gélifiant

L’agent gélifiant est composé de 0,5 M B-glycérophosphate disodique hydraté (BGP) (Sigma-
Aldrich, Etats-Unis) et 0,375 M d’hydrogénocarbonate de sodium (SHC) (Supelco,
Allemagne). Le BGP est d’abord complétement dissous dans de 1’eau ultra pure sous agitation

magnétique. Le SHC est ensuite ajouté et la solution est agitée pendant deux heures afin
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d’assurer la dissolution compléte de la poudre et de libérer le dioxyde de carbone (CO>)
produit. Le volume est ajusté au volume désiré et la solution est maintenue a température piece
pendant deux heures pour permettre I’échappement du CO,. L’agent gélifiant se conserve a
4°C et sa stérilisation pour les expériences cellulaires se fait par filtration (0,22 pm) sous une

enceinte de sécurité biologique.

2.1.3 Fabrication des hydrogels

L’hydrogel est préparé en mélangeant les solutions meres de chitosane, d’agent gélifiant et de
milieu de culture de cellules Jurkat a une fraction volumique de 3 : 1 : 1, afin d’obtenir une
composition finale de 1,6% (m/v) chitosane et 0,1 M BGP/0,075 M SHC. Le processus général
est présenté dans la Figure 2.1. La solution de chitosane 2,67% (seringue A) est mélangée a
I’agent gélifiant 0,5 M BGP/0,375 M SHC (seringue B). Les deux seringues sont reliées par
un connecteur deux voies de type luer lock. Apreés 10 allers-retours & un rythme de 150
battements par minute, le mélange C résultant est mélangé au milieu de culture (seringue D)
suivant les mémes étapes. Enfin, 200 puL de la solution d’hydrogel (seringue E) sont ajoutés
dans les puits des plaques 24 puits. La solution est ensuite gélifiée a 37°C pendant 7 min avant

d’ajouter, selon I’expérience, 1 mL de PBS ou de milieu de culture sur les hydrogels.

Optlon 1 Opt10n 2

Option1 Option2  Option 2

(+ cat.)
A |
C
E . _
= -] | = Option 1 Option 2 Option 2 + cat.
=i
X 7min &3? “c ou ou
o. %0 o9 o’..“..

Figure 2.1 Fabrication des hydrogels de chitosane avec cellules (option 1) ou avec particules
de CaO; (option 2 avec ou sans catalase (cat.))

Créé avec BioRender.com
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2.14 Modifications au processus de fabrication des hydrogels

Option #1 — Pour les expériences cellulaires (sans Ca03) : Le contenu de la seringue D est
remplacé par la suspension cellulaire a la concentration désirée et des interleukines peuvent
¢galement étre ajoutées selon le type de cellules. Le gel est recouvert du milieu de culture

approprié (ANNEXE I, Tableau-A I-1).

Option #2 — Pour les expériences avec le peroxyde de calcium (sans cellules) : Les
particules de CaO; (préparées a la section 2.3.2) sont mélangées a I’agent gélifiant (seringue
B) et si la catalase est présente, cette enzyme en poudre est dissoute dans le milieu de culture
(seringue D). L’ajout de ces produits se fait immédiatement avant de charger les solutions dans

les seringues. Le gel est recouvert de PBS.

2.2 Culture cellulaire, essais de viabilité/activité métabolique, cytométrie

Suivant ’encapsulation de la Figure 2.1, les tests cellulaires s’effectuent en hypoxie et en
normoxie selon le processus général montré dans la Figure 2.2. Des cellules non encapsulées

sont aussi considérées.

Cellules non Hypoxie

encapsulées

Cellules Analyses sur 7+ jours
encapsulées

/—Essais live/dead
. / (toutes les lignées)
Ll
V 4 Essais d’activité métabolique
ou < S
(toutes les lignées)
Normoxie e
\ Analyses de cytométrie
_de flux (OT-I)

Figure 2.2 Schéma des tests cellulaires

Créé avec BioRender.com
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2.2.1 Culture hypoxique des cellules

Certaines expériences requirent la culture des cellules en hypoxie. Le processus est illustré
dans la Figure 2.3. En bref, les plaques contenant les cellules encapsulées (et contrdles) sont
placées dans une chambre hypoxique (STEMCELL Technologies, Canada) qui est ensuite
purgée pendant 10 min a 15 — 20 L/min avec un mélange de 5% CO2 + 95% d’azote gazeux
(N2). Les tubes d’entrée et de sortie de gaz sont ensuite scellés et la chambre est placée dans

I’incubateur a 37°C.

Figure 2.3 Processus de mise en hypoxie des cellules

Créé avec BioRender.com

2.2.2 Essais live/dead et d’activité métabolique

Essais live/dead : La calcéine AM (Invitrogen, Etats-Unis) est utilisée pour marquer les
cellules vivantes et 1’éthidium homodimére-1 (EthD-1) (Invitrogen, Etats-Unis), les cellules
mortes. En bref, la calcéine AM est hydrolysée dans les cellules vivantes en calcéine
(fluorescente, émet dans le vert) par les estérases (Thermo Fisher Scientific, 2020). L’EthD-1
(fluorescent, émet dans le rouge) entre dans les cellules aux parois endommagges et les marque
en se liant a leur ADN (Thermo Fisher Scientific, s.d.—a). Les cellules sont incubées pendant
45 min a 37°C (sans lumiére) avec une solution de coloration (DMEM : F12 contenant 2 uM
de calcéine AM et 5,5 uM d’EthD-1). Les échantillons sont imagés en mode fluorescence
(Revolve microscope, Echo, Etats-Unis) a 470/40 nm (excitation, vivantes) et 560/40 nm

(excitation, mortes).
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Activité métabolique : La résazurine (bleue) (Biotium, Etats-Unis) est utilisée afin d’évaluer
la viabilité, prolifération ou activité des cellules grace a la réduction de ce composé en
résorufine (fluorescente, rose) par les cellules vivantes (O'Brien, Wilson, Orton, & Pognan,
2000). Des cellules en grand nombre ou métaboliquement trés actives méneront a une plus
grande réduction de la résazurine. En bref, le milieu est retiré des puits des échantillons et des
contrdles et est remplacé par une solution de milieu complet contenant 10% (v/v) de résazurine.
Les plaques sont incubées pendant 3 heures a 37°C sans lumiére. La solution de chaque puit
est ensuite récupérée en triplicata et la fluorescence est mesurée a 540 nm (excitation) et
615 nm (émission) par un lecteur de plaque (VANTAstar, BMG Labtech, Allemagne). Les gels
sans cellules servent a soustraire le signal de fond des cellules encapsulées et la solution de

coloration sans cellule, a soustraire celui des cellules seules.

*Pour la composition des milieux de culture et étapes préencapsulation, voir ANNEXE 1,
Tableau-A I-1.
Le logiciel Fiji (Schindelin et al., 2012) a été employé dans ce projet.

223 Expériences avec les cellules Jurkat

Effet de I’hypoxie et du milieu faible en sérum : Les cellules sont encapsulées dans les
hydrogels a 2 million/mL de gel (densité¢ déterminée a la suite d’une expérience préliminaire
sur 14 jours comparant différentes densités cellulaires (données non présentées)). Les puits de
cellules seules controles contiennent 1 mL de milieu avec 100 000 cellules. Les milieux utilisés
(1 vs 10% sérum), les échantillons et les réplicas sont indiqués dans la Figure 2.4. La moitié
des plaques sont mises en hypoxie et I’autre, directement dans 1’incubateur a 37°C en
normoxie. Le milieu est changé aux 2 — 3 jours durant les 7 premiers jours et a chaque jour
(normoxie) ou deux jours (hypoxie) pour les 7 jours suivants (consommation plus importante
de milieu a ce moment). Enfin, des essais /ive/dead et d’activité métabolique sont effectués
aux jours O (minimum 1 heure apres la préparation des gels, en normoxie seulement), 3, 7, 11

et 14.
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Figure 2.4 Plan de plaques pour les essais /ive/dead (gauche) et d’activité métabolique
(droite). Neuf paires de plaques sont préparées car chaque condition d’O2 pour chaque time
point requiert une paire. Les mémes cellules ne sont donc pas suivies au cours du temps.
Orange : milieu a 10% sérum, vert : milieu a 1% sérum. Rond plein : gel sans cellules,
losanges : cellules seules contrdles, hachuré : cellules encapsulées

Créé avec BioRender.com

Coloration des cellules hypoxiques : Afin de confirmer I’état hypoxique des cellules dans la
chambre a hypoxie, le marqueur HypoxiTRAK™ (BioStatus, Royaume-Uni), émettant dans
le rouge lointain, est utilisé. Ce composé entre dans les cellules vivantes et est réduit dans les
cellules hypoxiques en métabolites qui s’accumulent en fonction du temps et des conditions
d’O> ce qui augmente le signal (BioStatus, 2023). Il est ajouté au milieu de culture au jour 0
ainsi qu’a chaque changement de milieu pendant 7 jours. Les concentrations 30, 50, 100, 130
et 150 nM dans le milieu ont été testées (basées selon les propositions du fabricant), mais
50 nM a été sélectionné puisqu’il fournit un signal suffisant sur 7 jours. Les échantillons ci-
dessous sont considérés (Figure 2.5). Les images ont été prises en fluorescence avec le
microscope confocal a disque rotatif (Zeiss AxioObserver, Allemagne) a 639 nm (excitation

rouge lointain).
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Figure 2.5 Plan de plaque des tests avec HypoxiTRAK™, Rose : 0 nM, bleu : 50 nM,
losanges : cellules Jurkat seules, hachuré : cellules encapsulées. Time points considérés (en
hypoxie et normoxie) : jours 1, 3 et 7. Six plaques sont préparées (une par time point et par

condition d’O»)

Créé avec BioRender.com

Selon le fabricant, une cellule marquée indique qu’elle est ou a été en état hypoxique
puisqu’une cellule peut conserver son signal méme si elle n’est plus hypoxique (R. Edward,
communication personnelle, 1°" mars 2024). Enfin, I’HypoxiTRAK™ arréte la prolifération

des cellules marquées (BioStatus, 2023).

224 Expériences avec les cellules OT-I

Isolation/stimulation : Les cellules T CD8" (OT-I) sont isolées a partir de rates de souris
males et femelles (lignée : C57BL/6-Tg(TcraTerb)1100Mjb/Crl) obtenues a ’animalerie du
Centre de recherche du Centre hospitalier de [’Universit¢ de Montréal (CrCHUM)
conformément au protocole d’éthique CIPA numéro 2123012SLs. Les cellules sont stimulées
pendant 48 heures en présence d’anti-CD3, d’anti-CD28 et d’interleukines et ensuite 24 heures
avec seulement les interleukines. Un résumé du protocole d’isolation se trouve dans

I’ANNEXE II.

Essais live/dead et activité métabolique : Les OT-I sont encapsulés a 3 millions de
cellules/mL de gel. Cette densité choisie cadre avec les valeurs trouvées dans la littérature
(Suraiya et al., 2022). La densité des OT-I seuls controles est de 540 000 cellules/mL de milieu

(méme nombre de cellules dans les puits controles que dans les puits avec gel). Les procédures
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d’encapsulation, de culture en hypoxie, et d’essais live/dead et d’activité métabolique sont
semblables a celles des Jurkat avec quelques différences: des interleukines sont ajoutées a la
suspension cellulaire lors de I’encapsulation, seul du milieu complet (+ IL-2/IL-7) est utilisé
pour couvrir les gels, les essais se font aux jours 0, 3 et 7. Pour les essais d’activité
métabolique : des triplicatas sont utilisés pour les cellules encapsulées tandis qu’un seul puit
est utilisé pour les cellules seules contrdles et de 1’IL-2/IL-7 sont ajoutées a la solution de

résazurine.

Tri de cellules marquées par fluorescence (FACS) : L’analyse de la prolifération (CFSE),
I’activation/phénotype (CD25, CD44, CD62L) et I’épuisement (TIM-3, LAG-3, PD-1) des
OT-I se fait a I’aide de la cytométrie de flux. Elle se fait sur les cellules encapsulées et non
encapsulées, en hypoxie et en normoxie, aux jours 0 (seulement la suspension cellulaire en
normoxie), 3 et 7. Le carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) (Sigma-Aldrich, Etats-
Unis) permet de suivre la prolifération des cellules grace au carboxyfluorescein (fluorescent)
qui se lie a certaines molécules intracellulaires (Quah & Parish, 2010). Le nombre de cycles
de prolifération peut donc étre déterminé en suivant la diminution du signal puisqu’a chaque
division cellulaire, la moiti¢ des molécules marquées sont transférées a chacune des cellules
filles (Quah & Parish, 2010). Au jour 0, le CFSE est incubé 15 min a 37°C sans lumiére dans
la suspension cellulaire a une concentration de 1 uM. Apres 1’ajout de FBS et un changement
de milieu, la suspension cellulaire peut étre utilisée pour I’encapsulation. Il est a noter que les
cellules utilisées pour vérifier I’activation et I’épuisement ne sont pas marquées au CFSE afin
d’éviter le chevauchement des spectres avec les autres marqueurs. Aux jours 3 et 7, les cellules
sont libérées des hydrogels en brisant ces derniers manuellement. La procédure se trouve dans
I’ANNEXE II. Les cellules seules controles et libérées, ainsi que les billes de compensation,
sont ensuite colorées (voir ANNEXE II) et analysées au cytométre (BD FACSymphony A3,
Etats-Unis). Les données sont analysées avec le logiciel FlowJo™ v10.9.0 (BD Life Sciences,

Etats-Unis).
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23 Processus de recouvrement du CaO: dans le tampon phosphate
2.3.1 Préparation du tampon phosphate

Le tampon phosphate 100 mM pH 7 est préparé en dissolvant de 1’hydrogénophosphate de
disodium (NaoHPOj4) (Sigma-Aldrich, Allemagne) et du dihydrogénophosphate de sodium
(NaH2PO4) (Sigma-Aldrich, Suisse) dans de 1’eau ultra pure sous agitation. Le pH de la
solution est ajusté a 1’aide de pastilles d’hydroxyde de sodium (NaOH) (VWR Chemicals
BDH, Etats-Unis) et le tampon est conservé a 4°C. La méme procédure est employée pour
préparer des tampons phosphate a 500 mM pH 7, 100 mM pH 5 et 100 mM pH 11 en ajustant
les masses de Na,HPOj4 et de NaH>POgs ainsi que la quantité de pastilles d’NaOH afin d’obtenir
la molarité et le pH désirés (voir section 2.3.3 pour la justification de ces solutions). Pour
préparer des tampons a 13,9 mM pH 7 (pour le recouvrement avec ratio calcium/phosphore
(Ca/P)=1),8,3mM pH 7 (Ca/P =1,67) et 6,9 mM pH 7 (Ca/P = 2), du tampon 100 mM pH 7
est d’abord préparé puis dilué avec de I’eau ultra pure afin d’obtenir la molarité souhaitée (voir

section 2.3.3).

2.3.2 Recouvrement des particules de CaO:

Le processus de recouvrement, basé sur les travaux de Tomioka et al. (2023), se trouve dans
la Figure 2.6. La poudre de CaO2 (75%, 200 mesh, Sigma-Aldrich, Allemagne) (A) est ajoutée
au tampon phosphate 100 mM pH 7 (B) a une concentration de 1 mg/mL. La solution est
couverte et agitée dans un bain-marie a 37°C (C) pendant une heure (D). Le tampon phosphate
est ensuite retiré par centrifugation a 4000 tr/min pendant 3 min (E) et les particules récupérées
sont lavées a trois reprises a 1’eau ultra pure (F). Les particules (G) sont ensuite séchées a 70°C
(H) overnight (I) avant d’étre aliquotées (J). Le processus de recouvrement est généralement
effectué¢ quelques jours avant I’encapsulation des particules. Les particules sont alors ajoutées
a I’agent gélifiant (K) pour préparer les hydrogels selon la Figure 2.1. Il est a noter que les
conditions fournies dans cette section sont pour le recouvrement contréle (CPO_ctrl) et

constituent les conditions de base qui seront modifiées. De plus, la poudre de CaO;
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commercial utilisée comprend également de 1’hydroxyde de calcium (Ca(OH)2) et du

carbonate de calcium (CaCO3).

|
\
\
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o \ Y _, Préparation
j gel

Figure 2.6 Processus général de recouvrement du CaO; dans le tampon phosphate basé sur
les travaux de Tomioka et al. (2023)

Créé avec BioRender.com

2.3.3 Parameétres étudiés dans les expériences avec CaO:2

Cette section présente les différents parametres du processus de recouvrement général modifiés
un par un afin d’observer leurs effets sur le relargage d’H>O> et d’O: (section 2.4) et
d’optimiser le recouvrement. Certaines expériences modifient plutét les conditions
d’encapsulation ou de « culture » des hydrogels. Toutes les expériences avec CaO> sont sans
cellules et I’encapsulation des particules se fait selon la méthode de la section 2.1. Les lettres
A a J mentionnées se référent a la Figure 2.6. Deux contrdles sont retrouvés, soit i) CaO2 non
recouvert (CPO) et i1) CaO» recouvert avec les parameétres controles (CPO_ctrl). Le Tableau
2.1 liste les parameétres de recouvrement du CPO _ctrl ainsi que chaque paramétre modifié

accompagné du nom de 1’échantillon correspondant.
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Tableau 2.1 Parameétres modifiés dans le processus de recouvrement du CaO» et nom des

échantillons correspondants™

# Nom échantillon Paramétre modifié par Valeur du paramétre
ligne rapport au controle
(CPO_ctrl)

1 CPO Aucun recouvrement -—-
Concentration de CaO; dans le | mg CaOy/mL tampon
tampon

100 mM pH 7
Tampon phosphate utilisé (Ca /El _ OI,) 14)
Temps d’agitation 1 heure
Température d’agitation 37°C
) CPO ctrl Tempf:rature de séchage 70°C
- overnight
Concentration des particules .
dans le gel** 10 mg particules/mL gel
Concentration de catalase dans | 0 U de catalase par mL de
le gel** gel
Solution sur I’hydrogel** PBS
Volume de gel par puit** 200 pL

3 CPO_H20O Eau ultra pure

4 CPO_500 500 mM, pH 7

5 CPO_pH5 100 mM, pH 5

6 CPO _pHI11 100 mM, pH 11

7 CPO CaPl Tampon phosphate utilisé I)13,9 mM, pH 7 (Ca/P =

~ M, pH P =

8 CPO_CaP 1.67 8,3 mM, pH 7 (Ca/

- - 1,67)

9 CPO_CaP2 ~6,9 mM, pH 7 (Ca/P = 2)

10 CPO seul Aucun recouvrement, présence Sans gel
du gel

11 CPO _ctrl_seul Présence du gel Sans gel
A

ueun recouvrement, 1000 — 2500 U de catalase

12 CPO cat concentration de catalase dans ar mL de el
le gel** p 8

13 CPO ctrl cat Concentration catalase dans le | 1000 — 2500 U de catalase

- - gel** par mL de gel

14 CPO_MQ Solution sur I’hydrogel** Eau ultra pure
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# Nom échantillon Paramétre modifié par Valeur du paramétre
ligne rapport au controle
(CPO_ctrl)
15 CPO_CM Milieu complet Jurkat
16 CPO 4 4°C
17 CPO RT Température d’agitation Température picce
18 CPO 50 50°C
19 CPO_1min 1 min
20 CPO_5min 5 min
21 CPO_15min Temps d’agitation 15 min
22 CPO_30min 30 min
23 CPO_120min 120 min
24 CPO_dRT Temp'erature de séchage Température piece
overnight

)5 CPO500 ou 0 mg particules/mL gel,

CPOctrl500 Omg/mL 500 puL gel par puit
26 CPOS500 Img/mL ) ) I mg/mL, 500 pL

Concentration des particules

27 CPO300 ou dans le gel, volume de gel par | 10 mg/mL, 500 uL.

CPOctrl500 10mg/mL puit** ’ ’

CPO500 ou

28| CPOCtrI500 30mg/mL 30 mg/mL, 500 uL
29 | CPOctrl500 60mg/mL 60 mg/mL, 500 pL

*Un seul parametre est modifié a la fois (donc les autres paramétres du CPO_ctrl restent les
mémes)

**Parametre pertinent uniquement lorsque le gel est employé (détection H,O; et O,)

Effet du processus de recouvrement : Le processus de recouvrement comprend plusieurs
étapes pouvant influencer les profils de relargage. Entre autres, la période d’agitation du CaO»
dans le tampon (étapes A a D) pourrait mener a la libération d’H20: et d’O.. Le processus de
recouvrement présenté dans la Figure 2.6 est donc répété en remplacant toutefois le tampon
phosphate en B par de ’eau ultra pure afin d’évaluer les effets de ce recouvrement sans la
présence du phosphate. Les échantillons considérés sont: CPO, CPO ctrl et CPO H,O
(Tableau 2.1, lignes 1 a 3).
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Effet de la présence du gel sur le relargage d’H20: et d’O2 : Des tests ont été effectués avec
ou sans la présence de I’hydrogel afin de vérifier les effets de ce dernier sur le profil de
relargage des produits. Les échantillons considérés sont : CPO, CPO_ctrl (encapsulés) et

CPO _seul, CPO_ctrl_seul (non encapsulés) (Tableau 2.1, lignes 1, 2, 10, 11).

Effet de la présence de la catalase dans les hydrogels : Comme mentionné a la section
1.4.3.3, le CaO> peut relarguer des concentrations cytotoxiques de H>O» pouvant nuire a la
viabilité cellulaire. Puisque la catalase peut réduire ces concentrations, I’enzyme a été
encapsulée dans les hydrogels, s’agissant la de la meilleure facon de 1’ajouter (voir section
1.4.3.3). La catalase de foie bovin (Sigma-Aldrich, Etats-Unis) sous forme de poudre est
encapsulée dans les hydrogels de chitosane selon la méthode de la section 2.1.4 (option #2)
afin de vérifier ses effets sur les concentrations quotidiennes d’H>O; et d’O» relargués. La
concentration de catalase a ét¢ déterminée expérimentalement. Les échantillons considérés
sont: CPO, CPO cat, CPO ctrl et CPO ctrl cat (Tableau 2.1, lignes 1, 12, 2 et 13). Les
particules et la catalase sont encapsulées dans des gels. Les CPO et CPO_cat sont encapsulés

a 2,5 mg/mL de gel.

Effet de 1a molarité du tampon phosphate : Tomioka et al. (2023) ont constaté que, comparé
au CaO; recouvert dans du tampon phosphate de 100 mM, celui recouvert dans du tampon de
500 mM avait un burst release moindre et un relargage plus long d’environ six jours. Le
processus général de recouvrement est donc répété en modifiant uniquement la molarité du
tampon en B. Les échantillons considérés sont : CPO_ctrl et CPO_500 (Tableau 2.1, lignes 2
et 4).

Effet de la nature de la solution au-dessus de I’hydrogel : Les ions phosphates contenus
dans le PBS couvrant les hydrogels conservés a 37°C pourraient continuer le processus de
recouvrement méme une fois les particules encapsulées dans les gels. De plus, ces hydrogels
serviront éventuellement a cultiver les cellules dans du milieu de culture et ce milieu contient
plusieurs ions dont les carbonates pouvant mener a un recouvrement de carbonate de calcium

amorphe sur les particules de CaO> (Tomioka, Fujita, & Matsusaki, 2024). Il est donc
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important de vérifier I’effet de la nature de la solution couvrant I’hydrogel sur le relargage des
produits du CaOa». Pour ces tests, tous les gels contiennent des particules recouvertes avec les
parametres controles et les échantillons considérés sont : CPO_ctrl, CPO_MQ et CPO_CM
(Tableau 2.1, lignes 2, 14 et 15).

Effet de la température : La température est un facteur important a considérer durant la
synthese de I’hydroxyapatite (HAp) (voir section 1.5.2). Le recouvrement a donc été effectué
en modifiant la température en C pour 4°C, température picce et 50°C. Les recouvrements a
4°C et température piece (étapes A a D) sont faits sans bain-marie. Le premier est effectué¢ dans
une chambre froide a température contrdlée afin d’analyser les effets de basses températures.
Le second est laissé a température piece. Le recouvrement a 50°C (avec bain-marie) permet de
vérifier les effets de températures supérieures a 37°C sans provoquer une évaporation trop
importante du tampon qui augmenterait la pression dans la fiole fermée par un bouchon. De
plus, cette température se situe dans la méme gamme (22 — 95°C) que celle étudiée pour la
précipitation de ’'HAp (section 1.5.2). Les échantillons considérés sont : CPO_4, CPO_RT,
CPO_ctrl et CPO_50 (Tableau 2.1, lignes 16, 17, 2 et 18).

Effet du temps d’agitation dans le tampon phosphate : Différents temps d’agitation du
CaO> dans le tampon phosphate (en D) ont été sélectionnés afin de vérifier si le relargage de
produits augmente avec la diminution du temps de contact entre les particules et le phosphate.
Les échantillons considérés sont: CPO_I1min, CPO_5min, CPO_15min, CPO_30min,
CPO_ctrl et CPO_120min (Tableau 2.1, lignes 19 a 22, 2 et 23).

Effet du pH du tampon phosphate : Comme mentionné a la section 1.5.2, le pH est un facteur
important dans la synthése de I’HAp puisqu’il peut affecter la nature et la cristallinité du
phosphate de calcium formé. Par conséquent, le pH du tampon phosphate en B a été¢ modifié
et les échantillons considérés sont : CPO_pHS, CPO_ctrl et CPO_pHI11 (Tableau 2.1, lignes
5,2 et6).
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Effet du ratio Ca/P lors du recouvrement : La section 1.5.2 mentionne également que le
ratio Ca/P est un facteur important puisqu’il peut affecter la nature du phosphate de calcium
formé. Pour changer les ratios Ca/P, la molarité du tampon phosphate a été modifiée afin de
maintenir la concentration 1 mg CaO>/mL tampon constante (volume suffisant pour maintenir
les particules en suspension). Ainsi, la concentration de calcium (du CaO>) demeure constante
tandis que celle du phosphore est diminuée. Les échantillons considérés sont : CPO_ctrl,

CPO_CaPl1, CPO _CaP1.67 et CPO_CaP2 (Tableau 2.1, lignes 2 et 72 9).

Effet de la température de séchage : Afin de vérifier si le séchage des particules a 70°C
overnight résulte en un vieillissement plus important que lorsqu’elles sont séchées a
température picce, les particules humides en G sont versées sur un papier filtre (Ahlstrom,
Finlande) en suspension dans un bécher et laissées overnight sous la hotte chimique pour
évaporer I’eau. Les échantillons considérés sont: CPO_dRT et CPO_ctrl (Tableau 2.1, lignes
24 et 2).

Effet de la concentration des particules dans les hydrogels : Afin de voir I’effet de la
concentration des particules sur les courbes de relargage, des concentrations élevées allant de
0 a 30 (CPO) ou 60 (CPO_ctrl) mg/mL ont été considérées. Pour ces tests, tous les gels
contiennent des particules recouvertes avec les parametres contrdles mais le volume de gel par
puit est augmenté a 500 pL au lieu de 200 pL afin de mieux voir les effets. Les échantillons
considérés  sont: CPO500 Omg/mL, CPO500 Img/mL, CPO500 10mg/mL et
CPO500 30mg/mL pour le CPO et CPOctrl500 Omg/mL, CPOctrl500 10mg/mL,
CPOctrl500 30mg/mL et CPOctrl500 60mg/mL pour le CPO_ctrl (Tableau 2.1, lignes 25 a
29).

Dans les tests de détection d’H20:2 et d’Oz2, le nom des échantillons du Tableau 2.1 indiquent
des systemes de particules recouvertes et encapsulées dans les gels (sauf si indication
contraire mentionnée dans le Tableau 2.1) tandis que pour les tests de caractérisation ou le

gel n’est pas présent (ex. MEB, FTIR, XRD), ces noms désignent les particules recouvertes
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seulement (aucun gel présent). Les noms du Tableau 2.1 informent donc sur le parameétre

modifié lors du recouvrement (pour le CPO, il n’y a pas de recouvrement).

24 Quantification du relargage d’H20: et d’O: produits par les hydrogels
encapsulant les particules de CaO:

Cette section présente les méthodes utilisées pour quantifier les relargages d’H>O; et d’O> des
particules encapsulées dans les hydrogels de chitosane avec ou sans catalase (Figure 2.7) apres
le processus de la Figure 2.1. Les particules de CaO» sont recouvertes suivant les différentes
conditions expérimentales de recouvrement présentées a la section 2.3.3, sont encapsulées dans

les hydrogels et les profils de relargage des produits sont comparés.

Relargage d’H,0, en hypoxie Relargage d’O, en hypoxie

Figure 2.7 Relargage d’H>0O: et d’O> en hypoxie des hydrogels encapsulant des particules de
CaO; (relargages détectés dans deux plaques distinctes pour chaque espéce)

Créé avec BioRender.com

24.1 Relargage de I’'H20:2

Collecte des échantillons d’H20:2 relargué des hydrogels en hypoxie : L’H>O» est mesuré
afin d’observer le profil de relargage et de déterminer si la concentration quotidienne produite
par les gels dépasse le niveau cytotoxique. Les hydrogels contenant les particules sont préparés
suivant la procédure de la section 2.1 (option #2, section 2.1.4). Pour les tests avec les
particules non encapsulées, la méme masse de particules par puit que pour les gels est utilisée
et les particules sont suspendues dans 1,2 mL de PBS (méme volume que 1 mL de PBS avec

200 pL de gel). Le schéma général des étapes pour la collecte des échantillons et la
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quantification de leur contenu en H>O» est présenté dans la Figure 2.8. Une fois les gels
préparés, les plaques sont mises dans un sac de thermoscellage (FoodSaver®, Etats-Unis) qui
est ensuite scellé aux deux extrémités et deux ouvertures de 2 — 3 cm sont créées (entrée et
sortie du gaz). Le sac est purgé d’azote gazeux pendant 5 min (A) avant d’étre scellé a nouveau
et conservé a 37°C créant ainsi une chambre hypoxique. Le sac est ouvert a chaque time point
et le processus en (A) est répété aprés chaque collecte d’échantillons. Concernant les
¢chantillons, le gel encapsulant les particules libére du H>O> qui se retrouve dans le PBS au-
dessus du gel. Un échantillon de 300 pL est collecté (B) et conservé a -80°C (C). Le PBS
restant est retiré et remplacé par 1 mL de PBS frais (D). Ces étapes sont répétées
quotidiennement du jour 0 (3 heures apres la préparation du gel) au jour 7 inclusivement pour
tous les gels. Concernant I’expérience sur 1’effet de la nature de la solution au-dessus de
I’hydrogel, les mémes étapes sont effectuées mais du PBS, de 1’eau ultra pure ou du milieu de

culture de Jurkat est utilisé pour couvrir les gels.

D
__ PBS
/ o~ &-SO‘C
- B = -
H,0,
— | #2H0, — =5
SEAE
A B C E F

Figure 2.8 Processus général pour la quantification du H>O» relargué des gels encapsulant les
particules de CaO; ayant subi différents processus de recouvrement

Créé avec BioRender.com

Quantification de la concentration d’H20:2 relargué : Apres 7 jours, les échantillons de PBS
sont décongelés (E) et leur contenu en H>O> est analysé a 1’aide de la trousse de détection du
H>0; (Pierce™ Quantitative Peroxide Assay Kit (Aqueous), Thermo Scientific, Etats-Unis)
(F) suivant les instructions du fabricant. En bref, les échantillons, ainsi que des standards
préparés par dilution en série d’une solution d’H>Oz, sont mélangés a un working reagent dans
une plaque de 96 puits selon un facteur de dilution approprié. Apreés 20 min d’incubation,

I’absorbance de chaque échantillon est mesurée a 1’aide d’un lecteur de plaque (Varioskan
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LUX, Thermo Scientific, Etats-Unis) a 595 nm et la concentration d’H,O; est déterminée grace
a la courbe standard. Selon le fabricant, le working reagent contient, entre autres, du sorbitol,
de I’acide sulfurique, des ions ferreux Fe?* et de I’orange de xylénol. Les ions Fe* sont oxydés
a I’aide des radicaux peroxyles issus de la réaction entre le H>O» des échantillons et le sorbitol.
Un complexe violet, formé d’ions ferriques (Fe*") et d’orange de xylénol, obtenu dans le milieu

acide sert ensuite dans la mesure d’absorbance (Thermo Fisher Scientific, s.d.—b).

2.4.2 Relargage de ’O2

Le profil de relargage de 1’0O2 est obtenu a ’aide de capteurs d’oxygene (PreSens Precision
Sensing GmbH, Allemagne) placés au fond des puits. Les hydrogels sont ensuite préparés et
mis en hypoxie suivant la méme procédure que celle de la section 2.4.1. La prise de mesure se
fait a I’aide d’un oxygénomeétre connecté a une sonde de température et une fibre optique
placée directement sous le capteur (PreSens Precision Sensing GmbH, Allemagne) (voir Figure
2.9). En bref, selon le fabricant, la fibre optique excite les substances luminescentes du capteur
qui perdent ensuite leur énergie lors de la collision avec des molécules d’oxygene. Une grande
concentration d’oxygene résulte donc en une diminution plus importante du signal luminescent
envoyé a I’oxygénometre et la concentration d’O2 est déterminée selon ce signal (PreSens,
s.d.). Afin de réduire les risques de contamination bactérienne, le sac de thermoscellage est
ouvert apres le dernier time point du jour O (soit 03) et le PBS des puits est remplacé afin de
retirer une partie du milieu ayant servi dans la préparation des hydrogels et s’étant diffusé dans
le PBS. Les plaques sont remises en hypoxie et le sac n’est plus réouvert par la suite. Tout au
long de ’expérience, la plaque n’est pas retirée du sac de thermoscellage lors de la prise de
mesure, puisqu’il est transparent. Des mesures sont prises avant (jour 01) et apres (jour 02) la
gélification, 3 heures plus tard (jour 03) et a tous les jours jusqu’au jour 7 inclusivement. Les
mesures d’H>O; et d’O> ne sont pas effectuées sur les mémes puits. L unité de mesure pour
I’oxygene est le % afin d’étre cohérent avec les valeurs d’O» rapportées en physiologie qui ne

sont pas exprimées en unité de pression (McKeown, 2014).
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Figure 2.9 Mesure de 1’oxygéene relargué par les hydrogels encapsulant des particules de
Ca0; en hypoxie a I’aide de I’oxygénometre et de la fibre optique. A : sonde de température,
B : oxygénometre, C : fibre optique, D : capteur d’oxygene et E : gel en hypoxie

Créé avec BioRender.com

2.5 Caractérisation des particules de CaQO: recouvertes de phosphate de
calcium

L’effet de chaque paramétre modifié sur la morphologie et la composition des particules a été
caractérisé (Figure 2.10) apres le séchage overnight (Figure 2.6 H et I). La morphologie du
recouvrement a €t¢ imagée a 1’aide du microscope électronique a balayage (MEB) et I’analyse
chimique des particules a été effectuée a 1’aide de la spectroscopie de rayons X a dispersion
d’énergie (EDX), la spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) et la diffraction
des rayons X (XRD). Des mesures de pH apres 1’ajout de CaO, ont été effectuées a différents
moments lors de la préparation des gels (a cause du relargage de Ca(OH)») et les propriétés des

gels avec particules (et catalase) ont été caractérisées par rhéologie.
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Particule Particule Caractérisation
Ca0O, recouverte

MEB + EDX

FTIR

XRD

Figure 2.10 Techniques de caractérisation des particules apres recouvrement

Créé avec BioRender.com

2.5.1 Microscopie électronique a balayage

MEB de table : Une fine couche de particules est déposée sur un adhésif double-face de
carbone monté sur un porte-échantillon. L’échantillon est ensuite recouvert d’une couche d’or
de 20 nm par pulvérisation (30 mA pendant 2 min, Sputter Coating Quorum K550X,
Royaume-Uni). Tous les échantillons sont imagés et analysés chimiquement par EDX avec le
MEB de table (Hitachi High-Tech TM3000, Japon) a 15 kV. L’analyse EDX se fait avec Esprit
Compact v.2.3 et Esprit v.2.6 (Bruker, Etats-Unis). Les analyses chimiques se font soit par
points ou par cartographie. Le TM3000 ne comprend pas de détecteur a électrons secondaires
donc les images sont celles des électrons rétrodiffusés. Les échantillons suivants sont
considérés : CPO, CPO ctrl, CPO_4, CPO_50, CPO_lmin, CPO_5min, CPO_pHS,
CPO _pH11, CPO_CaP1,67 et CPO_dRT.

MEB haute résolution : Certains échantillons sont analysés avec le MEB SU8200 (Hitachi
High-Tech, Japon). La méme préparation pour les échantillons que pour le MEB de table est
utilisée, mais un recouvrement de platine de 4 nm est plutdt choisi (30 mA, 4 min, Sputter
Coating Quorum Q150T, Royaume-Uni). L’acquisition se fait a 0,5 kV (pour limiter le
chargement de I’échantillon) et les images sont celles des électrons secondaires. Les
¢échantillons suivants sont considérés : CPO, CPO ctrl, CPO_Imin, CPO_Ilmin séché a

température picce.
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2.5.2 Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier

Un échantillon de ~1 mg de particules est mélangé avec 150 mg de poudre de bromure de
potassium (KBr) qualit¢é FTIR (Sigma-Aldrich, Chine). Le mélange est broyé finement et
chargé dans une presse hydraulique afin de former des pastilles qui seront installées dans le
FTIR en transmission (Spectrum Two, PerkinElmer, Etats-Unis). Les spectres sont collectés
entre 400 et 4000 cm™! et une pastille de KBr est utilisée pour définir le background. Pour le
traitement des données (PerkinElmer Spectrum IR v.10.6.2, PerkinElmer, Etats-Unis), la ligne
de background des échantillons est d’abord ajustée manuellement et, si possible, le spectre est
normalisé avec son pic le plus intense. Pour les échantillons comprenant du phosphate de
calcium, le pic a 1044 cm™! est utilisé tandis que pour le CaO> commercial, le pic 4 1482 cm’!
est choisi. Les échantillons considérés sont CPO, CPO_ctrl, HAp, CPO 4, CPO 50,
CPO _Imin a CPO_120 min, CPO_pHS5, CPO pHl11, CPO _CaPl, CPO_CaPl1,67 et
CPO_CaP2.

253 Diffraction des rayons X

Les échantillons de ~50 mg sont chargés dans la cavité du porte-échantillon (cristal de silicium
avec zéro diffraction) qui est ensuite installé dans le diffractometre a rayons X (XRDynamic
500, Anton Paar, Autriche). L’analyse se fait entre 20° et 70° par pas de 0,01° avec une source
de cuivre (Cu) Koa. L’analyse des spectres se fait dans HighScore Plus version 4.6a
(PANalytical, Pays-Bas) et la base de données utilisée est la PDF-5+ 2025 (ICDD, Etats-Unis).
Les échantillons considérés sont CPO, CPO_1min, CPO_5min et CPO_ctrl.

2.54 Effet des particules sur le pH des solutions et hydrogels

L’effet de la présence de CPO ou de CPO_ctrl sur le pH de I’agent gélifiant, de la solution
d’hydrogel et du PBS recouvrant les hydrogels (Figure 2.11) est évalué¢ a I’aide du pH-metre
portatif LAQUAtwin (Horiba, Japon). Pour I’agent gélifiant : les mesures de pH sont prises
a chaque minute pendant 10 min en déposant environ 0,5 — 1 mL de solution dans le pH-métre

et en agitant Iégerement entre les mesures. La concentration de particules dans 1’agent gélifiant
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est la méme que lors de la préparation des gels. Les échantillons considérés sont : agent
gélifiant, agent gélifiant + CPO et agent gélifiant + CPO _ctrl. Des triplicatas sont mesurés pour
chaque échantillon. Pour la solution d’hydrogel : la méme procédure est utilisée en
considérant cette fois la solution d’hydrogel avant qu’elle ne gélifie (Figure 2.1 E). Les
mesures sont faites a température piece. Pour le PBS : des hydrogels contrdles ou encapsulant
du CPO ou CPO _ctrl sont préparés et le pH du PBS qui les recouvre est mesuré aux jours 0 (3
heures apres la préparation), 3, 5 et 7 (correspondant aux changements de milieu des
expériences cellulaires). Le PBS est changé apres chaque time point et les gels sont maintenus

a 37°C en hypoxie.
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Figure 2.11 pH de ’agent gélifiant (1), de la solution d’hydrogel (2) et du PBS (3) en
présence du CaO>

Créé avec BioRender.com

2.5.5 Rhéologie

La cinétique de gélification et les propriétés mécaniques des hydrogels thermogélifiants, avec
ou sans particules et avec ou sans catalase sont étudiées a I’aide du rhéometre MCR 302e
(Anton Paar, Autriche) en utilisant la géométrie plan/plan de 25 mm de diamétre (Anton Paar,
Autriche). Un test de balayage en temps pendant 45 min a 37°C (fréquence 1 Hz, 1%
déformation) est effectué¢ ou 1’échantillon est d’abord « réinitialisé » pendant 2 min a 22°C
avant d’augmenter la température a 37°C en 30 sec. Les modules de perte (G") et de stockage
(G') sont déterminés et de I’huile minérale est employée pour éviter que 1’échantillon ne
s’évapore durant les tests. Les controles/échantillons suivants ont été considérés : Gel sans et

avec catalase (_cat), CPO sans ou avec catalase, CPO ctrl sans ou avec catalase. La
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concentration des particules dans les gels est de 10 mg/mL et la concentration de catalase est

la méme que celle de la section 2.3.3.

2.6 Statistiques

Dans ce rapport les données sont d’abord analysées par two-way ANOVA si les conditions de
variances égales et de résidus distribués normalement sont respectées. Dans le cas contraire,
un aligned rank transform (ART) ANOVA est effectué¢ (le nombre de valeurs aberrantes dans
les données ne doit pas dépasser 10%). Si des interactions sont détectées entre les deux
facteurs, 1’analyse est divisée en one-way ANOVA (version non paramétrique : Kruskal-
Wallis ou Friedman (pour les mesures répétées)) ou en Student’s T-tests (version non
paramétrique : Mann-Whitney) en considérant un facteur a la fois. Le Tableau-A III-1,
ANNEXE III détaille les différents tests statistiques effectués. Les analyses statistiques ont été
effectuées sur R v.4.5.2 (R Core Team, 2025) et RStudio v.2025.9.2.418 (Posit Team, 2025)
en utilisant les extensions du Tableau 2.2. Il est a noter que le nombre d’échantillons (n)
(indiqué dans la légende des graphiques des résultats) demeure faible et que les statistiques
effectuées aident a comprendre et interpréter les données obtenues mais pour pouvoir
généraliser les résultats, des tests supplémentaires sont requis. 0,05 > p > 0,01: *, 0,01 >

p > 0,001 : ** ¢t 0,001 > p: ***,
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Tableau 2.2 Extensions utilisées dans R et RStudio

Extension | Version Références
tidyverse 2.0.0 (Wickham et al., 2019)
car 3.1.3 (Fox & Weisberg, 2019)
el071 1.7.16 | (Meyer, Dimitriadou, Hornik, Weingessel, & Leisch, 2024)
sur 1.0.4 (Harel, 2020)
sasLM 0.10.7 (Bae, 2025)
qqplotr 0.0.7 (Almeida, Loy, & Hofmann, 2018)
rstatix 0.7.3 (Kassambara, 2025)
ARTool 0.11.2 (Kay, Elkin, Higgins, & Wobbrock, 2025)
emmeans 2.0.0 (Lenth & Piaskowski, 2025)
Ime4 1.1.38 (Bates, Maechler, Bolker, & Walker, 2015)
PMCMRplus | 1.9.12 (Pohlert, 2024)
ggbreak 0.1.6 (Xu et al., 2021)
reporter 1.4.5 (Bosak & Huang, 2025)
patchwork 1.3.2 (Pedersen, 2025)




CHAPITRE 3

RESULTATS

Le CHAPITRE 3 se divise en deux parties suivant les deux objectifs principaux de ce projet.
La premicre partie présente les effets du stress hypoxique sur la réponse des cellules
immunitaires. La seconde partie se concentre entre autres sur I’optimisation du processus de

recouvrement du peroxyde de calcium (Ca0Oy).

3.1 Objectif 1 : Caractérisation du comportement des cellules
immunitaires en hypoxie

Les cellules étudiées sont les cellules Jurkat et les lymphocytes T murins (OT-I). Les cellules
mononuclées de sang périphérique (PBMCs) (sans isolation des cellules T) ont également été
considérées. La viabilité et I’activité métabolique ont ét¢ déterminées pour chacune de ces
lignées soumises au stress hypoxique. Dans le cas des Jurkat, ’effet de I’hypoxie en milieu
riche et faible en sérum a été comparé. Pour les OT-I, I’effet de I’hypoxie sur I’activation, la

prolifération et I’épuisement a été évalué par cytométrie de flux.

3.1.1 Marquage des cellules cultivées dans la chambre hypoxique

La méthode de marquage des cellules hypoxiques avec I’HypoxiTRAK™ a été mise au point.
Ce marqueur a été utilisé afin de vérifier I’état hypoxique des cellules Jurkat encapsulées ou
non dans des gels et cultivées pendant 7 jours dans la cloche a hypoxie. Il a permis de confirmer
que les cellules normoxiques controles demeurent normoxiques tout au long de 1’expérience et
que les cellules hypoxiques sont bien hypoxiques puisque I’intensité du signal augmente avec
le temps (cumulatif des expériences hypoxiques) durant les 7 jours en culture, et ce, des le
jour 1. La cloche a hypoxie semble donc conférer un environnement hypoxique adéquat aux

cellules. Pour plus de détails sur I’analyse et les images obtenues, voir ’ANNEXE IV.
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3.1.2 Cellules Jurkat : effet de la culture hypoxique en milieu faible en sérum sur la
viabilité et ’activité métabolique

L’effet de I’hypoxie, combinée ou non a une faible concentration de nutriments, a été vérifié
sur les cellules Jurkat. Les résultats d’activité métabolique (Figure 3.1) et de viabilité (Figure
3.2) des Jurkat encapsulées sont présentés ci-dessous. Les résultats d’activité métabolique
(Figure-A V-1) et de viabilité (Figure-A V-2) des cellules Jurkat non encapsulées contrdles

se trouvent dans ’ANNEXE V.

Il est a noter que toutes les analyses live/dead dans ce travail sont qualitatives et approximatives
puisque les cellules T sont non adhérentes et peuvent former des agrégats en 3D ce qui
complique leur quantification. Les images sélectionnées se veulent le plus représentatives
possible de I’ensemble des images prises dans les différents réplicas. Pour les Jurkat, le méme
background est utilisé pour les images des cellules seules contrdles mais il a dii étre ajusté pour
chaque image dans le cas des cellules encapsulées puisque les gels contenant un grand nombre
de cellules (soit aux jours 11 et 14) présentent un signal /ive/dead trés faible qui serait
majoritairement perdu si le méme background était employé. Toutefois, les mémes temps
d’exposition et intensité de la lampe ont été utilisés pour toutes les images. Les images de la
Figure 3.2 sont prises approximativement au centre des puits ou le gel est le plus mince afin
de pouvoir bien distinguer les cellules. Dans le cas des cellules controles de la Figure-A V-2,
il est possible que les cellules mortes aient été retirées des puits lors des changements de milieu
ce qui influence le nombre total de cellules observées et le ratio cellules vivantes et mortes (ce
qui est également vrai pour les autres types cellulaires). Les essais d’activité métabolique et
live/dead pour toutes les lignées cellulaires de ce projet ont été effectués deux fois (N = 2) et
la tendance observée était similaire entre ces deux expériences mais la valeur des données de
fluorescence pour les tests métaboliques n’était pas dans le méme ordre de grandeur a cause
d’un changement d’équipement. Ainsi seules les données d’une des expériences sont

présentées.
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Figure 3.1 Activité métabolique des cellules Jurkat encapsulées dans des hydrogels sur
14 jours en fonction du milieu (faible en sérum (1%) ou régulier (10%)) et de la
concentration en oxygene (hypoxie (< 1 % Oz) ou normoxie). Effet de I’hypoxie en milieu

pauvre en sérum (a) ou en milieu régulier (b). Effet du milieu en hypoxie (¢) ou normoxie

(d). Milieu changg¢ a chaque 2 — 3 jours. * ** *** n < (0,05, 0,01, 0,001 respectivement. a, b

et ¢ : Student’s T-test a chaque time point et d : aligned rank transform (ART) ANOVA et

contrastes. N=2, n=8
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Effet de I’hypoxie

i) En milieu contenant peu de nutriments (sérum 1%) : La courbe d’activité métabolique
en condition normoxique est significativement supérieure a celle hypoxique deés le jour 3
(Figure 3.1a). En normoxie, I’activité augmente fortement jusqu’au jour 11, ce qui suggere une
importante prolifération cellulaire et/ou activité, avant de se stabiliser. En hypoxie, seule une
faible augmentation jusqu’au jour 11 est observée. Les images des essais live/dead (Figure 3.2
sérum faible) confirment une plus faible prolifération cellulaire en hypoxie ainsi qu’une
mortalité supérieure, en particulier a partir du jour 11. Malgré certaines différences, des
résultats similaires sont obtenus sur les cellules non encapsulées contrdles (voir ANNEXE V) :
les tendances des courbes d’activité métabolique ressemblent a celles des cellules encapsulées.
Les cellules en hypoxie voient leur viabilit¢ diminuer avec le temps avec approximativement
50% de cellules mortes au jour 14. Pour les cellules en normoxie, une intense prolifération
entre les jours 3 et 7 ainsi que 7 et 11 est observée (cellules empilées et signal diffus, image du
jour 11 a coté de cet amas diffus) ainsi qu’une bonne viabilité jusqu’au jour 14. En résumé,

I’hypoxie semble diminuer la prolifération, la viabilité et/ou I’activité métabolique.

ii) En milieu régulier (sérum 10%) : Les deux courbes d’activité métabolique (Figure 3.1b)
se distancient a partir du jour 7 ou la courbe hypoxique devient significativement inférieure a
celle normoxique ce qui pourrait t¢émoigner d’une baisse/ralentissement dans la prolifération
en hypoxie. Dans les deux cas, les courbes augmentent jusqu’au jour 7 avant de se stabiliser
puis de redescendre en condition hypoxique. Les résultats /ive/dead (Figure 3.2 milieu régulier)
sont majoritairement en accord avec les essais métaboliques montrant une similarité dans le
nombre de cellules et la viabilité entre les conditions hypoxiques et normoxiques au jour 3 et
une viabilité similaire avec toutefois moins de cellules en hypoxie au jour 7. Le passage du
jour 7 a 11 est marqué par une importante prolifération dans le cas normoxique dont le signal
devient diffus a cause du grand nombre de cellules. Au jour 14, la fraction de cellules mortes
est importante dans les deux conditions. Malgré certaines différences, les cellules non
encapsulées controles suggerent des conclusions semblables a celles avec les hydrogels. En
résumé, les conditions hypoxiques semblent ralentir la prolifération des cellules mais les effets

sont moins importants qu’avec le sérum 1%.
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Effet de la concentration de sérum dans le milieu

Les mémes données ont été analysées en comparant cette fois les résultats en milieu pauvre et
riche en sérum. En hypoxie, la concentration en sérum influence fortement 1’activité
métabolique (Figure 3.1¢) tandis qu’aucune différence n’est observée en normoxie (Figure
3.1d). Les essais live/dead (Figure 3.2) suggerent que le sérum 10% (milieu régulier) augmente
la prolifération et la viabilit¢é en hypoxie. En normoxie, une importante prolifération est
constatée dans les deux cas, bien qu’elle soit légerement ralentie avec 1% sérum surtout a partir
du jour 11. Malgré certaines différences, les cellules seules controles supportent des
conclusions semblables. En résumé, une diminution du sérum dans le milieu de culture réduit

la prolifération et la viabilité en hypoxie.

3.1.3 Cellules PBMC:s : effet du stress hypoxique sur la viabilité et I’activité
métabolique

Des essais live/dead et d’activité métabolique ont également été effectués avec des PBMCs.
Les résultats obtenus se trouvent dans I’ANNEXE VI. Puisque la viabilit¢ et I’activité
métabolique des cellules se sont révélées étre trés faibles en hypoxie et en normoxie, il n’est
pas possible de voir si I’hypoxie a un effet sur la réponse cellulaire. Ce modele ne peut donc
pas étre considéré comme mode¢le cellulaire potentiel pour tester les futures matrices riches en

oxygene dans ce mémoire.

3.14 Cellules OT-I : effet du stress hypoxique sur la viabilité, ’activité
métabolique, la prolifération, ’activation et I’épuisement

Les résultats d’activité métabolique (Figure 3.3) et de viabilité (Figure 3.4) des cellules OT-I
encapsulées sont présentés ci-dessous. Les résultats de viabilité (Figure-A VII-1) des cellules
OT-I non encapsulées controles se trouvent dans ’ANNEXE VII Il est a noter que le
background et les conditions d’imagerie du /ive/dead ont di étre ajustés pour chaque image
puisque I’intensité du signal émis par les cellules était trés faible et les images présentées sont

prises au centre des puits. Seul du milieu avec 10 % sérum a été utilisé.
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Figure 3.3 Activité métabolique des cellules OT-I encapsulées dans des hydrogels sur 7 jours
en hypoxie ou normoxie. Milieu régulier changé a chaque 2 — 3 jours. ART ANOVA et
contrastes. N=2, n=6

L’analyse de I’activit¢ métabolique des OT-I montre que, contrairement aux Jurkat, cette
derniére diminue avec le temps a la fois en normoxie et en hypoxie (Figure 3.3). Bien que la
baisse en hypoxie semble plus marquée, aucune différence significative n’a été obtenue entre
les deux conditions d’oxygene. Cette diminution en fonction du temps suggere une baisse
potentielle dans 1’activité cellulaire, la prolifération et/ou une augmentation de la mort
cellulaire. L importante déviation standard au jour O serait causée par une distribution non
homogene des cellules entre les puits malgré les nombreux mélanges avec les seringues lors
de la préparation des gels. Le nombre de mélanges pourrait étre augmenté pour réduire ces
déviations mais la viabilit¢ des cellules risque alors d’étre affectée négativement. Une
¢valuation visuelle du /ive/dead ne suggere aucune augmentation claire du nombre de cellules
entre les jours 3 et 7 ni de différence importante entre les conditions hypoxiques et
normoxiques (Figure 3.4). On observe une fraction faible de cellules mortes mais ces images
peuvent Etre trompeuses puisqu’elles ont été prises dans la partie trés mince des gels au centre
des puits (il est possible que les cellules mortes aient été retirées lors des changements de

milieu). En effet, une fraction importante de cellules mortes est observée dans la partie
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périphérique plus épaisse des gels dans les deux conditions (données non présentées) et cette
fraction augmente entre les jours 3 et 7, ce qui pourrait supporter la baisse d’activité observée.
Les images des cellules non encapsulées contrdles ne montrent aucune différence claire entre
I’hypoxie et la normoxie, mais une diminution importante du nombre de cellules est observée
entre les jours 3 et 7 alors que la fraction de cellules mortes augmente. En résumé, aucun effet

clair de I’hypoxie peut étre identifié¢ avec les essais live/dead et d’activité métabolique.

Hypoxie Normoxie

Figure 3.4 : Essais live/dead des cellules OT-I encapsulées dans des hydrogels sur 7 jours en
hypoxie ou normoxie (données du jour 0 non présentées, vert = cellules vivantes et rouge =
cellules mortes). Milieu régulier changé a chaque 2 — 3 jours. Echelle : 200 um. N=2, n=4

Jour 3

Jour 7
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Pour cette raison, des analyses plus poussées de cytométrie de flux ont été effectuées afin de
vérifier ’effet de 1’hypoxie sur la prolifération, 1’activation/phénotype et 1’épuisement des
cellules OT-I. Les analyses présentées sont effectuées sur des lymphocytes T CD8" (cellules
seules isolées) vivants pour les cellules non encapsulées mais vivantstmorts pour celles
encapsulées. Etant donné la faible taille des populations de cellules récupérées (surtout pour
les gels au jour 7) et I’absence de répétitions (n=1 et N=I), cette ¢tude de cytométrie est
préliminaire et qualitative et ne permet pas de conclure avec certitude sur les effets observés.
Les tests effectués ici visent surtout a montrer la méthode et 1’analyse qui pourraient étre

effectuées a ’avenir.

Prolifération (Figure 3.5)

i) Cellules non encapsulées (cellules vivantes seulement): Les histogrammes et les mesures
arrondies d’intensit¢ moyenne de fluorescence (MFI) indiquent des intensités de
carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) plus faibles en normoxie aux jours 3 et 7 (Figure
3.5 premiére rangée), ce qui implique un nombre de divisions cellulaires plus important (voir
section 2.2.4 pour des explications sur le fonctionnement du CFSE). Le logiciel FlowJo permet
de déterminer le nombre de cycles de réplication a partir des histogrammes présentés dans la
Figure 3.5. Les cellules cultivées en hypoxie peuvent effectuer jusqu’a 3 cycles cellulaires en
7 jours contre 5 cycles en normoxie (données non présentées). Entre les jours 0 et 3, jusqu’a 2
cycles en hypoxie sont réalisés contre 4 cycles en normoxie. Ainsi, [’hypoxie et le temps
semblent ralentir la prolifération des OT-I. Il est important de noter que les MFIs ne peuvent
étre comparées entre les différents jours a cause des variations des parameétres du cytometre
entre les time points, et cette remarque est valide pour tous les marqueurs utilisés dans ce projet

et rapportés dans cette section.

ii) Cellules encapsulées (cellules vivantes+mortes) : Des conclusions semblables a celles des
cellules non encapsulées peuvent étre tirées dans 1I’ensemble (Figure 3.5 deuxieme rangée). De
plus, les cellules encapsulées ont effectué, en 3 jours, jusqu’a 3 cycles cellulaires en hypoxie
contre 6 cycles en normoxie et ces valeurs sont toujours les mémes au jour 7. La destruction

mécanique du gel pour la libération des cellules encapsulées mene a la présence de débris de
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gel dans les échantillons analysés (méme apres filtration). Ces débris autofluorescents génerent
un bruit de fond important, compliquent la compensation et I’identification de la population
cible (lymphocytes), engendrent des pics plus larges dans les histogrammes et pourraient
potentiellement se coller aux cellules ce qui augmenterait le signal de fluorescence. Pour cette
raison, I’intensité¢ des signaux des cellules non encapsulées ne peuvent pas étre comparés a
celle des cellules encapsulées ce qui est valide pour tous les autres marqueurs ¢galement. En
résumé : I’hypoxie semble diminuer la prolifération pour les cellules, qu’elles soient

encapsulées ou non.
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Figure 3.5 Signal CFSE des OT-I non encapsulés (vivants) et encapsulés (vivants+morts) en
hypoxie (rouge) et en normoxie (bleu) aux jours 3 et 7 (prolifération). N=1, n=1

Activation/phénotype (Figure 3.6)
i) Cellules non encapsulées (cellules vivantes seulement) : Les 48 heures de stimulation avec
I’anti-CD3 et Dl’anti-CD28 (+ interleukines) suivies des 24 heures avec interleukines

engendrent principalement une population de cellules T mémoire centrale (CD44"/CD62LM
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(Kim et al., 2015)) ainsi qu’une population plus modeste de cellules T a caractere effecteur
(CD44"/CD62L'° (Kim et al., 2015)) au jour 0 (données non présentées). Une expression du
CD25 (marqueur d’activation tardif (Reddy, Eirikis, Davis, Davis, & Prabhakar, 2004)) semble
¢galement étre observée deés le jour 0 (données non présentées). Les 7 jours de cultures en
hypoxie avec interleukines suivant la stimulation révelent une légeére augmentation du CD25
par rapport aux conditions normoxiques, et ce, dés le jour 3 (Figure 3.6 premiére rangée du
CD25). De plus, I’hypoxie semble engendrer une fraction plus importante de cellules T
mémoire centrale mais pas nécessairement de cellules T a caracteére effecteur (Figure 3.6
premiére rangée du CD62L vs CD44). Cependant, ces différences sont faibles et il est

impossible de conclure a ce stade étant donné le nombre de réplicas et de cellules récupérées.

ii) Cellules encapsulées (cellules vivantes + mortes) : Des observations semblables sont
obtenues avec toutefois quelques différences. Entre autres, la différence entre 1’expression du
CD25 en hypoxie et en normoxie est plus faible et les données du jour 7 sont soumises a des
variations a cause du faible nombre de cellules (Figure 3.6 deuxiéme rangée du CD25). De
plus, une légere augmentation de la fraction de cellules a caractere effecteur semble se produire
en hypoxie (Figure 3.6 deuxi¢éme rangée du CD62L vs CD44), mais le nombre d’évenements
au jour 7 est trop faible pour conclure avec certitude. Toutefois, une partie importante des
cellules mémoire centrale des jours 3 et 7 sont mortes et les cellules effectrices proviennent de
la fraction vivante. Emn résumé : [I’hypoxie diminuerait la prolifération, augmenterait
I’expression du CD25 (moins évident pour les cellules encapsulées) et favoriserait le

phénotype mémoire centrale (et potentiellement effecteur pour les cellules encapsulées).
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Figure 3.6 Expression du CD25 et du CD44/CD62L des OT-I non encapsulés (vivants) et
encapsulés (vivantstmorts) en hypoxie (rouge) et en normoxie (bleu) aux jours 3 et 7
(activation/phénotype). N=1, n=1
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Epuisement (Figure 3.7)

i) Cellules non encapsulées (cellules vivantes) : Les trois marqueurs d’épuisement semblent
étre exprimés dés le jour 0 (données non présentées). En comparant les MFIs en conditions
hypoxiques et normoxiques aux jours 3 et 7, I’hypoxie semble augmenter I’expression du
LAG-3, mais I’augmentation qu’elle engendre sur TIM-3 et PD-1 n’est que minime (Figure

3.7 premiére rangée pour chaque marqueur).

ii) Cellules encapsulées (cellules vivantes+mortes): Au jour 3, I’effet de I’hypoxie est absent
pour le LAG-3 et minime pour TIM-3 et PD-1 (Figure 3.7 deuxiéme rangée pour chaque
marqueur). Au jour 7, le faible nombre de cellules, le signal du gel et les modifications aux
voltages ont généré des graphiques avec beaucoup de perturbations qui compliquent 1’analyse
et qui peuvent difficilement étre utilisés. En résumé : I’hypoxie semble augmenter 1égérement

I’épuisement.

Pour résumer, I’hypoxie semble diminuer la prolifération, favoriser le phénotype mémoire
centrale et potentiellement, dans le cas des cellules encapsulées, le phénotype effecteur ainsi
qu’augmenter ’expression du CD25. Ces effets sont toutefois minimes dans certains cas.
L’hypoxie semble également engendrer une treés 1égere augmentation de 1’expression du TIM-
3 et du PD-1 ainsi qu’une augmentation du LAG-3 dans le cas des cellules non encapsulées.
Ces conclusions restent toutefois a confirmer avec des expériences additionnelles en particulier

pour les cellules encapsulées au jour 7 ou la population était trop faible pour conclure.
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Figure 3.7 Expression du LAG-3, TIM-3 et PD-1 des OT-I non encapsulés (vivants) et
encapsulés (vivantstmorts) en hypoxie (rouge) et en normoxie (bleu) aux jours 3 et 7
(épuisement). N=1, n=1
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Figure 3.7 (suite) Expression du LAG-3, TIM-3 et PD-1 des OT-I non encapsulés (vivants) et
encapsulés (vivantstmorts) en hypoxie (rouge) et en normoxie (bleu) aux jours 3 et 7
(épuisement). N=1, n=1
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3.2 Objectif 2 : Développement de méthodes pour la caractérisation et
I’optimisation des particules de CaO2, recouvertes d’HAp, relarguant
du H20: et de I’O2 pour ’oxygénation des matrices

Comme mentionné dans la revue de littérature, 1’ajout de CaO; sans recouvrement a 1’hydrogel
n’est pas envisageable étant donné la libération rapide, sous forme de burst release, d’une
importante quantité d’oxygene (O2) et de peroxyde d’hydrogéne (H>O2) toxique pour les
cellules. C’est pourquoi un recouvrement d’hydroxyapatite (HAp) a la surface du CaO» a été
développé (inspiré de 1’étude de Tomioka et al. (2023)). Plusieurs paramétres dans le processus
de recouvrement ont ét¢ modifiés dans le but d’obtenir une meilleure compréhension de leurs
effets sur le recouvrement final a optimiser ainsi que sur le relargage d’H20: et d’O. Cette
section présente la démarche pour développer un protocole de mise en hypoxie et de mesure
de I’oxygene, le changement des parametres de recouvrement et leurs effets sur les profils de
relargage de produits et la caractérisation des particules et de leur présence dans le gel. Les

cellules ne sont pas utilisées dans cette section.

Note importante sur les résultats statistiques présentés dans la section 3.2 : puisque le
nombre de réplicas ¢€tait faible, certains time points pour une méme expérience ne respectaient
pas les criteres de normalité et de variance des tests paramétriques. Par conséquent, certaines
analyses paramétriques et non paramétriques se trouvent dans un méme graphique et se
différencient par la couleur des étoiles. La légende de chaque graphique indique les tests
statistiques effectués pour chaque time point et la procédure retrouvée dans ’ANNEXE III a

¢été suivie pour chaque expérience.

3.21 Effet de I’ajout de CaO2 dans la solution d’hydrogel sur le pH

L’hydroxyde de calcium (Ca(OH)) produit par le CaO> en milieu aqueux peut alcaliniser le
pH de I’agent gélifiant, et potentiellement celui du gel, et ainsi affecter le processus de
gélification (voir section 1.1.4). Par conséquent, des mesures de pH ont été prises a chacune
des étapes de la préparation du gel, ainsi que pour le PBS qui recouvre les hydrogels lorsqu’ils

sont « cultivés » a 37°C pendant 7 jours. Le pH du PBS est mesuré juste avant de faire le
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changement aux 2 a 3 jours. La Figure 3.8 présente 1’évolution du pH pendant 10 min
de I’agent gélifiant contenant soit du CPO (CaO: non recouvert) ou du CPO ctrl (CaO;
recouvert avec les parameétres de base). L’évolution du pH de la solution d’hydrogel contenant

les particules et du PBS sur les gels est présentée dans ’ANNEXE VIII, Figure-A VIII-1.

En moins d’une minute, le pH de ’agent gélifiant (dans lequel les particules sont ajoutées lors
de la préparation des gels) est passé de ~ 8,8 a presque 12 en présence de CPO avant de se
stabiliser autour de 12,5 (Figure 3.8). Cela a également pour effet d’augmenter
significativement le pH du gel (Figure-A VIII-1a) et celui du PBS sur les gels (Figure-A
VIII-1b) et de faire précipiter les gels. Au contraire, le CPO_ctrl n’influence que tres peu le
pH de I’agent gélifiant (pH constant autour de 8,7 en moyenne) et ne modifie pas le pH du gel
ni du PBS. En résumé : recouvrir le CPO est un moyen efficace pour éviter le burst release

de Ca(OH); et I’augmentation du pH a des valeurs causant la précipitation des gels.
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Figure 3.8 Evolution du pH pendant 10 min aprés I’ajout de particules dans I’agent gélifiant.
Gauche : CPO (particules non recouvertes), droite : CPO_ctrl (particules recouvertes).
kR Rk p < 0,05, 0,01, 0,001 respectivement. Gauche : Student’s T-test pour tous les time
points (sauf 1 & 3 min : Mann-Whitney) et droite : ART ANOVA et contrastes (tous les time
points). N=1, n=3
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3.2.2 Effet de la présence des particules sur les propriétés mécaniques des
hydrogels

La Figure 3.9 présente les modules de perte (G") et de stockage (G') du gel de chitosane
thermogélifant avec ou sans particules et avec ou sans catalase. L’augmentation importante
des modules a la suite de ’augmentation de la température a 37°C indique une gélification
rapide sans différences entre les quatre conditions, soit gels controles (Gel) et gels CPO_ctrl
avec ou sans catalase (cat) (courbes roses et vertes). Ainsi, I’ajout de catalase et de particules
recouvertes ne semble pas modifier significativement les propriétés mécaniques des gels. Au
contraire, lorsque des particules non recouvertes (CPO) sont ajoutées aux gels, ces derniers
précipitent presque instantanément (a cause du pH élevé de ’agent gélifiant) et forment des
grumeaux entourés de liquide au lieu d’un hydrogel cohésif. Les valeurs de G’ n’ont alors plus

de signification. Ces résultats supportent donc les conclusions de la section 3.2.1.
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Figure 3.9 Modules de perte (G") et de stockage (G') des hydrogels thermogélifiants
encapsulant des particules recouvertes (CPO_ctrl) ou non (CPO) et avec ou sans catalase
(cat). La bande grise marque la zone ou la température augmente de 22 a 37°C. Les courbes
pales indiquent la présence de catalase. Courbes représentatives pour chaque condition. N=1,
n=3
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3.2.3 Commentaires préalables sur le protocole de mise en hypoxie et de mesure
d’oxygéne

Méthodes de mise en hypoxie : N’ayant pas de station de travail permettant de travailler en
conditions réduites d’oxygeéne (et de désoxygéner les produits pour la préparation des gels),
les échantillons ont été préparés a I’air ambiant puis mis en hypoxie. Deux méthodes de mise
en hypoxie ont été utilisées dans les expériences avec les particules de CaO». La méthode finale
(#2), présentée dans la section 2.4.1 (préparer les gels dans les plaques puis purger le sac qui
les contient avec de I’azote gazeux), est semblable a la méthode utilisée dans les expériences
cellulaires (cloche a hypoxie, section 2.2.1). Cette méthode semble la plus fiable puisque les
courbes obtenues présentent un signal relativement stable et les résultats sont présentés ci-

apres.

Toutefois, puisque les capteurs d’O» et I’oxygénometre ont été regus relativement tard dans le
projet, une partie de 1’optimisation a di s’effectuer 8 méme les expériences. Ainsi, dans la
premiére partie du projet, certaines courbes de relargage d’O; ont été obtenues en utilisant la
méthode #1 de mise en hypoxie qui différe de la méthode #2 en deux points : 1) le PBS est
préalablement purgé a 1’azote gazeux, afin d’étre désoxygené, avant d’étre distribué dans les
puits; 2) apres la purge a I’azote gazeux, le sac est mis sous vide afin de retirer tout le gaz qu’il
contient. Bien que cette méthode semble a priori plus adéquate puisque 1’O; est retiré du PBS,
elle engendre plus de variabilité. L’O, pourrait rediffuser dans le PBS entre le moment ou il
est ajouté aux puits et le moment ou le sac est purgé et mis sous vide. Puisque le temps entre
ces deux étapes peut varier entre les échantillons, des mesures d’O» variables, aberrantes et
peu reproductibles sont obtenues et les graphiques correspondants ne sont présentés, sauf
exceptions, qu’en ANNEXE IX. Les courbes d’O» obtenues avec la méthode #1 sont un produit

de I’optimisation du protocole de mise en hypoxie.

Commentaires importants sur les courbes d’Oz : Le fait que les gels soient préparés en
normoxie avant d’étre mis en hypoxie génére des problémes importants pour 1’analyse des
premiers time points. En effet, la diffusion de I’O> hors des gels au jour 0 (pendant et apres la

purge d’azote) se produit en méme temps que les particules génerent de 1’0 ce qui complique
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I’analyse, surtout si la quantité¢ d’O; relarguée du CaO, est faible. Les données d’H,O; sont
donc considérées comme plus précises car 1’H>O, présent provient exclusivement de la
réaction du CaO; avec I’eau contrairement a 1’O2 ou I’Oz présent dans ’air est un contaminant
majeur. C’est pour cette raison que le profil de relargage de I’H20: est utilisé dans certains
cas pour estimer celui de I’O2 (voir Wang et al. (2016), section 1.4.3.1). Or, cette hypothese
n’est plus valide si la catalase est présente puisque cette enzyme dégrade les molécules d’H,O»

en O et en eau comme mentionné précédemment.

3.24 Effet du processus de recouvrement sur le relargage de produits

Le relargage d’H>O» par les hydrogels encapsulant du CaO> non recouvert (CPO) ou du CaO»
recouvert dans du tampon phosphate par la méthode de référence (CPO_ctrl) est présenté dans
la Figure 3.10. Le CPO présente un burst release initial d’H>O; important (~ 5000 uM au
jour 0, réduit a ~ 120 uM au jour 3) qui est absent pour le CPO_ctrl et la différence entre ces
conditions est significative jusqu’a 3 jours. Lorsque le tampon phosphate est remplacé par de
I’eau ultra pure (CPO_H20) (voir section 2.3.2, Figure 2.6 étape B), le profil de relargage
obtenu est treés semblable a celui du CPO (voir ANNEXE X, Figure-A X-1). En résumé : un
recouvrement semble s’étre formé autour des particules de CaO> dans le cas du CPO_ctrl ce
qui aurait ralenti la réaction avec I’eau et donc le relargage de produits. Cette diminution nette
du relargage serait bien causée par le recouvrement d’HAp (et non parce que le burst release

se serait produit durant les 60 min d’agitation dans la solution aqueuse lors du recouvrement).

Les lignes pointillées sur les graphiques indiquent la valeur approximative du controle négatif
sans particules de (2,0 £ 0,6) uM, et ce, pour tous les graphiques d’H>O> de ce mémoire. Il est
aussi a noter que certaines différences dans la quantité (uM) d’H>0O, mesurée pour le CPO_ ctrl,
CPO ou autres contrdles peuvent étre retrouvées entre les expériences de la section 3.2. Ces
différences peuvent étre issues d’une répartition non homogeéne des particules entre les gels
d’une méme condition ou de I’échantillon dans le working reagent lors de la détection du

produit avec la trousse de détection d’H>O: (section 2.4.1).
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Figure 3.10 Gauche : concentration quotidienne d’H>O> relargué des hydrogels dans le PBS
en normoxie sur 7 jours en fonction de la présence d’un recouvrement. Comparaison entre
CPO (aucun recouvrement) et CPO_ctrl (recouvert dans du tampon phosphate). Droite :
agrandissement sur les données des jours 3 a 7. Student’s T-tests (pour tous les time points).
N=1, n=3

L’analyse des particules par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) (Figure
3.11) confirme la présence d’un phosphate de calcium a la suite du recouvrement dans le
tampon phosphate (CPO _ctrl). En effet, les principaux pics correspondant au PO3~ rapportés
dans la littérature, soit 470, 567, 603, 963, 1092 cm™ (Lee et al., 2020) et 1044 cm™ (Li et al.,
2007) sont présents dans les spectres de ’'HAp commercial et du CPO_ctrl mais sont absents
dans le spectre du CPO commercial. Les pics du OH™ (non présentés) a 633 cm™! et 3570 cm’!
(Lee et al., 2020) sont principalement visibles pour ’HAp et en partie pour le CPO_ctrl mais
absents pour le CPO. Les pics du CO3~ (Lee et al., 2020) sont présents dans tous les
¢chantillons, ce qui pourrait indiquer que certains ions de ’'HAp commercial auraient été
substitués par ces ions carbonate (section 1.5.1). De plus, puisque le CPO commercial contient
du Ca(OH); et du carbonate de calcium (CaCO3), il est normal de retrouver ces pics dans le
spectre. Enfin, la présence d’eau principalement dans le CPO et le CPO_ ctrl est confirmée par
les pics a 1641 cm™! (Lee et al., 2020) et 3448 cm™! (non présentés) (Wang, Xue, & Zhu, 2017).

Ainsi, le CPO_ctrl posséde tous les pics caractéristiques de I’HAp qui sont également
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mentionnés dans d’autres études (Liu et al., 2003; Sharma, Pandey, Gupta, Kar, & Dhayal,
2012; Yao et al., 2021). Le spectre du CPO est semblable a celui obtenu par Amerhaider Nuar
et al. (2023) qui utilisent un CPO commercial semblable en composition a celui de la présente
¢tude. Dans une autre étude, ils ont mentionné les principaux pics du CaO; soit ~ 740 et
~860 cm™! (O — O élongation), ~1080 cm™ (CO%7), ~1460 cm™ (O — Ca — O pliage et CO37) et
1650 cm™ (H,0) (Amerhaider Nuar et al., 2022) et tous sont retrouvés dans le spectre du CPO
obtenu ici (bien que certains pics se chevauchent a ceux de ’'HAp). En résumé : le spectre
FTIR du CPO_ctrl présente les pics caractéristiques de I’HAp et confirme ainsi la présence

d’un recouvrement d’HAp sur les particules. Toutefois, le CaO> sous le recouvrement n’est

pas clairement détecté.
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Figure 3.11 Spectres FTIR des particules de CPO commercial, CPO_ctrl (recouvert d’HAp)
et HAp commercial. Spectres normalisés a 1044 cm™!, CPO normalisé a 1482 cm™. L’HAp et
le CPO_ctrl possedent tous les pics du phosphate qui sont absents pour le CPO
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3.2.5 Effet de la présence du gel sur le relargage d’H20:2 et d’O2

Les mesures d’O:2 ont été faites a trois time points au jour 0, soit 0; (solution d’hydrogel juste
avant la gélification en normoxie), 02 (hydrogel juste aprés la gélification et avant 1’ajout de
PBS en normoxie), et 03 (3 heures apres 1’ajout de PBS et de la mise en hypoxie). Ces trois

time points sont retrouvés dans tous les graphiques d’O» de ce mémoire sauf exception.

La Figure 3.12 compare le relargage d’H>O> (a) et d’Oz (b) par le CPO (non recouvert) et
CPO_ctrl (recouvert) ou les particules sont soit encapsulées dans le gel soit seules (libres) dans
le PBS. La masse de particules dans les puits avec ou sans gel est la méme. On remarque que
les concentrations d’H>O> mesurées pour le CPO sont fortement supérieures a celles des
particules non encapsulées (Figure 3.12a) et le burst release d’O> en provenance du CPO se
produit environ un jour plus tot lorsque les particules sont encapsulées (Figure 3.12b). Une
hypothese serait qu’une capsule de Ca(OH); se formerait rapidement a la surface des particules
CPO _seul, puisqu’elles sont en contact direct avec 1’eau, ce qui nuirait par la suite a la réaction
avec ’eau et réduirait donc la quantité de produits relargués. En effet, la couleur des particules
de CPO_seul change au fil du temps dans le PBS, passant du jaune pale au blanc, ce qui pourrait
témoigner d’une autoencapsulation comme mentionné a la section 1.4.2. Il est aussi a noter
que les faibles concentrations d’H>O> mesurées pour le CPO_seul sont observées lorsque les
particules sont dans du PBS (comme c’est le cas ici) ou dans I’eau ultra pure ou le méme
changement de couleur des particules a été observé (données non présentées). Un
recouvrement des particules a cause du phosphate contenu dans le PBS durant les 7 jours
d’incubation n’est donc pas une explication possible pour ce faible relargage en absence de

gel.

Concernant le CPO_ctrl et le CPO_ctrl_seul, les relargages d’O2 et d’H20: sont tres faibles
dans les deux cas et les effets du gel semblent donc limités. Les variations d’O2 pour le
CPO_ctrl (seul ou encapsulé) sont tres faibles et proviennent probablement de la prise de
mesure. En résumé : le gel semble promouvoir le relargage de produits dans le cas du CPO

puisque le CPO_ctrl ne relargue que peu de produits dans tous les cas.
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Figure 3.12 Concentration d’H20: (a) et d’Oz (b) (contrdle négatif soustrait) relargués en
hypoxie sur 7 jours. Comparaison entre les relargages de particules seules ou encapsulées
dans des hydrogels. Gauche : CPO (non recouvert), droite : CPO_ctrl (recouvert). Données
au jour 0 collectées apres 3,5 heures au lieu de 3 heures. Student’s T-test pour tous les time
points (sauf jour 1 (H202) et 01 (O2-CPO_ctrl) : Mann-Whitney). N=1, n=3

3.2.6 Effet de la présence de la catalase dans les hydrogels

Comme mentionné a la section 1.4.3.3, la catalase est une enzyme pouvant décomposer les
molécules d’H202 en O; et en eau afin d’éviter que des concentrations cytotoxiques d’H202 ne

soient atteintes. Elle a été¢ ajoutée dans les gels a une concentration de 1000 — 2500 U (par mL
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d’hydrogel) selon la méthode de Willemen et al. (2022) (section 1.4.3.3). Les effets de la
présence de I’enzyme sur le relargage d’H»O; par les hydrogels contenant des particules non
recouvertes (CPO) (Figure 3.13 gauche) ou recouvertes (CPO_ctrl) (Figure 3.14) ont été
¢tudiés. La catalase ¢élimine complétement le burst release d’H202 produit par le CPO et
augmente le pic d’oxygeéne au jour 0 (Figure 3.13 droite, répétition de la Figure-A 1X-2a,
ANNEXE IX). Elle élimine également le faible relargage initial d’H>O» par le CPO_ctrl. Les
courbes d’O> ont été obtenues avec la méthode #1 de mise en hypoxie et ne sont donc pas
considérées fiables (section 3.2.3). Toutefois, le burst release d’O> du CPO détecté au jour 0
avant (01) et apres (02) la gélification est présenté ici puisque les valeurs d’O; sont tres élevées
et que les mesures pour ces time points se sont effectuées en normoxie donc avant ’ajout de
PBS et de la mise en hypoxie qui perturbent les résultats. En résumé : 1’ajout de catalase est
un moyen efficace pour décomposer les molécules d’H2O; et de réduire leur concentration a
environ zéro mais elle ne permet pas un relargage d’O: en continu. Afin d’obtenir un relargage
progressif de 'Oz et de I’'H20: des hydrogels, différents parametres de recouvrement ont été

modifiés dans le but d’optimiser ce dernier.
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Figure 3.13 Gauche : effet de la catalase (cat) sur la concentration quotidienne d’H>O»
relargué des hydrogels contenant du CPO (non recouvert) dans le PBS en hypoxie sur
7 jours. Student’s T-test pour tous les time points (sauf jour 1: Mann-Whitney). N=1, n=3.
Droite : concentration d’O> relargué en hypoxie sur 7 jours dans les hydrogels CPO et
CPO _cat. N=1, n=1
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Figure 3.14 Effet de la catalase (cat) sur la concentration quotidienne, dans le PBS en
hypoxie sur 7 jours, d’H20; relargué des hydrogels chargés en particules recouvertes
(CPO_ctrl). Student’s T-test (pour tous les time points). N=1, n=3

3.2.7 Effet de 1a molarité du tampon phosphate

Tomioka et al. (2023) avaient observé un relargage initial d’O> moins important mais s’étalant
sur environ 10 jours au lieu de 4 jours lorsque les particules étaient recouvertes avec un tampon
phosphate de 500 mM au lieu de 100 mM. Dans la présente étude, cette tendance n’est pas
observée entre CPO_500 et CPO _ctrl (100 mM) (voir ANNEXE XI, Figure-A XI-1). Pour
cette raison, le tampon 500 mM pH 7 n’est pas utilisé pour la suite des expériences. Puisqu’il
n’y avait pas d’oxygénometre au moment de 1’expérience, le profil d’H>O> a été utilisé pour

estimer celui de 1’0».

3.2.8 Effet de 1a nature de la solution au-dessus de I’hydrogel

Le relargage quotidien d’H20> des hydrogels encapsulant des particules recouvertes avec les
parametres controles a été analysé pour trois solutions différentes recouvrant les hydrogels,
soit le PBS (CPO ctrl), I’eau ultra pure (CPO _MQ) ou le milieu de culture a Jurkat
(CPO_CM). Les résultats sont présentés dans I’ANNEXE XII, Figure-A XII-1. Les résultats
obtenus semblent confirmer que, comme suggéré plus tot, le phosphate contenu dans le PBS

ne continue pas le processus de recouvrement des particules durant les 7 jours de « culture »



87

puisque les valeurs d’H>O> du CPO ctrl et CPO MQ sont semblables. Dans le cas du
CPO _CM, un relargage 1égeérement plus faible que les autres échantillons est observé durant
les premiers jours ce qui pourrait t¢émoigner de la formation d’un recouvrement de carbonate

de calcium amorphe a la surface des particules a cause des composantes du milieu de culture

(Tomioka et al., 2024).

3.2.9 Effet de la température

Relargage : Le relargage quotidien d’H20O: (Figure 3.15) des hydrogels encapsulant des
particules ayant été recouvertes dans du tampon phosphate a 4°C (CPO_4), température piece
(CPO_RT), 37°C (CPO_ctrl) ou 50°C (CPO_50) a été analysé. Les concentrations d’H>O> du
CPO_50 sont fortement et significativement plus élevées que celles des trois autres conditions
a tous les time points (excluant ceux analysés par Kruskal-Wallis qui est un test non
paramétrique moins puissant) tandis que le CPO_4 présente le signal le plus bas, au méme
niveau que le controle sans particules (ligne pointillée), ce qui indique qu’aucun H>O> n’est
relargué. Les données d’O> ne sont pas fiables (Figure-A 1X-1a). En résumé : le recouvrement

a 50°C augmente significativement le relargage tandis que celui a 4°C le supprime.
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Figure 3.15 Gauche : concentration quotidienne d’H>O> relargué des hydrogels dans le PBS
en hypoxie sur 7 jours en fonction de la température de recouvrement des particules, soit 4°C
(CPO_4), température piece (CPO_RT), 37°C (CPO_ctrl) et 50°C (CPO_50). Droite :
agrandissement sur les données des jours 3 a 7. One-way ANOVA pour tous les time points
(sauf jours 0 et 3 : Kruskal-Wallis). N=1,n=3
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Caractérisation : Les spectres FTIR des particules recouvertes a 4, 37 (ctrl) et 50°C et du CPO
(non recouvert) commercial se trouvent dans la Figure 3.16a. Malgré les différences
importantes de relargage d’H>O, entre CPO 4 et CPO 50, les spectres des particules
recouvertes sont tous semblables et possedent tous les pics présents chez I’HAp. Les pics entre
1400 et 1500 cm™ sont toutefois moins intenses pour CPO_4, ce qui pourrait signifier une

présence moins importante de carbonate ou de liens O — Ca — O provenant du CPO.
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Figure 3.16 (a) Spectres FTIR des particules de CPO commercial (aucun recouvrement) et
des particules recouvertes a 50°C (CPO_50), 37°C (CPO_ctrl) et 4°C (CPO_4) normalisés a
1044 cm™ (CPO normalisé a 1482 cm™'). Images obtenues du MEB par électrons
rétrodiffusés a 15 kV des particules (b) CPO_ctrl et (¢c) CPO_4. Echelle : 30 um

Les images du microscope ¢lectronique a balayage (MEB) obtenues des électrons rétrodiffusés
se trouvent dans la Figure-A XIII-1 de ’ANNEXE XIII et dans la Figure 3.16b et c. La poudre
commerciale de CaO» (Figure-A XIII-1a) comprend plusieurs agglomérats de particules rondes
de tailles variées. Les agglomérats observés pour le CPO ctrl (Figure 3.16b et Figure-A
XIII-1b) sont aussi de différentes tailles mais ils possédent une surface lamellaire absente pour

la poudre commerciale (voir ANNEXE XIII, Figure-A XIII-2a et b). Le ratio
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calcium/phosphore (Ca/P) mesuré pour le CPO_ctrl est ~1,7 soit pres de celui de ’'HAp (1,67).
Des enveloppes regroupant de plus petites particules sont également observées. Les particules
de CPO_ctrl de cette étude sont semblables a celles de Tomioka et al. (2023) qui avait aussi
rapporté ces enveloppes. Pour CPO_4 (Ca/P mesuré¢ ~1,4), différents amas des particules
exhibant une surface lamellaire sont observés (Figure 3.16c¢ et Figure-A XIII-1c¢). Toutefois,
une multitude de fines plaquettes (Ca/P mesuré ~1,1) semblent avoir remplacé une grande
partie des amas sphériques. Les observations du CPO_50 (Figure-A XIII-1d) sont semblables
a celles de CPO_ctrl et le ratio Ca/P mesuré est ~1,7. En résumé : les spectres FTIR ne
permettent pas d’expliquer les différences observées entre 4 et 50°C mais la présence de
plaquettes ayant remplacé les particules rondes de CPO a 4°C pourrait expliquer le relargage

apparemment inexistant de produits.

Les ratios Ca/P mesurés par EDX sont approximatifs et sont a titre informatif seulement.
De plus, le réseau de feuillets (lamellaire) d’HAp rapporté dans cette section et dans les
sections subséquentes est également retrouvé dans la littérature sous forme plutdt aciculaire
(Brown & Fulmer, 1991) ou sur des substrats pour des applications dans la régénération
osseuse (Zhu et al., 2023). Sa formation pourrait étre initiée par une sursaturation locale en
ions calcium dissous pres de la surface du CaO; (Brown & Fulmer, 1991; Diez-Escudero,
Espanol, & Ginebra, 2024; Du et al., 2013). La morphologie lamellaire, quant a elle, pourrait
étre causée par un exces de phosphate (Ito, Oaki, & Imai, 2008) comme c’est le cas dans
plusieurs conditions testées ou le ratio Ca/P en solution est de ~0,14. Ce recouvrement
lamellaire pourrait toutefois ralentir la dissolution du calcium par la suite (Brown & Fulmer,

1991).

3.2.10 Effet du temps d’agitation dans le tampon phosphate

Relargage : Le relargage d’H»O; (Figure 3.17) et d’O; (Figure 3.18a) provenant d’hydrogels
encapsulant des particules de CaO> recouvertes dans le tampon phosphate pendant
I min (CPO_1min) et 60 min (CPO_ctrl) est considéré. Un burst release d’H2O» est observé

pour CPO_1min. Toutefois, ces valeurs sont environ 3x plus faibles qu’un burst release du
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CPO (non recouvert) (données non présentées) ce qui implique que le burst release des
particules peut étre diminué de fagon importante aprés seulement une minute passé dans le
tampon phosphate. Une 1égére augmentation du relargage d’Oz pour CPO_1min au jour 0 est
¢galement observée. Concernant les particules recouvertes pendant 15, 30 ou 120 min (données
non présentées), aucune tendance claire dans le relargage d’H>O> n’a été observée (données
d’O»> obtenues avec la méthode #1 de mise en hypoxie). Il est a noter que les courbes de
relargage du controle négatif et du CPO_ctrl présentées dans la Figure 3.17 et la Figure 3.18a
sont les mémes que celles des sections 3.2.11 (modification du pH) et 3.2.12 (ratio Ca/P)
puisque ces parametres de recouvrement ont été modifiés dans le cadre d’une méme
expérience. En résumé : le recouvrement se forme rapidement a la surface des particules
(diminution du burst release) mais réduire le temps d’agitation dans le tampon phosphate ne

permet pas un relargage plus prolongé et constant.
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Figure 3.17 Gauche : concentration quotidienne d’H>O» relargué des hydrogels dans le PBS
en hypoxie sur 7 jours en fonction du temps passé par les particules dans le tampon
phosphate lors du recouvrement, soit 1 min (CPO_Imin) ou 60 min (CPO_ctrl). Droite :
agrandissement sur les données des jours 3 a 7. Student’s T-test (pour tous les time points).
N=1,n=3
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Figure 3.18 (a) Concentration d’O; relargué dans les hydrogels en hypoxie sur 7 jours en

fonction du temps passé par les particules dans le tampon phosphate lors du recouvrement,
soit 1 min (CPO_1min) ou 60 min (CPO_ctrl). N=1, n =1. (b) Spectres FTIR des particules
de CPO commercial (aucun recouvrement) et du CPO avec différentes durées de
recouvrement (1 4 60 min) normalisés a 1044 cm™' (CPO normalisé a 1482 cm™)
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Figure 3.19 Spectres XRD des particules de CPO commercial (aucun recouvrement) et du

CPO avec différentes durées de recouvrement (1 a 60 min (CPO_ctrl))
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Caractérisation : Les spectres FTIR des différents échantillons de trouvent dans la Figure
3.18b. Un temps de recouvrement de 5 min a également été considéré pour toutes les
techniques de caractérisation afin de mieux comprendre I’évolution de la morphologie et de la
structure chimique entre 1 et 60 min de recouvrement. Les pics de ’HAp sont présents sur tous
les spectres des particules recouvertes, a 1’exception du pic de I’OH™ (633 cm™) pour le
CPO_1min. Seuls les spectres CPO 1min et CPO 5min présentent les pics du CPO qui
semblent diminuer en intensité avec le temps. Les spectres de 15, 30 et 120 min sont similaires
a celui du CPO_ctrl (60 min) (ANNEXE XIV, Figure-A XIV-1) et les spectres de tous les
temps de recouvrement possédent le large pic a ~ 3450 cm™ confirmant la présence d’eau
(Figure-A XIV-1). Certains pics du CPO et de I’'HAp se chevauchent ce qui complique

I’analyse.

La Figure 3.19 présente les spectres de diffraction des rayons X (XRD) du CPO et du CPO
recouvert (1, 5 et 60 (ctrl) min). Seul le spectre du CPO_1min contenait des pics communs a
ceux du CPO et tous les échantillons recouverts comprenaient des pics liés aux phosphates de
calcium. Toutefois, puisque plusieurs pics des différents phosphates de calcium se
chevauchent, il est difficile d’en déterminer la nature exacte. Cependant, ’'HAp a été proposée
suite a 1’analyse des spectres dans les trois cas, ce qui est en accord avec les résultats de

Tomioka et al. (2023).

Les images du MEB (Figure-A XIII-1 de TANNEXE XIII) montrent, aprés seulement une
minute de recouvrement, 1’apparition de petits paquets de fins batonnets longs rassemblés en
leur milieu (non présentés, Ca/P mesuré ~6,5) en plus des agglomérats de particules de
différentes tailles (Ca/P mesuré ~2,7). La Figure-A XIII-2c¢ et d montre une surface lamellaire
sur les particules CPO_1min semblable a celle des particules séchées plutot a température
picce. Toutefois, la Figure-A XIII-2b suggere qu’un réseau lamellaire, plus dense et en partie
fusionné, se forme lorsque le temps d’agitation augmente a 60 min (CPO_ctrl). Pour le
CPO_S5min (Figure-A XIII-1f), la surface lamellaire exhibe des pores potentiellement plus
importants que ceux de CPO_ctrl et semble regrouper, comme un voile, certains agglomérats

ensemble (Ca/P mesuré ~2,1). Certains batonnets sont encore présents. Un recouvrement
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uniforme a base de phosphore se retrouve a la surface des particules apreés seulement 5 min
d’agitation dans le tampon phosphate (Figure-A XIII-3a). En résumé : le CPO se recouvre
rapidement et son signal est toujours détecté aprés 1 — 5 min de recouvrement mais I’intensité
diminue avec le temps (jusqu’a disparaitre aprés 60 min de recouvrement) alors que la structure
lamellaire a la surface des particules semble se densifier. Cela pourrait indiquer que 1’épaisseur
du recouvrement augmente avec le temps passé dans le tampon phosphate. La diminution du
ratio Ca/P mesuré par EDX vers des valeurs pres de celles de ’'HAp supporte cette hypothése
puisque le calcium du CaO: serait de moins en moins détect¢ a mesure que 1’épaisseur
augmente. Il est a noter que le chargement de 1’échantillon durant I’imagerie par électrons
secondaires du MEB (haute résolution), malgré le recouvrement de platine, n’a pas permis de
balayer la surface des particules afin de vérifier 1’état du recouvrement d’HAp a plusieurs

endroits.

3.2.11  Effet du pH du tampon phosphate

Relargage : Le relargage d’H»O; (Figure 3.20) et d’O; (Figure 3.21a) provenant d’hydrogels
encapsulant des particules de CaO> recouvertes dans des tampons phosphates 100 mM de pH
5,7 (CPO_ctrl) et 11 est considéré. On observe un fort impact du pH du tampon phosphate sur
le relargage de H>O; lors des premiers jours. Le CPO_pHS5 ne relargue pas d’H>O> (mémes
valeurs que le controle sans particules). Au contraire, la génération d’H>O> du CPO_pHI11 est
largement supérieure a celle du CPO_ctrl avec un burst release dans le méme ordre de grandeur
que celui du CPO non recouvert (données non présentées) au jour 0. Les données d’O;
supportent les observations du H>O> pour le CPO _pHI1 avec une forte augmentation du
relargage d’O2 au jour 0 qui diminue au méme niveau que les autres conditions dés le jour 1.
Aucun relargage d’O; ne semble étre détecté pour le CPO_ctrl et CPO_pHS. Laisser les
particules 1 min dans le tampon phosphate pH 5 (données non présentées) n’a pas modifié¢ de
facon importante la tendance observée ici avec 60 min de recouvrement. Cela indique que les
changements effectués aux particules se sont opérés trés rapidement dans le tampon phosphate.

En résumé : un tampon phosphate de pH 5 supprime le relargage de produits tandis qu’un pH
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11 ne semble pas avoir d’effets. Aucun des échantillons ne présente un relargage de produits

en continu.
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Figure 3.20 Gauche : concentration quotidienne d’H>O relargué des hydrogels dans le PBS
en hypoxie sur 7 jours en fonction du pH du tampon phosphate lors du recouvrement, soit
CPO_pHS, CPO _ctrl (pH 7) et CPO_pH11. Droite : agrandissement sur les données des
jours 3 a 7. One-way ANOVA pour tous les time points (sauf jours 0, 2 et 6 : Kruskal-
Wallis). N=1, n=3
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Figure 3.21 (a) Concentration d’O; relargué dans les hydrogels en hypoxie sur 7 jours en
fonction du pH du tampon phosphate lors du recouvrement, soit CPO_pHS, CPO_ctrl (pH 7)
et CPO_pHI11. N=1, n=1. (b) Spectres FTIR des particules de CPO commercial (aucun
recouvrement), CPO_pHS5, CPO_ctrl et CPO_pH11 normalisés a 1044 cm™ (CPO normalisé
a 1482 cm™, CPO_pHS5 non normalisé)
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Caractérisation : D’importantes différences sont observées dans les spectres FTIR selon le
pH de recouvrement (Figure 3.21b). Le spectre du CPO_pH11 montre tous les pics de 'HAp
identifiés excluant celui du OH" a 633 cm’!. Toutefois, tous les pics du spectre du CPO sont
¢galement visibles, ce qui suggeére la présence de CPO et de phosphate de calcium
(potentiellement d’HAp) dans I’échantillon. Le CPO_pHS5 montre un spectre différent de celui
de I’HAp, s’apparentant plutot a celui du phosphate de calcium brushite, puisqu’il posseéde tous
les pics caractéristiques (indiqués sur le spectre) tirés de Mansour, El-dek, Ahmed, Abd-

Elwahab, et Ahmed (2016) (identification des pics dans le Tableau 3 de la référence).

L’image du MEB (Figure-A XIII-1g de ANNEXE XIII) révele la perte des agglomérats de
particules rondes de CPO pour de fines plaquettes (Ca/P mesuré ~1,1) a pH 5 semblables a
celles observées a 4°C bien que les spectres FTIR de ces deux échantillons soient différents.
Le ratio Ca/P mesuré se rapproche d’ailleurs de celui de la brushite a 1 (Uskokovi¢ &
Uskokovi¢, 2011). Le recouvrement a pH 11 (Figure-A XIII-1h) génére des amas de particules
sous forme d’aiguilles (non présentés, Ca/P mesuré ~7,5) et ces aiguilles se retrouvent
¢galement entre les agglomérats de particules (Ca/P mesuré ~4,4) qui semblent étre plus petits
que ceux du CPO_ctrl. Les aiguilles et batonnets seraient des cristaux d’HAp développés en
direction de I’axe ¢ (Diez-Escudero et al., 2024) et cette forme aciculaire est rapportée ailleurs
en pH alcalin (Ito et al., 2008). La structure lamellaire n’est pas observée a pH 11. La Figure-
A XIII-3b) confirme qu’un recouvrement uniforme a base de phosphore s’est formé a la surface
des particules lorsque recouvertes a pH 11. En résumé : les plaquettes de brushite ont
remplacé les particules de CPO ce qui explique 1’absence de relargage a pH 5. Malgré le fait
que le recouvrement a pH 11 n’ait pas modifi€ les profils de relargage, un fin recouvrement de
phosphate de calcium (ratio Ca/P mesuré ¢élevé et CPO détecté au FTIR) semble s’étre tout de

méme formé a la surface des particules.

3.2.12 Effet du ratio Ca/P lors du recouvrement

Relargage : Le processus de recouvrement des particules de CaO2 a été effectué dans des

tampons phosphate de molarités plus faibles afin d’augmenter le ratio Ca/P de 0,14 (CPO_ctrl)
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a 1, 1,67 ou 2. Le relargage d’H,O, (Figure 3.22) des CPO CaPl, CPO CaPl1.67 et
CPO CaP2, significativement plus ¢€levé que celui du CPO ctrl, montre un burst release
important au jour 0 semblable a celui du CPO_pHI11 et du CPO non recouvert. Cependant,
I’effet du ratio Ca/P sur I’O (Figure 3.23a) n’est observable qu’au jour 0 (burst release pour
Ca/P 2 1) puisque la courbe descend rapidement a des valeurs trés faibles d’oxygéne dans le

gel. En résumé : augmenter le ratio Ca/P en solution résulte en un profil de relargage

semblable a celui du CPO.
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Figure 3.22 Gauche : concentration quotidienne d’H>O- relargué des hydrogels dans le PBS
en hypoxie sur 7 jours en fonction du ratio Ca/P dans le tampon phosphate, soit Ca/P = 0,14
(CPO _ctrl) et Ca/P =1 a 2. Droite : agrandissement sur les données des jours 3 a 7. One-way
ANOVA pour tous les time points (sauf jour 5 : Kruskal-Wallis). N=1, n=3
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Figure 3.23 (a) Concentration d’O; relargué dans les hydrogels en hypoxie sur 7 jours en
fonction du ratio Ca/P dans le tampon phosphate, soit Ca/P = 0,14 (CPO _ctrl) et Ca/P=1 a
2. N=1, n=1. (b) Spectres FTIR des particules de CPO (aucun recouvrement) et du CPO
recouvert a différents ratios Ca/P normalisés a 1044 cm™! (CPO normalisé a 1482 cm™)

Caractérisation : Les observations pour les spectres FTIR des CPO_CaP1, CPO_CaP1,67 et
CPO_CaP2 sont similaires a celles du CPO_pHI11 ou le CPO et un phosphate de calcium,
potentiellement I’HAp, sont détectés (Figure 3.23b). Les images du MEB pour les particules
recouvertes a Ca/P = 1,67 (Figure-A XIII-11 de ’ANNEXE XIII) montrent également des
résultats semblables a ceux recouvert a pH 11 avec des petits batonnets plus épais (non
présentés) pouvant survenir avec des ratios Ca/P prés de 1,67 (Zhang & Darvell, 2011). La
Figure-A XIII-3c) suggére un recouvrement uniforme de phosphore a la surface des particules
recouvertes dans le tampon phosphate avec un Ca/P = 1,67 (Ca/P mesuré ~6,8) comme a
pH 11. Concernant la nature du phosphate de calcium formé il pourrait s’agir d’apatite
déficiente en calcium (Mekmene et al., 2009) ou d’HAp (Simkova & Sulcova, 2019). En
résumé : comme avec le pH 11, le recouvrement minime de phosphate de calcium formé a

plus hauts ratios Ca/P ne modifie pas les profils de relargage.
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3.2.13  Effet de la température de séchage

Relargage : Lorsque les particules sont séchées a température piece (CPO_dRT) au lieu de
70°C (CPO_ctrl), un relargage plus important d’H>O> se produit durant les premiers jours
(ANNEXE XV, Figure-A XV-1) et le relargage d’O» (Figure 3.24a) semble également plus
¢leve, et ce, tout au long de I’expérience. Toutefois, les barres d’erreur importantes d’O»
indiquent que le protocole final de mise en hypoxie est a optimiser. En effet, les réplicas du
contrdle sans particules n’atteignent pas 0% O> le méme jour et dans le cas du CPO_ctrl, I’'un
des réplicas a atteint ~ 0% au jour 2 et [’autre est demeuré a ~5% jusqu’au jour 7. Il est donc
difficile de savoir si le CPO_ctrl libére de I’O: ou si la vitesse de diffusion de 1’Oz hors du gel
varie entre les réplicas. Un équilibrage des produits dans une station hypoxique a ~0% d’O»

avant les expériences est donc primordial pour la stabilité des résultats.

Caractérisation : Les images du MEB pour les particules recouvertes pendant 60 min et
séchées a température picce (Figure-A XIII-1j, PANNEXE XIII ou Figure 3.24b) (Ca/P
mesuré ~1,6) indiquent la présence claire d’une surface lamellaire avec des pores
potentiellement plus grands que ceux du CPO_ctrl et I’absence de petites particules. En

résumé : la porosité pourrait expliquer le relargage plus important de produits.
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Figure 3.24 (a) Concentration d’O; relargué dans les hydrogels en hypoxie sur 7 jours en
fonction de la température de séchage des particules apres le recouvrement, soit température
piece (CPO_dRT) et 70°C (CPO_ctrl). N=1, n=2. (b) Image obtenue du MEB par électrons

rétrodiffusés a 15 kV des particules CPO_dRT. Echelle : 30 pm
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3.2.14  Effet de la concentration des particules dans les hydrogels (relargage d’O:
seulement)

Afin d’analyser les effets de la concentration des particules dans le gel sur la quantité d’O»
relargué, des particules de CPO (non recouvertes, Figure 3.25a) ou de CPO _ctrl (recouvertes,
Figure 3.25b) sont encapsulées a des concentrations bien supérieures a celles proposées par
Tomioka et al. (2023) et pouvant atteindre 30 — 60 mg/mL. De plus, ces expériences utilisent
un volume de 500 pL de gel par puit au lieu de 200 pL ce qui augmente davantage la masse
totale de particules présentes dans le puit. Dans le cas du CPO, plus la concentration de
particules augmente, plus la quantit¢ d’O» relargué augmente mais pas de fagon
proportionnelle. Par conséquent, tripler la concentration de 10 a 30 mg de particules par mL
ne résulte pas en un burst release d’O> 3x plus élevé mais cela permet un relargage d’O> plus
important entre les jours 1 et 7 (Figure 3.25a). Comme il a été observé dans les sections 3.2.10
a 3.2.12, le CPO_ctrl ne semble pas relarguer d’O> puisqu’il se situe toujours treés pres de la
courbe controle sans particules. Globalement, augmenter la concentration de particules de 10 a
60 mg/mL ne change pas les quantités d’O> détectées lorsqu’un volume de 200 pL de gel par
puit est utilisé (données non présentées). Cependant, augmenter le volume a 500 uL permet
d’augmenter suffisamment la masse de particules dans les puits pour pouvoir détecter, au
jour 0, une augmentation (non proportionnelle) dans la quantit¢ d’O> produit avec la
concentration de particules recouvertes (Figure 3.25b). L’effet de la concentration est toutefois
perdu des le jour 1. En résumé : augmenter la concentration en particules permet d’augmenter
(non proportionnellement) I'intensité et la durée du relargage pour le CPO mais, pour le
CPO_ctrl, 1l faut augmenter le volume et la concentration davantage avant de pouvoir constater
les effets (visibles qu’au jour 0) sur le relargage puisque les particules ne relarguent que peu

de produits.
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Figure 3.25 Concentration d’O; relargué dans les hydrogels en hypoxie sur 7 jours en
fonction de la concentration dans le gel de particules (a) non recouvertes (CPO) et (b)
recouvertes (CPO_ctrl). Données au jour 03 collectées aprés 1 heure au lieu de 3 heures.
500 pL de gel par puit au lieu de 200 pL.. One-way ANOVA pour tous les time points (sauf a
jours 1 a 3 : Kruskal-Wallis). N=1, n=3

Les courbes d’O: en lien avec les effets du temps d’agitation (Figure 3.18a), du pH (Figure
3.21a) et du ratio Ca/P (Figure 3.23a) se situent, entre les jours 1 et 7, a une valeur constante
de ~1 — 2% O> (groupe 1). Les courbes ici pour les particules recouvertes (Figure 3.25b) se
situent plutot a ~3 — 4% O entre ces mémes jours (groupe 2). Le CPO finit par atteindre le
méme plateau a ~3 — 4% O mais plus tard car il relargue plus longtemps (Figure 3.25a). Ces
plateaux (1 — 2% ou 3 — 4%) suggerent un relargage d’O» faible mais constant pendant 7 jours
puisque le contrdle négatif sans particules est ~0% O> dans tous les cas. Toutefois, une raison
autre que le relargage d’O> pourrait expliquer la présence de ces plateaux. En effet, toutes les
courbes du groupe 1 se situent aux mémes valeurs d’O; a partir du jour 1, et ce, peu importe
les parametres de recouvrement utilis€s et le relargage initial (burst release) au jour 0. Comme
mentionné dans la section 3.2.11, toutes les particules de CaO» dans le tampon phosphate de
pH 5 se reprécipitent en brushite ce qui résulte en la perte des particules de CaO- et donc en
I’absence de relargage d’H20:. Il devrait en étre de méme pour 1’O2 dont la courbe suit pourtant
celles des autres conditions du groupe 1. Une hypothése serait que la présence de particules
interfererait avec le signal fluorescent et affecterait donc la quantit¢ d’O, détectée par

I’oxygénometre. Les observations supportent cette hypothese puisque tous les échantillons du
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groupe 1 ont la méme concentration de particules et présentent donc un plateau situé aux
mémes valeurs d’Oz (~1 — 2% O3). Lorsque la concentration de particules augmente, comme
c’est le cas entre les groupes 1 et 2, la valeur du plateau en fait de méme (~ 3 — 4% O»). Ainsi,
ces plateaux seraient un signal de fond et les particules ne relargueraient aucun O; en quantité
détectable. Enfin, ce bruit de fond n’est pas toujours visible au jour 0 potentiellement a cause
de la formation incompléte du gel ainsi que de la présence d’O> de I’air dissout dans les
¢chantillons. En résumé : il semble plus probable que les échantillons des groupes 1 et 2 ne
relarguent pas assez d’O> a partir du jour 1 pour étre détectable et que les valeurs observées a

partir de ce moment soient un bruit de fond causé par la présence de particules.






CHAPITRE 4

DISCUSSION

La thérapie cellulaire adoptive offre une alternative prometteuse aux traitements actuels contre
le cancer. L’encapsulation des cellules T dans une matrice pourrait en améliorer I’efficacité,
mais 1’acces limité aux nutriments et a 1’oxygeéne avant la formation de vaisseaux sanguins
pourrait s’avérer difficile pour les cellules qui risquent alors d’entrer en hypoxie. Ce projet se
concentre donc sur le développement d’un hydrogel riche en oxygeéne pour la thérapie

cellulaire adoptive (ACT) locale.

4.1 Objectif 1 : Caractérisation du comportement des cellules
immunitaires en hypoxie

La littérature suggere que I’hypoxie peut entrainer des répercussions sur le phénotype, la
prolifération, la viabilité, le métabolisme et la production de cytokines et de récepteurs pour
les cellules T. Le premier objectif de ce projet a été de caractériser la réponse cellulaire sur 7
a 14 jours en hypoxie pour trois lignées différentes. Les principales observations pour les
cellules Jurkat et OT-I sont résumées et discutées ci-dessous. Les cellules mononuclées de sang
périphérique (PBMCs) n’ont pas mené a des résultats fiables et utiles au projet et sont

seulement discutés dans I’ANNEXE V1.

4.1.1 Cellules T Jurkat

Malgré les effets négatifs de 1’hypoxie sur la prolifération, c’est lorsque les deux agents
stressants (hypoxie et milieu faible en sérum) sont combinés que la diminution de la
prolifération et de la viabilité est la plus marquée et qu’une courbe d’activité métabolique
relativement constante au lieu de fortement croissante est obtenue. Les courbes de prolifération
de cellules de leucémie aigué lymphoblastique de type T (T-ALL) en hypoxie et en normoxie
de Fahy et al. (2021) sur 21 jours semblent suivre une tendance similaire a celle de ’activité

métabolique en milieu faible en sérum obtenue ici pour les Jurkat. Ils constatent également que
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I’hypoxie diminue la prolifération et augmente la mort cellulaire, mais que cet état est
réversible lorsque de retour en normoxie apres 3 semaines passées en hypoxie. Ainsi, selon ces
résultats, les Jurkat de la présente étude entreraient dans un état de « dormance » temporaire
lorsqu’en hypoxie (et en milieu faible en sérum) ce qui expliquerait la courbe d’activité
métabolique observée. Les courbes d’activité métabolique des Jurkat en milieu régulier se
rapprochent davantage de la tendance suivie par les courbes de prolifération de Kim et al.
(2008) bien que la prolifération et la viabilité en hypoxie dans le présent projet soient plus
¢levées que ce que les auteurs ont observé. Toutefois, une stimulation de la prolifération en
hypoxie des cellules Jurkat, grace a la voie de signalisation Notchl rapportée par Zou et al.
(2013), n’a pas été observée ici. Enfin, les travaux de Davern et al. (2023) ont également
combiné hypoxie et carence en sérum sur des cellules T humaines et suggérent que la
diminution en acides aminés et en nutriments disponibles qui en résulte affecterait la
fabrication de certaines protéines. En résumé, les Jurkat seraient un mod¢ele cellulaire
intéressant pour tester la future matrice oxygénée vu leur réponse marquée lorsqu’en hypoxie

et en manque de sérum.

4.1.2 Cellules T CD8* murines (OT-I)

Une baisse de la prolifération/activité métabolique ainsi qu’une augmentation de la mort
cellulaire (en périphérie des gels) ont €té observées avec le temps en hypoxie et en
normoxie. L’hypoxie semble diminuer la prolifération, augmenter 1’expression du CD25 et des
marqueurs d’épuisement (quoique les effets soient minimes) et stimuler les phénotypes
mémoire centrale et potentiellement effecteur. Aucune différence significative entre I’hypoxie
et la normoxie n’est constatée pour I’activité¢ métabolique. De plus, une évaluation visuelle des
essais /ive/dead ne permet pas de conclure en une mort cellulaire plus ou moins importante en

hypoxie.

Certains de ces résultats préliminaires concordent avec la littérature présentée a la section
1.3.2. En effet, des travaux cités la revue de la littérature suggerent aussi baisse de la

prolifération et une augmentation du CD25 en hypoxie (Cunha et al., 2023; Vuillefroy de Silly
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et al., 2015). Neitzke-Montinelli et al. (2022) ont obtenu un phénotype mémoire centrale
majoritaire avec les OT-I tout comme les travaux de ce mémoire en suivant un protocole
similaire (a quelques différences pres) a celui qui a été utilisé ici. La stimulation d’un
phénotype effecteur en hypoxie est rapportée dans certaines études (Cunha et al., 2023; Ross
et al., 2021). Enfin, ’augmentation des marqueurs d’épuisement a été¢ constatée par d’autres
équipes (Doedens et al., 2013; Gropper et al., 2017; Ross et al., 2021). En résumé, les OT-I

pourraient aussi étre un modele intéressant qui devrait étre investigué davantage.

4.1.3 Limitations

Les principales limitations concernent 1’analyse par cytométrie de flux des cellules OT-L.
L’expérience a été effectuée une seule fois et doit donc étre répétée afin de confirmer les
résultats obtenus et ainsi avoir des conclusions plus robustes et fiables. De I’optimisation est
aussi requise dans I’analyse avec le cytomeétre et dans les protocoles de culture des cellules
dans les gels afin d’obtenir de meilleurs signaux pour les cellules encapsulées ainsi qu’une plus

grande population de cellules récupérées des gels.

414 Résumé et recommandations

L’objectif de la caractérisation de la réponse cellulaire en hypoxie était avant tout de trouver
un modele cellulaire montrant des différences avec la réponse normoxique afin d’étre utilisé
pour vérifier les effets des matrices riches en oxygene. Les cellules Jurkat en milieu faible en
sérum seraient un modele intéressant pour des analyses préliminaires puisqu’une réponse
hypoxique est clairement observée dans les essais simples et peu coliteux de /ive/dead et
d’activité métabolique. Toutefois, les cellules OT-I seraient un meilleur modéle a plus long
terme puisque les changements dans 1’activation/phénotype, la prolifération et I’épuisement en
hypoxie pourraient étre réévalués avec la matrice riche en oxygene et ce modele pourrait
¢galement étre utilis¢ dans des essais in vivo une fois la matrice mise au point. De plus, les
effets de la matrice en conditions hypoxiques et d’activation continue des OT-I (comme dans
le cas de killing assays) pourraient servir a évaluer la cytotoxicité des cellules. Aussi, puisque

les cellules semblent adopter la glycolyse en hypoxie (section 1.3.2), mais qu’in vivo les
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nutriments sont aussi limités que 1’oxygene, il serait intéressant de répéter les tests avec les
OT-I mais dans un milieu pauvre en glucose semblable aux travaux de Davern et al. (2023).
Bien que le modé¢le actuel avec les PBMCs dans ce mémoire ne soit pas adéquat pour étre
utilisé avec les matrices oxygénées, un modele avec des cellules T humaines devra étre mis au
point dans le futur si des résultats in vivo prometteurs sont obtenus. Dans tous les cas, la
détection du facteur induit par ’hypoxie HIF-1a par transfert de Western pourrait s’avérer utile
afin de confirmer que les effets de la matrice permettent réellement d’améliorer 1’état
hypoxique des cellules et des tests plus approfondis sur la viabilité pourraient également étre

entrepris.

4.2 Objectif 2 : Développement de méthodes pour la caractérisation et
P’optimisation des particules de CaOz, recouvertes d’HAp, relarguant
du H20:2 et de I’Oz pour ’oxygénation des matrices

Ce projet étant nouveau dans le laboratoire, un résultat important est la mise au point de
protocoles, notamment pour la détection de I’oxygéne (O2) et du peroxyde d’hydrogéne
(H20,), ainsi que des techniques de caractérisation qui ont permis d’explorer le potentiel des
particules de peroxyde de calcium (CaOy) pour oxygéner les matrices et tenter d’optimiser les

profils de relargage.

En effet, les particules de CaO> (sans recouvrement) augmentent fortement le pH, meénent a
une précipitation des gels et surtout a un relargage de produits trés élevé, sous forme de burst
release, incluant le peroxyde d’hydrogéne potentiellement toxique pour les cellules selon la
concentration libérée. La catalase décompose I’H202 en Oz et en eau et permet d’éliminer le
burst release d’H>O, sans toutefois mener a un relargage prolongé sur plusieurs jours. Basé
sur les travaux de Tomioka et al. (2023), les particules ont ét¢ recouvertes d’hydroxyapatite
(HAp) afin de réduire la réaction entre le CaO; et I’eau et donc d’éliminer le burst release de

produits qui serait remplacé par un relargage constant et prolongé.

Cependant, ce recouvrement s’avere trop efficace car il empéche presque tout relargage. Dans

ce travail, une optimisation a été tentée afin d’obtenir un profil de relargage constant, prolongé
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et controlé d’oxygene en modifiant le revétement de phosphate de calcium. Afin de mieux
comprendre les effets des parameétres de recouvrement comme la température, le ratio
calcium/phosphore (Ca/P), le pH, le temps, etc., qui correspondent également aux facteurs
influents dans la formation de ’'HAp (section 1.5.2), chaque paramétre a ét¢ modifié, les
particules, caractérisées et les profils de relargage d’O> et d’H»0O,, mesurés. Les résultats
principaux concernant les profils de relargage sont résumés dans le Tableau 4.1.
Malheureusement, aucune condition n’a permis d’atteindre complétement 1’objectif visé, soit
un relargage d’oxygene prolongé dans les gels. Trois tendances principales sont observées et
expliquées ci-dessous en fonction du type et de la morphologie de phosphate de calcium qui
se forme lors du procédé de recouvrement. Les mesures d’O2 ayant une validité limitée (voir
section 3.2.3), ’analyse a été effectuée surtout en se basant sur I’H>O».
Tableau 4.1 Résultats globaux des effets engendrés par les modifications au processus de

recouvrement des particules de CaO: et des conditions de « culture » des hydrogels contenant
les particules sur les profils de relargage des produits (H20: et O2)

# Groupe Profil de relargage des produits* Echantillons
-CPO_ctrl

-CPO_ctrl_seul (sans gel)
-CPO 500 (tampon phosphate
500 mM)

-CPO_MQ (gel recouvert d’eau)
-CPO_CM (gel recouvert de
milieu)

-CPO_RT (tampon a température
piece)

-CPOctrl500 10 a 60mg/mL
(augmentation [CPO_ctrl] dans

-Burst release initial :

réduction (H20.) ou perte (O2)
-Prolongation du relargage : non
prolongé (H202), aucun relargage
détecté (O2)

1-Perte du
burst release

gel, aucune donnée d’H>0»)

-CPO (non recouvert)
-Burst release : présent (H2Oz et O2) -CPO_H2O0 (eau au lieu du

-Prolongation : non prolongé/aucun tampon)
2-Aucun , , . . .
chaneement relargage détecté apres burst -CPO_1min (1 min dans tampon)
g release (H2Oz et Oy) -CPO_pH11 (tampon pH 11)

-CPO_CaP1 (Ca/P=1 dans
tampon)
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# Groupe Profil de relargage des produits* Echantillons
-CPO_CaP1.67 (Ca/P=1,67 dans
tampon)

-CPO_CaP2 (Ca/P=2 dans
tampon)
-Burst release : perte compléte (H20»
3-Perte du i[)r?jz)ngation : aucun relargage "CPO_4 (tampon 4 4°C)
relargage détecté (H205 et 02) -CPO_pHS (tampon pH 5)
-Burst release :
-Réduit (H20)
-Retardé (CPO_seul) (O2)
. ~Absent (.CPO_dRT) ©2) -CPO_seul (sans gel)
4-Hybride -Prolongation : - , .
, -CPO_dRT (séchage a
1&2 -Non prolongé (H20) tempé_rature piece)
-Aucun relargage détecté apres burst
release (CPO _seul) (0y)
-Léger relargage détecté (CPO_dRT)
(02)
-Burst release : perte compléte (H202),
augmente si un burst release d’H,0»
5-Ajout de est présent sans catalase (O2) -CPO_cat (non recouvert)
catalase -Prolongation : aucun relargage -CPO_ctrl_cat (recouvert ctrl)
detecté (H202), aucune donnée apres
jour 0 (Oy)
-Burst release
-Réduit (CPO_50) (H202)
-Perte complete (CPO_50) (O2)
-Augmente avec la [CPO] dans le gel
6-Léger mais pas proportionnellement (O2) -CPO_50 (tampon a 50°C)
-Prolongation : -CPO500 1 a 30mg/mL
prolongement

du relargage

-Prolongé mais pas constant
(CPO_50) (H202)

-Aucune donnée apres jour 0
(CPO _50) (02)

-Augmente selon la [CPO] dans le
gel (0»)

(augmentation [CPO] dans gel,
aucune donnée d’H»0»)
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*Note : certaines des observations d’O> ou d’H>O> ne sont pas disponibles pour tous les

¢chantillons du groupe

4.2.1 Tendances de relargage observées dans ce projet

Tendance 1 — Perte du burst release initial (Tableau 4.1, groupe 1) : Le principal échantillon
de cette catégorie est le CPO recouvert avec les parameétres contrdles (CPO_ctrl) inspiré des
travaux de Tomioka et al. (2023). Les résultats de ce mémoire montrent que les particules
CPO _ctrl relarguent peu de produits (perte du burst release), ne causant donc aucun
changement au pH des gels ni aux propriétés mécaniques, et le relargage n’est pas prolonggé.
Dans le cas de 1’0O», aucun relargage n’a été détecté. Les courbes d’O> de Tomioka et al. (2023)
montrent d’importantes différences avec celles obtenues ici. En effet, ils détectent un relargage
initial trés important d’O> qui varie en intensité selon les concentrations de 2,5, 5 et 10 mg de
particules/mL de gel. Les courbes diminuent avec le temps mais demeurent au-dessus du
contrdle négatif jusqu’au jour 10 (maximum). Dans ce mémoire, il faut augmenter la
concentration de particules (10 a 60 mg/mL) et méme le volume de gel (500 pL) a des valeurs
bien supérieures a celles de Tomioka et al. (2023) avant de voir une augmentation du relargage
avec la concentration et cet effet n’est visible qu’au jour 0 principalement. En bref, des valeurs
d’O2 beaucoup plus €levées pour le CPO_ctrl étaient attendues dans le présent projet, d’autant
plus qu’aucune différence avec Tomioka et al. (2023) concernant la caractérisation des
particules n’est observée. En effet, dans ce mémoire, les images du microscope électronique a
balayage (MEB) du CPO_ctrl et le recouvrement, identifi¢ comme de I’HAp a cause des pics
caractéristiques présents dans les spectres obtenus par spectroscopie infrarouge a transformée
de Fourier (FTIR) et de diffraction des rayons X (XRD), concordent avec les résultats de
Tomioka et al. (2023) méme s’ils ont utilis¢ un tampon de 500 mM au lieu de 100 mM. Ainsi,
la caractérisation ne fournit aucune explication sur la raison de la disparité dans les profils d’O»
de ce mémoire et ceux de Tomioka et al. (2023). Il faut cependant noter certaines différences
méthodologiques entre les deux études : Tomioka et al. (2023) ont fait les mesures d’O2 dans
le milieu des gels plutét que dans ces derniers, la catalase était présente en tout temps, des

hydrogels de gélatine sont utilisés et les particules sont recouvertes dans du tampon phosphate
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500 mM. De plus, il y a de petites différences de protocole de recouvrement. Les particules
sont séchées sous pression réduite ce qui n’est pas le cas ici. Ce mémoire suggere que sécher
les particules a plus basse température (température piece au lieu de 70°C) semble augmenter
légérement les pores de la structure lamellaire (et donc les produits relargués, Tableau 4.1,
groupe 4) puisque le réseau lamellaire durant le séchage a 70°C se compacterait,
imperméabilisant davantage les particules de CaO,. En effet, ’augmentation de la température
résulte en un développement plus important et plus rapide de ’HAp (Elhendawi, Felfel, Abd
El-Hady, & Reicha, 2014). Le temps de vieillissement affecte aussi sa structure cristalline
(Saharudin et al., 2019). Le séchage sous pression réduite de Tomioka et al. (2023) a 80°C
réduit, non pas la température de séchage, mais la durée. Dans les deux cas, il se pourrait que
le recouvrement d’HAp n’ait pas autant de temps pour se développer/compacter durant le
séchage et qu’une structure plus poreuse, permettant une plus grande quantité d’O> d’étre
relarguée, soit obtenue (la présence de catalase dans leur étude augmenterait encore plus ce

rendement).

D’autres modifications au processus de recouvrement dans le présent projet, soit utiliser un
tampon phosphate de 500 mM ou a température picce, ont résulté en des profils de relargage
d’H>0; similaires a ceux du CPO_ctrl. Il en va de méme lorsque les hydrogels sont couverts
d’eau ultra pure ou de milieu complet a Jurkat, bien que le milieu (remplacant le PBS dans les
tests cellulaires) ait montré une tendance vers des valeurs plus faibles qui devront étre
réévaluées. La présence du gel n’est toutefois pas responsable des faibles relargages du
CPO_ctrl puisque les particules non encapsulées n’augmentent pas le rendement. En résumé,
les parametres de cette section ne permettent pas un relargage de produits en continu bien que

le burst release soit grandement diminué.

Tendance 2 — Recouvrement sans effets (Tableau 4.1, groupe 2) : Les particules recouvertes
a pH 11 ou a ratios Ca/P 1, 1,67 ou 2 montrent toutes un important burst release d’H>O, et
d’O2 semblable a celui du CPO, mais aucun relargage prolongé. La répartition homogéne du
phosphore a la surface des particules ainsi que la présence de pics de ’HAp dans les spectres

obtenus par FTIR suggérent qu’un recouvrement de phosphate de calcium est bien présent mais
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trop limité pour interférer dans la réaction entre le CaO» (également détecté dans les spectres)
et ’eau. D’autres indices confirmant qu’un recouvrement peu développé et mince se soit formé
incluent I’absence d’une surface lamellaire et la présence de petits amas de particules, en
particulier pour Ca/P=1,67, qui n’auraient pas été regroupés par un « voile » d’HAp (comme
il semble étre le cas, par exemple, avec le recouvrement de 5 min). De plus, les ratios Ca/P
mesurés par EDX sont bien supérieurs a celui de I’'HAp, ce qui suggere qu’une partie du
calcium du CaO; sous la couche mince de phosphate de calcium soit aussi détectée. Un
recouvrement limité expliquerait les profils de relargage semblables a ceux du CPO et serait
causé par le manque d’ions calcium (pH 11) ou phosphate (Ca/P 1, 1,167 ou 2). En effet,
puisque la solubilit¢ du CaO; diminue avec I’augmentation du pH (section 1.4.3.1), moins
d’ions calcium seraient disponibles en solution pour commencer et/ou entretenir la formation
de ’'HAp. 1l en va de méme pour les tampons phosphate de faibles molarités (pour le
recouvrement a Ca/P 1, 1,67 et 2) qui réduiraient plutdt la présence d’ions phosphate. Dans
tous les cas, ces parametres de recouvrement ne permettent pas d’améliorer le profil de

relargage en burst release du CPO.

Raccourir le temps d’agitation dans le tampon phosphate pourrait également limiter le
recouvrement puisque le temps alloué¢ pour la formation de I’HAp serait plus restreint. Les
particules recouvertes pendant une minute (CPO_1min) dans le tampon ont montré un profil
de relargage hybride entre celui du CPO et du CPO_ctrl (60 min) puisqu’un burst release
d’H20, et d’O2, quoique plus faible que celui du CPO, est généré. L’hypothése d’un
recouvrement plus mince pour CPO_Imin est également soutenue par les spectres FTIR et
XRD qui montrent la présence de CPO (en plus du phosphate de calcium) aprés 1 min (et
parfois méme 5 min) de recouvrement mais plus apres 60 min et les ratios Ca/P mesurés par
EDX. Le recouvrement lamellaire potentiellement moins dense et développé pour CPO_1min
que CPO_ctrl pourrait étre a I’origine du relargage plus important de produits. Par conséquent,
réduire le temps d’agitation ne fait qu’augmenter le relargage initial mais ne prolonge pas la

durée du relargage.
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Tendance 3 — Modifications majeures des particules (Tableau 4.1, groupe 3) : Ce groupe
inclut les recouvrements a 4°C et a pH 5 qui engendrent tous deux de fines plaquettes absentes
dans le cas du CPO et des autres conditions. Ces plaquettes ne semblent contenir aucun CaO»
et semblent s’étre formées au détriment des particules de CaO. Par conséquent, aucun

relargage de produits n’est détecté ce qui n’est d’aucune utilité dans ce projet.

Les plaquettes (potentiellement d’HAp non steechiométrique) formées a 4°C pourraient étre
initialement composées d’un phosphate de calcium métastable sur lequel I’HAp se serait
ensuite formée (Diez-Escudero et al., 2024). Ces plaquettes ne sont pas observées lors des
recouvrements a plus hautes températures ce qui pourrait signifier qu’un autre mécanisme de
formation ait alors ét¢ employé. En effet, les basses températures diminuent la vitesse de
formation de I’HAp (Brown & Fulmer, 1991) et générent un processus de formation différent
de celui des températures plus élevées (Fulmer & Brown, 1993). Pour le pH 5, les particules
de CaO; (ayant une solubilité accrue en pH acide (section 1.4.3.1)) semblent se dissoudre tres
rapidement avant de se reprécipiter en plaquettes de brushite (¢galement retrouvées ailleurs a
un pH similaire (Boanini, Silingardi, Gazzano, & Bigi, 2021; Toshima et al., 2014)). Par
conséquent, ces parametres de recouvrement ne peuvent pas étre utilisés puisqu’ils résultent

en la perte partielle ou totale des particules de CaO; et, par conséquent, des produits relargués.

4.2.2 Difficultés a situer les travaux avec ceux de la littérature et critéres de
relargage d’une matrice oxygénée « idéale »

Il n’est pas possible de comparer directement les courbes de relargage d’O> obtenues dans ce
mémoire avec celles observées dans d’autres études que celle de Tomioka et al. (2023) puisque
la diversité des systemes employés ainsi que la durée de 1’étude, la concentration de CaO; dans
les matrices, le volume de matrice utilisé, les conditions hypoxiques, la méthode pour mesurer
1’0, et les unités de mesure de I’O; vont varier grandement d’une référence a 1’autre. De plus,
I’information sur la masse de CaO» utilisée pour générer les courbes, et qui affecte la quantité
d’O; relargué, est parfois difficile a trouver. Toutefois, la tendance globale retrouvée chez la
plupart des courbes de relargage d’O, dans les divers travaux mentionnés dans la revue de la

littérature montrent une concentration initiale en oxygene plus élevée qui diminue avec le
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temps au lieu d’un relargage plus constant comme souhaité¢ dans le présent projet. Cette
tendance montre la difficulté a se départir du burst release intrinseque du CPO. Certaines
¢tudes semblent obtenir un relargage prolongé et plus ou moins constant selon le cas
(Aleemardani et al., 2023; Liang et al., 2021; Liu et al., 2021; Xu et al., 2024), d’autres ont un
relargage de moins de trois jours (Kang et al., 2019; Toftdal et al., 2021; Zou et al., 2024) et
certains ont des résultats intermédiaires a ces deux tendances (Hassan et al., 2023). Un groupe
s’est particulierement démarqué (Suvarnapathaki, Nguyen, Goulopoulos, & Camci-Unal,
2023; Suvarnapathaki et al., 2021; Suvarnapathaki et al., 2022) puisque leur systéme a base de
CPO a permis un relargage en hypoxie sur plus de 35 jours avec une augmentation croissante
d’O; relargué (en présence de cellules ou non) jusqu’au jour 19 — 21 avant de redescendre
graduellement. Le systéme a permis d’augmenter ’activité métabolique et la viabilité des

cellules encapsulées.

Dans ce mémoire, plusieurs courbes d’H>O> ont un profil semblable a la tendance générale
observée dans la littérature pour les courbes d’O; (relargage initial plus intense qui diminue
avec le temps). Les quantités d’H»O» relarguées, parfois plus élevées que le la limite ~20 —
100 uM (section 1.4.3.3), ne posent toutefois pas de problémes puisque la catalase s’est avérée
trés efficace pour décomposer I’H>O2 en O: et en eau. En effet, elle a permis d’éliminer
complétement le relargage d’H»>O» et a intensifi€ le relargage d’O» pour le CPO (Tableau 4.1,
groupe 5). Cependant, le relargage d’O (s’il y en a) par les particules recouvertes obtenu ici
dépasse rarement le jour O car, aprés ce moment, il est trop faible pour étre détecté. Un
relargage d’O> « idéal » dans ce projet serait semblable au schéma avec recouvrement de la
Figure 1.8, soit une absence de burst release et un relargage constant autour de 5% (physioxie,
section 1.3.1) sur quelques semaines (durant le processus de vascularisation la matrice in vivo,
section 1.3.1). Les présents travaux présentent les résultats préliminaires issus du
développement des méthodes pour la détection de produits et le recouvrement du CaO,. Ces
résultats informatifs sont importants dans I’avancée du projet vers 1’objectif global d’oxygéner
les matrices pour répondre aux besoins des cellules encapsulées. Bien que de 1’optimisation
soit toujours requise pour améliorer le profil de 1’O», certains paramétres considérés dans ce

projet sont prometteurs et pourraient servir de point de départ pour de futurs travaux.
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4.2.3 Paramétres prometteurs

Les particules recouvertes a 50°C ont montré un relargage parmi les plus élevés et prolongés
sans avoir un important burst release de produits (Tableau 4.1, groupe 6). Comme mentionné
dans la section 4.2.1, la température peut affecter le processus de formation de ’'HAp. La
caractérisation des particules ne permet toutefois pas d’expliquer les différences avec le
CPO_ctrl recouvert a 37°C. En effet, les images du MEB et les spectres FTIR de ces particules
recouvertes a 1’'une ou 1’autre de ces températures sont trés semblables. Des effets potentiels
pourraient cependant étre observés par imagerie avec é€lectrons secondaires du MEB. Dans
tous les cas, le recouvrement a 50°C a semblé plus permissif aux interactions avec 1’eau, et ce,

de facon plus prolongée.

Augmenter la concentration de particules a plus de 10 mg/mL dans les gels pourrait étre un
moyen efficace pour non seulement augmenter le rendement mais aussi prolonger le relargage.
Bien que ces effets aient été moins visibles dans le cas du CPO_ctrl a cause du recouvrement
trop imperméable et du faible relargage de produits, les résultats avec le CPO (non recouvert)
sont intéressants. En effet, tripler la concentration de particules a légérement augmenté
I’intensité du burst release (de fagon non proportionnelle) et a pu prolonger le relargage

(Tableau 4.1, groupe 6).

4.24 Limitations

Puisque ce projet était le premier du laboratoire a étudier ’oxygene dans ses travaux ainsi que
I’oxygénation des matrices, un travail important quant au choix des équipements et des
produits a se procurer a di étre effectué. L’optimisation des protocoles, 1’ajustement des
méthodes et I’exploration de diverses avenues, bien que non présentés dans ce rapport, ont
constitué un travail important et chronophage. Certaines limitations du projet sont donc liées

au manque de temps.

Les deux premicres, et les plus importantes des limitations, en sont un exemple. Elles

concernent le manque de répétions des expériences (soit N) et le nombre parfois trop faible de
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réplicas (soit n) pour les mesures d’O». Pour cette raison, les observations et les conclusions
en lien avec le deuxieéme objectif sont surtout a titre informatif et fournissent un apercu général
des effets des différents paramétres de recouvrement et des conditions de « culture » des gels
sur les profils de relargage. A cause de ces limitations, il est plus difficile de répondre aux
critéres des tests statistiques paramétriques (car peu de réplicas) et donc certains tests non
paramétriques moins puissants ont dii étre employés. Il a été choisi de ne pas répéter les
expériences ou les profils de relargage ne s’approchaient pas du comportement « idéal »
mentionné a la section 4.2.2 et d’utiliser plutdt le temps et les ressources impartis afin de
modifier d’autres parameétres de recouvrement dont les effets sur les profils restaient encore a
découvrir. Dans le cas des mesures de relargage d’O2, n = 1 est souvent retrouvé. Puisque les
expériences sont longues (du recouvrement a D’interprétation des données), différents
parameétres ont ¢té combinés dans une méme expérience afin d’augmenter 1’efficacité. Par
exemple, les gels pour analyser I’effet du temps, du pH et du ratio Ca/P (sections 3.2.10 a
3.2.12) ont été préparés le méme jour et donc la collecte d’échantillons et la prise de mesures
se sont effectuées dans le cadre d’une méme expérience au lieu de trois expériences distinctes.
Toutefois, il n’y avait pas assez de capteurs d’O> pour pouvoir faire des triplicatas et tester un
seul parametre par expérience n’aurait pas réglé ce probleéme a certains moments. Dans tous
les cas, la fiabilité et la reproductibilité¢ des mesures d’O» étaient parfois incertaines, ce qui

mene a la troisieme limitation, soit la variabilité dans les mesures d’O.

Comme mentionné dans la section 3.2.3, la mise en hypoxie et I'utilisation de I’oxygénometre
¢taient et sont encore a optimiser. Malheureusement, cela implique que certaines courbes d’O»
sont soit absentes ou inutilisables. Bien que la méthode #2 de mise en hypoxie soit plus efficace
que la méthode #1, elle n’est pas idéale pour autant. La méthode #2 a permis de réduire de
fagon importante les variations dans les mesures d’O2 mais ces derniéres, ainsi que la stabilité
des mesures, peuvent encore étre améliorées. Ainsi, ces données peuvent étre utilisées pour
avoir une idée générale du profil de relargage d’O» mais pas pour faire de I’analyse détaillée.
Par conséquent, les courbes de relargage d’H20: sont toujours requises afin de comparer avec

les résultats d’O».
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De I’optimisation dans la détection de I’H>O» était aussi requise dans le cadre de ce projet et
est encore requise puisque certaines différences dans les concentrations détectées sont
présentes d’une expérience a I’autre pour une méme condition. Comme mentionn¢ a la section
3.2.4, cette variation provient potentiellement de la distribution non homogeéne de I’échantillon
dans le working reagent puisque le mélange des deux substances est difficile. La répartition
homogene des particules dans la solution d’hydrogel est également un défi (puisque les
particules vont rapidement tomber au fond de la seringue) ce qui peut expliquer en partie

certaines variations dans les mesures d’H>O» pour une méme condition.

Il est aussi a noter que la méme masse de particules est utilisée dans tous les cas (pour une
concentration dans le gel donnée) ce qui implique que la masse de CaO> présent diminue si un
recouvrement augmente la masse des particules. Le gel est également trés mince au centre du
puit et couvre a peine le capteur d’O> puisque le méme volume de gel que celui dans les tests
cellulaires est utilisé. En bref, de 1I’optimisation est encore requise pour différents aspects du

projet, en particulier pour les mesures d’Os.

Une limitation globale en lien avec 'utilisation du CaO; pour oxygéner les matrices est que ce
produit a fait ses preuves dans le domaine des sciences environnementales (section 1.4.3.2)
mais, comme en discute Augustine, Gezek, Bostanci, Nguyen, et Camci-Unal (2023), la
sécurité de son emploi dans le corps humain n’a pas encore été évaluée adéquatement. En effet,
les interactions possibles avec le systéme, la toxicité, la distribution et I’évacuation du produit
comptent parmi les aspects devant étre étudiés afin de déterminer les conditions d’utilisation
et les concentrations sécuritaires (Augustine et al., 2023). De plus, du calcium en provenance
du CaO; ou du phosphate de calcium pourrait, selon la concentration, causer de
I’hypercalcémie (Lun et al., 2024) ou de la calcification (M. Zhang et al., 2019). La
quantification des ions calcium relargués par les particules en fonction du temps pourrait étre
déterminée par spectrométrie de masse avec plasma a couplage inductif (M. Zhang et al.,
2019). En bref, des analyses supplémentaires sont requises avant 1’approbation du CaO> dans

un contexte clinique.
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4.2.5 Résumé et recommandations

A la suite du changement des paramétres de recouvrement des particules, trois tendances sont
observées a partir des profils de relargage obtenus. Elles varient entre les deux extrémes, soit
« aucun changement dans le relargage » et « aucun relargage ». Bien qu’aucun parametre n’ait
permis d’obtenir un profil constant, prolongé et controlé, le recouvrement a 50°C est celui qui
s’en approche le plus et augmenter la concentration des particules dans le gel pourrait
potentiellement prolonger le relargage. Puisque ces paramétres sont les plus prometteurs, il
serait intéressant d’effectuer un recouvrement a des températures entre 50 et 100°C pour
vérifier si un relargage plus prolongé en résulte. Puisque ce mémoire n’a pas exploré la
combinaison de différents paramétres modifiés en méme temps, les deux parametres
(température et concentration) pourraient étre combinés afin de vérifier si leurs effets sur
I’intensité et le prolongement du relargage peuvent s’additionner. Dans tous les cas, les
expériences devraient étre répétées pour ces deux paramétres afin de s’assurer de la
reproductibilité des résultats. Si la concentration en H>O; devient trop élevée, utiliser la
catalase permet de détruire efficacement ces molécules et d’augmenter la concentration en O».
Si le relargage d’O> doit étre prolongé davantage, le CaOz pourrait étre mélangé a du peroxyde
de magnésium (MgQO:) puisque, selon Waite et al. (1999), le MgO: pourrait relarguer 1’O> sur

une plus longue période (section 1.4.2).

En ce qui concerne les mesures d’O2, I'interaction entre les particules et les substances
luminescentes du capteur doit étre investiguée davantage afin de vérifier si les particules
affectent réellement le signal. Pour ce faire, des particules d’HAp (sans CPO ou source d’O»)
seraient encapsulées dans les gels et 1’O> serait mesuré selon le méme protocole que celui
utilis¢ dans ce mémoire afin de quantifier le signal de fond. De plus, afin d’obtenir des courbes
de relargage d’O2 qui ne soient pas affectées par la présence de 1’02 de I’air, les mesures
devraient étre effectuées dans une station hypoxique, avec tous les produits préalablement
désoxygénés afin d’améliorer la stabilité et la fiabilité des mesures. Enfin, la distribution des
particules dans la solution d’hydrogel pourrait étre évaluée par coloration avec le rouge

d’alizarine S (Zhang et al., 2020) et le nombre de mélanges avec les seringues lors de la
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préparation des gels pourrait étre ajusté si nécessaire. La distribution des particules doit étre le
plus homogene possible afin que les réplicas issus d’une méme solution d’hydrogel ne

montrent pas d’importantes variations dans la quantité de produits relargués.

Certains tests complémentaires seraient aussi pertinents. Par exemple, le séchage des particules
sous vide, afin de vérifier les effets sur le recouvrement et la morphologie, devrait étre effectué.
De plus, I’épaisseur du recouvrement n’a pu étre déterminée, mais des analyses par
spectroscopie de photoélectrons X, pouvant révéler de I’information chimique allant de
quelques nanometres de profondeur a plusieurs microns grace au profilage de profondeur par

pulvérisation ionique (D. Li et al., 2024), serait un moyen possible pour y parvenir.

Une caractérisation plus approfondie des gels contenant les particules devra étre effectuée. Par
exemple, les propriétés mécaniques du gel devraient étre caractérisées a nouveau par rhéologie
lorsque les concentrations de particules dépassent 10 mg/mL pour s’assurer qu’aucun effet
adverse sur I’intégrité des gels et le processus de gélification ne survienne. De plus, puisque le
gel contient du phosphate et du carbonate (provenant du B-glycérophosphate disodique hydraté
(BGP), hydrogénocarbonate de sodium (SHC) et du milieu de culture), des tests de dégradation
et de compression des hydrogels pourraient étre entrepris afin de vérifier qu’une partie du BGP
ou/et du SHC n’interagisse pas avec le recouvrement d’HAp ce qui pourrait compromettre
I’intégrité du gel. Les gels pourraient également étre lyophilisés (semblable a Assaad et al.
(2015)) et analysés au FTIR afin de vérifier si le CaO2 ou ’'HAp affectent la structure du gel
ou certains groupements comme hydroxyle -OH ou amine —NH>. Une augmentation de
I’intensité du pic a 3643 cm™! (liens O — H du Ca(OH)>) (Valor et al., 2003) pourrait aussi

témoigner d’une autoencapsulation des particules durant I’expérience.

Une fois qu’un recouvrement montrant un profil de relargage prometteur sera mis au point, des
tests cellulaires devront étre effectués avec la matrice riche en oxygene comme mentionné dans
la section 4.1 afin de répondre a un troisiéme objectif, qui n’a pu €tre investigu¢ dans ce projet,
sur les bénéfices de ces matrices sur la réponse cellulaire en hypoxie. En résumé, cette section

propose certaines pistes pour améliorer le profil de relargage d’O: et les mesures d’O; ainsi
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que des tests complémentaires pour permettre une meilleure caractérisation des particules et

de la matrice qui les contient.






CONCLUSION

La thérapie cellulaire permet de traiter une multitude de maladies ou de conditions. La thérapie
cellulaire adoptive (ACT) contre le cancer en est un exemple et 1’utilisation de matrices
injectables contenant des lymphocytes T pour localiser le traitement au site tumoral constitue
une approche prometteuse. Toutefois, les matrices n’améliorent I’ACT que si elles assurent la
survie, la prolifération ainsi que le bon fonctionnement des cellules encapsulées et 1’acces a
I’oxygene est 'un des parametres clés pour atteindre cet objectif. Or, cet acces est souvent
limité dans les matrices avant I’angiogenese. Ce projet avait donc pour but de développer un
hydrogel riche en oxygeéne pour améliorer I’ACT locale. Pour ce faire, un systéme comprenant
des hydrogels injectables thermosensibles de chitosane combinés au générateur d’oxygene
peroxyde de calcium (CaO) recouvert d’hydroxyapatite (HAp) et encapsulant des cellules

immunitaires a été étudié.

Le premier objectif visait a caractériser la réponse hypoxique de lymphocytes T afin
d’identifier un modele cellulaire aux réponses hypoxiques et normoxiques distinctes et avec
lequel tester les matrices riches en oxygeéne dans le futur. L hypoxie combinée au milieu faible
en sérum résulte en une baisse marquée de la prolifération, de la viabilité et de I’activité
métabolique des cellules immortalisées Jurkat. Ces observations pourraient d’abord étre
réévaluées lors des premiers essais avec la matrice riche en oxygene. Ensuite, les résultats
préliminaires avec les OT-I murins suggerent que I’hypoxie stimule 1’expression du CD25,
I’épuisement et le phénotype mémoire centrale (et potentiellement effecteur) mais diminue la
prolifération. Les mémes marqueurs pourraient donc étre reconsidérés avec la matrice
oxygénée une fois qu’elle aura fait ses preuves avec le modele Jurkat. Les OT-I permettraient
¢galement d’effectuer des tests plus approfondis comme des killing assays ainsi que des essais

in vivo si la matrice s’aveére prometteuse.

Le second objectif consistait principalement a développer des protocoles et trouver des
parametres de recouvrement d’HAp pour le CaO> permettant un relargage prolongé, constant

et controlé d’oxygeéne dans la matrice ainsi que de caractériser les particules résultantes et les
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propriétés des gels encapsulant ces dernieres. Bien que la présence de particules recouvertes
ne semble pas affecter les propriétés du gel, le recouvrement initial (contréle) d’HAp ne permet
pas d’obtenir le profil de relargage désiré. C’est pourquoi les principaux parameétres du
processus de recouvrement ont été¢ changés et d’importantes modifications concernant le
relargage obtenu, la morphologie des particules et méme le type de phosphate de calcium en
ont résulté. Deux paramétres sont prometteurs, soit le recouvrement a 50°C et I’augmentation
de la concentration des particules dans le gel. Toutefois, aucune expérience a mené au profil

de relargage « idéal » escompté.

Pour conclure, bien que I’objectif global de fabriquer un hydrogel riche en oxygene pour ’ACT
demeure un défi a relever, les résultats préliminaires obtenus ainsi que les méthodes
développées sont importants pour 1’avancée du projet vers cet objectif. En effet, I’ajout de
CaO2 est un moyen efficace et plutdt répandu pour oxygéner les matrices mais son
recouvrement y joue un role important. Le recouvrement d’HAp est une méthode novatrice qui
résout certains aspects négatifs des recouvrements polymériques. Toutefois, son processus de
formation a la surface des particules doit encore €tre optimisé avant que la matrice ne puisse
étre utilisée dans des tests cellulaires et certaines pistes d’investigation ont €té proposées a cet
effet. Les bénéfices d’une matrice riche en oxygene pourraient s’étendre beaucoup plus loin

que I’ACT et servir dans d’autres thérapies cellulaires ainsi qu’en ingénierie tissulaire.



ANNEXE I

COMPOSITION DES MILIEUX DE CULTURE ET CONDTIONS DE CULTURE
AVANT ENCAPSULATION

Tableau-A I-1 Composition des milieux de culture et étapes préencapsulation pour les
cellules Jurkat, PBMCs et OT-I

Type Composition du milieu complet de culture Culture cellulaire avant
cellulaire encapsulation
-DMEM : F12 (Gibco, Etats-Unis) -1 million de cellules/mL
-10% de FBS (Gibco, Canada) inactivé a 56°C, de milieu
Jurkat 30 min -Changement de milieu a

-1% pénicilline/streptomycine (Wisent, Canada) | chaque 2 — 3 jours
-Culture dans des flacons

-Milieu RPMI 1640 (Gibco, Etats-Unis) Les cellules sont

-10% sérum humain (Sigma-Aldrich, Etats-Unis) | décongelées et

inactivé a 56°C, 30 min encapsulées
PBMCs | -2 mM L-glutamine (Gibco, Brésil) immédiatement.

-1% pénicilline/streptomycine
-10 pg/mL gentamicine (Wisent, Canada)
-25 mM HEPES (Wisent, Canada)

- Milieu RPMI 1640 -Isolation et stimulation
-10% de FBS inactivé des OT-1I

-1% pénicilline/streptomycine

-1% L-glutamine

-1% pyruvate de sodium (Sigma-Aldrich, Japon)
OT-I -1% solution d’acides aminés MEM (Gibco,
Etats-Unis)

-1% insuline-transferrine-sélénium (Gibco, Etats-
Unis)

-0,35% de B-mercaptoéthanol (dilué 1:1000 dans
le PBS)







ANNEXE II

PROTOCOLE OT-I : INFORMATIONS SUPPLEMENTAIRES

Isolation et stimulation des cellules : Les souris sont sacrifiées par asphyxie au CO» et
dislocation cervicale. Les rates sont récupérées et immédiatement cisaillées afin d’en extraire
les cellules. Les globules rouges sont ensuite détruits a I’aide du tampon de lyse (Sigma-
Aldrich, Etats-Unis). Les cellules sont mélangées a des microbilles magnétiques (Miltenyi
Biotec, Allemagne) se liant spécifiquement aux récepteurs des cellules T CD8a". La
suspension cellulaire est ensuite passée a l’intérieur d’une colonne (Miltenyi Biotec,
Allemagne) apposée a un aimant (Miltenyi Biotec, Allemagne) servant a retenir les cellules
lies aux billes magnétiques dans la colonne. Les cellules sont ensuite extraites de la colonne
en pressant le contenu dans un tube. Si le nombre de cellules OT-I est insuffisant, la fraction
négative (n’ayant pas adhéré a la colonne) est mélangée a de nouvelles billes et le processus
est recommenceé jusqu’a ce que le nombre de cellules désiré soit atteint. Les cellules OT-I sont
ensuite stimulées dans une plaque de 24 puits avec le fond des puits recouvert de 1 pg d’anti-
CD3 (InVivoMAb, Etats-Unis). Chaque puit contient 1 mL de milieu avec 1 million de
cellules, 30 UI d’IL-2 recombinante (BioLegend, Etats-Unis), 0,5 ng d’IL-7 recombinante
(R&D Systems, Etats-Unis) et 5 ug d’anti-CD28 (InVivoMADb, Etat-Unis). Aprés 48 heures,
les cellules sont récupérées et le milieu est changé (culture a 1 million cellules/mL dans des
plaques de 24 puits avec uniquement des interleukines). Les cellules peuvent ensuite étre
encapsulées 24 heures suivant ce changement de milieu.

Libération des cellules encapsulées (sur glace) : Le milieu des gels est récupéré et remplacé
par du PBS. Les gels sont détruits a 1’aide de va-et-vient avec une micropipette et la solution
résultante est ajoutée au milieu récupéré. La solution est ensuite soumise a un vortex avant
d’étre filtrée (40 um) et centrifugée. Le culot est remis en suspension dans du PBS et ajouté au
tube de FACS. Cette procédure est répétée pour chaque condition testée. Les cellules seules
sont ajoutées directement a leur tube FACS spécifique.

Coloration des cellules avec les anticorps : Chaque tube contient soit des cellules seules ou
libérées et un tube/condition est utilisé. Les cellules avec CFSE sont dans un tube différent des
cellules sans CFSE de la méme condition. Les cellules sont rincées au PBS et incubées dans la
solution de blocage composée de tampon FACS (PBS + 0,5% albumine de sérum bovin (BSA)
et 0,1% azoture de sodium) avec 1% FC shield (anti-mouse CD16/CD32, clone 2.4G2, Tonbo
biosciences, Etats-Unis) pendant 10 min a 50 pL/tube, sans lumiére, sur glace. La solution de
coloration est préparée suivant la composition du Tableau-A II-1 et 150 pL de solution est
ajouté par tube. Les tubes de compensation contiennent 20 pL de billes (UltraComp eBeads,
Invitrogen, Etats-Unis) avec 150 pL de tampon FACS et le volume adéquat d’un anticorps. Un
tube de compensation est préparé pour chaque anticorps. Les tubes de cellules et de
compensation sont incubés 20 min, sans lumicre, sur glace. Les tubes sont ensuite rincés au
tampon FACS avant d’étre analysés au cytometre.
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Tableau-A II-1 Composition de la solution de coloration

Composante Volume Composante Volume
P (uL)/tube P (uL)/tube
CDS8 (BD Horizon, R718 rat TIM-3 (BD Horizon, RB705
anti-mouse CD8a, clone 0,63 rat anti-mouse CD366, clone 2,50
53.67, Hongrie) 25F.1D6, Etats-Unis)
CD25 (BD Horizon, BUV737 LAG-3 (BD OptiBuild,
: RB545 rat anti-mouse
rat anti-mouse CD25, clone 0,31 , 2,50
, . CD233, clone C9B7W, Etats-
PC61, Etats-Unis) .
Unis)
D44 (BD Hori BV786
¢ ( orizon, BV Brilliant stain buffer+ (BD
rat anti-mouse CD44, clone 0,15 Horizon, Btats-Unis) 10,00
IM7, Hongrie) ’
CD62L (BD Horizon, PE-CF ) )
L I
594 rat anti-mouse CD62L, 0.15 Ei:f;‘iii?s;‘q“a (Invitrogen, 0,50
clone MEL-14, Hongrie)
PD-1 (BD Horizon, BUV395 Compléter
rat anti-mouse CD279, clone 5,00 Tampon FACS le volume a
29F.1A 12, Etats-Unis) 150 pL

*Une deuxieéme solution de coloration sans marqueurs d’activation/phénotype (CD25, CD44,
CD62L) et d’épuisement (TIM-3, LAG-3, PD-1) est préparée pour les cellules avec CFSE.




ANNEXE III

PLAN D’ANALYSE STATISTIQUE

Tableau-A III-1 Plan d’analyse statistique

ANALYSE A DEUX FACTEURS

Paramétrique

Tests/observations complémentaires

Two-way ANOVA
Post hoc : Tukey

Variances égales :
-Test de Levene (p > 0,05)

-Graphique des résidus

Distribution normale des résidus :

-Test Shapiro-Wilk (p > 0,05)

-Diagramme quantile-quantile

-Coefficients d’asymétrie et d’aplatissement
standardisés (entre [-2,2])

Non paramétrique (si une ou plusieurs
conditions paramétriques non respectées)

Tests/observations complémentaires

Aligned rank transform (ART)

Post hoc : tests de contrastes (correction :
Holm-Bonferroni)

-Moins de 10% des données sont aberrantes

ANALYSE A UN FACTEUR (SI INTERACTIONS DETECTEES DANS L’ANALYSE
A DEUX FACTEURS ET DIAGRAMME D’INTERACTIONS)

Paramétrique (=3 groupes)

Tests/observations complémentaires

One-way ANOVA
Post hoc : Tukey

-Voir two-way ANOVA
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Non paramétrique (=3 groupes)

Tests/observations complémentaires

Test Kruskal-Wallis

Post  hoc : Holm-

Bonferroni)

Dunn (correction :

Test Friedman

Post hoc : Wilcoxon apparié (correction :
Holm-Bonferroni)

-Mesures non répétées

-Mesures répétees

Paramétrique (2 groupes)

Tests/observations complémentaires

Student’s T-test

Variances égales :

-a = 20% au lieu de 5% pour test de Levene
(plus restrictif), si test échoue : var.equal=
FALSE

Distribution normale des données :

-Test Shapiro-Wilk (p > 0,05)

-Diagramme quantile-quantile

-Coefficients d’asymétrie et d’aplatissement
standardisés (entre [-2,2])

Non paramétrique (2 groupes)

Tests/observations complémentaires

Test Mann-Whitney

-Mesures non répétées




ANNEXE IV

MARQUAGE DES CELLULES JURKAT HYPOXIQUES AVEC L’HypoxiTRAK™

L’¢état hypoxique des Jurkat cultivées dans la chambre a hypoxie a été¢ confirmé a 1’aide du
marqueur HypoxiTRAK™. La Figure-A IV-1 montre les cellules encapsulées et non
encapsulées étant ou ayant été en état hypoxique apres 7 jours de culture dans la chambre
hypoxique. Toutes les images ont été prises avec la méme intensité de laser et temps
d’exposition et le méme background est également utilisé.

Pour les controles (données non présentées) : les contrdles a 0 nM en hypoxie et normoxie
présentent des débris autofluorescents aux formes irréguliéres, ce qui indique que seul le signal
en provenance de cellules rondes et saines hypoxiques peut étre considéré comme le résultat
du marquage et non de I’autofluorescence. Les contrdles normoxiques présentent seulement
les débris autofluorescents (en absence ou présence du marqueur), ce qui confirme que les
cellules en normoxie n’ont pas été en état hypoxique durant 7 jours. Toutefois, bien que le
marqueur ne devrait pas affecter les cellules normoxiques, leur prolifération semble é&tre
ralentie apres le jour 3. Le gel n’est pas autofluorescent.

Pour les cellules cultivées dans la chambre hypoxique en présence du marqueur : Les
images en fluorescence de la Figure-A IV-1 indiquent, pour les cellules encapsulées ou non,
que I’intensité du signal, la taille des cellules et la quantité¢ de débris cellulaires semblent
augmenter avec le temps tandis que le nombre de cellules colorées diminue. Cette tendance est
plus visible chez les cellules non encapsulées qui tendent a se concentrer au centre du puit que
chez les cellules encapsulées qui sont distribuées dans le gel et donc, plus difficiles a localiser.
Toutefois, cette tendance n’est pas observée dans le contréle hypoxique sans marqueur
(données non présentées), ce qui suggere que la mort cellulaire importante (grand nombre de
débris et peu de cellules rondes au jour 7) serait surtout causée par le marqueur. Le signal des
débris est présent peu importe les conditions d’oxygéne et de concentration d’HypoxiTRAK™
et est difficilement distinguable en mode fluorescence de celui des cellules rondes saines qui
ont un signal uniquement en hypoxie en présence du marqueur. Il faut donc comparer avec les
images correspondantes en bright-field de la Figure-A 1V-1 pour distinguer les débris des
cellules saines. Des exemples de cellules saines et de débris sont indiqués dans les images en
bright-field. Puisque I’intensité des cellules rondes saines est tres faible au jour 1, il est difficile
de voir leur signal en fluorescence.
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ANNEXE V

VIABILITE ET ACTIVITE METABOLIQUE DES CELLULES JURKAT NON

ENCAPSULEES
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Figure-A V-1 Activité métabolique des cellules Jurkat non encapsulées sur 14 jours en
fonction du milieu (faible en sérum (1%) ou régulier (10%)) et de la concentration en
oxygene (hypoxie (< 1 % O2) ou normoxie). Effet de ’hypoxie en milieu pauvre en sérum
(a) ou en milieu régulier (b). Effet du milieu en hypoxie (¢) ou normoxie (d). Milieu changé
a chaque 2 — 3 jours. * ** *** n <(,05, 0,01, 0,001 respectivement. Student’s T-test a
chaque time point. N=2, n=8
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ANNEXE VI

VIABILITE ET ACTIVITE METABOLIQUE DES CELLULES PBMCs
ENCAPSULEES ET NON ENCAPSULEES — RESULTATS ET DISCUSSION

Cellules mononuclées de sang périphérique (PBMCs) : Ces cellules humaines comprennent
des cellules lymphoides (cellules T, B et tueuses naturelles) et des monocytes (Melo, Thornton,
Coomarasamy, & Granne, 2022). Les cellules T constituent la plus grande fraction (Goronzy,
Fujii, & Weyand, 2006).

Expériences avec les PBMCs — essais live/dead et activité : Les PBMCs humaines sont
fournies par le laboratoire du Pr. Réjean Lapointe au CrCHUM selon le protocole d’éthique
numéro MEO-37-2021-9206. Environ 60% de la population de PBMCs a été présumée étre
des cellules T et la concentration de cellules a donc été choisie de fagon que les concentrations
finales de cellules T dans le gel ou dans les puits de cellules controles soit environ les mémes
que pour les Jurkat. La concentration dans les puits de PBMCs seules controles est de 167 000/
mL (méme nombre de cellules que dans les puits avec les gels). Durant le processus de
décongélation des cellules, la désoxyribonucléase (Nuclease S7, Roche Diagnostics,
Allemagne) est ajoutée aux PBMCs afin d’éviter 1’agrégation des cellules, et ce, sans les
affecter (Garcia-Pineres et al., 2006). Les procédures d’encapsulation, de culture en hypoxie,
et d’essais live/dead et d’activité métabolique sont semblables a celles des Jurkat avec quelques
différences: de I’interleukine (IL)-2 (Proleukin, SteriMax Inc., Canada) est ajoutée a la
suspension cellulaire lors de I’encapsulation, seul du milieu complet (+ IL-2 a 300 U/mL) est
utilisé pour couvrir les gels, les essais se font aux jours 0, 3 et 7, pour les essais d’activité
métabolique : de I’IL-2 est ajoutée a la solution de résazurine.

Les résultats d’activité métabolique des PBMCs encapsulées ou non (Figure-A VI-1) et de
viabilité (encapsulées : Figure-A VI-2, non encapsulées : Figure-A VI-3) sont présentés ci-
dessous. 11 est a noter que le background et les conditions d’imagerie du /ive/dead ont di étre
ajustés pour chaque image puisque I’intensité du signal émis par les cellules était tres faible
et les images présentées sont prises au centre des puits.
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Figure-A VI-1 Activité métabolique des cellules PBMCs encapsulées dans des hydrogels
(gauche) et non encapsulées (droite) sur 7 jours en hypoxie ou normoxie. Milieu régulier
changé a chaque 2 — 3 jours. *** *** p <(,05, 0,01, 0,001 respectivement. Gauche : ART
ANOVA et contrastes et droite : Student’s T-test. N=2, n=8

L’analyse de D’activité métabolique des PBMCs encapsulées ne suggere aucune différence
significative entre [’hypoxie et la normoxie sur 7 jours. Les courbes d’activité diminuent
fortement avec le temps, ce qui pourrait t¢émoigner d’un ralentissement de 1’activité cellulaire,
d’une prolifération faible ou absente et/ou d’une augmentation de la mort cellulaire avec le
temps. Les résultats /ive/dead suggerent une forte baisse de la viabilité au cours du temps. Au
jour 0 (données non présentées), seulement quelques cellules mortes sont observées alors qu’au
jour 3, approximativement 50% des cellules sont mortes contre la presque totalité au jour 7.
Cependant, aucun effet clair de I’hypoxie est constaté pour chaque time point. Les résultats des
cellules non encapsulées controles sont semblables a ceux des cellules encapsulées avec les
différences suivantes : une mortalité 1égérement plus grande en normoxie qu’en hypoxie est
observée au jour 3, mais cette tendance semble se renverser au jour 7 (ou I’activité métabolique
normoxique est significativement supérieure).

Discussion : Aucun effet de I’hypoxie sur la viabilité et la prolifération n’a été observé dans le
modele utilisé ici puisque ces deux parametres étaient trés faibles peu importe les conditions
d’oxygene. Les PBMCs ont seulement été cultivées avec I'[L-2 ce qui pourrait s’avérer
insuffisant pour assurer une prolifération et une survie tout au long de I’expérience comme
suggére ailleurs pour les cellules T isolées de PBMCs (Katzen et al., 1985). Naldini, Carraro,
Silvestri, et Bocci (1997) n’ont également pas observé de différences dans la viabilité des
PBMC:s a cause de I’hypoxie cependant leur période d’incubation était de moins de 2 jours. De
plus, ils ont utilisé le mitogéne phytohémagglutinine et ont constaté que son effet prolifératif
était réduit en hypoxie a cause du ralentissement du cycle cellulaire. D’autres études rapportent
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¢galement une diminution en hypoxie dans la prolifération de leur cellules T isolées des
PBMCs (Byrnes et al., 2022; Liu et al., 2020) mais aucune différence sur la viabilité (Byrnes
et al., 2022). Kim et al. (2008) suggerent plutét une diminution dans la viabilité. Dans la
présente étude, et puisqu’il s’agissait d’expériences préliminaires, les cellules T CD8" des
PBMCs n’ont pas été isolées des autres cellules. Cependant, isoler et activer les cellules T
pourrait potentiellement révéler un effet de I’hypoxie qui n’a pas pu étre observé dans les
conditions actuelles.

Hypoxie Normoxie

Figure-A VI-2 Essais /ive/dead des cellules PBMCs encapsulées dans des hydrogels sur
7 jours en hypoxie ou normoxie (données du jour 0 non présentées, vert = cellules vivantes et
rouge = cellules mortes). Milieu régulier changé & chaque 2 — 3 jours. Echelle : 200 pm
jour 3 et 100 pm jour 7. N=2, n=4

Jour 3

Jour 7
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Hypoxie Normoxie

Jour 3

Jour 7

Figure-A VI-3 Essais /ive/dead des cellules PBMCs non encapsulées sur 7 jours en hypoxie
ou normoxie (données du jour 0 non présentées, vert = cellules vivantes et rouge = cellules
mortes). Milieu régulier changé & chaque 2 — 3 jours. Echelle : 200 pm jour 3 et 100 pm
jour 7. N=2, n=2



ANNEXE VII

VIABILITE DES CELLULES OT-I1 NON ENCAPSULEES

Hypoxie Normoxie

Jour 3

Jour 7

Figure-A VII-1 Essais live/dead des cellules OT-I non encapsulées sur 7 jours en hypoxie ou
normoxie (donnees du jour 0 non presentees, vert = cellules vivantes et rouge = cellules
mortes). Milieu régulier changé a chaque 2 — 3 jours. Echelle : 200 pm. N=2, n=2







ANNEXE VIII

pH DE LA SOLUTION D’HYDROGEL CONTENANT DES PARTICULES
RECOUVERTES OU NON ET DU PBS QUI RECOUVRE LES GELS

Les graphiques suivant 1’évolution du pH de la solution d’hydrogel contenant les particules
recouvertes (CPO _ctrl) ou non (CPO) ainsi que le pH du PBS couvrant les gels contenant des

particules sont présentés dans la Figure-A VIII-1 a et b, respectivement.
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Figure-A VIII-1 Gauche : CPO (non recouvert), Droite : CPO_ctrl (recouvert). (a) Evolution
du pH pendant 10 min apres I’ajout de particules dans la solution d’hydrogel. (b) pH aux
jours 0, 3, 5 et 7 du PBS recouvrant les hydrogels encapsulant les particules. * ** *** p <
0,05, 0,01, 0,001 respectivement. CPO : Student’s T-test pour tous les time points (sauf a 1,
5,7 a 10 min, b JO : Mann-Whitney) et CPO _ctrl : a ART ANOVA et contrastes et b two-

way ANOVA et Tukey pour tous les time points. N=1, n=3







ANNEXE IX

COURBES DE RELARGAGE D’0: OBTENUES AVEC LA METHODE INITIALE
(#1) DE MISE EN HYPOXIE (RESULTATS NON FIABLES)

Certains exemples de courbes obtenues avec la méthode #1 de mise en hypoxie sont présentés
ci-dessous (résultats non fiables sauf pour le jour 0; (avant gélification) et 0> (apres
gélification) qui sont pris en normoxie avant I’ajout de PBS). Les sections auxquelles ces
courbes se rapportent sont résumeées ici.

Section 3.2.9 — Effet de la température : cette section présente les effets de la température du
tampon phosphate lors du recouvrement sur les profils de relargage des gels encapsulant les
particules. Les résultats d’O> (Figure-A IX-1a) ne concordent pas avec les conclusions du H2O»
de la section 3.2.9 et un plateau jusqu’au jour 4 pour le CPO_ctrl (recouvert a 37°C) n’est
observé dans aucune autre expérience. Ces résultats ne peuvent donc pas €tre considérés.
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Figure-A IX-1 Concentration d’O; relargué dans les hydrogels en hypoxie sur 7 jours en
fonction (a) de la température de recouvrement des particules, soit 4°C (CPO_4), température
piece (CPO_RT), 37°C (CPO_ctrl) et 50°C (CPO_50) et (b) du milieu d’incubation soit PBS

(CPO_ctrl), eau ultra pure (CPO_MQ) et milieu complet a Jurkat (CPO_CM). N=1, n=1

Section 3.2.8 — Effet de la nature de la solution au-dessus de I’hydrogel : cette section
discute des effets du PBS (CPO _ctrl), de I’eau ultra pure (CPO_MQ) ou du milieu de culture
complet a Jurkat (CPO_CM) couvrant les hydrogels encapsulant les particules sur les profils
de relargage. Non seulement la Figure-A IX-1b ne concorde pas avec les conclusions
présentées dans la section 3.2.8 pour ’H202, mais les contrdles négatifs (sans particules) ne se
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chevauchent pas et la courbe du gel sans particules PBS atteint ~0% O- un jour apres les deux
autres controles négatifs. Il y a également d’importantes variations dans le controle négatif gel
sans particules MQ entre les jours 1 et 7. Puisque les controles négatifs ne sont pas fiables, ces
données ne peuvent pas étre utilisées pour conclure sur les profils de relargage d’Oo.

Section 3.2.6 — Effet de la présence de la catalase dans les hydrogels : cette section présente
les effets de I’ajout de cette enzyme dans les hydrogels afin de décomposer 1’H,O» produit par
les particules encapsulées. Les courbes d’O; (Figure-A 1X-2) sont parmi les meilleures
obtenues avec la méthode #1 puisqu’elles ne présentent aucune variation importante et
concordent relativement bien avec les résultats d’H>O.. Toutefois, puisque cette méthode n’est
pas considérée fiable, ces courbes ne peuvent étre utilisées.
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Figure-A 1X-2 Concentration d’O; relargué en hypoxie sur 7 jours dans les hydrogels
encapsulant des particules sans ou avec catalase (cat). (a) CPO (aucun recouvrement) et (b)
CPO_ctrl (recouvrement d’HAp). N=1, n=1



ANNEXE X

RECOUVREMENT DANS L’EAU ULTRA PURE VS TAMPON PHOSPHATE

Les effets de I’utilisation de I’eau ultra pure au lieu du tampon phosphate lors du recouvrement
des particules de CaO; sur le profil de relargage de I’H>O» se trouvent dans la Figure-A X-1.
Malgré de petites différences aux jours 1 et 3, les concentrations d’H>O> du CPO et CPO_H,O
sont dans les mémes ordres de grandeur (~ 5000 — 6000 uM au jour 0, réduit a ~ 70 — 120 uM
au jour 3) alors que le H2Oz relargué par le CPO_ctrl est significativement inférieur jusqu’au
jour 3 (~ 230 uM au jour 0 et ~ 35 puM au jour 3). Par la suite, les différences ne sont pas
significatives. En résumé, le CPO et le CPO_H»O présentent un burst release initial qui est
absent pour le CPO_ctrl. Cela confirme que la perte du burst release dans le cas du CPO_ctrl
est causée par le recouvrement d’HAp et non parce que le burst release se serait produit durant
les 60 min d’agitation dans la solution aqueuse.
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Figure-A X-1 Gauche : concentration quotidienne d’H»O; relargué des hydrogels dans le
PBS en normoxie sur 7 jours en fonction des conditions de recouvrement. Comparaison entre
CPO_H-O (eau ultra pure) et CPO_ctrl (tampon phosphate). Droite : agrandissement sur les

données des jours 3 a 7. * ¥ #** 5 <(,05, 0,01, 0,001 respectivement. Student’s T-tests

pour tous les time points (sauf jour 5 : Mann-Whitney). N=1, n=3






ANNEXE XI

MOLARITE DU TAMPON PHOSPHATE LORS DU RECOUVREMENT

L’effet d’'une augmentation de la concentration du tampon phosphate (500 au lieu de 100 mM)
lors du recouvrement sur le relargage d’H20» est présenté dans la Figure-A XI-1.
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Figure-A XI-1 Concentration quotidienne d’H>O> relargué des hydrogels dans le PBS en
normoxie sur 7 jours en fonction de la molarité du tampon phosphate lors du recouvrement.
Comparaison entre CPO_ctrl (100 mM) et CPO_500 (500 mM). *,** *** n < (,05, 0,01,
0,001 respectivement. Student’s T-test pour tous les time points (sauf jour 5 : Mann-
Whitney). N=1, n=3






ANNEXE XII

EFFET DE LA NATURE DE LA SOLUTION AU-DESSSU DE L’HYDROGEL

Le relargage quotidien d’H>O> des hydrogels encapsulant des particules CPO_ctrl a été analysé
pour trois solutions différentes recouvrant les hydrogels, soit le PBS (CPO _ctrl), I’eau ultra
pure (CPO_MQ) ou le milieu de culture a Jurkat (CPO_CM). Les résultats sont présentés dans
la Figure-A XII-1. Les valeurs de relargage sont semblables entre le CPO_ctrl et le CPO_MQ.
Bien que le CPO_CM semble résulter en une concentration d’H>O> inférieure aux autres
solutions durant les deux premiers jours, cette différence n’est significative qu’au jour 1.
Toutefois, une réduction des barres d’erreur en augmentant le nombre d’échantillons pourrait
potentiellement mener a des différences significatives entre le CPO_CM et les deux autres
conditions durant les premiers jours. A partir du jour 3, les trois échantillons se
rapprochent/atteignent la ligne de contréle sans particules (aucun relargage). Aucun burst
release d’O2 n’est observé pour aucun échantillon avant et apres la gélification avant I’ajout
du PBS (jours 0; et 02, Figure-A IX-1b, ANNEXE IX, seuls time points fiables de la méthode
de mise en hypoxie #1).
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Figure-A XII-1 Concentration quotidienne d’H>O; relargué des hydrogels dans la solution en
hypoxie sur 7 jours en fonction du milieu d’incubation soit PBS (CPO_ctrl), eau ultra pure
(CPO_MQ) et milieu complet a Jurkat (CPO_CM). * ** *** n < (,05, 0,01, 0,001
respectivement. One-way ANOVA et Tukey pour tous les time points. N=1, n=3






ANNEXE XIII

MEB - PARTICULES RECOUVERTES DANS DIFFERENTES CONDITIONS DE
RECOUVREMENT

CoatedCa020006 2025/03/13 1420 A D89 x3.0k  30um

Figure-A XIII-1 Images obtenues du MEB par électrons rétrodiffusés a 15 kV des particules
(a) CPO commercial et CPO recouvert dans le tampon phosphate (b) controle (fleches
indiquent les morceaux d’enveloppes) (¢) 4°C, (d) 50°C, (e) 1 min, (f) 5 min, (g) pH 5, (h)
pH 11, (i) Ca/P = 1,67 et (j) séchage overnight & température piéce. Echelle : 30 pm
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Figure-A XIII-1 (suite) Images obtenues du MEB par électrons rétrodiffusés a 15 kV des

particules (a) CPO commercial et CPO recouvert dans le tampon phosphate (b) controle

(fleches indiquent les morceaux d’enveloppes) (c) 4°C, (d) 50°C, (e) 1 min, (f) 5 min, (g)
pH 5, (h) pH 11, (i) Ca/P = 1,67 et (j) séchage overnight a température piéce. Echelle : 30 um
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CPO commercial CPO recouvert ctrl

1 min — 70°C 1 min — température picce

Figure-A XIII-2 Images obtenues du MEB par électrons secondaires a 0,5 kV des particules
(a) CPO commercial et CPO recouvert dans le tampon phosphate (b) contréle, (¢) 1 min et
séché a 70°C et (d) 1 min et séché a température piece. Echelle : 2 um
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Echantillon

Figure-A XIII-3 Cartographie de la distribution des ¢léments calcium (Ca) et phosphore (P) a
la surface des particules recouvertes (a) a 5 min d’agitation dans le tampon phosphate (b)
dans le tampon phosphate pH 11 et (¢) a un ratio Ca/P = 1,67. Echelle : 10 pm



ANNEXE X1V

SPECTRES FTIR

Les spectres FTIR de 400 a 4000 cm™ pour différents temps de recouvrement dans le tampon
phosphate (1 a 120 min) sont présentés dans la Figure-A XIV-1.
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Figure-A XIV-1 Spectres FTIR du CPO commercial et du CPO recouvert sur différentes
périodes normalisés a 1044 cm™ (CPO normalisé a 1482 cm™)






ANNEXE XV

RELARGAGE D’H20: SELON LA TEMPERATURE DE SECHAGE DES
PARTICULES

Le relargage d’H»>O, (Figure-A XV-1) provenant d’hydrogels encapsulant des particules
recouvertes et séchées overnight a température piece (CPO _dRT) ou a 70°C (CPO _ctrl) est
considéré. Un léger burst release d’H203 est observé pour le CPO_dRT aux jours 0 et 1 alors
que le CPO_ctrl semble reprendre le dessus durant les derniers jours de I’expérience.
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Figure-A XV-1 Gauche : Concentration quotidienne d’H>O» relargué des hydrogels dans le
PBS en hypoxie sur 7 jours en fonction de la température de séchage des particules apres le
recouvrement, soit température piece (CPO_dRT) et 70°C (CPO_ctrl). Droite :
agrandissement sur les données des jours 3 a 7. *,** *** pn <(,05, 0,01, 0,001
respectivement. Student’s T-test pour tous les time points (sauf jour 2: Mann-Whitney). N=1,
n=3
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