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Résumé

La nanomédecine est un secteur d’activité en plein essor depuis le développement
des liposomes, nanovecteurs permettant d’encapsuler des molécules hydrosolubles ou
amphiphiles pour la délivrance de médicament. Les nouveaux agents thérapeutiques
synthétisés étant de plus en plus lipophiles, le développement de nouveaux vecteurs

nanoparticulaires permettant leur transport constitue aujourd’hui un enjeu majeur.

Les lipidots, nanoparticules lipidiques solides biocompatibles de 50 nm de diamétre,
composées d’'un mélange d’huile, de cire et de lécithine stabilisées par une couronne de
surfactants pegylés, permettent de transporter des composés hautement hydrophobes en
leur coeur. Des agents nucléaires pour la tomographie a émission monophotonique et des
agents de fluorescence ont pu y étre encapsulés pour I'évaluation de la biodistribution de
ces nanoparticules chez la souris saine ainsi que dans différents modeles tumoraux. Un
peptide de ciblage, le cRGD a également été greffé a la surface des lipidots afin d’adresser
préférentiellement, dans les 3 premieres heures apres injection, les nanoparticules vers les
tumeurs surexprimant les intégrines a,Bs. Une biodistribution particuliére des lipidots dans
les organes stéroidiens (surrénales, ovaires) a été observée avec une localisation spécifique
dans les zones synthétisant les hormones stéroidiennes (le corps jaune pour les ovaires, la
zone corticale pour les surrénales). Cette affinité unique a été mise a projet pour cibler des
tumeurs hormono-dépendantes, ainsi que pour encapsuler des hormones ovariennes pour le

traitement hormonal substitutif ou le contréle de la procréation.

Mots-clés : Nanoparticule, biodistribution, fluorescence, radioactivité, ICG, SPECT
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Abstract

Nanomedicine is a fast growing field since the development of liposomes,
nanovectors able to encapsulate in their core or phospholipid bilayer hydrophilic or
amphiphilic molecules for drug delivery purposes. Nowadays, most of the new synthetized
therapeutic compounds are hydrophobic, necessitating the development of new types of

nanocargos.

Lipidots, 50 nm diameter biocompatible solid lipid nanoparticles, composed of a
mixture of oil, wax and lecithin stabilized by a shell of pegylated surfactants, are used to
encapsulate highly hydrophobic compounds in their core for vectorization purpose. Nuclear
agents for simple photon emission tomography, or near infrared fluorescent dyes, have been
encapsulated in the lipidot core, to assess the biodistribution of these nanoparticles in
healthy mice as well as in a large range of tumor models. A targeting peptide, the cRGD
motif, was also grafted on the surface of lipidots to vectorize preferentially the nanoparticles
to tumors overexpressing avB3 integrins. An unexpected lipidot biodistribution in steroid
organs (adrenal, ovary) was observed, with a specific localization in areas of steroid
hormones synthesis (corpus luteum in ovaries, cortex for adrenals). This unique lipidot
affinity was used to target hormono-dependent cancer cells, as well as to encapsulate
ovarian hormones, like estradiol or ethynil estradiol, for hormone substitution therapy or

birth control.

Key words: Nanoparticle, biodistribution, fluorescence, radioactivity, ICG, SPECT
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Liste des abréviations

ANSM: Agence nationale de sécurité du médicament et des produits de santé

AP : Acide Palmitique

BHE : Barriere Hémato Encéphalique (BBB pour « Blood Brain Barrier » en anglais)
BSA : Albumine Sérique Bovine (Bovine Serum Albumin en anglais),

CH: Cholestérol

CHE: Ether de cholestéryle et hexadécyle (Cholesteryl Hexadecyl Ether en anglais),
CHO: Oléate de Cholestéryle (Cholesteryl Oleate en anglais)

CHST: Stéarate de Cholestéryle (CHolesteryl STearate)

CLHP : Chromatographie Liquide a Haute Pression (HPLC pour « High Pression Liquid
Chromatography » en anglais)

cRAD: cRADfK(Ac-S-CH,CO)

cRGD: cRGDfK(Ac-S-CH,CO)

DiD: Perchlorate de 1,1'-Dioctadécyl-3,3,3’,3'-Tétramethylindodicarbocyanine
DPPC: Diphosphatidylcholine

DSPE-PEGs5000-MAL: 1,2-distéaroy |- sn — glycéro — 3 — phosphoéthanolamine — N -
[maléimide (polyéthyleneglycol)-5000]

DSPE-PEGs5000-NH, :  1,2-distéaroyl-sn-  glycéro-3-phosphoéthanolamine- N-  [amino
(polyéthyléne glycol)-5000]

EMEA : European Medicines Agency

EPR: « Enhanced and Permability Retention » en anglais

FDA: Food and Drug Administration (aux USA)

HAS: Albumine Sérique Humaine (“Human Serum Albumin” en anglais)
ICG: Vert d’indocyanine, (“IndoCyanine Green” en anglais)

IRM: Imagerie a Résonnance Magnétique

NIRF: Proche Infra-rouge (“Near InfraRed Fluorescence” en anglais)
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NLC : Cargo Lipidigue Nanostructuré (« Nanostructured Lipid Carrier » en anglais),

PBPK: Pharmacocinétique Basée sur la Pharmacologie (“Pharmacology Based
Pharmacokinetics” en anglais)

PBS : Tampon Phosphate (« Phosphate Buffer Saline » en anglais)

PDI: PolyDispersité

PDT : Thérapie photo dynamique (« PhotoDynamicTherapy » en anglais)

PEG: Poly Ethylene Glycol

PFA: Para formaldéhyde

PL: Phospholipide

PLGA: Poly(acide lactique-coglycolique), (“Poly(Lactic-co-Gglycolic Acid” en anglais),
RES : Syteméme Réticulo Endothélial (« Reticulo Endothelial System » en anglais)
RMN : Résonnance a Magnétique Nucléaire

ROI : Région d’intérét (« Region Of Interest » en anglais)

SLN : Nanoparticule Lpidique Solide (« Solid Lipid Nanoparticle » en anglais)

TEMP: Tomographie a Emission Monophotonique de Positons (SPECT en anglais pour »
Single Positons Emission Computed Tomography »)

TEP: Tomographie a Emission de Positons (PET en anglais pour « Positons Emission
Tomography »)

UV: UltraViolet

¢: Rendement quantique de fluorescence

16



Sommaire

17



18



Introduction Générale

Chapitre |I: Nanomédecine, des premiers essais jusqu’a la

clinique
A. Nanomédecine : définition et ObjJECTIfS.......coociiii i 33
AL DAFINITION. ettt ettt st sttt e sttt et h e bt e s he e aeesneesaeas 33
A.2. Avantages de la taille nanométrique : exemple de nanovectorisation ..........cccccceeeeeciiieeeecciieeeens 34
A.3 Des nanoparticules désignées pour les applications médicales ..........coeeeeevieeieciiieeeeciiiee e, 36
A.3.1 Trois générations de NANOPAItICUIES .............cueeeeeeeeeeescieieeeiiee et eesstee e et estaeeesstaeaessaeee e 36
A.3.2 Nanoparticule et CibIAGE PASSIf .......ueeeeeeeeeeeeeeee et ee e ee e e e sae e e s ette e e s sseaassssaeaaens 37
A.3.3 Nanoparticule et CibIAGE GCLIf .........ueeeeeeieeeeeeeee et ee ettt e et e e e stae e e s stee e e aaaeaeens 39
B. Développement de NaN0-0DjELS ......uuiiiii it e e et e e e e e e e e e e e e e e e e eannaees 40
B.1. Les NanopartiCules iNOrZaniQUES........ceieee i ciiieiie e e e ecccitte e e e e e esecitee e e e e e e e s arabraeeeeeeeeesnnstaaseesessnnsrnns 40
B.2. Les NanoPartiCUlEs OraniQUES.......uuueiiieeeiieciiieiee e e e eecitte e e e e e esectteeeeeeeeeeatabrseeseeseessnsstaeseeeessnnnsrnns 43
B.3. Les systémes lipidiques depuis les années 2000...........ccueeeeecieeeeiiireeeeiieeeecrree e esreeeesereeeesaeeeeeas 47
B4 CONCIUSION ..ttt ettt et ettt e b e et e bt e s bt e s bt e s st e smeesmeeemeeenneeaneenneeane 48
C. Nanoparticules et Imagerie de flUOrESCENCE .......cuviii it 49
A.1 Intérét de I'imagerie de fluorescence dans le proche infrarouge...........ccccccveeeeccieeieciieee e 50
A.2 Nanoparticules et imagerie in vivo de flUOreSCENCE .....cceeeieeceiiiiiee et 51
A.2.1. Modalité d’incorporation d’un fluorophore G un NANOVECLEUT..............c.eueeecvveeeecirereeeairennnn, 51
A2.2. Les différents systemes en déVeloppemENt ..............oeeeecuueeeeeciveeeeiiieeeecieeeeeitee e eecieeaessieea e 52
D. Les nanoparticules lipidiques développées au CEA : « LipidOts »....ccuveeevciieeiiiiieeeiiieee e 54
D.1. Le systéme des nanoparticules lipidiques : LIpidots ......ccueeeeciieeiiiiiee e 54
D.2 Connaissance préliminaire du SYSTEIME .......ccccuiiiieiiiieeeceee ettt e ettt eeeare e e e eeare e e e areeeeeeareeaens 56
N @fo T o Tol (V1Y (o o [P TP PP VS PPN 57

Chapitre Il : Devenir in vivo des Lipidots

A. Caractérisation in vivo : les outils diSPONIBIES .......c..eeiiiiiiiiciie e 62

A.1. Caractérisation des vecteurs in vivo : paramétres fondamentaux de pharmacocinétique et de

o] oo |1 d g1 < TV} 4 Lo o WU 62
A.1.1 Les paramétres fondamentaux de pharmacoCinEtiQUe................ccueeeecvveeeeivuveeeeiieeeesiieveaenas 62
A.1.2 Les modeéles de pharmacoCiNEtiQUE..............cc.ueeeeeeueeeeeieeeeeiieeeeectaeeeesieeaeeeesiaeeessseeseassaeaaens 62



A.1.2.0 La pharmacologie ClASSIQUE..............uueeeeeeeeeeei e e eeeeeeee e eestcttee e e e e e e e e sttt e e e e e e sssrsaeaaaaeens 63

A.1.2.D LS MOUBIES PBPK ...ttt ettt st sttt ene e 64
A.2.Les parametres fondamentaux de biodistribution ..........cceevveeiiiieeiiiiieceeeee e 65
YN N Ao ¢ XYoo 1 (o ¢ OSSR 66
A.2.2 LA AISEIIDULION ..ottt ettt e ettt e st e e bt e s e e saneeeseaensneenans 66
A.2.3 L0 MOBLADONISALION. ...ttt ettt ettt et ettt e sbe e sae e st e sae e 68
A2 L7BIIMUNALION ..ottt ettt et sttt et ettt e ae e ae e e st e s 68
A.3 Tracer les nano-objets : techniques de marquage a disposition .........cccceeeevveeieciiee e, 68

A.3.1 Suivi d’une nanoparticule par dosage ChimiQUE...............ccoeceuveeeecvieeeeeiiiieeeeciieeeecieeeesiieaeens 69

A.3.2 Suivi d’une nanoparticule par radiomarQUQAQGE ................eeeeeeeeecccieeeeaeeeeesciieeiieereaeeessiisveaaaaens 69

A.3.3 Suivi d’une nanoparticule par flUOIESCENCE...........ccocueeeeeeeeeeesiciiieeee e eeesceccitreaaaeeescsiseaaaaeeas 71
B. Synthése des lipidots MarQUEES.........euii it e e e e et e e e e e e e nraraeeeeeeeensneeees 72
B.1 Identification de traceurs représentatifs de la nanoparticule ...........ccoccvveeiiiiiieiciiee e, 72

B.1.1 Formulation et caractérisation des lots radiomarqués S Y e o S 73

B.1.2 EVAIUGLION N VIVO.....ueieeieiiieieeeeeeee ettt sttt sttt et s 74

B.1.3 Conclusion sur le ChOIX d@S trACEUIS ..........c..eeeueeesiiesiiesieeeee ettt 77

B.2 Synthese et caractérisation d’un vecteur triplement marqué : I'apport combiné de la fluorescence

Ly e [Vl o [ToT a0 b= 1o [UF: =L TR PSSR 78
B.2.1 CROIX Q@S EIOCOUIS ...ttt sttt ettt e s 78
B.2.2 Synthése et caractérisation du vecteur triplement marqué ...............cccoeeveveeeciereeesciereeainnenn, 79

C. Administration et suivi in Vivo des LIpIdotS.......ccccccuiiiieieii et 82

C.1 Modele animal retenu et plan expérimental...........cccuiiiiiiiii e 82
C.1.1 Choix du MOA@IE QNIMQL.........c.c.oooeeeeiiiieeee ettt 82
C.1.2 PIAN @XPEIrIMENTAI ....coceveeeeeeeeee ettt e e ettt e e e tee e e sttt e e e e e e ts e e e s estaeasastaaessstasaesarseeaeaaes 82

C.2 Etude de pharmacoCiN@tiQUE ........cciiciiie ittt e e etee e e e bte e e e e eae e e e e eatae e e sntaeeennreeas 85
C.2.1 Modélisation et détermination des paramétres de pharmacocinétique................cccceccuuveen... 86
C.2.2 DUSCUSSION. ...t ettt ettt e ettt e e sttt e e sttt e e s aane e e e ssnneessanneeesanneeesannneeennee 88

C.3 Etude de 1a biodiStriDULION ....c.cuei it et enee e 88
C.3.1 Biodistribution des traceurs libres chez la souris femelle FVB.............cccooeeecviveeeeecviveeesiiienannns 89
C.3.2 Biodistribution des nanoparticules triplement marquées chez la souris femelle FVB.............. 91

C.3.3 Evaluation de la biodistribution des Lipidots triplement marquées chez la souris mdle FVB/N

............................................................................................................................................................... 95
C.A Etude a '€Chelle tiSSUIAITE . ...couiiiiiiie ettt ettt et b e sb e bbb e i 97
C.5 DISCUSSION c.evtiei ittt ittt sa e s e e s sba e e s s b e e e s s b s e s s saba e e s s aba e e s sanas 100

C.5.1 CROIX AES LIACEUIS ...ttt ettt et e st e 100



C.5.2 PRAIMACOCINGLIQUE ...t eeteee et tea e et e e et a e et s e e assaaesssseaessssssaeasssenann 101

C.5.3 BiOGUSTIIDUTION. ...ttt s e s e s e s e s s ssssssssassssssssssnnnsnsnsnes 102
C.5.4 Modulation du ciblage spontané par modification de la formulation..................ccueeeenn...... 106
C.5.4.a Formulations enrichies cholestérol ou stéarate de cholestérol...............cccccvuuuuuunnnnn. 106

C.5.4.b Caractérisation des formulations enrichies en cholestérol ou stéarate de cholestérol. 108

C.5.4.c Influence de la composition sur le ciblage ovarien in Vivo............cccoeeeccvcuvvveveeeeeecccnnnnn, 108
C.5.4.d DiSCUSSION € CONCIUSION ...t 110
B 11T o{ U 1Yo o IO PP PTP PP 111
E. Conclusion générale sur le devenir in vivo des lipidots........coecciiieiiiiiiicciee e, 115

Chapitre Ill : Design d’agents de contraste pour I'imagerie de
fluorescence ou I'imagerie nucléaire en clinique

Partie | : Vers I'Imagerie de flUOrESCENCE. .......uveieii i 121
A.Le vert d'iNdocyaning (ICG)....uuu i iiiue et et e e e et e e e e et e e e e eaae e e e e ean e eeeanannns 121
AL INEret de 1a MOIBCUIE ...ttt ettt e esnee s 121
y N I [0 G =Y o Wl 110 [0 U =SSP 122
A.2.1 L’identification du ganglion SENINEIIS .................occueeeeeeeeeeeiieeeeeiieeeeeeeceeeeecieeeesieeaessaenann 122
A.2.2 AULIES QPPIICALIONS ..ottt e ettt e e e e e ettt ettt e e e e e e e ssataaaaaeeessssseeeas 122
A.3 Les IMItes de ICG TIDre ...ei ettt et 123
)N g [0 G =Y o [T o =Yg Vo o - [ o (ol U 1= 124
B.ICG, lipidot et milieu DIOlOZIQUE .......iieiiiei ettt e e e et eeeeaneeeeees 126
2 3 T g Yor- Y o 1 U1 = o I o L= [ SR 127
B.1.1INIUENCE @ 10 TQIIIE...........oeveeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt e et e et e e e st e e e eabaaeeerssaeesases 127
B.1.2 Influence du tauX d@ AOPAGE..........c...ueeeeeeueeeeeeieeeeeeeee et eettee e ettt aeeesiteseeesreaaeeirseaeensees 128
B.1.3 Etude comparative QVEC I@-DiD.................euuueeeeeeiieeieeaeeeeeiiiieeaeseesssietstaeaaseeesssissssasaaessssinns 130
B.1.4 DiSCUSSION....cccocuiviiiriiiiiiniiiiiiisiiic ettt sttt sttt ste s e s sbbe e e s snanes 131
B.2 Devenir in vivo de I'lCG encapsulé dans les lipidots .......cccceeeeciiiiiciiiie e 132
B.3 Discussion sur la biodistribution de I'lCG encapsulé dans les lipidots........cccccoceeeeecieeeecciiee e, 136

C.Lipidot-ICG et lipidot-DiD : localisation du fluorophore et comportement en présence de protéines

(o] 1 10 =N U UPPN 138
C.1 Localisation des fluorophores dans la nanoparticule .........ccceeeeiveveeee e, 138
C.1.1 Principe de I'effet NUCIEQIre OVEIrRGQUSET ............cceccueeeeeeiieeeeiieseeiieeeesccsseeasseisesessissesessseeas 138
C.1.2 Spectres RMN *H des lipidots et des fluOrophOres SEUIS ..............oeweveevveeereveerreeeereresrenen, 140

21



C.1.3 Expérience de DiffuSion dE NOE ............c..uueeeecueeeeeeeeeeeiieeeeteeeeeeteeeeseeeeaeesiaeaeessseaesssenan 144

Co1.4 CONCIUSION ...ttt ettt et ettt et et e it et e e 146
C.2 Mise en place d’un « pré-test » in vivo : devenir des lipidots ICG et DiD .......cccceeeeevvveeecereeeennen, 147
C.2.1 €PFE-EESE » N VIVO ...ttt ettt ettt 147
C.2.2INflUENCE AE I LQIIIE...........eeeeeeaeeeeeee ettt e e ettt a e e e e e sttt a e e e e e ssnsaeaes 148
C.2.3 Influence du taux de dopage en flUOrOPROre. ...........cc..eueeeeeieeeeesciiieieeeeeetceeccciveea e e e e 150
C.2.4 Influence de la concentration €N liPIides ..............cccueeeeecueeeesieereeiiieeesccieeeeseieeeescseaeesseeas 151
C.3 DISCUSSION c.evtiei ittt ittt e e s sba e e s e e s ebb e e s s b e e e s s b s e s s saba e e s snbaeessanas 154
D.Stratégie de rétention de I'lCG dans la NanopartiCUle........ceeuuueieiiiiiee e 158
D.1 Modification du coeur et de 1a COqUIlIE......coiimiiiiieeee e e e 158
D.1.7 FOrMUIQLIONS LESEBES .....cceeeeeeeeieeieesieeeteeeee ettt ettt ettt ettt et sat st e st e s ateeteeteeteens 158
D.1.2 Caractérisations des nouvelles formulQtions...................ccoueeecveeeeeciereeeiieeieeeesieeeeecireeeeennes 160
D.1.2 FUILE A8 I'ICG......oeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt ettt et e s bt e saeesbe e s at e st e eateeateens 161
D.2 Co-encapsulation de 'ICG ........uuie ittt ettt e et e e et e e e bae e e et e e e enabeeeeenraeas 162
R D1 of Y[ o PP PTP PRI 164
Partie Il : Vers I'iMmagerie NUCIEAINE .......cooccuuiieeeee ettt e e e e 166
ELENCAPSUIGTION QU Z7™TC 1.ttt ettt et ettt et e e e st et e st e sae et e saeeaesaeesaesesesanesesaeenne e 167
E.1 SYNthESe des [IPIAOTS P2™TC ..ouiueeieeeeeeeeeee ettt sttt es et se s s eseses s s e e seeeseeeesnas 167
E.2 Caractérisation des [0tS SYNThELISES...........eeiiiiiiieeee et et e 168
E.3 Evaluation de [a diStribULiON iN VIV ......c.cooiiiiiiiiiiiieieceeeee ettt 169
B4 DiISCUSSION ..eeeeiieie ettt ettt ettt e et e e st e s e e st e e s se e e e s e s e et e s anmr e e e e s mn e e e e eanreeesannneeesanneeeesannenens 170
FLGIETfAgE AU T ottt et et e et et e et et e et e et e et e s et e ete st e et e et e et e e ae st eete et e naenanens 173
(G @] o [ol [V o] o I O U P PP PP UPPPTPPPPPPPP 175

Chapitre IV : Lipidots et imagerie tumorale

A.  Séquence RGD et accumulation tUMOTAlE ........ooeeiiiviriiie e 180
A.1 Angiogénese, Intégrine et SEQUENCE RGD ........ccociiiiiiiiiie i e et e e e aaae e 180
FN A (] DI Y or= Yo (ol =T PP P PO PPRPOPRRT 181
A.3 Présentation du RGD @ 12 TUMEUL ......iiiiiiiiiete ettt ettt s 182
A4 RGD €1 IMAGEIIC I VIVO cevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieieeeteeeeeeeeeeeeeeesaasesesesesesessesesesseeseseseeseeeseseseseeeseeesssssesenens 183
A.5 RGD €t NANOPAITICUIE .. .eiiie ettt e e e et e e e et e e e e ate e e e e ebteeeesnbaeeesastaeeesssneeens 185
A.6 RGD et transfert CliNIQUE.........eii it e e e bte e e e e ta e e e s eataee e sntaeeens 186



B. Accumulation des lipidots dans différents modeles tumoraux : choix d’'un modele d’étude......... 186

B.1 Présentation des MOdeIES tUMOIAUX ...c..eerueeriiriririieieeeete ettt sttt ee s 187
B.2 Résultats expérimentaux avec les modeles d’ ANZErS ........eeevcuiieeeciiee e e 189
B.3 Résultats expérimentaux avec les modeles du SHFJ ..........ooooiiiieciie e 190
B.3.1 L8 MOAEIE AU GlIOME....cc....eeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt a e e et a e e et a e e e taaaeestseaeenanees 190
B.3.2 LA liGNE@ COIUIQIIE MCF7 .....oo.eeeeeeeeeeeeeeee ettt ettee et ettta e e st e e eessaaaeestaaeeeassaeenanees 191
B.2.3 La lignée cellulgire MDA-IMB231 .........coocccueeeeeiiereeeiieeeesiteeeasiseaessssesaessssaeasessesaeesssssasessees 192
B.2.4 LA [ignee CEllUIQIre PYMIT ......cc.eeeeeeeieieeeeieeeetee e ettea e s eta e e e eataaeataa e eessaaaaaasasaeessnaeenasens 193
B.2.5 La lignée cellulaire PyMT implantée chez 1a SOUris FVB...............ouveccveveeeciiieeeiiieeaeeccieaeennns 194
B.4. Discussion et choix du modele d'EtUdE ..........cocui i s 195
B.5. Statut du RGD vis-a-vis du modele FVB implanté PYMT .......ccueiiiciiiecciiee et 197
B.5.1 Biodistribution des Peptides lIDIES.............uuuweeeeeeeieeeeeeeeeeieieeeee e e eeeseeeaeeaaaeeesssstaraaaaeeeesians 197
B.5.2 Biodistribution de FANGIOSEAMP® .......cceeeeeeeeeeieeeeeeee et eette e e tea e st e e esrenaeestaa e e e e 199
B.5.3 DISCUSSION....cccocvviiiriiiiiiiiiiiiiiiiiiiescitc sttt ettt sba s e s sabe s e s 201

C. Etude de I'accumulation des nanoparticules dans les tumeurs PyMT chez les souris FVB ........ 202
LGN 101 oo [0t { [o ] o USSP U SRR 202
C.2 Préparation des particules, peptides et caraCtériSations..........ccouveeeeieeeeeciiieeeeiieee e ecreeeeeceeee e 203
C.2.1 Préparation des nanoparticules et réaction de couplage...............cccueeeeveeeeeecvvreeciierereeannnn. 203
C.2.2 Caractérisation physico-chimique des nanoparticules fonctionnalisées ................c.cccccuu...... 204
C.2.2.a Caractérisation de 1a NANOPAItICUIE .............cccueeeeecveeieeciiieeecieeeeecee et e e ecvereeeaeaas 204
C.2.2.b Caractérisation du nombre de peptides greffeés........ccuuummmmvirmeiiiiereeeiieaesiiivereseivenn 205

.3 RASUIALS ..ttt ettt ettt sttt ea et et e e bt e be e bt e beesbeesheeeatesaeeeaeeeateeateenteeteeane 206
C.3.1 Biodistribution des PArtiCUIES NUES ...........cceeeeeeeeeeeaeeeeeeeieete e e e eesccttaaa e e e ee e e e sssaraaaaeeessssssaees 206
C.3.2 Apport de la fonctionnalisation des liPIdOts ............ceeeeeeueeeeieeeeesiciieeee e eeecctveea e e e e 208
C.4 Quantification ex vivo €t hiSTOIOZI........ccoccuiiiiiiiiie e e e rrre e e 211
C.5 DISCUSSION c.eetiei ittt sba e e e e s sba e e s s b e e e s s b s e s s ba e e s s nba e e s sana s 212
D. Conclusion sur le ciblage des lipidots pour de la vectorisation tumorale ........cccccoeecveeeecivieeeennnee. 213

Chapitre V : Lipidots et dérégulation hormonale

A.Nanoparticules et thérapie NOrmMONalE........cciiuiiiii et erae s 218
AL LS NOIMONES OVATENNES .vvvvviviiiiiiiiiiiiiieieteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeererereeetetetetetestteessasarsrarersrrererrererarrrrrrreee 218
A.2 Les traitements NOIMONAUX........ocuuuuuiiiieiiieeeee ettt e e e e e et ee e e e e e e s e s seeseesssbaanseeseenenes 219

23



YN R D L= IV = Ta o =N a Lo Y 8 1.4 To Y 1= 1 (=Y PP 221

B.Encapsulation d’hormones StEroidiENNES .......ccieeiiuieieiiiiee e et eeeeaaeeeeeesaeeeeeans 224
B.1 Encapsulation d’CEstradiol et d’éthynil cestradiol..........ccceeeeciieiieiiieee e, 224
B.2 EffiCacit@ d’ @XTraCtioN.....ccoueeruiiiiiiieiieeie ettt 228
B.3 Relargage hormonal dans un Mili@U @QUEUX......cecceeieciuiiiiieeeeccciiieee e e e eccrree e e e e e e es e esnvraee e e e e e eennnns 230
B4 DISCUSSION ..ceiiiiiiieiiiiie ettt ettt et e sttt s et e st e e st e e s st e e s e s et e e s mn e e e e s mre e e s e nr e e e sannn e e e s anneeeesannenens 233
C.Conclusion sur les lipidots pour la délivrance d’hormone.........cevveueiiiieieiiie et 234

Chapitre VI : Partie Expérimentale

A. Préparation et caractérisation des NanoPartiCUlES ...........cooeeviieieieeiiiiiieeeee e 237
N A o o Yo [T d3 ol o 1T g o [ U= RPN 237
A.2 SYNthese et PUITICAtION ..eeiiciieec e e e e e ere e e e e te e e e s ntaee e earaeeens 238
A.2.1 Formulation « standard » (50 nm, 100 mg / mL en lipides, 75 % cire et 25 % huile) ............ 238
A.2.2 Formulation de nanoparticules de diametre compris entre 30 nm et 120 nm...................... 241
A.3 Caractérisation des PartiCUIES......cuiii ettt et e e et e e e eetr e e e e araeeeeasaeeeenaeeaeas 242
A.3.1 Taille, polydispersité et pOtentiel ZELA ...........cc.ueeeecueeeeeciiieeeiiieeecieeeeccee e e eceeesecaeaeesaeeas 242
A.3.2 Rendement d’encapsulation des flUOrOPRAOIES ............ccccueeeeccueeieiiieieeiiiieeeciiiaeeeecvereeeiven 242
A.3.3 Caractérisation de fluorescence et rendement QUANLIQUES.............c..eeeeeveveeecceeeeeiiiereaeeenenn. 243
A.3.4 RMN et localisation des fluorophores DiD €t ICG ..........ccc.eeuveveieeeeesiiiiieeeeeeeesciiiieeaaaaeeeians 244
A.3.4.a Acquisition des spectres (DiD, lipidot-DiD, ICG et lipidot-ICG) ..........ccccevuveeeccveveeeanne.. 244
A.3.4.b Pulse sélectif pour I'observation des pics de résonance associés aux fluorophores ...... 244
A.3.4.c Expérience de transfert de NOE..............ccuueeeccueeeeeiieeeeeiiiieeesetesessiseeaesssssesessisesesssseaes 245

A.4 Fonctionnalisation des PIdOTS .....ccccveiiieceieieeciees ettt e et a e eea e e e 246
A4 L TRION - MAIEIMUAE ...ttt ettt 247
AcBL2 NHS = INH2 ...ttt ettt e e ettt e e e e e ettt e e e e e s s assbeeeaeeesssassneeeas 247
A.4.3 Caractérisation des particules Qprés COUPIAGE..........oouuuummmmiiereeiiieeeeiieeeeeiieeeeeeeivereesissenns 248
A.4.3.a Caractérisation des lipidots fonctionnalisées par les cRGD et cRAD....................cc........ 248
A.4.3.b Caractérisation des lipidots fonctionnalisées par e [PFISFB ..........cowweeveeevercrreeneen. 251

A.5 Dosage CLHP de molécules NCAPSUIBES .........ceeviuriiiiiiiieeccieeeecieeeectee e e ecive e e e s eae e e esnaaeeesnaaaeaean 252
A.5.1 Mise au point de la méthode de doSAGE CLHP ............c..eeeeeeceeeeeciieeeeiiieeeeeiieeeeeeivereeasavenes 252
A.5.2 Dosage des hormones encapsulées dans 1es lipidots..............ceeeeecveeeeeecvvereeiiieeseeiieereeeinnenn. 253
A.5.3 Quantification du relargage des hormones au cours du temps ..........cccceeeeeecevvveeeeeeeeceiiinnns 253
A.6 Interaction nanoparticules et protéines plasmatiqQUes........cccueeeeciieeiciieie e e 254

24



B. Modele animaux, culture et implantation des cellules tumorales..........ccocvveeeeiecciiiiee e, 255

C. Comptage des échantillons radiomarqUES..........eeeeiciiiieeciiiee i e 257
C.1 Rappel sur le procédé de scintigraphi@ ..........coieciiiiiiiiiie e e erre e 257
C1.1 PrinCipe fONAAMENTAL .........ccceeeeeeeeieeeeeeee ettt e ettt e ettt e e et e e e e e et s e e ssseaessssseasassseeas 257
C.1.2 NOLION A€ MASQUUOGE .......eeveeeeeeeeeeeeeee e e et tttte e e e e ettt et e s e e esatataaaasaaaeesasssssssasaseesssssssaees 258
C.2 Protocole de calibration du COMPLEUN .......civii i ee e 258
C.2.1 LeCture des radiotrUCEOUIS DUIS...........ueeeecueeeeecieeeeeeiaeeeesiseseeeissesssasesasssssesesasasssesesssssesssssseees 258
C.2.2 Influence du volume de liquide G SCINtIlAtioN..............cccueeeeecivereeeiiiieeciiieeecceeeeccvea e e s 259
(O NN 0] [VI=IgTol=Re (=3 [s Wole) (o] g 1 [o) s USSR 259
C.2.4 Sensibilité de 10 AELECLION ..........oeueeeeeeeieeeeeeee ettt ettt 259
C.3 Protocole de traitement des échantillons biologiQUES .........eeeeeviiieiciiie e 260
B O [0 0 P T g T < [0 ] =Ty ol o Vol U UPPPRP 261
D.1 Méthode de prélevement et de traitement des Organes........ccceeecuieeeeciieeecciiee e 262
D.2 Détermination de la fluorescence « COrps ENIEI » ...cccuviriierceeirieinieeniee e 262
D.3 QUANTIFICATION .ttt sttt et e b e r e nree 262
T 1] o] [0 =4 IR UPRPRS 264
E.1 Choix du protocole de fiXation .........ceeeeii it e e e e ae e e e e e earnees 264
E.2 Protocole de COlOratioN ......ciiiiiiiiiecee ettt ettt e e e e sare s 265
E.3 Protocole d’acquisition deS iMageS.....ccccuriiiiiiieeiiiiee et ree et e e e rae e e abe e e e e e e e e sareeas 265

Conclusion Générale

Annexes

Annexe 1 : Formules de pharmacocinétiques
Annexe 2 : Liste des publications et communications

- Fluorescent Nanoprobes Dedicated to In Vivo Imaging: from Preclinical Validations
to Clinical Translation

- Synthetic lipid nanoparticles targeting steroid organs (soumise)

25



26



Introduction générale

27



28



Les nanotechnologies représentent aujourd’hui un axe majeur de développement en
médecine avec notamment les domaines du diagnostic, de I'imagerie, de la délivrance de
médicament, du suivi thérapeutique et de I'ingénierie tissulaire. L'administration de produits
non injectables sous leur forme libre ou bien possédant une toxicité élevée, peut étre
facilitée par 'utilisation de nanovecteurs, modifiant leur distribution. Cela permet de réduire
les doses administrées, limiter les effets secondaires et amener préférentiellement le
contenu du vecteur (agent de contraste, drogue) vers un organe cible ou une tumeur, en

présentant a la surface de celui-ci des molécules de ciblage de ces zones spécifiques.

Ces travaux de thése ont pour but d’évaluer le devenir in vivo des lipidots,
nanoparticules lipidiques biocompatibles développées en tant que nanovecteur au CEA /
LETI / DTBS, afin de définir leurs organes d’accumulation et leurs modes d’élimination de
I’organisme. Pour cela, différentes techniques vont étre utilisées, notamment I'imagerie de
fluorescence et I'imagerie nucléaire. A partir des données obtenues, différents domaines

d’applications potentielles pour les lipidots seront déterminés.

Le Chapitre | s’intéresse aux différentes nanoparticules biocompatibles développées

a ce jour et a la place de I'imagerie de fluorescence dans la recherche clinique.

Le Chapitre Il évalue le devenir in vivo des lipidots chez la souris saine via un triple
marquage fluorescent et radioactif. L'importance du choix des traceurs et leurs impacts sur

la formulation des nanoparticules sont également évalués.

Le Chapitre Ill explore ['utilisation des lipidots comme traceur fluorescent pour
I'imagerie peropératoire, donc destiné a un usage clinique, en essayant d’encapsuler le vert
d’indocyanine, unique fluorophore dans le proche infrarouge autorisé a l'injection chez
I’'homme. De méme, un traceur pour l|'imagerie nucléaire (tomographie a émission
monophotonique) est développé pour obtenir un agent de contraste pour le diagnostic non

invasif sur corps entier.
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La Chapitre IV s’intéresse au secteur de |'oncologie avec I'accumulation passive des
lipidots dans les zones tumorales via I'effet EPR (Enhanced Permability and Retention). Cette
accumulation est évaluée sur plusieurs modéles tumoraux puis comparée a une stratégie de
ciblage actif. Dans cette perspective, un peptide de ciblage, le cRGD, spécifique de I'intégrine
ayBs3, récepteur surexprimé dans certain type de cancers, est greffé sur la couronne des
lipidots et la biodistribution des nanoparticules fonctionnalisées est étudiée dans un modele

de souris avec un modele de cancer mammaire murin.

Enfin, suite a lI'obtention d’une biodistribution spécifique des lipidots dans les
organes stéroidiens (ovaires, surrénales, Chapitre Il), la preuve de concept de I'utilisation des
lipidots pour de la délivrance d’hormones ovariennes (cestradiol, éthynil cestradiol) est

étudiée Chapitre V.
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Chapitre | : Nanomédecine, des premiers essais jusqu’a la clinique

Ce chapitre a pour objectif de décrire la place actuelle des nano-objets dans la
recherche clinique. L'intérét et I'utilité des nanovecteurs seront explicités, ainsi que leur
utilisation en médecine, notamment pour le diagnostic, la thérapie, ou la combinaison des
deux, appelée théragnostic. Puis, seront décrits les différents nano-objets ayant été
développés pour des applications in vivo, ainsi que les évolutions subies par ces vecteurs afin
d’améliorer leurs propriétés au contact des milieux biologiques. L’utilisation de I'imagerie de
fluorescence, technique de choix utilisée dans cette thése pour suivre le devenir in vivo de
nanoparticules sera explicitée. Enfin, les nanoparticules lipidiques développées au
laboratoire, les lipidots, étudiées au cours de cette these, seront présentées, ainsi que les

données connues au démarrage de ce travail concernant leur stabilité et leur toxicité.

A. Nanomédecine : définition et objectifs

A.1. Définition

Les nanoparticules sont utilisées depuis de nombreux siecles (nanoparticules de
cuivre dans les tessons gallo-romains pendant I'antiquité, nanocristaux d’argent et de verre
dans les vases ou encore nanoparticules d’or pour sublimer les couleurs des vitraux) mais le

eme

terme et sa signification physique n’ont été définisqu’au XX~ siecle. Le Lipiodol®, mélange
d’acide gras et d’huile iodée utilisé comme agent de contraste en radiologie, développé par
le Dr. Guerbet a Paris en 1901 (toujours utilisé aujourd’hui), se présentait déja sous une

forme nanoparticulaire. Richard Freymann, lors de sa lecture du 29 décembre 1959 lors du
congres de la Société Américaine de Physique, «There’s planty of room at the bottom »,

prédisait déja I’essor du monde des nanoparticules dans les décénies qui ont suivies.

L’emploi du terme « nanoparticule » est apparu au début des années 1960 avec la
formulation de liposomes (découverte en 1961, publiée en 1964)"3. Le concept de
« nanomédecine » a été introduit bien apres, avec les premiers essais dans le domaine

médical et les premiéres publications dans les années 2000 .

D’apreés I'institut national de recherche et de sécurité (INRS)®’: « une nanoparticule
(ou particule ultra-fine) est définie par la norme I1SO TS/27687 comme étant un nano-objet
dont les trois dimensions (longueur, diametre, épaisseur) sont a I'échelle nanométrique,
c'est-a-dire une particule dont le diametre est inférieur a 100 nm environ ». Une définition
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plus large de « nano-objet » englobe les objets dont au moins une des dimensions se situe a

I'échelle nanométrique.

A.2. Avantages de la taille nanométrique : exemples de nanovectorisation

Il existe de nombreux moyens de caractériser une molécule thérapeutique. Dans un
premier temps ses propriétés physico-chimiques « in vitro » (a savoir dans un tampon) sont
étudiées. Les caractéristiques les plus importantes sont la charge de surface (qui peut
moduler la complexion de la molécule avec d’autres molécules de charges opposées ou
encore jouer sur l'internalisation de la molécule dans la cellule), le poids moléculaire, la
solubilité, la stabilité nécessaire pour étre slir de la nature de la molécule injectée et ne pas
introduire de produits de dégradations.

Dans un second temps, le profil pharmacologique est étudié, a savoir le devenir in
vivo de la molécule apres administration, la mettant en contact avec le milieu vivant. Les
parametres a évaluer sont la toxicité, la stabilité biologique, les pharmacocinétiques et
biodistributions (termes expliqués plus longuement Chapitre Il), la capacité a passer les
barrieres biologiques ou encore sa capacité a se lier aux protéines plasmatiques (un taux de
liaison élevé réduit la biodisponibilité du produit). Les données pharmacologiques varient
suivant la voie d’administration du produit (voie orale, intraveineuse, intradermique,
aérosols...). En effet, la molécule ne sera pas exposée aux mémes barriéres biologiques,
gu’elles soient physiques (passage de |'épiderme, passage de la membrane gastro-
intestinale, passage des membranes alvéolaires pulmonaires, perméabilité de certaines
membranes..), biochimiques (dégradation enzymatique dans I'estomac par exemple) ou
chimiques (pH acide au sein d’une tumeur ou encore pH acide de I'estomac ; hydrophobie
du composé le rendant impropre a l'injection).

Un point essentiel est la toxicité de ces molécules aprés administration. En effet leur
accumulation non souhaitée dans certains organes, ou encore un temps de présence trop
long dans I'organisme, peuvent entrainer des effets toxiques tres importants appelés « effets
secondaires » ou indésirables. L’activité intrinseque de certaines molécules, notamment les
anticancéreux qui ont pour but de détruire les cellules tumorales, peut entrainer des effets
indésirables tres importants en dehors de leur cible biologique. Une pharmacocinétique

déffavorable peut également entrainer une augmentation de la dose administrée afin
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d’obtenir la dose souhaitée sur le site d’action biologique ciblé, augmentant davantage les
effets secondaires du produit.

Méme si certaines modifications structurelles de molécules permettent de changer
leurs propriétés chimiques ou physico-chimiques pour améliorer leur comportement in vivo,
certaines molécules thérapeutiques ou de diagnostic sont inutilisables telles quelles en

raison de contraintes liées au milieu biologique® *°. L

"encapsulation de ces molécules
thérapeutiques ou de diagnostique dans des vecteurs de taille nanométrique est une
solution pour acheminer ces molécules vers leur cible thérapeutique in vivo. L’encapsulation
agit a quatre niveaux différents :

(1) En protégeant la molécule encapsulée des différentes barrieres biologiques, mais
également et plus généralement en la protégeant de I'environnement extérieur (tampon
aqueux de stockage dans lequel elle peut se dégrader par exemple).

(2) En modulant le ciblage de la molécule d’intérét par les propriétés de la
nanoparticule, objet réputé plus maniable que la molécule thérapeutique. Dans ce cas, ce
n‘est plus la pharmacologie de la molécule qui gouverne la biodistribution mais la
pharmacologie du nano-objet transporteur™. Par exemple, I'encapsulation de petites
molécules qui seraient tres rapidement éliminées de I'organisme par voie rénale a cause de
leur petit poids moléculaire, permet d’augmenter la taille physique des molécules
encapsulées donc leur temps de présence dans I'organisme et favorise ainsi leur action
thérapeutique. Un second exemple est l'utilisation de la taille nanométrique des
nanoparticules pour le ciblage passif des tumeurs (notion plus détaillée dans le sous chapitre
suivant)*?. Enfin, une nanoparticule peut étre utilisée comme une plateforme sur laquelle
des ligands dit « de ciblage » peuvent étre greffés (anti-corps, peptides, sucres..) afin
d’amener préférentiellement la nanoparticule vers une cible spécifique dans I'organisme.

(3) En protégeant les tissus sains des effets toxiques de la molécule grace au ciblage
préférentiel vers les organes cibles.

(4) En améliorant I'efficacité de la molécule par des moyens directs ou indirects.
Encapsuler une molécule permet de préserver ses propriétés originales en limitant ou
diminuant sa dégradation par les fluides biologiques (diminution de la dose); améliorer sa
solubilité et moduler sa cinétique in vivo (diminution des doses, diminutions des effets
toxiques, multi choix du mode d’administration). Concernant le domaine de I'imagerie, le

contraste intrinseque d’'une molécule traceur peut étre amélioré par son encapsulation. Par
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exemple, I'encapsulation de fluorophores organiques dans les lipidots permet d’améliorer
leur rendement quantique de fluorescence grace a une augmentation de la microviscosité
locale limitant ainsi les pertes d’énergie par émission non radiative™. L'utilisation de
nanovecteurs permet également d’acheminer un nombre plus important de traceurs dans

une zone spécifique, augmentant le contraste des images.

A.3 Des nanoparticules désignées pour les applications médicales

A.3.1 Trois générations de nanoparticules

Trois générations de nanoparticules pour applications médicales ont été
développées, plus communément appelées nanoparticules simples, furtives ou ciblées
(Figure 1). Les premiers objets dits « simples » tels que les liposomes composés d’une simple
bicouche membranaire de phospholipides sont rapidement repérés par le systeme
immunitaire et dégradés par I'organisme. Apres I'entrée des nanoparticules dans le sang, les
opsonines, incluant les immunoglobulines IgG et IgM, des protéines comme les
compléments (C3, C4 et C5), s’adsorbent a la surface des particules et servent de médiateurs
dans la reconnaissance des particules par les macrophages (processus appelé opsonisation).
D’autres protéines plasmatiques comme I'albumine, la fibronectine et les apolipoprotéines E
s’adsorbent a la surface des nanoparticules et jouent le réle d’opsonines en initiant une
réponse phagocytaire par les macrophages. L'adsorption peut se faire par des forces
attractives comme des interactions électrostatiques, des interactions de type van der Waal
ou des interactions hydrophile / hydrophobe. Afin d’éviter ce phénomeéne d’opsonisation,
des nanoparticules recouvertes d’'une « enveloppe » hydrophile composée le plus souvent
de polyméres tels que le poly-éthylene-glycol (PEG, biocompatible et approuvé par la FDA)
ou encore le dextran (polymeére saccharidique) ont été développées. L’ enveloppe a pour but
de limiter I'adsorption des protéines sur la surface des nanoparticules, évitant ainsi la
reconnaissance de l'‘objet par les cellules du systeme réticulo endothélial (Reticulo
Endothelial System « RES » en anglais est un ensemble de cellules qui joue un role dans
I’épuration de corps étrangers présents dans I'organisme)**. Les nanoparticules recouvertes
de cette enveloppe hydrophile limitant I'adsorption des protéines ont un temps de
circulation plasmatique augmenté : ce sont des nanoparticules dites « furtives ». Enfin, le
besoin d’adressage de la nanoparticule vers une cible spécifigue a entrainé le

développement de nanoparticules dites « ciblées ». Sur la couche furtive de polyméres sont
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greffées des molécules connues pour interagir avec une cible biologique, par exemple des

anti-corps, des sucres ou des peptidesls.

Nanoparticule simple Nanoparticule furtive Nanoparticule ciblée
(par exemple, recouverte d’une (présence de ligands de
couronne de polymeres hydrophiles) ciblage en surface)

Figure I-1 : Différentes générations de nanoparticules.

A.3.2 Nanoparticule et ciblage passif

En oncologie, la taille nanométrique joue un réle important dans le ciblage et
I’'accumulation passive de vecteurs dans les tumeurs. Un bref rappel de la structure des
tumeurs est présentée ici.

Au cours du processus tumoral, la cancérogénese induit une prolifération cellulaire
anarchique qui conduit au développement d’une masse tumorale'. Lorsque la tumeur
atteint une taille de 1 a3 2 mm de diametre, elle induit la construction d’un systeme d’apport
sanguin appelé angiogenése. Cette étape est capitale dans la transition d’une tumeur de
stade bénin a un stade malin capable d’envahir et de métastaser les autres organes.
L'angiogenese est régulée par la tumeur elle-méme via la sécrétion de facteurs de croissance
qui se fixent de maniére spécifique a des récepteurs présents a la surface des cellules,
induisant la formation de capillaires se développant autour et au sein de la masse tumorale.
Ces néovaisseaux qui alimentent la tumeur peuvent également fusionner avec le systeme
vasculaire sain.

Les néovaisseaux tumoraux présentent de nombreux défauts en comparaison des
vaisseaux sains en particulier une déficience en pericytes (cellules de Rouget), la formation
d’'une membrane basale aberrante et une proportion élevée de cellules endothéliales
prolifératives. Le débit sanguin est souvent irrégulier, avec la formation de shunts dans les

vaisseaux. Les tissus sains, dont les capillaires sont non fenestrés, sont composés d’une
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couche simple de cellules endothéliales reliées entre elles par des jonctions serrées. En
revanche, les vaisseaux présents au sein de la tumeur sont de constitution fragile, d(i a des
jonctions inter-cellulaires endothéliales tres faibles, un nombre important de fenestrations

17-19 (Figure 2).

et de canaux, et une membrane basale absente ou discontinue
Une pression hydrique élevée est souvent retrouvée dans les tumeurs solides. Cette
pression élevée est le résultat direct d’'un drainage lymphatique défaillant, dG au fait que la

masse tumorale induit une lymphogénése déficiente®® 2% 2,

Tissu normal

Tissu tumoral o

Nanoparticules @ N o

.

lonctions endothéliales
serrées

Jonctions endotheliales
désorganisées
laissant apparaitre
des fenestrations

Figure I-2 : Représentation schématique de nanoparticules prenant avantage de I'effet EPR dans les
amas tumoraux d’aprés Prakash *.

L'augmentation de la perméabilité des vaisseaux sanguins et la baisse du drainage
lymphatique aboutissent a une accumulation « passive » des nanoparticules au sein de la
masse tumorale. |l explique en partie le succés de I'utilisation de nanoparticules dans la
détection et le traitement du cancer et repose sur deux caractéristiques physiques : la taille
nanométrique de la nanoparticule et la disrégularité des néovaisseaux tumoraux. Ce ciblage
dit passif est appelé effet EPR (Enhanced Permeation and Retention en anglais)™® 2% 22,

La durée élevée de circulation sanguine des nanoparticules est mise a profit pour
augmenter leur probabilité de passer les fenestrations de |’endothélium tumoral et
s’accumuler au sein de la tumeur. La présence d’une couronne de PEG a I'extérieur de la

nanoparticule lui permet d’étre furtive vis-a-vis du systéme réticulo endothélial et accroit

son temps de circulation plasmatique. Les nanoparticules furtives dont la taille est inférieure
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a environ 200 nm peuvent donc s’accumuler facilement dans des tumeurs bien vascularisées
via des fenestrations au sein de l'endothélium, s’y accumuler et étre retenues dans

I'interstitium tumoral pendant une période prolongée.

Pour récapituler, quatre facteurs expliquent I'accumulation d’une nanoparticule dans
une tumeur, qui se fonde sur 'effet EPR : (1) la % vie plasmatique élevée du nanosysteme ;
(2) la perméabilité des vaisseaux ; (3) la taille nanométrique (typiqguement 5 — 200 nm) ; et

(4) le faible drainage lymphatique au sein de la tumeur.

A.3.3 Nanoparticule et ciblage actif

Le ciblage passif par I'effet EPR dépend des caractéristiques physiques de la tumeur
ainsi que de la taille et du temps de circulation prolongée du nanosystéme dans le sang.
L’effet EPR varie beaucoup d’une espéce de tumeur a l'autre. A contrario, le ciblage dit actif
fait intervenir des ligands, greffés en surface des nanoparticules, qui ont pour objectif
d’amener de maniere préférentielle la nanoparticule vers sa cible. Des peptides, des
anticorps ou encore des sucres peuvent étre utilisés. lls permettent une reconnaissance par
les récepteurs exprimés a la surface des cellules, et éventuellement I'endocytose des
nanoparticules. Dans le cas des nanoparticules PEGylées, les ligands de ciblage sont souvent
greffés sur les extrémités des chaines de polymeres présentes a la surface des
nanoparticuleszs, afin que le ligand soit présenté au-dela de la couronne de PEG. |l risquerait
sinon d’étre masqué ou incorporé dans la couche de polymeére, ce qui rendrait sa présence

inutile.

Comme exemple de récepteurs trés étudiés pour les applications en oncologie, les
récepteurs aux intégrines o,B3 sont surexprimés dans les néovaisseaux pendant

2729 | 3 séquence peptidique RGD reconnait le récepteur de I'intégrine a,ps et

I’'angiogenese
cible les zones tumorales surexprimant les récepteurs a cette intégrine. Une autre molécule
utilisée pour le ciblage en oncologie est le folate (dérivé de la vitamine B9) en raison des

cancers, notamment ovariens, qui sur-expriment ses récepteurs30 (Figure 3).
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Figure I-3 : Exemples de structure de ligands fréquemment utilisés pour fonctionnaliser les
nanoparticules et favoriser leur ciblage vers les cellules cancéreuses. a) L’acide folique est un ligand
utilisé par exemple pour cibler les récepteurs folate des tissues ovariens®’. b) Le peptide cyclique cRGD

a été utilisé pour cibler les intégrines avB3, qui sont surexprimées dans les vaisseaux tumoraux>> > .

B. Développement de nano-objets

Ce sous-chapitre a pour but de présenter de maniére rapide les différents types de
nanoparticules existant, qui se répartissent en trois catégories: les nanoparticules
inorganiques, les nanoparticules polymériques et les systémes lipidiques avec la description

de chaque type de nanoparticule, suivi des données qui les caractérisent in vivo.

B.1. Les nanoparticules inorganiques

Les nanoparticules métalliques, comme les nanoparticules d’oxyde de fer, les
nanostructures d’or ou encore les nanoparticules de semi-conducteur (notamment celles
possédants des propriétés d’émissions de fluorescence : les « quantums dots »), sont des
nano-objets possédant des propriétés optiques ou magnétiques intrinséques intéressantes

pour les applications médicales (Figure 4).
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a) Nanoparticule d'or b) Nanoparticule de fer ¢) Quantum dots

Figure I-4: Représentation schématique des nanoparticules d’or, d’oxyde de fer et des boites

quantiques®**®

Le Tableau 1 liste le type de nanoparticules inorganiques étudiées a ce jour, leurs
principales caractéristiques, leurs données in vivo et leur stade d’avancement dans le

transfert clinique.
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Les nanoparticules inorganiques

Nanoparticules
dlor36

thiolates,

Absorbance a une A spécifique

de la lumiére, dépendante de

I'épaisseur de la coquille (proche

IR) ou du diametre du coeur
(bande de plasmon visible*).

Caractéristiques / ... Transfert
Nature . Données in vivo . .
Formulation clinique
Coeur d’or ou noyau de silice - Taille de 5 3 25 nm37,
recouvert d'une fine pellicule ) . Lo
d'or - 10 nm : répartition non spécifique
’ sang, foie, rate, coeur, rein, testicules, Inertie du
Fonctionnalisation par des cerveau, poumon, excrétion urinaire38, métal,
inoxydable,

- 25 nm : augmentation du taux de
globules blancs, accumulation dans le
. 39
foie dans la rate™,

- Toxicité : signal dans le foie et la
rate jusqu'a 2 mois.

biocompatible

Proche du
stade clinique

Oxydes de
fer40, 41

SPIO* : diametre de 50 nm,

détection des lésions du foie et

pathologie du tube digestif,

USPIO** : diameétre < 50 nm,
détection des cancers, des
maladies dégénératives,
inflammatoires et
cardiovasculaires.
Oxyde de fer encapsulé dans
coquille de dextran pour

augmenter la biocompatibilité4

44

3,

- Taille de 20 a 110 nm
- Disparition rapide du systéme
sanguin (t;; vie < 1h),

- <20 nm, se distribuent dans le foie,
. 42
les reins, la rate ™,

- > 20 nm, accumulation majeur dans la
rate puis le foie et les poumons,

- Toxicité : signal persistant dans le foie
jusqu'a 17 jours apres injection42.

Certaines
formulations
approuvées par
I'EMEA comme
agent de
contraste pour
I''IRM

Stade clinique

Quantum
dots*
(boites

quantiques)

Nanocristaux semi-conducteurs,
propriétés uniques dues a leurs
tailles nanométriques (2 - 10 nm)
et la prédominance des effets

guantiques a cette échelle,

Spectre de I'UV au NIRF
modulée par la taille et la
composition de I'objet,

Ceeur recouvert d'une coque de

sulfure de zinc afin de protéger la

surface et stabiliser les

propriétés optique,, couche de

polymeére, ou de ligands
organiques

Couples : cadmium / selenium,

cadmium / tellure, indium /

arsenic, indium / phosphore

- Premiers organes d'accumulation:

. 46
sang, poumons, foie™,

- Puis duodénum, signaux constants
. . 47-49
dans le foie, les reins et la rate .

- Toxicité : difficulté a étre éliminé
de l'organisme (signaux constants dans

le foie de 1 h a 168 h apreés injection)
50, 51

7

- Diminution de la toxicité:
(1) synthése de QD de tailleest<a s
nm, éliminée de maniére rénale>?.

(2) greffage de surfactants PEGyIés49,
(3) encapsulation des QD dans des
émulsions, micelles de co-polymeéres,

micelles de phospholipides48.

Agent
d'imagerie trés
performant,
['utilisation de
métaux lourds
ou d'élément
toxique sont
des freins pour
le
développement

clinique

Stade de
développement

Tableau I-1 : Description des nanoparticules d’or, d’oxyde de fer et des boites quantiques
*Bande de plasmon = bande d’absorption optique du matériau.
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Nous pouvons donc conclure que d'une maniere générale, les nanoparticules
inorganiques sont caractérisées par leur accumulation dans le foie, la rate et parfois les reins
suivant leur taille (les nanoparticules < 5 nm sont éliminées par voie rénale). Pour I'ensemble
de ces composés, la non élimination des particules et ce jusqu’a 2 mois apres injection reste

un handicap majeur pour une utilisation clinique.

B.2. Les nanoparticules organiques

Les nanoparticules organiques sont utilisées essentiellement pour leur réle de
transporteur. En effet, contrairement aux nanoparticules inorganiques, elles ne possedent
pas de propriétés optiques ou magnétiques intrinseques. Ces nanoparticules sont des
systéemes de cargos dans lesquels sont encapsulées des molécules d’intérét, que ce soit des
agents de contraste pour de I'imagerie, des molécules thérapeutiques pour la délivrance de
médicaments ou une combinaison des deux, dans une approche théranostique. La
nanovectorisation a pour but dans ce cas de modifier la pharmacologie du produit encapsulé
et de faciliter son adressage dans I'organisme ou encore de réduire sa toxicité.

Deux grandes familles de nanoparticules organiques existent. La premiere regroupe
I'ensemble des nanoparticules a base de polyméres naturels ou de synthése comme les
micelles polymériques ou les nanoparticules de PLGA (acide poly(lactiqueglycolique) (Figure

5).

My X3S

? L) 'yr o3 L.

~"® L] -\_S‘ PO ~5 Ceeur polymérique
‘r‘- ) v JJN -/ .J \,-.-'.-.

A T\ a ® S~ ‘ AN \./"" Couronne polymérique
4 )'Fij;?“‘ 5 b S

a) Dendrimere b) Nanoparticule c) Micelle polymeérique
polymeérique

® Molécule thérapeutique
. Ligand de ciblage

Figure I-5 : Représentation schématique de 3 exemples de nanoparticules & base de polymére™.
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La deuxieme représente I'ensemble des systémes lipidiques qui sont des systémes
organiques composés de phospholipides, glycérides, cholestérol ou de tout autre corps gras
biocompatible et biodégradable (Figure 6). Peuvent étre cités dans cette catégorie les
liposomes, les nano-émulsions, les nanocapsules, les nanosphéeres et les nanoparticules

lipidiques solides (SLN).

@ Agentd'intéréthydrophobe a encapsuler

> Monocouche
Bicouche

phospholipides phospholipides Coquille solide cristalline

Ceoeur lipidigue ;
liquide

Coeur lipidique

Coeur agueux solide ou liquide

a) Liposome b) Nanoémulsion c) Nanocapsule

Figure I-6 : Représentation schématique de différents exemples de particules lipidiques.
Le Tableau 2 suivant détaille les vecteurs les plus aboutis déja utilisés en clinique

aujourd’hui (polymere, liposome), quelques caractéristiques de formulations et leur devenir

in vivo.
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Les nanoparticules organiques

Nature Caractéristiques / Formulation

Données in vivo

Transfert clinique

54, 55
- De source naturelle

(chitosan, gélatine, alginate) ou
synthétiques™® (PLA, PLGA, PCA,
PCL*),

- 10 nm < diametre < et 1 um,

- Systemes vésiculaires :
57
nanocapsules™,
Nanoparticules

polymériques - Systemes matriciels :

L 5859
nanospheéres ,

- Principal avantage : controle du
relargage, chimie de surface

- La présence de PEG a la surface
permet de diminuer I'adsorption
des protéines / La présence de
Tween® 80 permet le passage de la
barriere hémato—encéphalique62

- Biodistribution variable

suivant le poids moléculaire (<
12 kDa, accumulation dans le
rein; > 50 kDa, accumulation

. 160
dans le foie)™,

- Les nanoparticules de PLGA
de diameétre entre 60 et 120
nm, s'accumulent dans le foie

61
etlarate ",

- La PEGylation permet
d'augmenter le temps de
circulation sanguine mais ne
change pas les organes

d'accumulation,

- Adsorption de protéines
plasmatiques a la surface apres
injection (lgG, albumine,
apolipoprotéines E, partie C3

. 63-65
du complément) .

Point négatif :
utilisation de
solvants organiques
pendant la
préparation,

Point positif :
I'utilisation de
polyméres
biodégradables
approuvés par
I'EMEA** (PLGA)
permet d'envisager
un transfert clinique
proche,

Un produit sur le
marché a ce jour, le
Lupron-Depot®
(cancer de la
prostate /sein).

- Vésicules sphériques composés
d'une bicouche lipidique naturelle
(phospholipides,
phosphatidyléthanolamine d'ceuf,
|écithine de soja)
ou synthétique

(dioléoylphophatidyléthanolamine)
66, 67, 68

’

- La structure se veut similaire a
celle de membranes cellulaires,
Les liposomes

- Rigidification de la membrane
de phospholipides par I'ajout de
cholestérol pour limiter le

74,75
relargage du contenant ,

- Plusieurs structures (Figure 7)***.
vésicules multilaméllaires MLV (>
500 nm), petites vésicules SUV
unilaméllaires, (20 nm < diametre <
100 nm) et grand vésicules
unilaméllaires LUV (> 100 nm)69.

- Charge neutre : toxicité plus

.11 68,69
faible ,

- Les liposomes simples
s'accumulent dans le foie et la
rate sans étre retenus par les

autres organes,

- La PEGylation des liposomes

augmente le temps de

circulation plasmatique (48 h
versus 4 h) mais ne modifie pas

la biodistribution’®”>.

- Interaction des liposomes
avec les cellules suivant 4
mécanismes : (1) endocytose
par les cellules du RES, (2)

adsorption a la surface
cellulaire par des interactions
faibles ou spécifiques, (3)
fusion de la membrane avec la
membrane de la cellule, (4)
transfert des lipides sans
association ni relargage du

69
contenant .

Plusieurs produits
actuellement sur le
marché :
Ambisone®
(liposome-
amphotericine B) et
Myocet® (liposome-
doxorubicine) par
exemple pour les
liposomes simple,

Doxil® ou Carlyx®
(liposome-PEG-
doxorubicine) pour
les liposomes furtifs.

Tableau I-2 : Description des nanoparticules polymériques et des liposomes
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*PLA: poly(acide lactique), approuvé pour l'injection ou pour l'ingénierie tissulaire par
'EMEA ; PGA : poly(acide D,L-glycolique) ; PLGA : copolymére glycolique / lactique’® ; PCA : le

poly (cyanocrylate) ;PCL : le poly (g-caprolactone)®

** EMEA : European Medecines Agency équivalent Européen de la FDA

*** Les liposomes peuvent étre préparés par simple agitation, par sonication (soit avec un
embout a sonication directement plongé dans la solution ou par un bain de sonication), par
inversion de phase ou par lyophilisation a partir de liposomes préformés. Suivant le type de
procédé utilisé, il pourra étre obtenu des vésicules multilamellaires (MLV en anglais pour
« Multiple Lamellar Vesicles ») d’une taille > 500 nm, des petites vésicules unilamellaires
(SUV en anglais pour « Small Unilamellar Vesicles ») de diametres compris entre 20 et 100
nm contenant une seule bicouche de phospholipides et enfin de grands vésicules
unilamellaires (LUV en anglais pour « Large Unilamellar Vesicles ») de taille > 100 nm et

étant de composition trés hétérogene® (Figure 7).

o= : > 500 nm 7 \‘\\\
/f:.)‘--: 1gz20! 525 bicouches lipidiques ( ))
SUV \(\\43) :—-?PE }: E (t-\ ,/_'y LUV
e 8 : e
| -
? > 100 nm
20-100 nm

. o . Bicouche lipidigue unique
Bicouche lipidique unique

Figure I-7 : Représentation des différents systémes liposomaux”’.

Il est a noter que les liposomes ont été les premiers nanoobjets a étre marqués
radioactivement pour réaliser de I'imagerie nucléaire (comme la TEMP: Tomographie a
Emission MonoPhotonique, le TEP: Tomographie 3 Emission de Positons)’®. Plusieurs
techniques de radiomarquage ont été développées : (1) I'incubation des liposomes avec le
radioligand (aboutissant généralement a un couplage instable); (2) I'encapsulation du

radioligand dans la phase aqueuse, et (3) la conjugaison du ligand a un chélate lipidique
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<79, 80

incorporé dans la bicouche du liposome préformé .1l peut &tre cité pour I'***

In, le chélate
DTPA (I'acide pentaacétique diéthylénetriamine) conjugué a la phosphatidyléthanolamine
(PE). Lensemble de ces méthodes ont permis le suivi in vivo des liposomes apreés injection,

de maniere non invasive.

B.3. Les systémes lipidiques depuis les années 2000

De nombreux nanovecteurs dont le cceur est a base de lipides ont vu le jour depuis
les années 2000. llIs se distinguent des liposomes par leur cceur lipidique hydrophobe alors
que ces derniers ont un réservoir aqueux pour cceur. Les deux types de particules ont une
coquille de surfactants le plus souvent des phospholipides, en double couche (ou plus) pour
les liposomes, monocouche pour les particules lipidiques. La Figure 8 et le Tableau 3
décrivent les nanoparticules solides lipidiques (SLN), les nanoparticules lipidiques structurées
(NLC) et les nanocapsules lipidiques (LNC) développées par I'équipe de JP. Benoit. Elles
présentent toutes des similarités mais également des différences de compositions et de

structure avec les lipidots.

., PEG (Solutol® HS15)

Lecithine (Lipoid)

Agent d'intérét

Structure parfaite imparfaite amorphe multiple
Nanoparticules Nanoparticules lipidiques Exemiple spetitigue : .
: R " Nanocapsules de JP. Benoit
solides lipidiques structurées AR : : i .
(SLN) (NLC) ( coeur ligquide, coquille solide cristalline)

Figure I-8 : Représentation schématique d’une nanoparticule solide, d’une nanoparticule lipidique

nanostructurée et des nanocapsules développées par JP. Benoit®".
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Les nanoparticules organiques : les systemes lipidiques depuis les années 2000

Nature

Caractéristiques / Formulation

Données in vivo

Transfert clinique

Nanoémulsions
- 82
lipidiques

- Développées dans les années 50
pour la nutrition parentérale83
(utilisation d'huile, de
phospholipides et d'acide gras),
détournées dans les années 2000
pour l'encapsulation de molécules
hydrophobe584’86.

Les nanoparticules
lipidiques solides
(SLN)

- Coeur composé de lipides a
|'état solide, contrairement aux
huiles généralement utilisées.
- Meilleur contréle du relargage
du principe actif (baisse de la

. . . 18991
mobilité moléculaire) .

Les vecteurs
lipidiques
nanostructurés
(NLC)

- Posséde un coeur amorphe
contrairement aux SLN, dont le
ceeur cristallin est organisé. Un
cceur amorphe limite la fuite de

composés encapsulés lors du
stockage en milieu aqueux92

Les nanocapsules
A 93-95
lipidiques

(LNC)

- Ceceur huileux, entouré par
une membrane semi-rigide de
tensioactifs

-Taille <100 nm, stabilité sur 18
mois

- DG a leur similarité de
structure, la
biodistribution de ces
différentes nanoparticules
est proche,

- 25 nm < diameétre < 250
nm,

- Potentiel zéta variable
suivant le type de
phospholipides utilisés
(entre -20 mV et - 30 mV),

- Nanocapsules PEGylées :
ty/, vie plasmatique de 45
min, accumulation ceeur,

foie et rate (24 h)87,

- SLN (85 nm, - 20 mV)
peuvent franchir la BHE,
accumulation foie, rate,

poumons (48 h)88,

- t1/, vie plasmatique
prolongé pour les NLC par
rapport aux SLN (11 h
contre 6,7 h),
accumulation principale
dans le foie, faible signal
dans poumons, cceur, rate
et reins’ .

Intralipid®,
Oliclinomel®,
Clinoleic®, pour la
nutrition parentérale
Diazepam-lipuro®,
pour les traitements
psychiatriques

En développement

En développement

En développement

(encapsulation d’anti-
. 94,96
cancéreux)

Tableau I-3 : Description des nanoémulsions, des nanoparticules lipidiques solides, des vecteurs

lipidiques nanostucturés et des nanocapsules lipidiques.

B.4 Conclusion

Beaucoup de nanoparticules inorganiques sont utilisées pour des applications

médicales (nanoparticules d’argent, d’or, d’oxyde de fer, quantum dots). Ces nanoparticules

sont trés stables et donc difficiles a métaboliser, entrainant des temps de rétention

importants dans l'organisme et donc un risque de toxicité potentiellement élevé. De

nouvelles générations de nanoparticules préparées en utilisant des polymeéres naturels

(gélatine, chitosan), des composés biodégradables (huile, cire, cholestérol) ont été
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développés. La modification de la surface des nanoparticules est souvent réalisée pour
modifier ses propriétés de surface et donc son profile ADME (Administration, Distribution,
Métabolisation et Elimination). Par exemple, les nanoparticules métalliques sont
généralement enrobées par un polymeére naturel ou synthétique pour augmenter leur
biocompatibilité, et les quantums dots peuvent, quant a eux, étre incorporés dans des
micelles lipidiques. Concernant les vecteurs lipidiques, de maniere générale, le foie est le
principal organe d’accumulation apres injection intra-veineuse. lls y sont retenus par les
cellules de Kupffer, alors que les hépatocytes et les cellules endothéliales jouent un second
réle (faible internalisation). Généralement, I'accumulation dans la rate est également tres
élevée (la zone marginale et la pulpe rouge des macrophages sont des zones
d’accumulations majeures), mais peut étre réduite en recouvrant la nanoparticule d’une
couche polymérique réduisant sa captation.

Ces nanoparticules, suivant leur composition et leur devenir in vivo, sont des vecteurs
de choix pour le ciblage des zones tumorales. En effet, leur plateforme est idéale pour
greffer ou encapsuler des molécules thérapeutiques ou a visée diagnostic. Le paragraphe
suivant présente un bref état de I'art de I'avancée de I'imagerie de fluorescence et des
systemes actuellement développés a ce jour pour l'imagerie des tumeurs a l'aide de

nanoparticules.

C. Nanoparticule et Imagerie de fluorescence

Si certaines nanoparticules inorganiques peuvent étre suivies par des techniques
d’imagerie telles que I'IRM (oxydes de fer) ou la spectrométrie par torche a plasma couplée a
la spectrolmétrie de masse («ICP-MS ») (quantum dots, particules métalliques), les
particules organiques sont plus difficiles a suivre et nécessitent leur marquage par un
traceur, par exemple un radionucléide. L'imagerie de fluorescence, associée aux techniques
de microscopie, est une technique trés couramment utilisée pour déterminer les fonctions
des protéines, I'expression des genes ou encore suivre des cellules. Elle permet également

d’évaluer le devenir in vivo de nanoparticules, organiques comme inorganiques.
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A.1 Intérét de I'imagerie de fluorescence dans le proche infrarouge

L'imagerie de fluorescence in vivo est en pleine expansion depuis une dizaine
d’années, grace au développement de dispositifs d’imagerie per-opératoire et de systemes
d’imagerie optique trés sensibles qui permettent d’explorer les tissus plus profonds®’ %,
L'imagerie de fluorescence in vivo présente certains défis techniques (comme |’absorption
des photons) qui ont pu étre résolus en travaillant dans le proche infrarouge (NIRF en anglais
pour « Near-InfraRed Fluorescence »), a savoir les longueurs d’ondes comprises entre 650
nm et 900 nm. En effet, dans cette fenétre optique, I'absorption et la diffusion de la lumiére

par les tissus est réduite, et 'autofluorescence minimale® %% 110

. La lumiére infrarouge peut
traverser la peau sans endommager les tissus, avec une autofluorescence minimale par
I’eau, des lipides, ou des tissus chromophores contenant de grandes quantités d’oxy- et de
désoxy- hémoglobine ou encore de mélanine. En effet, plus I'autofluorescence est faible,
meilleure est le rapport signal sur bruit et le contraste des images (ou la profondeur de tissus
gue I'on pourra explorer).

L'imagerie de fluorescence a été surtout utilisée a l'origine pour réaliser des
marquages histologiques ou cellulaires a des longueurs d’ondes comprises entre 350 nm et
650 nm, en utilisant des fluorophores de type fluorescéine ou rhodamine. L’association
d’une modalité d’imagerie fonctionnelle donnant des informations anatomiques comme la
TEMP, la TEP ou encore I'IRM avec I'imagerie de fluorescence, s’est également développée
pour suivre le devenir de nanoparticules in vivo''. La fluorescence dans le domaine visible,
représente surtout une modalité supplémentaire pour I'étude des biopsies ou des tissus ex
vivo ou pour confirmer une structure cellulaire’? découlant des données anatomiques.
Cependant, les techniques d’imagerie nucléaire étant colteuses tant pour l'achat du
matériel (compter 1 million d’euros pour une caméra TEP) que par les traceurs qui leur sont
associés (compter 500 euros pour une synthése de BE_FDG), I'imagerie de fluorescence
apparait comme une modalité a part entiére pour obtenir des informations directement in
vivo. Les fluorophores organiques absorbant / émettant dans le proche infrarouge sont
souvent hydrophobes, et enclins a I'agrégation en milieu aqueux, ce qui éteint leur signal de

fluorescence®®

. De faible poids moléculaire, ils présentent également un temps de vie
plasmatique trés court laissant peu de chance au fluorophore de s’accumuler dans le tissu
souhaité. L'utilisation de nanoparticules pour améliorer la stabilité et modifier la

pharmacocinétique de ces fluorophores est donc un recours de choix pour le design de
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nanosondes fluorescentes pour les applications in vivo. Le marquage de nanoparticules par
des fluorophores organiques peut également fournir avec des techniques d’imagerie peu
contraignantes des informations sur leur devenir in vivo, de I'échelle du petit animal jusqu’a

I’échelle subcellulaire, avec un méme traceur.

A.2 Nanoparticules et imagerie in vivo de fluorescence

A.2.1. Modalité d’incorporation d’un fluorophore a un nanovecteur

Le fluorophore peut étre localisé a différents endroits dans la nanoparticule. En effet
deux ou trois choix de localisation sont possibles suivant le type de plateforme choisie. Le
fluorophore peut se trouver conjugué a la surface de la nanoparticule, en contact avec
I’environnement avec un greffage le plus souvent réalisé de maniere covalente grace a la
présence de résidus d’acide aminés ou de la partie terminale d’'un polymere. La conjugaison
implique l'utilisation d’'une chimie de couplage et le rendement de greffage est dépendant
du nombre de fonctions disponibles pour la réaction®****¢,

Le fluorophore peut étre inclus dans la coquille de la nanoparticule si elle en posséde
une (comme la bicouche de phospholipides des liposomes), ou si elle possede des propriétés
amphiphiles (comme [I'utilisation de lipoprotéines''” ''¥). Ce mode d’incorporation, appelé
intercalation, est de réalisation facile via une incubation des deux composants**®*#.

La derniere technique, appelée encapsulation, consiste a incorporer au cours de la
synthese le fluorophore dans le cceur de la nanoparticule. Ce procédé permet d’incorporer
un grand nombre de fluorophores dans le cceur du vecteur, et de les protéger de
I'environnement extérieur’® 122125,

Un double marquage fluorescent peut étre réalisé afin d’évaluer la dissociation de
I'objet, avec généralement un greffage par liaison covalente d’un fluorophore hydrophile sur
la coquille de la nanoparticule et I'’encapsulation d’une second fluorophore hydrophobe dans
son cceur. Il est nécessaire d’avoir une différence suffisante dans les longueurs d’onde
d’émission et d’absorption entre les deux fluorophores afin d’obtenir des signaux
distincts™®.

Comme pour les nanovecteurs a visée thérapeutique, deux familles de nanoparticules
peuvent étre distinguées pour le design de nanosondes dédiées a I'imagerie de

fluorescence : (1) les nanoparticules 3 base de polymére comme les micelles'®® 11 127128 |ag
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125, 126, 129-133 134-136

systemes polymériques notamment a base de PLGA ou de dextran™’, les

polymersomes™® ¥4 oy encore les dendriméres™™ 2212 et (2) les nanoparticules

T N . 7. 117, 118, 143, 144 - 111, 121, 145

lipidigues comme les vecteurs a base de lipoprotéines™" == =™ ™ |es liposomes™~ ~“~ =7,
113,116

ou encore les nanoparticules solides lipidiques™****.

les micelles a base de lipides
A2.2. Les différents systemes en développement
De maniére générale, les systéemes polymériques, le plus souvent synthétiques,
présentent |'avantage de structures chimiqguement bien controlées et bien définies. Suivant
la structure, le fluorophore peut étre chimiquement conjugué a la surface de la

nanoparticule, ou incorporé dans son coeur’?.

Plusieurs études ont mis en évidence l'importance de [I'hydrophobicité du
fluorophore, donné par son logP (le LogP est égal au logarithme du rapport des
concentrations de la substance étudiée dans I'octanol et dans I'eau. LogP = Log(Coct/Ceau) ; il
permet de définir le caractére hydrophile ou lipophile du composé ; plus le logP est élevé,
plus le composé sera hydrophobe). En effet, des colorants amphiphiles comme le NileRed
(logP = 3,8) présentent une élimination rapide de la circulation sanguine aprés injection in
vivo du systeme di au phénomene appelé « burst release», a savoir une sortie rapide du
produit hors de I'objet, tandis que des fluorophores comme le DiR (logP = 17,4) présentent
un signal stable dans le sang jusqu’a 6 h apres injection, favorisant son accumulation dans

134

une zone tumorale™". Cet effet a été décrit par I'équipe de Tong qui a couplé le fluorophore

Cy5 au PLA, et incorporé le tout dans des nanoparticules polymériques, réduisant le

135 Des systémes amphiphiles

relargage de I'agent fluorescent dans les milieux biologiques
sont également en développement pour encapsuler simultanément des fluorophores

lipophile et hydrophile comme I''CG*3 ou I'IR820™.

Le principal avantage des nanoparticules naturelles ou issues de composés présents
dans la nature, est avant tout leur biodégradabilité et leur biocompatibilité (le risque
d’'immunoginécité est a controler). En effet, les composés utilisés pour élaborer ces
systéemes sont naturels (utilisation de lipides, d’huile, de triglycérides, de protéines ou de

117

virus) et sont potentiellement non immunogénes et biodégradables™™" (Figure 9). Une
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stratégie développée est |'utilisation d’apolipoprotéines naturelles, type LDL (Low Density
Lipopriteins) ou HDL (High Density Lipoprotein) et leur fonctionnalisation par des
fluorophores pour le diagnostic tumoral ou la détection de ganglions sentinelles™.
L'utilisation de bactériophages'** dont la surface est revétue d’une couche épaisse de
protéines, présente de nombreux groupes amines disponibles pour la conjugaison de
fluorophores (environ 400 — 500 / bactérie). La bactérie est alors utilisée comme une
nanoplatforme présentant a sa surface, par exemple, un fluorophore sensible au pH (Hcy-

114 En effet, un déséquilibre

646) et en son coeur un fluorophore non pH-dépendant (Cy5)
acido-basique est observé dans les zones tumorales, ce type de systéeme permet de mettre
en évidence |I'"hypoxie tumorale via la variation du signal du fluorophore pH-dépendant, un

second fluorophore permettant la localisation de la tumeur.

Imaging Casgo

(Surfacetosdrg) g o
phahpr imanolayes
[uR]

: Chiligtedal

#%las core

ApaB-100

Figure I-9. Préparation d’un nanosysteme a base de LDL greffé avec du folate et comportant un
fluorohore proche infrarouge, le DiR, en son cceur.

La localisation du fluorophore dans la membrane ou le cceur de la nanoparticule
permet de laisser des fonctions réactives a I'extérieur du systéme pour réaliser des greffages
de peptides ou d’anticorps afin de réaliser un ciblage spécifique de la tumeur (voir sou-

chapitre A.4).
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D. Les nanoparticules lipidiques développées au CEA : « Lipidots »

Depuis 7 ans, le LCMI, Laboratoire de Chimie des Microsystémes et Interfaces
(anciennement LFCM, Laboratoire de Fonctionnalisation, Chimie et Microsystemes)
développe un systéme de nanoparticules appelées lipidots™. Ces nanovecteurs ont été
imaginés dans un premier temps pour I'encapsulation de fluorophores lipophiles™® ** 148
pour créer des agents de contraste fluorescents performants, puis ont vu ensuite leur

domaine d’application s’étendre a la délivrance de médicaments™

. Ce systéeme est a
présent envisagé pour construire des nanoparticules destinées a I'imagerie multimodale,
notamment l'imagerie nucléaire alliée a I'imagerie de fluorescence. Le mot lipidot sera

décliné au féminin dans ce mémoire, pour désigner la nanoparticule.

D.1. Le systeme des nanoparticules lipidiques : Lipidots

Cette nanoémulsion, fabriquée par ultrasons, est composée d’un cceur lipidique,
mélange de mono-, di- et triglycérides a longues chaines (Cis — Cis principalement, Figure
10), stabilisé par une monocouche de surfactants amphiphiles composée de phospholipides
(lécithine de soja, dénomination commerciale Lécithine S75), et de surfactants PEGylés
(stéarate de PEG2000, dénomonation commerciale MyrjS40) (Figure 11). Ces derniers

conférent notamment une grande stabilité colloidale au systeme™* %3,

Composition de I'huile de soja Composition de la Suppocire®NC
Nature des acides gras Pourcentage Longueur de la chaine
N a ‘o Pourcentage
Cie 8,0213,3% carbonée des glycérides
Ci:1 <0,2% Cg 0,1a09%
Cig 2,4a5,4% Cio 0,1a09%
Cig:1 17,73 26,1 % Cu 25a50%
Cig:2 49,8 % a 57,1 % Cu 10224,9%
Cis:3 55a9,5% Cis 10224,9%
Cis 10224,9%

Figure 1-10 : Composition des chaines grasses présentes dans le cceur des lipidots.
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L~ Agent de ciblage

| _— Contenu lipophile
(agent de contraste,
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1
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R ®o© b (huile de soja [cire)
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(chaines PEG)
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Figure I-11: Représentation schématique de la nanoparticule.

La taille des nanoparticules obtenues est modulable. En effet, en modifiant les
guantités de chacun des ingrédients, il est possible de synthétiser de maniére reproductible
des nanoparticules de 30 nm a 120 nm de diametre. |l est également possible de moduler
les propriétés du cceur en modifiant le ratio cire / huile afin d’ajuster sa viscosité™?. La
surface spécifique des lipidots est de 66 m?/ nanoparticule, son poids moléculaire d’ = 8000
kDa et sa masse de 1,32 10® ng / particule. Les lipidots sont stables plus de 1 an a

température ambiante, et résistent a des pH compris entre 2 et 11,

La lipidot est une nanoparticule biocompatible (I'ensemble des produits utilisés dans
la formulation sont autorisés par les autorités de santé), biodégradable, dont tous les
composés, principalement a base de lipides, peuvent étre éliminés par I'organisme. Le coeur
hydrophobe permet d’encapsuler des composés hautement lipophiles, qui ne pourraient pas
étre administrés sous forme libre par voie intraveineuse. La surface a base de surfactants
PEGylés permet d’envisager les greffages de molécules ou de biomolécules d’intérét a

I'extérieur des lipidots, comme des peptides >* ou des anticorps.
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D.2 Connaissance préliminaire du systeme

Le systeme lipidot a été développé il y a plus de 6 ans pour I'encapsulation de
fluorophores, dans le but de réaliser I'imagerie de fluorescence in vivo de tumeurs chez le
rongeur (1ére génération de lipidots). L’encapsulation de fluorophores au sein du systéme
permet d’améliorer leurs propriétés physico-chimiques favorisant des rendements

13, 147

guantiques de fluorescence élevés . Le passage a des formulations dont les composants

sont entierement de grade pharmaceutigue a été réalisé il y a 3 ans (seconde génération de

lipidots).

Apres injection systémique du vecteur de premiére génération (30 nm de diamétre),
les lipidots présentent une accumulation passive par effet EPR dépendante du type de
tumeur étudié™*. La fonctionnalisation de ces nanoparticules par un cRGD permet la fixation
et l'internalisation des nanoparticules par les cellules surexprimant le récepteur associé a ces

14 Cette étude a mis en évidence le potentiel des lipidots pour

ligands : les intégrines avB3
le ciblage tumoral.

Concernant les lipidots de deuxieme génération, des essais de toxicité cellulaire ont
montré la faible cytotoxicité des particules (ICso = 1000 pg / mL de lipides sur la lignée de
fibroblastes 3T3, ainsi qu’une faible captation des lipidots par les cellules myéloides
(fibroblastes 3T3 et macrophages J774A), pas d’internalisation dans les macrophages aprés 5
h d’incubation). Des études de tolérance chez le rat, aprés administration intraveineuse
d’une dose unique de 150 mg / kg de lipidots de diamétre 50 nm, ont montré que
I’ensemble des animaux ont survécu au moins 6 semaines normalement avec prise de poids
et consommation alimentaire et hydrique normales. Des essais immunologiques permettant
de mettre en évidence I'activation ou non du complément en présence de lipidots ont été
réalisés sur 24 h. Aucune induction d’inflammation (dosage des interleukine-1p,
interleukines-6 et TNF-a) ou d’activation du complément n’ont été observées.

Ces données ont mis en évidence la pertinence de ces nanoparticules pour la
vectorisation in vivo de molécules d’intérét (drogue, agent de contraste).

Ces premiers résultats nous ont encouragés a continuer le développement des
lipidots et a proposer dans ce travail d’étudier la biodistribution et la pharmacocinétique de

ces nanoparticules, ainsi que leurs potentialités d’applications cliniques.
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E. Conclusion

La nanomédecine est en évolution constante depuis ces 40 derniéres années afin de
développer des objets plus performants, plus biocompatibles et moins toxiques. Les
nanoparticules permettent d’encapsuler des composés sensibles a I’'environnement, que ce
soit des fluorophores pour de I'imagerie de fluorescence, ou des composés thérapeutiques
pour la délivrance de médicaments. Les nanoobjets ont vu leur structure évoluer au cours du
temps afin d’améliorer leurs propriétés de vectorisation in vivo. Peuvent étre citées
notamment, la couronne de surfactants hydrophiles permettant d’augmenter la demi-vie
plasmatique du vecteur apres injection ou encore le couplage de molécules d’adressage a la
surface des objets permettant une délivrance ciblée du vecteur et de son contenu. Les nano-
objets deviennent ainsi des plateformes de plus en plus sophistiquées permettant de créer
des objets bi-ou trimodaux. L'objectif final reste avant tout I'obtention d’une autorisation
d’administration chez 'lhomme par les autorités de santé. C'est pourquoi, a ce jour, les
composés a bases de molécules et de lipides naturels restent en téte de file des produits

utilisés en clinique.

Cette these a pour premier objectif de mieux comprendre le comportement des
lipidots aprés administration chez I'animal en déterminant leur pharmacocinétique et,
leur(s) voie(s) de métabolisation et d’élimination (Chapitre Il). La localisation des particules a
I’échelle de I'organe et des tissus a été étudiée en deuxieme lieu. L'utilisation des lipidots
comme agent de diagnostic pour lI'imagerie de fluorescence et I'imagerie nucléaire a
également été exploré (Chapitre Ill). Aux vues des données de biodistribution obtenues,
différentes applications cliniques potentielles des lipidots (pour le diagnostic et la délivrance
de médicaments) ont été explorées : I'oncologie et la délivrance d’hormones (Chapitre V et
Figure 12). Enfin I'accumulation passive des lipidots dans différents modéles tumoraux a été
guantifiée et I'apport d’'un peptide de ciblage a la surface de la nanoparticule évalué

(Chapitre 1V).
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Seul flucrophore autorise par les
autorites de sante

Essai de retention du fluorophore
dans la nanoparticule in vivo.

Pour un objet bimodal
fluorescence / imagerie
nucléaire (TEMP ou
TEP)

Oncologie

1. Ciblage passif
Effet EPR (Enhanced Permeability

and Retention)
Propriété nanométrique

2. Ciblage actif

Greffage de peptides a la surface
pour cibler les intégrines a,B;

Lipid core

V Phospholipids:
o -
£
&>

e
f’ “——PEG surfactants

Thérapeutique

1. Ciblage des hormones
steroidiennes

Affinité des Lipidots pour les zones a

forte synthése d’hormones stéroidiennes

2. Traitement des dérégulations
hormonales

- Encapsulation d’cestradiol

(traitement hormonal substitutif)

- Encapsulation d'ethynil cestradiol

(contraception)

Figure I-12 : Applications développées au cours de cette thése avec les lipidots.
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Ces dernieres années, le développement des nanoparticules pour des applications
médicales comme la délivrance thérapeutique ou l'imagerie a connu une expansion

>3 || est donc devenu important de disposer d’outils pour évaluer le comportement

rapide
de ces nanoparticules dans le corps. Apres injection in vivo, ce comportement dépend de
leur biodistribution, leurs voies de métabolisation et d’élimination. Cependant, il est difficile
de comparer la littérature tant les types de nanoparticules différent (composition, taille,
chimie de surface..) et les moyens de les étudier également (modeéle animal, voie
d’administration, organes cibles, durée de I'’expérimentation). La complexité des scénarios
expérimentaux cause des difficultés dans la comparaison des données expérimentales d’une
étude a une autre. Néanmoins, des comparaisons peuvent étre faites a partir de paramétres

de base comme la pharmacocinétique ou en monitorant I'accumulation des nanoparticules

dans certains organes spécifiques.

Dans ce chapitre, la pharmacocinétique et la biodistribution des lipidots étudiées par

radiomarquage et imagerie de fluorescence seront présentées et discutées.

La partie A rappelle les parametres fondamentaux de pharmacocinétique et de
biodistribution avec la présentation du modéle ADME (Administration, Distribution,

136157 puis, les différentes techniques de marquages

Métabolisation et Elimination)
disponibles a ce jour pour suivre les nanoparticules in vivo. La partie B présente la synthéese
des lipidots triplement marquées, la partie C, les résultats obtenus apres leur administration
in vivo et enfin les parties D et E forment respectivement la discussion et la conclusion de ce

chapitre.
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A. Caractérisation in vivo : les outils disponibles
A.1. Caractérisation des vecteurs in vivo: parametres fondamentaux de
pharmacocinétique et de biodistribution
A.1.1 Les paramétres fondamentaux de pharmacocinétique

La pharmacocinétique se définit comme « I’étude de I’évolution dans le temps des
concentrations de médicament (principes actifs et métabolites) dans les liquides
biologiques » et fait intervenir des parameétres mathématiques caractéristiques de la
distribution dans les tissus et de I’élimination de I'organisme.

Les plus connus sont la biodisponibilité et les valeurs de distributions. La
biodisponibilité représente le pourcentage de la dose administrée qui atteint la circulation
générale (la biodisponibilité est de 100 % lorsque I'administration se fait par voie
sanguine). Le volume de distribution représente un volume fictif dans lequel le médicament
devrait étre réparti pour étre a la méme concentration que dans le plasma, et traduit la
capacité du produit a diffuser dans I'organisme®®.

Concernant I’élimination, le temps de % vie plasmatique représente le temps
nécessaire pour observer une diminution de 50 % de la dose initialement injectée. C'est un
parametre de référence pour évaluer la furtivité d’'une nanoparticule dans I'organisme. La
clairance totale représente quant a elle le débit quantifiant la capacité de I'organisme a
éliminer la molécule®’.

Enfin un parameétre considéré comme parameéetre global, est le temps de présence
moyen qui comme son nom lindique représente le temps moyen pendant lequel une

molécule reste dans I'organisme apres administration.

A.1.2 Les modéles de pharmacocinétique

Il existe deux approches pour réaliser les études de pharmacocinétique. Tout
d’abord, la pharmacocinétique que I'on appelle «classique », fait référence a des
compartiments empiriques « fictifs », et fait intervenir des modeles simplifiés. Les modeles

« PBPK » (Physiologically based PharmacoKinetic en anglais)*> **8

, modeéles complexes
étudiant la pharmacocinétique de la molécule dans chaque organe, proposent quant a eux
une modélisation dans laquelle les « compartiments » ont une identité anatomique et

physiologique et des significations relatives propres.
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A.1.2.a La pharmacologie classique

Pour calculer les parametres définis précédemment, la pharmacocinétique classique
doit définir ce qu’on appelle un « modéle » qui par définition est une expression
mathématique décrivant la réponse d’un systéme pour une entrée donnée. Par conséquent
le modéle d’étude différe pour une administration par voie intraveineuse (biodisponibilité de
100 % de la molécule dans le sang) et pour une administration par voie orale au cours de
laquelle la molécule subit d’abord le premier passage hépatique (biodisponibilité plus faible).
Dans I'approche dite « compartimentale », I'organisme est considéré comme une succession

de compartiments dans lesquels le médicament se distribue et diffuse de I'un a I'autre.

Le modele dit « non compartimental » propose des équations mathématiques plus
simples permettant une approche descriptive des phénomenes. Pour des études plus
approfondies, des modélisations pharmacocinétiques plus sophistiquées peuvent étre
réalisées via I'établissement de modeles mono, bi ou tri compartimentaux (Figure 1). Le
choix du modele le plus adapté au traitement de données expérimentales peut étre
déterminé en tragant la courbe de la concentration plasmatique du médicament ou de la
molécule d’intérét en fonction du temps sur une échelle semi-log et en déterminant les
points d’inflexions de la pente. Chaque point d’inflexions traduit une phase différente de la

cinétique de distribution et conduit a faire intervenir un compartiment supplémentaire.
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a) Modéle monocompartimental

v K, =constante d'administration
b K, Organisme (=1 pour une administration V)
cse AT
- S K, =constante d'élimination
1 compartiment Elimination K ij = constante de transfert du
compartiment i vers le compartiment j
b) Modé&le bicompartimental
K, Compartiment 1: kis Compartiment 2:
Dose i Compartiment central Compartiment
(organes richement périphérique
vascularisés) ka1
k;p . .
Elimination
Compartiment 3:
koo Compartiment

c) Modele tricompartimental 13 périphérigue

(organes profonds)

K Compartiment 1:
Dose “ Compartiment central k
(organes richement

vascularisés) Compartiment 2:

Compartiment
périphérique

ko o
Elimination

Figure II-1 : Présentation des modéles pharmacocinétiques classiques a a) un compartiment, b) deux
compartiments ou c) trois compartiments et les valeurs paramétriques qui leur sont associées. Le
compartiment central est souvent assimilé au systéme sanguin et aux organes « consommateurs »
(foie), le compartiment périphérique aux organes de métabolisation ou d’élimination (reins, intestin)
et le troisieme compartiment correspond plutét aux organes dits profonds comme une tumeur.

A.1.2.b Les modéles PBPK
Les modélisations dites « PBPK » sont plus avancées dans le sens ou I'on essaie
d’associer a chaque « compartiment » une identité anatomique et physiologique (chaque
compartiment représente un organe). Ces modeéles sont utilisés pour décrire des profils
d’accumulation de molécules dans des tissus ou organes de maniere individuelle (chaque
organe est donc modélisé) ainsi que dans le sang ou le plasma. C'est un outil bien plus
puissant que ceux utilisés en pharmacocinétique classique car il décrit la relation entre les

organes et permet de meilleures prédictions.
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Un autre avantage est |'extrapolation possible des données expérimentales entre les
espéces, les tissus, les voies d’administration et les doses. Ce modele est utilisé depuis peu
pour les nanoparticules et la littérature reste pauvre sur ce sujet. Le premier article sur la
PBPK pour prédire la concentration et les profils des boites quantiques (quantum dots) chez

la souris a été publié en 2008 par le groupe de Li**®

. Ce modele peut également constituer un
bon outil pour prévoir par exemple la toxicité d’'une nanoparticule. Néanmoins, il faut rester
vigilant pour les données obtenues avec les nanoparticules car certains organes ne sont pas
bien représentés alors qu’ils peuvent jouer un role trés important (comme le systeme

155, 159

lymphatique) . Il est donc pour le moment conseillé d’utiliser plutét ce type de modele

pour comparer entre elles un méme type de nanoparticules.

Les principales limites a ce jour a [lutilisation des modeles PBPK pour les
nanoparticules sont la quantité importante de données expérimentales nécessaires
(paramétres physiologiques des animaux et humains, des données sur l'interaction des
nanoparticules avec le corps ou les cellules ainsi que la connaissance de 'ADME de la
nanoparticule). Le manque d’homogénéité des résultats obtenus entre les équipes
constituent également un probleme, d0 a la reproductibilité des synthéses des
nanoparticules ou encore a la variété des modeles animaux utilisés. De plus, le nombre
important d’animaux nécessaire pour réaliser de telles études entre en contradiction avec
les normes de I'éthique animale. Une autre limitation pratique concerne le laboratoire et
I’équipe elle-méme. En effet, le développement de modeles de pharmacocinétique nécessite
un travail multidisciplinaire qui demande beaucoup de compétences dans des domaines
d’expertises différents, tels que la caractérisation des nanoparticules, de I'ADME

nanoparticulaire, la nanotoxicité, les mathématiques et I'informatique.

A.2 Les parametres fondamentaux de biodistribution
Aprés I'étude des nano-objets dans le systéme sanguin, leur comportement dans
I'organisme est décrit par quatre parametres, souvent appelés par I'acronyme ADME pour

15 Ces quatre étapes (Schéma 1) et

absorption, distribution, métabolisation et élimination
les facteurs les modulant sont détaillés dans les paragraphes suivant avec un accent sur la

distribution.
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A.2.1 L’absorption

L'absorption est le procédé par lequel la nanoparticule passe de son site
d’administration dans le milieu interieur, en pratique le plasma sanguin. L’absorption varie
principalement suivant la voie d’administration et les différentes barrieres que doit franchir
la nanoparticule : voie orale (premier passage hépatique, enzymes gastriques), pulmonaire
(passage a travers les alvéoles), intraveineuse, nasale, dermique (diffusion a travers la
barriere cutanée), oculaire (évacuation lacrymale), intravaginale (muqueuse), et
intratumorale (acidité). La biodisponibilité de la nanoparticule (a savoir le pourcentage de la
dose administrée qui rejoint le compartiment sanguin) est de 100 % uniquement pour la voie
intraveineuse. Cette voie est donc souvent adopétes lors de la premiére phase d’étude de

molécules thérapeutiques chez I'animal.

A.2.2 La distribution

La distribution correspond a I'arrivée des nanoparticules dans les différents tissus ;
les plus étudiés sont le systéeme vasculaire, le systéme réticulo-endothélial (RES), le systéeme
lymphatique, puis, de maniere générale les autres tissus.

Le systeme vasculaire est un tissu complexe pour lequel trois parametres peuvent
jouer de maniére considérable sur la nanoparticule. Tout d’abord, les nanoparticules
peuvent se lier aux protéines plasmatiques (appelé processus d’opsonisation), et ce de facon
instantanée des que la nanoparticule est au contact du sang. Cette complexation modifie les
propriétés physico-chimiques de la nanoparticule de départ et représente la premiere étape
de reconnaissance du nano-objet par les macrophages aboutissant a leur phagocytose. Ce
phénoméne justifie la synthése de nanoparticules furtives (par exemple comportant une
couronne de poly(éthylén)glycol a leur surface) réduisant I'opsonisation et donc augmentant
le temps de présence des nanoparticules dans le compartiment sanguin.

La nature de I’endothélium des vaisseaux sanguins joue également un roéle
important selon que les vaisseaux sont continus ou discontinus, facilitant ou non
I’extravasation des nanoparticules vers ces tissus. Par exemple, 'endothélium discontinu est
caractéristique du foie, de la rate, et des os avec des pores de 50 a 100 nm. L’apport en sang
des tissus, leur perfusion rapide ou lente, est également un facteur déterminant pour la

distribution du nano-objet.
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Le systeme reticulo endothelial (RES), aussi appelé systeme phagocytaire
mononucléaire, représente un groupe de cellules capables d’ingérer un grand nombre de
particules d’origine inconnue afin de les éliminer de l'organisme. Le RES comprend les
monocytes circulants dans le sang, les cellules de Kupffer du foie, les cellules réticulaires
dans les ganglions, la moelle osseuse, la rate et les macrophages présents dans certains
tissus ou circulants librement dans le sang. Beaucoup d’efforts visent a éviter I'accumulation
des nanoparticules dans le RES en les fonctionnalisant et ainsi faciliter leur accumulation

dans d’autres tissus.

Les vaisseaux lymphatiques se trouvent dans I'ensemble du corps a I'exception du
cartilage de la cornée, du cristallin et du systeme nerveux central. La nature méme de la
morphologie de I'endothélium (avec de grands espaces) et la fragilité de I'attachement des
jonctions intracellulaires permet I’'entrée des nanoparticules dans la circulation lymphatique.
Le fluide lymphatique est filtré a travers les nceuds lymphatiques en lien avec les

macrophages qui phagocytent les agents particulaires étrangers.

Les poumons et le tractus gastro-intestinal peuvent étre des sites d’accumulation des
nanoparticules, surtout s’ils sont la voie d’administration. A cause de la barriere hémato-
encéphalique, peu de nanoparticules sont retrouvées dans le cerveau. Les reins, importants
organes excréteurs, peuvent accumuler des doses importantes de nanoparticules, surtout si
celles-ci sont hydrophiles et de petite taille. L'accumulation dans le coeur est généralement
étudiée a cause de son importance physiologique. Le muscle est peu regardé car c’est un
organe de trés faible accumulation bien qu’il représente 43 % du poids du corps chez la
souris. La peau et les os sont en général regroupés sous le terme de carcasse. La tumeur est
un organe spécial avec ses caractéristiques propres. Les vaisseaux des tumeurs sont fragiles,
tortueux, dilatés et les cellules endothéliales y ont une morphologie aberrante avec une
membrane basale souvent anormale. Leur densité et leur fragilité vasculaire élevée, ainsi
gu’un drainage lymphatique déficient favorisent la perméabilité et la rétention des

nanoparticules via I'effet EPR (Enhanced and Permeability Retention, Chapitre I).
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A.2.3 La métabolisation
La métabolisation inclue tous les procéssus biologiques qui altérent les propriétés
physiques et chimiques des nanoparticules et est propre a la composition de chaque nano-
objet. Certaines nanoparticules sont méatbolisées dans les lysosomes des macrophages du
RES apres avoir été internalisées, d’autres subissent une hydrolyse dans I’environnement
aqueux. De nombreuses nanoparticules, notamment métalliques, ne sont pas métabolisées

par I'organisme et s’accumulent dans le corps, ce qui favorise leur toxicité.

A.2.4 L’élimination

Suivant la composition des nanoparticules, I'excrétion peut se faire sous forme
modifiée (métabolites) ou sous forme inchangée. Le foie et les reins sont les principaux
organes responsables de I'excrétion des nanoparticules. Concernant I'élimination rénale,
surtout retrouvée pour les nanoparticules de petite taille (< 5 nm) ou hydrophiles, les
nanoparticules passent dans les urines suite a leur filtration glomérulaire. En dehors de sa
fonction métabolique, le foie est également une voie majeure d’excrétion pour les
nanoparticules, notamment si elles sont a base de lipides. L’excrétion se fait a travers les
hépatocytes via la voie de production de la bile. D’autres voies d’excrétion existent comme

les poumons, le lait ou la sueur.

A.3 Tracer les nano-objets : techniques de marquage a disposition

Il existe différents moyens pour suivre in vivo la distribution d’'une nanoparticule. Les
techniques utilisées different suivant I'information qui est recherchée et suivant la nature de
la nanoparticule utilisée. On dispose encore de peu de caractérisations completes de
nanoparticules en tant que vecteurs. Les études menées aujourd’hui consistent, notamment
pour une drogue, a évaluer son efficacité apres injection sur sa cible thérapeutique. Les
liposomes sont certainement les objets qui ont été les plus étudiés depuis les années 1980.
Dans la partie suivante, les différentes techniques utilisées pour suivre in vivo les
nanoparticules vont étre évoquées (dosage chimique, fluorescence, radiomarquage) et

illustrées avec différent types de nanoparticules.
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A.3.1 Suivi d’une nanoparticule par dosage chimique

La littérature est riche pour ce qui concerne, non pas la biodistribution du vecteur
nanoparticulaire en lui-méme, mais plutét le devenir d’une molécule d’intérét encapsulée
dans ce systeme. En effet, c’est davantage I'effet « nano-encapsulation » qui est en général
évalué en comparant la biodistribution de la drogue seule (a savoir non encapsulée) et de la
drogue encapsulée dans le vecteur. Il est alors possible de doser la molécule d’intérét par
CLHP (chromatographie liquide a haute pression) aprés son extraction des tissus. C’'est ce qui
a été réalisé par Jia® aprés encapsulation de la silibyn dans une nanocapsule, Bargoni®® avec

la tobramycin ou encore Xu'®®

avec la tétracycline, toutes deux encapsulées dans une
nanoparticule lipidique solide. Le dosage CLHP est conseillé s’il existe une méthode de
dosage de référence dans la pharmacopée européenne (notamment si un développement
pharmaceutique est souhaité), si le composé peut facilement étre extrait des tissus dosés et,
de préférence, si le composé élue a des temps de rétention relativement courts afin de
faciliter la logistique des expériences. Il est également possible de doser des métaux comme

I'or ou le fer via des techniques telles que I'ICP / MS (en francais : spectrométrie par torche a

plasma couplée a une spectrométrie de masse).

A.3.2 Suivi d’une nanoparticule par radiomarquage

Le suivi de nanoparticules in vivo via I'utilisation de composés radiomarqués est une
technique courante d’étude. Cest a |'heure actuelle la méthode de référence, en
comparaison avec la technique de fluorescence, utilisée depuis quelques années seulement.
Deux modes de suivi peuvent étre distingués: (1) les méthodes d’imagerie nécessite des
détecteurs spécifiques pour les radiations émises par des nucléides, principalement des
émetteurs gamma. Les composés d’étude sont souvent a courte durée de vie (de I'ordre de

I'heure) & savoir le *'C, *®F, ®Ga pour la TEP (Tomographie a émission de positons, PET en

131 |;111

anglais) et le *™T¢, le *Tc, '*1, **Y ou encore In pour la TEMP (Tomographie a émission

monophotonique de positons ou SPECT en anglais) qui ont des temps de demi-vie plus longs
(de I'ordre du jour); (2) les méthodes de comptage utilisant I'incorporation de traceurs a
plus ou moins longue durée de vie, lus par un compteur a scintillation (**C, 3H, 3P).

De trés nombreux travaux ont été publiés a ce jour; on peut citer un double

|;111 125|

marquage coeur et coquille avec In et du par Mougin-Degraef’ pour évaluer

N

I'importance de la pegylation sur des liposomes, ou encore un double marquage PMTe, 3
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125

élimination plutot rénale, et I a élimination plutdt hépatique, pour des liposomes par

Awasthi ¢

. Tiwari **? a utilisé le **Tc pour comparer des nanoparticules lipidiques solides a
des vecteurs lipidiques nanostructurés. Les nanoparticules polymériques étant faciles a
fonctionnaliser, différents types de marquages sont retrouvés comme le *®F par Allmeroth
qui étudie I'influence de la présence de copolymeére et de monomere, le **°| par Sadekar *©3
ou Chen ™ qui étudient I'influence du poids moléculaire de leur systéme nanoparticulaire
sur leur devenir in vivo, ou encore le ! par Kucka'®* qui a évalué, jusqu’a 42 jours apreés
injection, la toxicité d’un polymere. Un double marquage °F et boites quantiques a
également été réalisé par Ducongé a6 pour étudier le devenir de quantums dots dans des
micelles de phospholipides. Le principal inconvénient de ces techniques est tout d’abord leur
co(t (coQt des traceurs en eux méme et de la synthése évaluée a environ 500 euros pour un
traceur au *®F dont la % vie est de 2 h, et du colt des caméras, allant parfois jusqu’au million
d’euros pour une caméra TEP), les dispositifs nécessaires de sécurité vis-a-vis des

rayonnements gamma, et enfin pour certain traceurs leur courte durée de vie, ce qui exclut

toute évaluation du traceur a des temps longs.

Le marquage au >H ou '*C a été couramment utilisé pour I'étude des liposomes, mais
seuls quelques rares exemples concernant des nanoparticules lipidiques’® ou dendriméres'®®
ont été décrits a ce jour. Ces radiomarqueurs peuvent étre réalisés seuls ou en association
(CH/MC par exemple). La premiére stratégie consiste a marquer un ou plusieurs composés
intrinséques du nanovecteur (couronne marquée par de la lécithine ou du cholestérol

70, 166, 167 | 3 nature

radioactif par exemple, coeur lipidigue marqué par un triglycéride)

chimique du radiotraceur est importante si un mécanisme particulier doit étre étudié. Par

exemple, la mobilité et la capacité d’une couronne a créer des interactions avec le milieu
. ~ , ., .. 3,, /14

environnant peuvent étre étudiées en utilisant un double marquage *H/™"C avec deux

traceurs tres proches chimiquement (un métabolisable et un non métabolisable par

70, 155, 167, 168
exemple)™ > 7%

. De maniere générale, le radiomarquage des dérivés de cholestérol et
des lipides formant le coeur des nanoparticules sont des techniques trés utilisées’. Il n’est
pas rare également de faire appel a un double marquage, d’une part d’'un des composants
du nanovecteur, et d’autre part de la drogue d’intérét encapsulée afin d’évaluer des co-
. . . . 73 . . ~
profils de distribution”>. Le radiomarquage a plusieurs avantages,comme le co(t

relativement faible des radiotraceurs (environ 300 euros pour 250 uCi) et le grand choix de
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molécules proposées par les fournisseurs (PerkinElmer, Biotrend). De faibles doses de
radioactivité sont nécessaires pour obtenir une bonne détection permettant entre autre des
études sur le long terme. Aucune caméra colteuse n’est nécessaire, la lecture de la
radioactivité se faisant grace a un compteur a scintillation liquide. Les radiations de ces
traceurs étant moins fortes en comparaison des émissions gamma, le systeme de sécurité
est également moins cher. Les principaux inconvénients sont que cette technique est une
technique invasive nécessitant le sacrifice de I’'animal afin d’en extraire les organes, et que le

processus de préparation des échantillons biologiques en vue du comptage est longue.

A.3.3 Suivi d’une nanoparticule par fluorescence

Les techniques d’imagerie de fluorescence in vivo sont des techniques plus récentes,
dont le développement et |'utilisation vont croissant depuis I'arrivée de dispositifs dédiés a
I'imagerie du petit animal. Il est possible de suivre le devenir d’une nanoparticule par
fluorescence via deux techniques. La premiére consiste a encapsuler un fluorophore a
I'intérieur de la nanoparticule et suppose de vérifier I'"hypothése que le devenir du
fluorophore correspond au devenir de la nanoparticule. Pour cela, la biodistribution du
fluorophore seul devra étre étudié, et I'absence de fuite du fluorophore a travers la
nanoparticule vérifiée. Par exemple, Sasatsu® a utilisé un fluorophore lipophile, le DiD pour
évaluer la biodistribution de deux types de formulations polymériques. La deuxiéme
technique consiste a suivre une nanoparticule qui a des caractéristiques fluorescentes en
elle-méme, ce qui est souvent le cas des nanoparticules inorganiques comme les nano
cristaux semi-conducteurs luminescents (quantums dots). Il est également possible, en plus
du suivi du signal de fluorescence, de doser I'un des métaux constitutifs, le cadmium par
exemple, par ICP-MS, afin de compléter les données par des résultats quantitatifs (la
fluorescence étant plutot considérée comme une technique semi-quantitative). C'est le
procédé qu’a choisi Boyer*®® pour évaluer la biodistribution de quantums dots lorsqu’elles
sont encapsulées dans des micelles lipidiques. La méthode du suivi de fluorescence a
I’'avantage d’étre une technique tres simple, qui peut étre non invasive a condition d’avoir
une profondeur de pénétration de la lumiéere dans les tissus suffisante, comme c’est le cas
dans le proche infrarouge (650 — 900 nm). Néanmoins, son manque de quantification précise
reste une limite importante. Cette technique est donc souvent associée a une autre

technique quantitative comme les techniques de radiomarquages.
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En conclusion, de nombreuses techniques de marquage sont a notre disposition. La
meilleure technique est celle qui donnera les meilleures réponses a la problématique
posée : par exemple la radioactivité pour des expériences nécessitant des résultats

guantitatifs, I'utilisation de la fluorescence pour des résultats plus qualitatifs mais visuels.

B. Syntheése des Lipidots marquées

Il a été choisi de travailler dans ce chapitre avec des nanoparticules de 50 nm
de diameétre. En effet, les nanoparticules ayant une taille inférieure a 100 nm montrent des
propriétés intravasculaires intéressantes, comme (1) la réduction de la captation par les
macrophages du systéme réticulo-endothélial; (2) une extravasion possible via la

189 ] est

fenestration des endothéliums et (3) une meilleure internalisation dans les cellules
également important d’avoir une taille autorisant un réservoir de taille suffisante pour
encapsuler une quantité convenable de molécules.

Le choix de radiomarquer les lipidots via des traceurs a émetteurs  a longue durée
de vie (**C et ®H) a été fait pour plusieurs raisons. Tout d’abord, d’un point de vue de la
réalisation technique, les nanoparticules étant fabriquées a Grenoble avant d’étre envoyées
a Paris, le choix de radiotraceurs a longue durée de vie est un atout. Cela nous permet
également de fabriquer un lot de nanoparticules radiomarquées qui nous servira pour

I’ensemble des manipulations dont la durée moyenne est de 6 semaines et de réaliser des

biodistributions sur une longue durée (jusqu’a 7 jours apres injection).

B.1 Identification de traceurs représentatifs de la nanoparticule

Une étude préliminaire a été menée a l'université de Montréal, dans le laboratoire de
Jean Christophe LeRoux avec la collaboration de Nicolas Bertrand et I'aide d’Anne Claude
Couffin, afin de définir le choix des radiomarqueurs utilisés dans la suite de ce travail. La
premiere option choisie pour marquer la nanoparticule était un double marquage
membrane / coeur. L'objectif était d’obtenir des informations a la fois sur le devenir des
produits encapsulés au niveau du coeur mais également sur la couronne de la particule et
son potentiel de furtivité.
Lors de cette étude préliminaire, 3 radiotraceurs (Figure 2) ont été évalués :
- la [*H]DPPC (DiPalmitoylPhosphatidylCholine), un phospholipide susceptible de s’intercaler
dans la membrane des lipidots ;
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- le [**C] acide palmitique (acide gras saturé avec une chaine grasse en Cig) et le [**C]JCHO
(oléate de cholestéryl, dérivé de cholestérol avec une chaine grasse en Cjs) représentatifs

des triglycérides du cceur de la nanoparticule.
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Figure II-2 : Formules chimiques du [°’H]DPPC et du [**C]acide palmitique suivi de leur emplacement

théorique dans la lipidot.

B.1.1 Formulation et caractérisation des lots radiomarqué *H /**C :

Les lipidots ont été préparées suivant le protocole détaillé dans le Chapitre VI, partie
expérimentale A. Brievement, les radiotraceurs, en solution dans le toluene ou I'éthanol,
sont ajoutés au premix huileux (huile de soja, suppocire, phospholipides) et les solvants
organiques sont évaporés sous flux continu d’argon. La phase aqueuse (stéarate de PEGy
(MirjS40™) et glycérol pour viscosifier le mélange) est ajoutée a la phase huileuse, puis le
mélange est soniqué. Le lot de nanoparticules, de taille avoisinant les 50 nm de diameétre, est
ensuite purifié par dialyse pour éliminer tout constituant non incorporé, puis dilué afin
d’obtenir une concentration en lipides de 15 mg / mL. La formulation est ensuite stérilisée
sur membrane 0,22 um.

Deux lots ont été utilisés, un comportant le mélange [3H]DPPC / [**C]AP et un autre le
mélange [*H]DPPC / [*C]CHO. Pour chaque lot, le ratio 2H] / [**C] est important a
déterminer. En effet, le *H est un émetteur B de faible énergie (plage d’énergie de 0 a 12
keV) et le *C est un émetteur B d’énergie moyenne (plage d’énergie de 12 a 156 keV). Pour
obtenir une bonne détection du 3H par rapport au **C, il est donc recommandé d’utiliser un
rapport [3H] / [**C] d’environ 4.

L'intégrité du double marquage a été vérifiée par colonne d’exclusion stérique
Sephadex® G50 (élution des 2 traceurs au méme moment avant et aprés dialyse et absence
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de pics a des temps d’élutions élevés correspondant a des radiotraceurs libres). Apres
comptage de I'eau du bain de dialyse, aucune fuite des radiotraceurs n’a été détectée. Les
lots ont été suivis par mesure de la taille des nano-objets jusqu’a 10 jours aprées injection

pour vérifier leur stabilité.

B.1.2 Evaluation in vivo

Une dose de 20 mg de lipides / kg est injectée a des rats males Wistar de 300 g
environ (soit environ 6 mg de lipides / rat). Pour avoir une bonne détection en radioactivité,
une dose de 10 uCi / kg en [>H] (soit environ 3 uCi / animal) et une dose de 3 pCi/ kg de [**C]
(soit environ 0.9 uCi / animal) sont nécessaires. La pharmacocinétique est réalisée sur 24 h
(temps de prélevements : 15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 12 h et 24 h) puis I'animal est
sacrifié, les organes prélevés (cceur, poumon, rein, intestin, foie, rate, cerveau, muscle et
graisse) et la radioactivité est évaluée par comptage a scintillation. Pour le lot comportant le
[14C]CHO, une dose d’environ 0,5 uCi en [14C] et 2 uCien [3H]DPPC est injectée chez le rat (n
= 3).

Les courbes de pharmacocinétique obtenues sont représentées Figure 3. Les
concentrations en traceurs sont exprimées en % de dose injectée (le volume sanguin d’'un

rat de 280 g est estimé a 19,2 mL).
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Figure II-3 : Courbes de pharmacocinétique du [**CJCHO, [PHIDPPC, [**CJAP libres ou encapsulés dans
les lipidots. a)Traceurs encapsulés dans les lipidots ; b) Comparaison [?H]DPPC libre et encapsulé ; c)

Comparaison du [**CJAP libre et encapsulé.

Ces courbes fournissent plusieurs informations. Tout d’abord, que ce soit avec le
couple [*HIDPPC / [**C]JAP ou avec le couple [*H]DPPC / [**C]CHO, aucune des courbes des
trois traceurs ne sont superposables, suggérant un comportement différents des traceurs en
présence de fluides biologiques. Le temps de % vie plasmatique est quasiment
indéterminable pour le [**C]AP et la [*H]DPPC sort rapidement du compartiment sanguin (ta2
= 53 min). De plus, il est observé une bonne superposition des courbes entre les traceurs
[*H]DPPC et [**C]AP libres ou encapsulés dans les lipidots. Le temps de présence dans le sang
le plus élevé est obtenu avec le [**C]JCHO (ti2 = 105 min). Malheureusement, la vérification
du comportement in vivo du traceur libre n’a pas été effectuée di au temps limité pour ces

expériences.
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Les organes ont été prélevés et comptés 24 h apres injection (Figure 4). Un balayage
rapide des organes pouvant jouer un réle majeur dans la métabolisation de la nanoparticule
a été réalisé: (1) le foie, premier organe d’épuration de I'organisme, en particulier des
composés lipophiles ; (2) les reins, excréteurs des molécules plutot hydrophiles ; (3) la rate,
organe faisant partie du systéeme réticulo-endothélial et donc de I’élimination des composés
étrangers ; (4) les adipocytes, les lipidots étant un vecteur lipidique, et enfin (5) les organes

qui assurent des fonctions vitales dans I'organisme (cceur, poumon, cerveau...).
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Figure -4 : Biodistribution des [*C]CO, PH]DPPC, [*C]AP libres ou encapsulés dans les lipidots 24 h
apreés injection. a)Traceurs encapsulés dans les lipidots ; b) Comparaison [?H]DPPC libre et encapsulé ;

c) Comparaison [**CJAP libre et encapsulé.

La Figure 4 met en évidence une différence de biodistribution entre les traceurs libres
et les traceurs encapsulés (Figure 4b) et 4c)), ce qui indique qu’il existe un effet
nanoparticulaire pour les traceurs [°’H]DPPC / [**C]AP. D’autre part, I'organe principal de
métabolisation des traceurs encapsulés dans les lipidots est le foie, alors qu’aucun signal

n’est observé dans la rate, un des organes principaux du systeme réticulo endothélial. Un
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faible signal est observé dans les intestins, lieu de réabsorption des lipides, mais aucun signal
n’est observé dans la masse graisseuse. Un faible signal est également observé dans les reins
et les poumons. Le [**C]CHO posséde une biodistribution quasi identique a celle de I'acide

palmitique, a savoir une accumulation dans le foie et un léger signal dans I'intestin.

B.1.3 Conclusion sur le choix des traceurs:

Trois traceurs ont été utilisés au cours de ces expériences et trois profils différents de
pharmacocinétique ont été obtenus, plus ou moins similaires aux profils des traceurs non
encapsulés. Ceci suggere fortement que la particule pourrait se dissocier instantanément
apres injection ou bien, ou bien se réorganiser suite a la fuite de certains composés.

Concernant la biodistribution, I'accumulation dans les organes a 24 h apres injection
des traceurs encapsulés dans les lipidots est différente de celle des traceurs libres. Ces
données mettent en avant |'effet nanoparticulaire. Le signal de radioactivité observé pour le
[3H]DPPC ou le ["*CJAP libre est faible, voire guasi inexistant pour le ["*C]AP. Les traceurs
encapsulés sont principalement accumulés dans le foie, organe faisant partie du RES mais
avant tout organe de métabolisation des lipidots. De plus, aucun signal n’est observé dans la
rate, organe principal d’accumulation des nanoobjets non furtifs.

Cela laisse supposer que si la particule ne se dissocie pas completement, il y a
néanmoins (1) des fuites possibles des composés du coeur, ce qui expliquerait les cinétiques
plasmatiques différentes entre I'acide palmitique et I'oléate de cholesteryl et / ou (2) des
fuites possible au niveau de la couronne, avec la possibilité d’un échange actif des
phospholipides avec le milieu environnant ou une réorganisation de la structure lipidot suite
a la fuite ou a I’échange d’au moins un composé.

Le double radiomarquage est inspiré d’études effectuées sur les liposomes dans les
années 1980, qui utilisaient des traceurs de type dérivés de cholestérol ou phospholipides
pour étudier les échanges membranaires. Dans notre cas, la coquille semble s’échanger de
maniére active avec le milieu extérieur ou se dissocier du reste de la nanoparticule
lorsqu’elle est en contact avec les protéines plasmatiques, ce qui est confirmé par la non
superposition des profils pharmacocinétiques entre les molécules *H et *C. La présence de
porosités dans la nanoparticule apres injection in vivo est également suggérée par une fuite
instantanée du [**C]JAP dans le sang. Il est a noter qu’aucune fuite dans du tampon n’avait

été observée pour I'ensemble des traceurs, et que ce phénomene est donc bien di a une
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modification du comportement des lipidots aprés administration in vivo. Le choix de ce
traceur, une chaine grasse en Cig ([**C]JAP) montre que malgré son caractére lipophile et sa
stabilité dans le cceur de la particule en milieu aqueux, sa fuite hors de la nanoparticule
apres injection est instantanée. Ce type de traceur n’est donc pas un bon traceur pour
étudier la nanoparticule. Un radiotraceur plus lipophile et moins « linéaire » a été encapsulé,
un dérivé de cholestérol avec une chaine grasse a caractere tres lipophile. Apres injection, le
systéme possede un temps de vie plasmatique plus élevé que celui du [H]DPPC méme si sa
% vie reste courte pour des nanoparticules considérées comme furtives car pégylées.

Le choix de bon traceurs radio-marqués pour suivre la nanoparticule, si elle reste
intacte, n’est pas un choix facile. Trois traceurs ont été testés avec trois profils
complétement différents. Dans la suite de ce travail, nous avons choisi de nous réorienter
vers des traceurs de type CHO (Cholesteryl Oléate) qui sont mieux ancrés dans les lipidots,
comme montré par I'étude de pharmacocinétique qui met en évidence une élimination plus
lente. Dans cette perspective, le suivi de ces traceurs refléterait le devenir in vivo du cceur
lipidigue de la nanoparticule, lieu d’encapsulation des molécules d’intérét de ces

nanovecteurs.

B.2 Synthése et caractérisation d’un vecteur triplement marqué : I’apport
combiné de la fluorescence et du radiomarquage

B.2.1 Choix des traceurs
Un triple marquage du coeur de la nanoparticule a donc été choisi afin d’évaluer son

f14

devenir in vivo: un double marquage radioactif **C / *H dont un des composés est le

["*CICHO associé a un marquage par un fluorophore hydrophobe, le DiD. Le double
radiomarquage est inspiré d’études effectuées sur les liposomes dans les années 1980 qui
utilisaient régulierement le [**C]CHO et le [*H]CHE pour étudier les mouvement de la
bicouche phospholipidique des liposomes. Les deux composés choisis ont des structures
identiques, a savoir un groupe cholestérol et une chaine grasse en Cy6 (CHE) ou Cyg (CHO). La
principale différence réside dans la liaison entre le cholestérol et la chaine grasse. Pour le
composé [*C]-Cholestéryl-Oléate ([**C]JCHO), la liaison est de type ester (Figure 5), c’est
donc une liaison hydrolysable par des enzymes présentes dans I'organisme donnant deux

molécules, le cholestérol d’un coté et le [**C]-acide oléique de I'autre. Pour le composé [*H]-

Cholesteryl-Hexadecyl-Ether (H]CHE), la liaison entre le cholestérol et la chaine grasse est
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une liaison éther, non métabolisable. Le [*H]CHE, s’il est retenu dans le coeur de la
nanoparticule, pourra donc mettre en évidence les organes d’accumulation des lipidots,
puisqu’une une fois relargué dans la cellule, il restera inchangé sous forme de cholesteryl
éther.

Enfin, un traceur fluorescent lipophile, présentant deux cyanines porteuses de
chaines grasses en Cyg, encapsulé dans le cceur est ajouté (la localisation de ce fluorophore
dans le cceur des lipidots est décrit par RMN Chapitre Ill). Il ne pourra fournir qu’une
information qualitative sur la biodistribution, mais qui ne nécessite pas le sacrifice de
I'animal, et pourra surtout étre utilisé pour obtenir des données histologiques, la présence

d’un fluorophore étant idéale pour faire de la microscopie confocale des coupes d’organes

prélevées.
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Figure II-5 : Représentation schématique des 3 traceurs utilisés : [PH]CHE, [*C]CHO et DiD et leur

localisation théorique dans la nanoparticule.

B.2.2 Synthese et caractérisation du vecteur triplement marqué

Pour obtenir une bonne détection du 3H par rapport au **C, comme pour les
manipulations réalisées chez le rat, il est recommandé un rapport 3H] / [**C] = 4.
Les trois traceurs sont incorporés dans la nanoparticule avec le premix huileux, avant
d’ajouter la phase aqueuse contenant les surfactants PEGylés. L’'ensemble des solvants est
évaporé sous argon. Le rendement d’encapsulation est évalué en dosant la radioactivité

avant et apres dialyse et en dosant également I'eau du bain de dialyse. L'intégrité du triple
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marquage est évaluée en passant la nanoparticule sur colonne d’exclusion stérique (type
Sephadex G25).
Le Tableau 1 regroupe les caractéristiques des nanoparticules préparées pour injection chez

I"'animal.

Caractéristiques des lipidots a l'injection
Taille (nm) 55
Polydispersité 0,191
Stabilité chimique et colloidale > 20 semaines
Nombre de particules / mL 1,2.10"
Concentration en lipides (mg / mL) 11,5 mg
Dose [*H]CHE (uCi/ mL) 1,33
Dose [**C]CHO (pci / mL) 0,38
Nombre de molécules de DiD / nanoparticule 519
Aabsorbtion / remissionDiD (NM) 645 / 665

Tableau II-1 : Caractéristiques de la dispersion de nanoparticules triplement marquées puis injectées

chez I'animal.
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Figure II-6 : Elution de la lipidot triplement marquée sur colonne Sephadex G25.

La taille des particules obtenue aprés synthése est de 55 nm avec une polydispersité
inférieure a 0,2. Malgré la présence d’un grand volume de solvant organique a évaporer
dans la phase huileuse, aucun probleme de formulation n’a été observé, que ce soit pendant

la synthése ou concernant la stabilité de la nanoparticule dans le temps (suivie pendant 20
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semaines). La dose en lipides a été ajustée afin d’obtenir une concentration de 11,5 mg / mL
apres purification (soit une dose a injecter par animal de 1,15 mg de lipides).

Le rapport [3H] / [**C] initialement incorporé était de 4. Les radiotraceurs, solubilisés
dans du toluéne, ont été prélevés avec une pipette pasteur en plastique. L’affinité du solvant
pour le plastique a entrainé une perte en radioactivité de 23 % de la dose pour le [*H] et de
11 % de la dose pour le [**C]. Aprés dialyse, la dose retrouvée dans I’échantillon est de 99%
pour le [®H] et de 98,3 % pour le [**C]. Ces mesures sont corrélées avec le comptage de I'eau
du bain de dialyse dont 0,4 % ont été retrouvés pour le [*H] et 0,9 % pour le [**C). La perte
totale estimée au cours de la synthése est de 23,5 % pour le [3H] et de 12 % pour le [,
perte principalement due a I'affinité des solvants organiques pour le plastique. Le rapport
[3H] / [**C] initialement de 4 est passé a 3,5. Ce rapport reste trés convenable pour une
bonne détection en double comptage.

La perte a I'injection (liquide restant dans I'aiguille, collage a la seringue, erreur sur le

pipetage) est évaluée 3 11 % pour le [*H] et 3 13 % pour le [**C] (perte équivalente pour les
deux), ce qui nous améne a injecter une dose de 1,33 pci en [°H] / animal et une dose de
0,38 uCi / animal pour le [14C]. Quant au DiD, les nanoparticules sont dopées a la limite de
I'autoquenching du fluorophore afin d’obtenir un bon signal malgré la dilution importante
imposée par la radioactivité. Environ 519 molécules de DiD sont retrouvées dans chaque
nanoparticule de la solution, permettant une injection de 9,2 nmol de DiD / animal.
Le premix huileux (huile, cire, phospholipides) représente 5,4 % de la formulation de la
nanoparticule et les traceurs incorporés représentent 0,68 % de la formulation totale (0,45 %
pour le [*H], 0,15 % pour le [**C] et 0,08 % pour le DiD. La coélution des 3 traceurs sur la
colonne d’exclusion stérique (1000 - 5000 DA), apres le volume mort de la colonne indique la
colocalisation des 3 traceurs dans la nanoparticule (Figure 6).

En conclusion la synthese de ces lipidots triplement marquées a été réalisée et
I'ensemble du lot a été caractérisé d’un point de vue physico-chimique, permettant de

poursuivre I’étude chez I'animal.
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C. Administration et suivi in vivo des Lipidots

L'objectif de cette étude est d’évaluer le devenir in vivo des lipidots triplement
marquées décrites ci-dessus, apres leur injection intraveineuse chez la souris saine femelle
ou male. Pour ce faire, le devenir in vivo des traceurs libres ou encapsulés dans les lipidots
est étudié : leur devenir dans le sang (étude de la pharmacocinétique), leur devenir dans les
organes (étude de la biodistribution) ainsi que leur répartition a I'échelle tissulaire
(histologie).

Les nanoparticules ont été synthétisées a Grenoble, puis expédiées a Orsay ou a été
réalisé 'ensemble de I'étude in vivo avec 'aide de Raphaél Boisgard et Benoit Thezé pour les

essais d’histologie.

C.1 Modéle animal retenu et plan expérimental
C.1.1 Choix du modéle animal

Le modele utilisé pour I'étude est la souris saine FVB/N. C’'est une lignée tres utilisée
en laboratoire car robuste et caractérisée par un taux de fécondité élevé. C'est une lignée
homozygote, facile a obtenir (ce qui en réduit le colt) et qui ne développe pas de tumeur
dans le temps. Cette lignée a également été choisie par comparaison par rapport a la lignée
Nude car elle présente un systeme immunitaire fonctionnel. De plus, un modéle tumoral de
cancer du sein a été développé au laboratoire SHFJ sur cette lignée. Le principal
inconvénient du choix de ce modele est |'épilation de la souris nécessaire pour réaliser une
image corps complet afin de détecter la fluorescence. Des femelles ont généralement été
utilisées, mais suite aux résultats obtenus, des essais supplémentaires sur des males ont été

réalisés.

C.1.2 Plan expérimental :

L’étude, est divisée en 4 phases :
- injection des traceurs libres ([3H] et [**C] d’un cété, et DID de l'autre) ;
- injection des nanoparticules triplement marquées chez la souris FVB femelle ;
- injection des nanoparticules triplement marquées chez la souris FVB maéle ;
- injection de nanoparticules « froides » dopées en DiD et supplémentées en cholestéryl
stéarate (pour travailler avec la composition la plus proche possible de celle des
nanoparticules triplement marquées) chez la souris FVB femelle pour I’étude histologique.
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Brievement, une étude pharmacocinétique est réalisée sur 24 h pour les traceurs
libres et la nanoparticule triplement marquée. La voie de prélevement est le sinus rétro-
orbital, les temps de préléevements sont 1 min, 2 min, 5 min, 8 min, 10 min, 15 min, 1 h, 2 h,
4 h, 6 h 30, 8 h, 24 h. Les prélevements étant réalisés sur le méme animal pendant 24 h, le
volume de sang prélevé n’excede pas 10 % du volume sanguin total, n’entrainant pas de
modulation physiologique chez I'animal. Le volume prélevé (10 L), trop faible pour
envisager une séparation du plasma et des globules rouges, permettra seulement le
comptage de la radioactivité : la fluorescence ne peut se détecter que sur plasma (les
globules rouges masquant le signal). Des données pharmacocinétiques sont aussi extraites
de I'étude de biodistribution (le sang étant prélevé a chaque temps de sacrifice). Les profils

de concentration plasmatique des 3 traceurs peuvent étre comparés.

Pour l'étude de biodistribution, différents organes et fluides sont prélevés. Un
balayage rapide des organes a été réalisé afin de caractériser au mieux les lipidots. Sont
représentés : les organes de métabolisation (foie, intestin, rein), les organes du systéme
réticulo-endothélial (rate, foie), les organes vitaux (coeur, cerveau avec passage éventuel de
la barriere hémato-encéphalique), le muscle (qui sert de référence comme « organe
neutre ») et les organes intervenant dans le métabolisme des lipides (comme le tissu
adipeux, les ovaires et surrénales qui sont les lieux de synthése des hormones stéroidiennes)

(Tableau 2).

83



Chapitre Il : Devenir in vivo des lipidots

Foie*

Intestin
Organes de métabolisation /
Poumon
élimination
Rate*

Rein

Tissu adipeux
Organes utilisant des composés Ovaire
lipidiques Surrénales

Uterus

Cerveau
Coeur
Divers Muscle
Pancreas

Glandes salivaires

Sang total
Eléments figurés du sang (cellules)
Fluide Plasma
Urine**

Bile**

Tableau II-2 : Liste des différents organes étudiés au cours de la biodistribution. * Organes du
systéme RES, ** données qualitatives (absence ou présence de signal), en raison des temps de

préléevement variables dans une journée et du comportement alimentaire propre a chaque animal.

Aux temps définis, les organes sont prélevés et la fluorescence est évaluée grace a la
Fluobeam™ 700 (Fluoptics®). A la longueur d’onde d’étude (665 nm), il existe une
fluorescence propre des tissus (autofluorescence). Cette autofluorescence doit étre évaluée
sur des souris non injectées puis soustraite du signal de fluorescence des souris injectées
avec le traceur DiD. C’est le signal corrigé de I'autofluorescence uniquement dd au DiD libre
ou encapsulé dans la nanoparticule qui est représenté dans I'ensemble des graphiques de la

these.

Une fois les images de fluorescences réalisées, chaque organe est pesé et placé dans
une fiole a scintillation afin de subir le procédé de dissolution permettant le comptage de la

radioactivité (Chapitre VI,.protocole expérimental C)
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Concernant I’étude histologique, des nanoparticules non radioactives encapsulant du
DiD sont formulées et, pour assurer ’lhomogénéité de I'étude, les 0,6 % en masse occupés
par le [**CJCHO et le [®H]CHE dans les nanoparticules « chaudes » sont remplacés par du
cholesteryl-stéarate en méme proportion. Le cholestéryl stéarate est, comme les
radiotraceurs, un cholestérol relié a une chaine grasse (Cis, liaison ester). Cette
nanoparticule est injectée chez I'animal et 24 h aprés-injection, les organes sont imagés puis
fixés pour étre stockés a -80°C avant d’étre préparés en coupes de 5 um d’épaisseur pour

I’étude histologique.

C.2 Etude de pharmacocinétique
C.2.1 Résultats expérimentaux

Les essais de pharmacocinétiques des traceurs injectés libres ont mis en évidence
une clairance instantanée du [*H]CHE et du [**C]CHO du compartiment sanguin. En effet,
méme aux temps courts (15 min), aucune radioactivité n’a été retrouvée dans le sang.
En revanche, aprés administration des nanoparticules triplement marquées, un profil
cinétique spécifique a premiére vue d’'un modele bi-compartimental, caractérisé par deux
pentes différentes sur les courbes représentant le logarythme de la dose en fonction du
temps (log (dose) = f(t)) a pu étre observé (Figure 7). De plus, il est observé une
superposition des deux traceurs contrairement aux expériences réalisées avec d’autres

traceurs chez le rat (Figure 3).
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Figure II-7 : Profil de cinétique sanguine des deux radiotraceurs encapsulés dans la lipidot chez la

souris femelle FVB.
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Les données cinétiques sur plasma issues des biodistributions montrent un profil
cinétique similaire pour les 3 traceurs (Figure 7). Les analyses pharmacocinétiques sur ces
données sont difficiles a réaliser car, contrairement a la cinétique réalisée précédemment
sur 24 h ou chaque point provenait du méme animal, dans cette étude chaque point
représente 3 animaux différents. La puissance statistique n’est donc pas suffisante, le facteur
inter-individu entre chaque point étant une variable supplémentaire. Néanmoins il est
observé une méme allure de courbe pour les 3 traceurs, et pour les profils [3H]CHE et

[**C]CHO, un résultat similaire a celui de la Figure 8.
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Figure II-8 : Profil de cinétique plasmatique de la lipidot sur 168 h faisant intervenir les trois

radiotraceurs chez la souris femelle FVB.

C.2.2 Modélisation et détermination des parametres de pharmacocinétique

Les courbes C yjasmatique = f(t) de la Figure 11 peuvent étre ajustées par une équation
de type C= Ae™ + Be®'. Dans un tel modéle, les parametres (A,a) sont caractéristiques de la
phase de distribution, les paramétres (B, B) sont caractéristiques de la phase d’élimination.
La premiere phase représente la distribution du produit dans I'organisme et la seconde
phase son élimination.

Le logiciel de pharmacocinétique Winolin® a été utilisé pour valider le modele choisi
et calculer les différents parametres. Cette étude a été réalisée en collaboration avec le Pr X.

Decleves de Paris V, qui m’a donné accés au logiciel.
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Dans un premier temps, il a été vérifié que les données soient bien exploitables
statistiquement en vérifiant la reproductibilité entre les souris, en vérifiant que les aires sous
courbes extrapolées soient inférieures a 20 % de I'aire sous la courbe totale (AUCq =5 %
pour le [PH]JCHE et AUCs: = 12 % pour le [**C]CHO) et enfin que Iaire sous la courbe
extrapolée représente au moins 3 demi-vies d’élimination. L’ajustement des courbes
expérimentales par le modéle bicompartimental donne les valeurs regroupées Tableau 3

pour Ies paramétres (A:a =1 / t1/2 distribution ) et (B; B: 1 / t1/2 d’élimination)-

Distribution Elimination
A (pci / mL) | t % distribution®* (h) | B (pci/ mL) | t% d’élimination** (h)
[*H]-CHE | 0,467 + 0,084 0,413 £ 0,051 0,212 +£0,071 7,93+0,32
[**c]-cHO | 0,14 + 0,03 0,502 £ 0,131 0,065 +£ 0,028 5,834 £+ 0,438

Tableau II-3 : tableau représentant les différents paramétres pharmacocinétiques de la lipidot
concernant la distribution et I’élimination des traceurs suivant un modéle bi compartimental.

*soit1/a, **soit1/86.

A partir des valeurs du Tableau 3, les paramétres d’intérét de pharmacocinétique

sont calculés par le logiciel suivant les équations présentées Annexe 1:

14~ 3y
t1/, distribution (h) 0,50+0,13 0,41 +0,05
t1/, élimination (h) 5,8+0,4 7,9+0,3
Temps de résidence 70405 102+0,8
moyen (h)
V distribution (mL) 4,3+0,8 5,2+1,0
Clairance (mL / h) 0,6+0,1 0,52 +0,14

Tableau II-4 : Tableau représentant les différents parameétres pharmacocinétiques des lipidots suivant

un modeéle bi compartimental.

Une analyse statistique a été réalisée a I'aide du logiciel R® afin d’évaluer si les deux
traceurs ont une pharmacocinétique identique. Un test de student bilatéral apparié avec un
seuil d’acceptabilité a 0,05 (a) a été établi. La valeur p obtenue pour la % vie de distribution
est de 0,23 (> 0,05), ce qui signifie que la différence entre les deux traceurs n’est pas

statistiguement différente. Le ["*CICHO et le [3H]CHE se distribuent de maniere identique, ce
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qui laisse présager gu’ils sont présents dans le méme environnement, la nanoparticule.
Concernant la % vie d’élimination, la valeur p = 0,012 (< 0,05), ce qui signifie que la
différence entre les deux traceurs est statistiquement différente. Cela signifie que les deux

traceurs ont des pharmacocinétiques d’élimination différentes.

C.2.2 Discussion

Les résultats mettent en évidence trois points importants. (1) Une courbe de
pharmacocinétique a pu étre établie pour les radiotraceurs encapsulés dans lipidots alors
gue pour les traceurs libres, aucun signal dans le sang n’a été détecté, ce qui indique qu’il
existe bien un effet « nanoparticule » qui protége les traceurs. Cet effet n’avait pas été
observé avec l'acide palmitique et le DPPC lors de I'étude préliminaire. (2) Les profils de
pharmacocinétique des deux radiotraceurs sont similaires, supposant que le [3H]CHE et le
[**C]CHO sont soit encore dans la nanoparticule, soit qu’ils ont le méme comportement. (3)
Le profil des courbes laisse transparaitre une élimination assez rapide des traceurs
encapsulés du compartiment sanguin (concentration sanguine des traceurs < 10 % a 8 h
apres injection). La % vie de distribution est courte pour les deux traceurs (de |'ordre de 30
minutes), ce qui signifie qu’ils sont rapidement extravasés ou pris en charge par des
molécules présentes dans le sang. La % vie d’élimination est quant a elle plus longue
(environ 6 h pour le *C et 8 h pour le ®H). La nature propre des composés (métabolisable
pour le [**C]CHO et non métabolisable pour le [*H]CHE) est mise en évidence lors de la phase
d’élimination : en effet le composé non métabolisable a une % vie d’élimination plus élevée
gue le composé métabolisable, ce qui traduit sa rétention dans l'organisme. Cette

observation est également vraie pour les temps de résidence moyens.

C.3 Etude de la biodistribution

L'étude de la biodistribution des lipidots permet d’identifier les organes de
métabolisation, d’élimination ou encore d’accumulation des particules. Cela donne
également des indications de la toxicité du produit. Puisque ce sont en réalité les différents
traceurs incorporés dans la nanoparticule qui sont suivis, leur biodistribution doit étre
comparée a celle des traceurs libres injectés en solution pour mettre en évidence I'effet dii a

la nanovectorisation par la particule lipidique.
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C.3.1 Biodistribution des traceurs libres chez la souris femelle FVB

L'étude a été divisée en deux parties, la premiére consistant a évaluer la
biodistribution des traceurs radioactifs [**C]CHO et [3H]CHE et la seconde a évaluer la
biodistribution du fluorophore DiD. Les radiotraceurs purs sont vendus dans des solvants
organiques type toluéne / éthanol (maximum toléré de solvant organique a I'injection de 10
%). Les concentrations en radiotraceurs injectées sont identiques a celles choisies pour
I'étude des lipidots, 3 savoir pour chaque animal 0,5 uCi en [**CJCHO et 2 uCi en [*H]CHE
dans 93 % de PBS 1 X et 7 % de solvant organique.

En revanche, le DiD est un composé trés hydrophobe qui ne peut pas étre injecté tel
guel par voie intraveineuse car il pourrait former des agrégats et boucher les artéres. Pour le
formuler, un surfactant est ajouté, le Tween® 80, afin de former des micelles encapsulant et
solubilisant le DiD. Le DiD représente 1,2 % de la formulation, le Tween®80 1,5 % et PBS 1X,
soit 97 %. La taille des micelles obtenues est de I'ordre de 16 nm avec une polydispersité de
0,3. Une mesure de stabilité réalisée 100 jours aprées indique une taille de 17 nm avec une
polydispersité de 0,3. La concentration en DiD dans les micelles est identique a la
concentration en DiD dans les nanoparticules.

Pour faciliter la lecture graphique, les résultats concernant le [*H]CHE sont toujours
représentés de couleur bleue, le [**C]CHO de couleur rose et le DiD de couleur verte. Les
résultats des biodistributions obtenues apres injection des radiotraceurs seuls et apres

injection du DiD, sont représentés Figure 9.

Pour les radiotraceurs, 'organe principal d’accumulation, que ce soit pour le [*H]CHE
ou pour le [**C]JCHO, est le poumon, avec un pic d’accumulation 16 h aprés injection a plus
de 120 % de dose injectée / g de tissu pour le [*H]CHE et plus de 250 % de dose injectée / g
de tissu pour le [**C]JCHO. Un signal est également observé dans le foie pour les deux
radiotraceurs, (pic a3 7 % de dose injectée / g de tissu pour le [**C]JCHO et 3 12 % de dose
injectée / g de tissu pour le [3H]CHE) 16 h apres injection; ainsi que dans la rate (maximum a
11 % de dose injectée / g de tissu 24 h apreés injection pour le [*H]CHE et maximum a5 % de
dose injectée / g de tissu 16 h aprés-injection pour le [*C]JCHO). Les deux radiotraceurs sont

guasiment éliminés du corps 24 h apres injection.
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Figure 11-9 : Biodistribution des trois traceurs libres ([?H]JCHE en bleu, [C]CHO en rose et DiD en bleu)

chez la souris femelle FVB de 2 h a 24 h aprés injection.
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La fluorescence est une technique semi-quantitative qui possede un bruit de fond
beaucoup plus important que la radioactivité. Ce bruit de fond est mis en évidence Figure 13
par le non-retour a la ligne de base de la fluorescence, et par des écarts type plus grands
gu’avec la radioactivité. Une accumulation du traceur fluorescent est observée dans le foie
sans pic maximum (signal constant pendant 24 h). Un fort signal est observé dans la rate
avec un maximum d’intensité de fluorescence a 24 h aprés injection. Les autres organes
présentent un signal dans le bruit de fond et / ou bien des écarts types élevés. Aucun signal,

gu'’il soit fluorescent ou radioactif, n’a été retrouvé dans les urines.

C.3.2 Biodistribution des nanoparticules triplement marquées chez la souris femelle

FVB

Les résultats de biodistribution des 3 traceurs encapsulés dans les lipidots sont
regroupés Figure 10.

Les trois graphiques ([3H]CHE en bleu, [14C]CHO en rose et DiD en vert) mettent en
évidence que les 3 traceurs encapsulés dans la particule sont présents au méme moment
dans trois organes qui sont le foie, les ovaires et les glandes surrénales. La nature
intrinseque des traceurs est également retrouvée : le composé métabolisable, a savoir le
[**CICHO est trés vite éliminé de I'organisme (dans les 48 h aprés injection), tandis que le
composé non métabolisable (I*H]CHE) est retrouvé dans les organes méme 7 jours apres
injection (Figure 15). Le DiD semble quant a lui suivre le méme comportement que le
composé tritié. Si nous prenons I'exemple du foie, organe de métabolisation des lipides, le
maximum est atteint pour le [**C]CHO 2 h aprés-injection avec une valeur de 20 % de dose
injectée / g de tissu tandis que pour le [3H]CHE et le DiD, le maximum est observé 48 h apres
injection avec un maximum de 59 % de la dose injectée / g de tissu pour le [*H]CHE. Au
temps d’observation le plus long, a savoir 168 h aprés-injection, le % de dose injectée / g de
tissu du [**CJCHO est de 0,28 alors qu’il reste encore 33 % de la dose injectée / g de tissu
pour le [3H]CHE dans le foie. L’accumulation dans le foie du [**C]JCHO avait également été
observée chez le rat dans I'étude préliminaire (Figure 4) avec 6 % de dose injectée / g de

tissu a 24 h apreés injection.
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Figure II-10 : Biodistribution des trois traceurs encapsulés (?H]JCHE en bleu, [“C]CHO en rose et DiD

en bleu) dans la lipidot chez la souris femelle FVB de 15 min a 168 h aprés injection.
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Figure Il-11 : Dose de radioactivité restante dans I'animal au cours du temps.

Une bioaccumulation particuliere est observée dans les ovaires et les surrénales ou
de tres fortes concentrations sont retrouvées. Les doses maximales atteintes dans les
ovaires sont de 25 % de dose injectée / g de tissu, 52 % de dose injectée / g de tissu et 4018
en intensité de fluorescence pour respectivement le [**C]CHO 4 h aprés injection, le [*H]CHE
16 h apres injection et le DiD 48 h aprés injection. Il en est de méme avec les surrénales avec
une accumulation 16 h aprés injection de 43 % de dose injectée / g de tissu pour le [°’H]CHE
et 30 % de dose injectée / g de tissu pour le [**C]CHO. Il est également a noter qu’aucun
signal n’a été retrouvé dans la rate en ce qui concerne les lipidots triplement marquées.

Par ailleurs, aucun signal n’a été retrouvé dans les urines ou dans les globules rouges.
Un important signal a été retrouvé dans la bile lorsqu’il était possible de la prélever, ce qui

est en accord avec la forte présence des traceurs dans le foie.
Les résultats d’analyse ex vivo des organes sont confirmés visuellement par imagerie

de fluorescence in vivo et ex vivo apres sacrifice de I’animal aprés injection de nanoparticules

froides (Figure 12).
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Figure II-12. Imagerie par fluorescence des organes stéroidiens 24 h aprés injection de 1,2.10"
nanoparticules dopées en DiD chez la souris femelle saine (le temps d’exposition est de 100 ms pour
toutes les photos). A) Imagerie in vivo des ovaires 24 h post injection. B) Photo de fluorescence du dos
de la souris avant injection (autofluorescence). C) Fluorescence des organes stéroidiens et des
ganglions lombaires apreés laparotomie. D) Image de fluorescences des principaux organes ex vivo. 1 :
intestin; 2 : utérus (conformation normale); 3: cerveau; 4: rein; 5:rate ; 6 : poumon; 7 : glandes
salivaires; 8 : pancréas; 9 : muscle; 10 : tissu adipeux; 11: cceur.

Ces clichés mettent en évidence une accumulation des lipidots dans les organes
stéroidiens et dans certains ganglions. L'observation sur la Figure 12D, représentant
I'ensemble des tissus ex vivo 24 h apres injection, d’'un signal moyen (couleur verte sur
I’échelle des couleurs) dans le foie, d’un signal intense dans les ovaires et surrénales (couleur
rouge sur |'échelle des couleurs) et d’'une abscence de signal dans les autres organes
(couleur bleue sur I'échelle des couleurs) confirment les résultats obtenus précédemment.
L'accumulation importante dans les ovaires, qui sont des organes proches de la peau au
niveau du dos, permet de les visualiser in vivo directement a travers la peau (Figure 12 A).
Les surrénales, qui sont des organes plus profonds, ne sont pas visibles directement. Apres
laparotomie de I'animal (Figure 12C) et résection du systeme digestif, il devient facile de
distinguer les surrénales et les ovaires. Les ganglions lombaires sont également intensément
fluorescents (Figure 12C). Un signal dans d’autres ganglions comme les ganglions brachiaux,
axillaires, rénaux et sciatiques a déja été observé. Un comptage radioactif a également été

réalisé sur quelques prélévements : le taux de radioactivité exprimé en % de dose injectée /
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g de tissu était tres élevé (aucune valeur chiffrée ne peut étre donnée car il est tres aléatoire
de déterminer le poids exact pour les des ganglions a cause de leur petite taille).

Une modification morphologique de I'utérus a parfois été observée aprées dissection
de I'animal (dans 1 cas sur 5): I'organe était gonflé avec I'apparition de stries accompagné en
général d’'une trés forte fluorescence, d’ol I'importance des barres d’erreur (Figure 10).
L'autofluorescence évaluée sur les utérus de souris non injectées avait une conformation
normale. On sait que I"apport en hormone est variable suivant le type de souris et son cycle.
Les coupes histologiques réalisées sur ces organes ont montré qu’il n’y avait pas de trace de
fluorescence de DiD (Figure 14). Ce fort signal peut donc étre dG a un afflux hormonal,
présentant une forte autofluorescence a cette longueur d’onde. La figure 16 représente une
biodistribution de souris dont la morphologie de I'utérus est normale et qui ne présente pas

de fluorescence importante.

C.3.3 Evaluation de la biodistribution des Lipidots triplement marqués chez la souris

mdle FVB/N

La biodistribution des 3 traceurs encapsulés dans la lipidot chez la souris male FVB/N
a également été étudiée. En effet, méme si la plupart des organes sont communs avec la
femelle, la similarité des biodistributions est a vérifier. De plus, les organes cibles des
hormones stéroidiennes sont différents chez les males et les femelles. Le méme lot de
nanoparticules que celui utilisé chez la femelle a été injecté avec une quantification dans les
organes aux temps de 2 h, 4 h, 6 h, 16 h, 24 h, 48 h, et 72 h apreés injection. Les organes
analysés sont les organes de métabolisation et d’élimination des particules étrangeres, a
savoir le foie, l'intestin, les poumons, la rate et les reins et les organes sexuels ou utilisateurs
de lipides a savoir le tissu adipeux, les testicules, les vésicules séminales ou encore les

surrénales (Figure 13).
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Figure II-13 : Biodistribution des lipidots triplement marquées chez la souris mdle FVB.

Un signal important est observé dans le foie, avec une persistance pour le traceur
non métabolisable [*H]CHE. Un fort taux des trois traceurs est également retrouvé dans les
surrénales, comme observé précédemment chez la femelle. En revanche, aucun signal
radioactif n’est observé dans les testicules alors que le signal est observé en fluorescence de
maniere constante et reproductible. Aucun signal, ni fluorescent, ni radioactif n’est observé

dans les vésicules séminales.
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Un signal de fluorescence (et absence de radioactivité) avait été observé dans I'utérus chez
la femelle, mais de maniere moins constante que celui observé dans les testicules chez le

male.

C.4 Etude a I'échelle tissulaire

Afin d’évaluer la biodistribution fine au sein des organes accumulant les
nanoparticules, des études histologiques ont été réalisées avec I'aide de B. Théze, Ingénieur
d’étude au SHFJ. Seuls les organes d’intérét ont été étudiés a savoir les ovaires, les glandes
surrénales, le foie, la rate, le rein et I'utérus.

Le DiD est un fluorophore sensible aux méthodes traditionnelles de fixation, donc le
protocole utilisé au cours de cette étude a été optimisé et est présenté Chapitre VI,
Protocole expérimental E. Apres avoir fixé et coupé les organes a une épaisseur de 5 um, un
marquage des noyaux cellulaires au DAPI est réalisé (Chapitre VI, Protocole expérimental E).
La longueur d’émission du DAPI (461 nm) est différente de cette du DiD (725 nm), ce qui
permet leur détection simultanée avec le microscope confocal. Des coupes sont également

colorées par I’hématoxyline-éosine afin d’évaluer la morphologie structurale.

La Figure 14 présente les coupes de foie, de rein, de rate et d’utérus obtenues a

partir d’organes prélevés 24 h apres injection des lipidots dopées par le DiD.
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Utérus

Figure I1-14 : Coupes histologiques du rein, du foie, de la rate et de I'utérus 24 h aprés injection de la

lipidot supplémentée en cholestéryl stéarate et dopées en DiD chez la souris FVB femelle.

Comme observé avec la Fluobeam® 700, aucun signal n’est observé dans le rein ou la rate.

Un signal est observé dans le foie avec une répartition assez homogene du signal dans

I’ensemble de I'organe.

Une attention particuliere a été portée sur les organes stéroidiens, ovaires et

surrénales (Figure 15).
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Figure II-15 : Analyse histologique des ovaires et des surrénales. A et D) Coloration a I’hématoxyline
éosine des ovaires et des surrénales. B et E) superposition des limages de fluorescence sur des coupes
marquées au DAPI (coloration bleue des noyaux) avec le signal du DiD (rouge) des nanoparticules. C
et F) Images de fluorescence du DiD.

Concernant les ovaires, I'accumulation des lipidots se fait exclusivement dans le
corpus luteum ou corps jaune. Le corps jaune se forme pendant la seconde partie du cycle de
I'ovaire (appelée phase lutéale) et recrute des lipides pour synthétiser et sécréter de la
progestérone sous controle d'une hormone hypophysaire, la LH (hormone lutéale). La
progestérone a pour role de maintenir la muqueuse utérine apte a accueillir 'embryon lors

de la nidation

Concernant les surrénales, la localisation est retrouvée uniquement dans la zone
corticale des surrénales. Cet organe est divisé en deux parties majeures, la medulla
(centrale) et le cortex. La zone corticale a pour caractéristique d’étre divisée en zones bien
définies d’un point de vue cellulaire, chaque zone synthétisant un type précis d’hormone.
Une localisation globale dans une de ces trois couches du cortex (la zone glomérulée,
contenant principalement I'aldostérone ; la zone fasciculée, contenant principalement le
cortisol et la zone réticulée, contenant principalement les gonadotropines) est observée

avec une accumulation supérieure dans la zone réticulée.
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C.5 Discussion
C.5.1 Choix des traceurs

Le choix de traceurs capables de décrire au mieux le devenir in vivo de la
nanoparticule n’a pas été simple. En effet, lors des premiers essais réalisés chez le rat, I'acide
palmitique, localisé a priori dans le cceur de la lipidot grace a sa longue chaine lipophile
avant injection, a été éliminé tres rapidement du plasma apreés injection, a la méme vitesse
gue le traceur libre en solution. La phosphatidylcholine ([3H]DPPC), traceur a base de
phospholipides, souvent étudié dans des expériences sur la mobilité de la couronne des
liposomes, est connue pour avoir une interaction tres importante avec le milieu environnant,
créant des échanges actifs avec des protéines plasmatiques et plus particulierement les
HDL'®" 168 170172 e traceur semble avoir également la méme pharmacocinétique, qu’il soit
injecté libre ou encapsulé dans les lipidots. Néanmoins, une différence de biodistribution des
traceurs libres par rapport aux traceurs encapsulés est observée pour ces deux traceurs,
montrant peut étre un « effet nanoparticule » mais tres fugace dans le temps. En contact
avec les protéines plasmatiques, la lipidot semble donc étre un systeme qui peut laisser fuir
des molécules présentes initialement dans le ccoeur de la particule de fagon stable. La
couronne de phospholipides de la particule semble également interagir tres activement avec
son milieu environnant, certainement par échange de phospholipides entre la couronne des
lipidots et les protéines plasmatiques (notamment les HDL''?).

Au vu des résultats préliminaires obtenus chez le rat montrant une durée de vie
plasmatique prolongée du traceur [**C]CHO aprés injection, pouvant refléter le
comportement du coeur de la nanoparticule, il a été choisi de marquer triplement la lipidot
par des traceurs similaires. Deux dérivés de cholestérol couplés a une chaine grasse ont ainsi
été utilisés en espérant leur conférer un bon ancrage dans le coeur de la nanoparticule. Dans
des conditions physiologiques, le cholestéryl oléate (CHO) est capté et hydrolysé dans les
deux heures suivant injection'’*. Aprés cette hydrolyse, la partie cholestérol est ajoutée a la
réserve du cholestérol libre et la partie oléate est réutilisée pour la synthese de
phospholipides en majeure partie, mais également de tryacylglycérol*’*. Ce marqueur
permet donc de mettre en évidence la métabolisation des lipidots. Le cholesteryl hexadecyl
ether [*H]CHE est un dérivé de cholestérol relié a la chaine grasse hexadecyl par une liaison
éther non métabolisable, ce qui en fait un marqueur inerte et non échangeable. Il est

considéré comme un traceur de référence pour I'étude des membranes des liposomes’” ¢
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71 Le DIiD est un fluorophore de nature trés lipophile, avec une téte cyanine légérement

polaire et deux chaines en Cy5. Déja utilisé dans d’autres études du laboratoire, il a montré
de bonnes propriétés de fluorescence en milieu lipidique, mais une absence de fluorescence

196 De plus, nous montrerons au Chapitre Ill par RMN, que sa localisation trés

dans 'eau
probable est dans le cceur des lipidots. Ainsi nous disposons d’un traceur dont la localisation
au sein de la particule a été identifiée. Une bonne corrélation entre la technique de
fluorescence et la technique de radiomarquage permettrait a I'avenir de n’utiliser que

I'imagerie de fluorescence, non radioactive et moins lourde a mettre en place.

Pour augmenter les chances de suivre la lipidot et non le traceur encapsulé, une
nanoparticule triplement marquée au niveau du cceur a donc été construite avec du
[**C]CHO, du [*H]CHE et du DiD. En jouant sur les techniques de marquage et la composition
chimique des traceurs, plusieurs informations peuvent étre récoltées. Le rapport entre ces
composés permet de déterminer a quel moment la nanoparticule commence a perdre son
intégrité et a étre métabolisée. La nature de la liaison chimique entre le cholestérol et la
chaine grasse qui lui est associée permet également d’obtenir des informations sur la

métabolisation des lipidots grace au [**C]JCHO et sur les organes d’accumulation avec le

[*H]CHE.

C.5.2 Pharmacocinétique

La similarité de profil entre les 3 traceurs, et le fait que ces profils soient différents
de ceux des traceurs libres, semble démontrer que les 3 traceurs restent associés,
certainement dans le coeur de la nanoparticule (ou est tres probablement localisé le DiD lors
de la préparation des particules, comme montré Chapitre Ill), et ce jusqu’a 16 h apres
injection. Une phase de distribution et une phase d’élimination sont clairement visibles et un
modele bicompartimental a été retenu pour I'analyse quantitative des données. Ce modele
suggere que la totalité de la nanoparticule est éliminée 24 h aprés injection. Néanmoins, le
signal des 3 traceurs reste présent au moins jusqu’a 48 h apres injection et ces signaux sont
notamment retrouvés dans les organes stéroidiens. Une hypothése est que ces organes
seraient considérés comme des organes profonds qui relargueraient de facon infime des
composants de la nanoparticule, permettant de maintenir le signal radioactif a un niveau

trés bas dans le plasma. Nous serions donc face a un modeéle de pharmacocinétique
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tricompartimental et non bicompartimental. Nous avons tenté de valider cette hypothése en
utilisant les données plasmatiques issues de la biodistribution sur 168 h, mais la force

statistique était trop faible, ce qui a rendu I'exploitation des résultats impossible, et n’a pas

permis de valider I’hypothése émise.

C.5.3 Biodistribution
La Figure 16 fait ressortir les éléments essentiels a retenir de |'étude de
biodistribution a I'’échelle des organes. Sur les graphiques de gauche sont représentés la

biodistribution des traceurs libres et sur les graphiques de droite, celle des traceurs

encapsulés dans la lipidot.
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Figure II-16 : Récapitulatif des distributions des traceurs libres chez la souris FVB et des traceurs

encapsulés dans la lipidot apres injection intra veineuse chez la souris femelle FVB.

De maniére générale, la Figure 16 met en évidence qu’il existe (1) un effet
« nanoparticule » : la biodistribution des traceurs seuls est différente de celle des traceurs
encapsulés dans la lipidot. En effet, les traceurs libres radioactifs s’accumulent
principalement dans les poumons et un peu dans le foie alors que le DiD s’accumule dans le
foie et la rate®. A contrario, lorsque ces traceurs sont encapsulés dans les lipidots, ils sont
retrouvés tous les trois dans les mémes organes, a savoir le foie, les ovaires et les surrénales.
Cette biodistribution particuliere n’avait pas été observé chez le rat car les surrénales
n’avaient pas été prélevées. (2) La voie de métabolisation des lipidots est la voie hépato-

billiaire, voie classique pour les molécules lipidiques. (3) Aucune accumulation n’a été
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observée dans la rate contrairement a la plupart des systemes lipidiques connus notamment
les liposomes’®. La lipidot semble donc se présenter comme une nanoparticule furtive vis-a-
vis des organes du RES. (4) Les organes vitaux comme le cceur ou les poumons n’accumulent
pas les lipidots, et la lipidot ne semble pas passer la barriere hématoencéphalique intacte.
(5) L'utilisation de traceurs métabolisables représentatifs de I'ensemble des composés
biodégradables de la nanoparticule met en évidence une élimination rapide du vecteur par
I'organisme (plus de 90 % éliminés apres 24 h et 100 % a 48 h apres injection), suggérant une
abscence de toxicité due a une rétention de nanoparticules sur le long terme, comme celle

observée avec les boites quantiques ou les nanoparticules d’or*® .

Le temps de début de la métabolisation des lipidots dans les organes ou elles se
distribuent peut étre évalué par le temps au bout duquel la décorrélation de signal entre les
deux traceurs radioactifs commence a étre observée. Elle débuterait ainsi dans le foie 2 h
aprés injection (Figure 17). Concernant les ovaires, la dissociation du signal est plutot
observée entre 16 h et 24 h aprés injection et seulement a partir de 24 h aprés injection
pour les surrénales. Le rapport entre les concentrations du [**C]JCHO et du [*H]CHE (Figure
18) met en évidence les comportements différents des deux traceurs dans I'organisme, avec
une élimination rapide du traceur **C éliminé par clivage entre la partie cholestérol et la

partie acide gras.
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Figure II-17: Ratios entre les deux radiotraceurs [**CICHO et [°H]CHE dans le plasma et dans les

organes faisant intervenir des lipides.
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Le ratio DiD / >H (Figure 18) reste constant dans les 3 organes jusqu’a 7 jours aprés
injection, ce qui nous permet de confirmer que le DiD présente le comportement d’une

molécule non métabolisable par I'organisme.
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Figure I1-18 : Ratios entre le DiD et le ’H]CHE dans le plasma et dans les organes faisant intervenir

des lipides.

Il a été observé une biodistribution particuliere des nanoparticules dans les organes
stéroidiens, pour lesquels les lipidots semblent avoir une affinité. L’hypothese émise est que
la nanoparticule pourrait mimer une source de précurseurs d’hormones stéroidiennes du fait
de sa composition en lipides, acide gras et huile. La localisation spécifique observée en
histologie montre une accumulation massive dans le corps jaune des ovaires, lieu de
synthése de la progestérone, et dans la zone corticosurrénale des surrénales, lieu de la
synthese de la cortisone, du cortisol et de la DHEA en particulier. Il est a noter que cette
accumulation n’est pas neutre, en effet les ovaires font parti des organes reproducteurs et
I'interférence de la présence de nanoparticules sur son activité doit étre étudiée ainsi que les
effets tératogenes possibles. L'accumulation du vecteur dans le foie et dans les surrénales a
bien été retrouvée chez la souris male. En revanche, aucune accumulation dans les testicules
ou vésicules séminales n’a été observée, bien qu’il s’agisse de lieux de synthése des

hormones stéroidiennes masculines.
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C.5.4 Modulation du ciblage spontané par modification de la formulation

Suite a la biodistribution inattendue des lipidots dans les organes stéroidiens, I'influence
des traceurs incorporés a été étudiée. En effet, la composition de base des lipidots
initialement développée, n’inclut pas le cholestérol ou ses dérivés. De plus les hormones
stéroidiennes présentent dans leur structure un noyau stérol comme le cholestérol.
L'accumulation des nanoparticules encapsulant les traceurs radioactifs [3H]CHE et [*C]CHO
dans les organes stéroidiens pourrait donc étre fortuite, liée a la présence méme des
traceurs. Une étude consistant a enrichir la formulation de base (huile, cire, lécithine,
stéarate de PEG) des lipidots dopées en DiD (non radioactives) avec des quantités
croissantes de cholestérol ou de stéarate de cholestérol a donc été réalisée. La faisabilité
technique de telles formulations, la stabilité physico-chimique ainsi que leur biodistribution
in vivo ont donc été étudiées, et comparées avec celles de la formulation de base des

nanoparticules.

C.5.4.a Formulations enrichies cholestérol ou stéarate de cholestérol
La proportion des radiotraceurs dérivés de cholestérol (a chaine grasse en Cyg et Cyg)
incorporés dans la lipidot triplement marquée représente 0,6 % de la formulation en masse.
Différentes formulations avec une supplémentation en cholestérol ou cholestéryl stéarate
ont été réalisées (Tableaux 5 et 6). Le cholestéryl stéarate est structurellement trés
semblable aux radiotraceurs utilisés, alors que le cholestérol ne présente qu’une courte

chaine lipophile (Figure 19).

HaC(H,C)15H,C

a) Cholestérol b) Cholestéryl stéarate

Figure 11-19 : Formules chimiques a) du cholestérol et b) du cholestéryl stéarate.

Le cholestéryl stérate, a de fortes concentrations, se dissout difficilement dans la

premix huileux. A partir de 3 % en supplémentation, des difficultés de formulation sont
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observées, notamment |'apparition d’'une double population en taille. Pour cette raison, une

supplémentation maximale de 2 % est retenue pour les formulations testées.

% en masse de la
Matiére premiére Quantité (lot 2ml)
formulation totale

LipoidS75™ 17 mg 0,85
Premix huileux Supoccire 68 mg 3,4
Huile de soja 23 mg 1,15
1,2 mg 0,6
Supplémentation | Cholestéryl-stéarate

4,0 mg 2,0
MyrjS40™ 92 mg 4,6

Phase aqueuse
PBS 1X 1800 pL 90

Tableau II-5: Formulations supplémentées en cholestéryl stéarate testées.

Le cholestérol, contrairement au cholestéryl stéarate, se dissout tres bien dans la
phase huileuse, ce qui permet des taux d’encapsulation trés élevés allant jusqu’a 10 % (m /

m).

Formulation (dopage en
0,6% CH 2% CH 5% CH 10% CH

cholestérol)

LipoidS75™ 17 mg (0,85 %)

Suppocire 68 mg (3,4 %)
Huile de soja 23 mg (1,15 %)

Cholestérol 1,2 mg (0,6 %) 4mg(2%) |[10mg(5%) 20 mg (10 %)

MyrjS40™ 92 mg (4,6%)

PBS 1 X 1800 pL

Tableau I1-6: Formulation supplémentées en cholestérol testées.

107



Chapitre Il : Devenir in vivo des lipidots

C.5.4.b Caractérisation des formulations enrichies en cholestérol ou stéarate
de cholestérol
Les deux formulations enrichies en cholestéryl stéarate (CHST) a 0,6 % et 2 %,
présentent des gouttelettes de diametre = 55 nm avec une polydispersité comprise entre
0,15 et 0,17 et un potentiel zéta compris en -7 mV et -9 mV (plutét neutre). Pour les trois
formulations enrichies a 0,6 %, 2,0 % et 5,0 % en cholestérol (CH), le diameétre obtenu est
d’environ 50 nm avec une polydispersité comprise entre 0,15 et 0,17 et un potentiel zéta
compris entre -2 mV et -4 mV. Les caractéristiques physico-chimiques sont donc bien
similaires a celle des lipidots non supplémentée.

La stabilité des nanoparticules a été évaluée pendant 135 jours (Figure 20).

0,5
—+—standard  —#—0,6%CH
0,4 —— 2%CH -~ 5%CH
@ 10%CH ——0,6%CHST
- = o 2%CHST
£ £ 03
£ a
w
o ]
= 0,2
l . . ©
40 —+—standard ——0,6%CH a
—— 2%CH - = 5%CH 0,1
109%CH ——0,6%CHST
30 o 2%CHST 0,0
0 50 100 150 0 50 100
Temps (j) Temps (j)

Figure 11-20: Stabilité des différents lots enrichis en cholestérol (CH) ou en cholestéryl stéarate (CHST)

jusqu’a 130 jours apres formulation.

Les formulations enrichies en cholestéryl stéarate restent stables dans le temps,
tandis qu’au bout de 90 jours, il est observé une déstabilisation des lipidots ayant de forts
taux de dopage en cholestérol (> 5 %). Cela est mis en évidence par une augmentation de la

taille et de la polydispersité.

C.5.4.c Influence de la composition sur le ciblage ovarien in vivo
L'objectif de cette manipulation est d’évaluer si la présence de cholestérol ou de
dérivés de cholestérol peut avoir une influence sur I'accumulation du vecteur dans les
ovaires et donc, dans un certain domaine, favoriser leur ciblage. Pour cela, les formulations

de nanoparticules dopées en DiD et enrichies a 0,6 % ou 2,0 % en cholestéryl stéarate ou 0,6

108

150



Chapitre Il : Devenir in vivo des lipidots

%, 2,0 %, 5,0 % ou 10 % en cholestérol sont injectées chez la souris saine FVB/N femelle par
voie intraveineuse et suivies par fluorescence grace a lincorporation du DiD. Les
formulations sont injectées chez la souris dans les 15 jours suivant leur formulation afin
d’éviter toute déstabilisation du systéme (voir paragraphe précédent). La dose injectée en
fluorophore ainsi qu’en lipides est identique a celle utilisée dans I'expérience lipidot

triplement marquée.

Les animaux sont sacrifiés 4 heures apres injection. Le signal de fluorescence est
quantifié dans les différents organes et les ratios organes / muscle sont calculés, permettant
de s’affranchir des faibles différences de fluorescence entre les lots qui ne sont pas issus
d’une méme synthese. Ces lots sont comparés a une formulation non enrichie (formulation

« standard ») et a ceux obtenus avec la formulation des lipidots triplement marquées.

Aucune différence n’est observée dans I'ensemble des organes (dont le foie et les
surrénales), sauf au niveau des ovaires. La Figure 21 présente donc les résultats obtenus sur

ces organes.

25 a) s . b)
B Standard mLNP* B Standard WLNP* W 0,6%CH

il 20 - %
2 0,6%CHST 2%CHST g 20 wowcn 5% CH 10% CH
£
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Figure 1I-21 : Représentation du rapport de fluorescence organe / muscle aprés injection des
différentes formulations enrichies chez la souris femelle FVB. A) Formulations enrichies en cholestéryl!
stéarate (CHST) 0,6 % et 2 % ; B) Formulations enrichies en cholestérol (CH) 0,6 %, 2 %, 5 %, 10 %. Les

LNP* représentent les lipidots triplement marquée. Le standard représente la formulation classique
(cire, huile, Iécithine, stéarate de PEG)

Il est observé qu’a 0,6 % en CH, I'accumulation dans les ovaires est inférieure a celle
d’une lipidot normale. Il faut une supplémentation de 2,0 % en CH pour obtenir une

accumulation identique a la formulation standard. A des taux plus élevés en
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supplémentation comme 5,0 % et 10 %, une accumulation de + 58 % et de + 121 % est
observée respectivement par rapprt au signal des lipidots « nues ». Néanmoins, il est a

rappeler que ces formulations sont peu stables (voir paragraphe précédent).

Il est observé une accumulation croissante du signal dans les ovaires lorsque la lipidot
est supplémentée en cholestéryl stéarate. Une accumulation de + 62 % est observée avec le
lot enrichi a 0,6 % en CHST par rapport au lot standard et de + 197 % pour le lot
supplémenté a 2 % en CHST. Les résultats obtenus avec les lipidots triplement marquées
(LNP*) et les nanoparticules supplémentées a 0,6 % en cholestéryl stéarate (son équivalent

en traceur froid) sont donc bien identiques.

C.5.4.d Discussion et conclusion

Plusieurs conclusions peuvent étre tirées de ces expériences. La premiére est que
I’ajout de traceur peut moduler la biodistribution d’un vecteur et qu’il n’est jamais neutre
d’incorporer un radiotraceur ou un fluorophore dans une nanoparticule, méme en faible
concentration. Dans notre cas, les lipidots « nues» a savoir non supplémentées en
cholestérol ou en dérivé de cholestérol, possedent un tropisme pour les ovaires. Ce tropisme
est cependant accentué en ajoutant des dérivés de cholestérol a chaines grasses dans la
nanoparticule, et ce de maniere dose-dépendante. Ce type de composé est préféré au
cholestérol simple pour favoriser ce ciblage. En effet, non seulement les formulations
enrichies en cholestérol sont moins stables d’un point de vue physico-chimique, mais leur
supplémentation n’améliore le tropisme ovarien qu’a des taux d’encapsulation tres élevés
de cholestérol (> 5%). L'hypothése émise est que le cholestérol, amphiphile a courte chaine
lipophile, est plutdt localisé au niveau de la coquille de la particule, contrairement au
cholestéryl stéarate qui doit étre plus ancré dans le cceur de la lipidot grace a sa chaine
grasse en Cys. Le cholestérol, localisé potentiellement dans la membrane, pourrait fuir de la
nanoparticule, la déstabiliser, et étre métabolisé différemment du cholestéryl stéarate.

La chaine en Ci ou Cig semble étre un parametre important concernant la stabilité du
produit encapsulé dans le coeur de la lipidot. En effet, elle permet d’assurer a la fois une
bonne encapsulation du produit (> 95 % dans le cas du DiD, CHO et CHE) et la stabilité de
I’encapsulation dans le temps. Ainsi des nanoparticules supplémentées avec du cholestérol

montrent une déstabilisation colloidale au bout de 90 jours, tandis que des nanoparticules
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supplémentées en cholestéryl stéarate ne montrent pas d’évolution en taille ou en
polydispersité et ce jusqu’a 130 jours a +4°C (arrét du suivi). Le cholestérol étant un
composant membranaire des cellules, I'hypothése peut étre émis que le cholestérol se
situerait au niveau de l'interface de la nanoparticule, tandis que la présence des chaines
grasses en Ci;g ou Cig des stéarates de cholestérol permettrait d’ancrer le produit

(cholestérol stéarate) dans le cceur de la lipidot.

D. Discussion

Trois traceurs ont été incorporés dans la nanoparticule afin d’évaluer sa
biodistribution et sa pharmacocinétique apres injection chez la souris saine FVB. Les traceurs
radioactifs permettent une analyse quantitative précise des traceurs contrairement au DiD,
fluorophore, qui donne des informations plus qualitatives concernant la biodistribution et
permet de réaliser de |'histologie sur les organes. Le DiD a été localisé dans le cceur de la
nanoparticule avant injection in vivo (voir Chapitre Ill).

Il faut insister sur le fait que ce sont les traceurs (3 savoir le *H, le **C et le DiD) qui
sont suivis et non la lipidot. Un traceur ne devrait pas modifier la biodistribution de la
nanoparticule. Or, dans notre cas, il a été mis en évidence qu’une supplémentation en
cholesteryl stéarate a 0,6 % en masse (correspondant a la quantité de radiotraceurs
incorporés) permet d’améliorer le ciblage dans les ovaires sans pour autant modifier la
distribution dans les autres organes.

Utiliser la co-encapsulation de traceurs métabolisable et non métabolisable permet
d’obtenir des informations concernant les organes de métabolisation et les organes
d’accumulation. On peut émettre I'hypothése que si les trois traceurs se retrouvent au
méme moment au méme endroit, la probabilité est forte qu’ils soient présents au sein de la
nanoparticule sous une forme inchangée ou modifiée apres injection.

Aucune décorélation entre les signaux des deux radiotraceurs ([*H]CHE, [**C]CHO)
n’est observée dans le plasma sur 24 h; en revanche, les signaux du tritium et du **C se
décorelent dans les organes, notamment dans le foie, des deux heures apres injection. Le
[*H]CHE posséde une liaison non métabolisable entre le noyaux cholestérol et la chaine
grasse, ce qui en fait un composé inerte, non métabolisable par 'organisme permettant de
faire ressortir les organes dans lesquels la nanoparticule est passée et s’accumule'®. Le DiD
présente les mémes profils que le [*H]CHE, suggérant que c’'est un composé non
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métabolisable®. En revanche, le [**C]JCHO possede une liaison ester métabolisable entre le
cholestérol et I'acide oléique dont la dissociation apparait dans les 2 h aprés injection *'%.
Utiliser le [*C]CHO permet donc de mettre en avant la maniere dont la nanoparticule est

métabolisée et éliminée aprés sa distribution dans les organes.

Les traceurs encapsulés dans la nanoparticule peuvent étre suivis jusqu’a 24 h dans le
plasma (2,9 + 1,1 % de dose injectée / g de tissu pour le [3H]CHE et 1,4 + 0,5 % pour le
[**C]CHO a 24 h apreés injection). Le temps de vie plasmatique est assez court, de I'ordre de
30 minutes. De nombreux travaux montrent que l'ajout de PEG a la surface de
nanoparticules permet de prolonger le temps de circulation plasmatique en diminuant
I’absorption des protéines plasmatiques a leur surface et leur rapide captation par les
macrophages'®®. Dans notre cas, les PEG permettent de donner aux lipidots une trés grande
stabilité colloidale dans le temps et de leur conférer une charge neutre, reconnue pour

prolonger le temps de circulation™?.

Malgré une certaine furtivité de la nanoparticule
(absence d’accumulation dans la rate), elle est éliminée trés rapidement du compartiment
sanguin pour s’accumuler dans le foie puis les ovaires et les surrénales. En effet, bien que la
lipidot soit pégylée, la furtivité de la nanoparticule est discutable vu son temps de % vie
plasmatique plutdt court. Les échanges de phospholipides au niveau de la couronne des
nanoparticules pourrait rendre l'action des surfactants PEG nulle, résultant en une
extravasation rapide des lipidots vers le foie afin d’y étre métabolisés. Des temps de
circulation plus longs sont généralement observés pour les liposomes pegylés (< 48 h) et
pour les nanoparticules lipidiques de type capsule comportant les méme PEG a leur surface
(<5 h)*. La principale différence est que les nanocapsules sont composées d’une couronne
de phospholipides cristallins et que leur coeur est composé d’'un mélange d’huile a courte et

moyenne chaines grasses. Les lipidots ont, quant a elles, un coceur amorphe et ne sont

composées que de mono, di et triglycérides a longues chaines.

Les lipoprotéines permettent le transport des lipides, cholestérol, esters de
cholestérol ou de maniére plus générale des molécules hydrophobes dans le sang*'. Les
lipoprotéines sont classées en 4 familles : les HDL pour lipoprotéines de haute densité (5 —
12 nm), les LDL pour les lipoprotéines de basse densité (18 — 2 5nm), les VLDL pour les

lipoprotéines de trés basse densité (30 — 80 nm) et enfin les chylomicrons (75 — 1200 nm).

112



Chapitre Il : Devenir in vivo des lipidots

Toutes sont riches en triglycérides. Les lipoprotéines de petites tailles ont des temps de
circulation plasmatique élevée allant du jour pour les HDL a I'heure pour les LDL. En
examinant de pres les VLDL et les chylomicrons, on note de grandes similitudes avec les

173,174 "En effet, les chylomicrons sont composés de 63 % de phospholipides et 35 %

lipidots
de cholestérol pour la surface, et de 95 % de triglycérides et 5 % d’ester de cholestérol pour
le coeur. Les VLDL quant a elles, contiennent un peu moins de triglycérides et de cholestérol.
De plus, leur temps de vie plasmatique est de l'ordre de 20 minutes. Les VLDL et les
chylomicrons sont associés a des apolipoprotéines notamment les apolipoprotéines B48,
B100 et E respectivement. Il a été montré d’autre part que les apolipoprotéines ancrées a
leur surface sont les principales protéines qui interférent avec des nanoparticules lipidiques
pégylées aprés injection intra veineuse'”™ 17,

On a donc des caractéristiques assez similaires entre les chylomicrons ou VLDL et les
lipidots : une forte concentration en phospholipides et en triglycérides, une durée de vie
plasmatique inférieure a la % heure, et une forte présence dans le foie. Il ne serait donc pas
exclu que les lipidots soient reconnues par I'organisme comme des chylomicrons ou des
VLDL « artificielles », soient recouvertes de lipoprotéines, et amenées rapidement vers le
foie, ce qui pourrait expliquer la clairance rapide des particules.

Les traceurs encapsulés dans la lipidot sont rapidement accumulés dans le foie. En
revanche, aucun signal n’est observé dans la rate qui est un organe majeur du RES, riche en
macrophage. La plupart des nanoparticules, qu’elles soient organiques ou inorganiques de
taille supérieure a 20 nm, pegylées ou non, s’accumulent dans la rate alors que les
nanoparticules de petite taille, < 5 nm, sont éliminées par le rein. Le foie est 'organe de

14, 166, 177 ot notamment des

métabolisation et d’accumulation des molécules hydrophobes
nanoparticules a base de lipides. Différentes études montrent que les nanoparticules
s’accumulent dans les hépatocytes ou dans les cellules de Kupffer qui font partie du RES. Les
VLDL et les chylomicrons sont rapidement captés par le foie avec une cinétique rapide (50 %
de dose injectée au bout de 20 minutes)*'. De plus, ces lipoprotéines sont internalisées par
les hépatocytes via les apolipoprotéines et non par les cellules de Kupffer. Le fait que les
lipidots ne soient pas présentes dans la rate suggere donc qu’elles sont métabolisées comme
une lipoprotéine via les hépatocytes et non les cellules de Kupffer.

Contrairement aux autres organes, dans le foie, la décorrélation entre le [*H]CHE et le

[**C]CHO apparait trés rapidement (entre 15 minutes et 2 h aprés injection). Il a été
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démontré que le [**C]CHO est hydrolysé en moins de 2 h dans les cellules du foie®”*

, tandis
que le [>H]CHE ne peut pas é&tre éliminé de la cellule aprés son internalisation’. L’élimination
rapide des lipidots par le foie met en évidence une métabolisation rapide de la
nanoparticule, ce qui est un point en leur faveur pour éviter une éventuelle toxicité due a
une accumulation du vecteur. La présence dans la nanoparticule de cire, d’huile, de
triglycérides a longues chaines, et d’'une couche de poly(éthyléne glycol) peut réduire la

métabolisation des lipidots par les lipases, contrairement aux lipoprotéines qui sont

rapidement métabolisées.

Outre le foie, une accumulation spécifique du DiD, >H et *C a été observée dans les
ovaires et surrénales. Ces deux organes sont des organes stéroidiens et sont le lieu de
synthése des hormones stéroidiennes, a savoir la progestérone et I'cestradiol pour les
ovaires, et les glucocorticoides, les minéralocorticoides et les hormones androgénes pour les
surrénales. Le foie et les surrénales sont connus pour surexprimer les récepteurs aux
lipoprotéines'®®. La corrélation entre les trois traceurs est observée jusqu’a 4 h aprés
injection pour les ovaires et 16 h apres injection pour les surrénales, ce qui laisse présumer
de I'intégrité des lipidots pendant ces laps de temps. A des temps plus élevés, le [**C]CHO
doit s’hydrolyser et le signal du 4C décroit, contrairement aux signaux du 3H et du DiD qui
restent constants. L’histologie de ces organes met en évidence une localisation spécifique du
DiD dans le cortex pour les surrénales et dans le corpus luteum pour les ovaires. La surrénale
est divisée principalement en deux parties: la médulla, située au centre de l'organe
synthétise des hormones hydrophiles ; le cortex situé en périphérie, synthétise les hormones
stéroides lipophiles. Concernant les ovaires, le corpus luteum aussi appelé corps jaune, se
gorge de lipides et sécréte de la progestérone 2ou 3 jours apres |'ovulation. Les lipidots se
concentrent dans ces organes, spécifiquement dans les zones qui synthétisent des hormones
stéroidiennes ou qui sont riches en lipides ou en hormones. Cette bioaccumulation peut étre

accentuée en enrichissant la nanoparticule avec du cholesteryl stéarate.

Cette accumulation inattendue n’a, a notre connaissance, jamais été rapportée dans
la littérature. Il existe peu d’études concernant la biodistribution compléte d’un vecteur et
plus particulierement faisant intervenir une accumulation dans les organes stéroidiens, qui

semble donc spécifique des lipidots. Cela pourrait s’expliquer par la taille nanométrique des
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lipidots et leur composition spécifique en lipides qui pourrait étre assimilées par I'organisme
a des chylomicrons ou des VLDL, des transporteurs de cholestérol, de lipides et d’ester de
cholestérol du foie vers les tissus périphériquesm. Les ovaires et les surrénales sont des
organes qui ont besoin de lipides, de triglycérides et de cholestérol pour synthétiser les
hormones. De plus, ce sont des organes qui surexpriment les récepteurs aux lipoprotéines,
ce qui pourrait favoriser le ciblage des lipidots vers ces tissus. Cette hypothese est appuyée
par le fait que des nanoparticules supplémentées en cholestéryl stéarate s’accumulent de
maniére dose-dépendante dans les ovaires. En revanche, les lipidots supplémentées en
cholestérol ne montrent pas cette accumulation préférentielle, qui pourrait donc s’expliquer
par le fait que les lipoprotéines riches en cholestérol (LDL et HDL) jouent un role différent

dans I'organisme, et n’ont pas le méme comportement in vivo.

E. Conclusion générale sur le devenir in vivo des lipidots

Les lipidots sont des nanovecteurs biodégradables et plus de 90 % sont éliminés 24 h
apres injection, ce qui en fait des nanocargos potentiellement non toxiques car ils ne
s’accumulent pas a long terme. Leur distribution rapide dans les tissus en font des vecteurs
idéaux pour I'imagerie. Le design d’agents de contraste a base de lipidots pour I'imagerie de
fluorescence ou I'imagerie nucléaire sera étudié au chapitre suivant.

La nature intrinseque de la nanoparticule et la possibilité de la supplémenter en stéarate
de cholestérol pour favoriser un ciblage préférentiel vers les zones a forte concentration en
récepteurs aux apolipoprotéines ou les zones de synthese d’hormones stéroidiennes, peut
présenter un fort potentiel en termes d’applications, d’'une part pour I'imagerie, d’autre part
pour la délivrance d’agents thérapeutiques. Le Chapitre IV étudiera les applications des
lidpiots en oncologie, spécifiquement en imagerie des cancers hormono-dépendants. Le

Chapitre V étudiera quant a lui le potentiel des lipidots pour la délivrance d’hormones.
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Chapitre lll :

Design d’agents de contraste pour
I’'imagerie de fluorescence
ou I'imagerie nucléaire
en clinique
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Nous avons précédemment montré que les lipidots constituaient de bons vecteurs
pour le transport de composés lipophiles, et montrerons dans le chapitre suivant qu’ils
peuvent s’accumuler de maniere significative dans différents modéles tumoraux. Dans ce
chapitre, nous présentons nos travaux cherchant a déterminer si ces propriétés de ciblage
pourraient étre exploitées pour la construction d’agents de diagnostic performants. Nous
nous intéressons en particulier a I'imagerie de fluorescence, compte tenu que le DTBS et le
SHFJ travaillent sur cette thématique (instrumentation et marqueurs), ainsi qu’a I'imagerie
nucléaire (tomographie a émission de positons, la TEP, ou la tomographie a émission

monophotonique, la TEMP), technique déja bien implantée en clinique notamment au SHF)J.

Dans le chapitre précédent, nous avons utilisé le DiD pour étudier la biodistribution
des lipidots. Cet agent fluorescent avait déja été utilisé au laboratoire dans différentes

147,134 hous permettant d’avoir un recul suffisant sur sa physico-chimie.

études™
Néanmoins, le DiD n’émet pas dans la fenétre optique optimale de l'imagerie de
fluorescence in vivo. De plus, il n’est pas approuvé par les autorités de santé pour l'injection
chez 'homme. Parmi les fluorophores autorisés en clinique pour I'imagerie de fluorescence,
le bleu de méthylene, dérivé de la phénothiazine est utilisé pour ses propriétés colorantes
par voie intra veineuse lors des parathyroidectomies, car c’est un bon marqueur des glandes

79 Plusieurs inconvénients peuvent &tre cités pour ce fluorophore, comme

parathyroides
son faible rendement quantique et, depuis 1999, le nombre de cas croissant de toxicité
recensés, notamment au niveau du systéme nerveux central. Un autre fluorophore
absorbant et émettant dans le proche infrarouge, domaine de longueur d’onde pour lequel
I'absorption de la lumiere par les tissus est minimale et approuvé aujourd’hui pour usage
clinique est le vert d’indocyanine (ICG, Indocyanine Green en anglais). Aprés avoir analysé
I’état de I'art de I'utilisation en imagerie clinique de I'lCG et de son encapsulation dans
différents nanosystemes, nous avons donc examiné les possibilités d’encapsulation de I'lICG
dans les lipidots pour le design d’agents de contraste fluorescents pour I'imagerie per

opératoire de résection tumorale, la détection de métastases ou la localisation de ganglions

sentinelles.
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Dans un second temps, nous avons évalué le potentiel des lipidots pour la
construction d’agents de contraste pour l'imagerie nucléaire (TEP / TEMP), imagerie non
invasive faisant intervenir des éléments radioactifs. Cette technique est ultrasensible, tres
précisement quantitative et peut étre réalisée facilement sur le corps entier compte tenu de

la faible absoprtion par les tissus des photons y de haute énergie utilisées par ces

techniques.
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Partie | : Vers I'lmagerie de fluorescence

A. Le vert d’indocyanine (ICG)

A.1 Intérét de la molécule

L'ICG, dont la structure est représentée Figure 1, est un fluorophore d’intérét pour
I'imagerie de fluorescence car il est approuvé depuis 1959 pour l'injection chez ’lhomme par
I'EMEA et la FDA (Food and Drug Administration, I'équivalent de I’Agence Nationale de
Sécurité du Médicament aux Etats-Unis) grace a sa faible toxicité (due a une métabolisation
principalement hépatique et a une absence d’absorption par la muqueuse intestinale). Il est
utilisé pour réaliser des angiographies en ophtalmologie ou pour évaluer les fonctions
cardiaque et hépatique. Les spectres d'absorption et de fluorescence de I'ICG se situent dans
la région du proche infrarouge (600 — 900 nm), avec les avantages que cela comporte,
comme une faible autofluorescence des tissus ou une profondeur d’imagerie plus élevée
(Chapitre 1). Ses propriétés optiques dépendent en grande partie du milieu dans lequel le
fluorophore est dispersé, ainsi que de sa concentration. L'ICG absorbe essentiellement entre
600 et 900 nm, et émet entre 750 et 950 nm. Les valeurs maximales des spectres d’émission
de fluorescence sont d’environ 810 nm dans l'eau et 830 nm dans le sang. Pour les
applications médicales, I'absorption maximale est a environ 800 nm dans le plasma sanguin,

di a I'adsorption de la molécule sur les protéines plasmatiques.
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Figure llI-1 : Structure de I'ICG, aussi connue sous le nom de Cardiogreen® ou d’Infracyanine®.

121



Chapitre Il : Lipidots et imagerie clinique

A.2 'ICG en clinique
A.2.1 L’identification du ganglion sentinelle

L'ICG étant I'un des rares fluorophores approuvés pour l'injection chez 'lhomme, il
est trés utilisé dans les études cliniques, notamment pour la détection des ganglions
sentinelles afin de réaliser des biopsies et des lymphographies en temps réel. Il existe trois
techniques pour réaliser ces biopsies : la premiére utilise le colorant bleu Evans, la seconde
utilise un radiocolloide a base de technétium (Tc) et la derniére est une combinaison des
deux. Avec le bleu Evans, la sensibilité de détection est faible (tous les ganglions ne sont pas
détectés) ainsi que la spécificité (les ganglions prélevés sont des faux positifs a hauteur
d’environ 40 %)®® ¥ et de nombreuses réactions anaphylactiques ont été
observées. L'utilisation de radio-isotopes est col(teuse et régelementée, et tous les
laboratoires ne possedent pas les installations nécessaires. La meilleure des méthodes reste
a ce jour la combinaison des deux qui permet d’obtenir moins de 5 % de faux négatifs.
Hutteman™® a utilisé I'ICG pour améliorer la visualisation des ganglions lymphatiques dans le
cancer du sein, et Rossi*®® pour détecter les ganglions sentinelles des cancers de 'endométre
et des cancers cervicaux par suivi endoscopique apres injection cervicale. L'ICG apparait des
lors comme un nouveau traceur permettant la visualisation des ganglions sentinelles ainsi
gue du drainage lymphatique des tumeurs en temps réel. Différentes études cliniques ont
été menées, notamment par Hirch'® dans le cas du carcinome du colon, qui a développé
une méthode permettant la détection des ganglions dans les 3 a 10 min apres injection d’ICG

dans la zone péritumorale avec un taux de détection positive de 82 %.

A.2.2 Autres applications
Au-dela de ses applications en imagerie, I'ICG est également utilisé depuis 2004 dans
le traitement par irradiation laser des mélanomes chez les patients américains ainsi que pour

184

I’'analyse de biopsies™". L'ICG est également présent dans le domaine de la neurologie pour

explorer la perfusion cérébrale®’

. Par exemple, il permet d’évaluer la rupture de la barriére
hémato encéphalique’®. En effet, dans certains cas de cancer, afin que les anti-cancéreux
puissent atteindre le cerveau, il est nécessaire de réaliser une ouverture osmotique de la
BHE (barriére hémato encéphalique qui isole et maintient ’homéostasie du cerveau en

contrdlant les échanges sang-cerveau) par l'injection de mannitol. Cette technique, tres
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aléatoire, entraine de tres grandes variations d’un patient a I'autre, qui ont un impact tres
important sur |'efficacité de la chimiothérapie. L’évaluation de I'ouverture de la BHE grace a
I'ICG permet d’adapter le traitement et la dose de médicament a administrer qui atteindra le
cerveau, dans le but d’améliorer I'efficacité thérapeutique et surtout de diminuer les effets

secondaires liés a un surdosage.

Il existe également des applications de photothérapie dynamique utilisant I'lICG. La
photothérapie dynamique (PDT en anglais pour « photodynamic therapy ») est une
technique qui permet le traitement de certaines Iésions précancéreuses mais également de
certains cancers cutanés superficiels, en associant une substance active
(photosensibilisateur) et une irradiation lumineuse de la peau (par un laser ou une diode). La
photothermie (PTT) consiste quant a elle a détruire des cellules cancéreuses en augmentant
la température au sein de la zone a traiter. L'ICG peut jouer le réle de photosensibilisateur
(pour la PDT) ou d’absorbeur thermique (pour la PTT). Ce fluorophore est également utilisé
pour son effet photothérapique dans le traitement du cancer du sein au stade d’essais

187, 188

cliniques a ce jour, ou encore pour évaluer l'efficacité d’un traitement PDT . Van der

Vost I'a utilisé pour la résection de métastases hépatiques superficielles'®.

A.3 Les limites de I'ICG libre

L’ICG, administré en solution aqueuse, possede deux inconvénients majeurs: (1) ses
propriétés optiques sont instables dans le temps avec une baisse de I'absorption et de la
fluorescence dues a une dégradation moléculaire et (2) une distribution dans le corps non
spécifique, avec un temps de % vie plasmatique apreés injection intraveineuse de 2 a 4 min.
Son absorption est uniquement hépatique avec une recirculation dans les intestins via la

bile™. 1l a été montré que I'ICG pouvait se montrer plus stable en solution aqueuse s'il était

191

conservé a I'abri de la lumiere, a basse température et de maniere concentrée™". De plus,

apres injection dans le plasma, I'lCG se lie a plus de 99 % aux protéines plasmatiques,

entrainant une clairance trés rapide du fluorophore du compartiment sanguin (2-4 min)*2.

L’affinité particuliere de I'lCG pour les phospholipides ou I'albumine a été étudiée en 1998

193-195

par Mordon pour ce qui concerne les phospholipides de I’'endothélium vasculaire et par

197

Yoneya196 pour les phospholipides circulants (HDL)”’. Ces études montrent une interaction

importante de I'ICG avec ces molécules dans le sang, probablement due a l'intégration de la
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partie hydrophobe de I'ICG dans la partie hydrophobe des protéines ou la couche externe
des lipoprotéines'®®. Environ 1 a 2 molécules d’ICG sont liées par molécule de HSA (human
serum albumine)'®®. Ces interactions avec les protéines plasmatiques ou les phospholipides
empéchent I'ICG de s’agréger et assurent ainsi sa stabilité physico chimique et optique le

temps de sa présence dans le compartiment plasmatique (10 minutes au total).

A.4 L'ICG et les nanoparticules
Afin de pallier a l'instabilité chimique et photochimique de I'lCG, plusieurs équipes
ont travaillé sur I'encapsulation ou I'association du fluorophore avec des nanoparticules afin

d’améliorer son comportement en milieu aqueux ou aprés injection®® %,

Hee Kim*™ a encapsulé I'lCG dans des micelles polymériques contenant du Pluronic
F127 (surfactant polyol non ionique) afin d’obtenir des nanoparticules thermosensibles.
Cette structure en forme de filaments (due a la présence de chaines polymériques) a été
préférée a une structure sphérique car elle permet une meilleure encapsulation de I'ICG et
car la présence de Pluronic permet de stabiliser la nanoparticule a température corporelle.
Afin de permettre une bonne détection tumorale, deux injections d’ICG encapsulée dans la
nanoparticule ont été réalisées. La premiére injection permet de saturer les cellules

phagocytaires, et d’obtenir, 30 minutes aprés la 2°

me

injection, des taux plasmatiques de
fluorescence plus élevés. 24 h apres injection, méme si le signal dans le foie reste le plus
élevé, un signal dans la tumeur est observé ainsi que dans la rate, le coeur, les poumons et

les reins?®*.

Yaseen a montré que la taille de la nanoparticule polymérique dans laquelle le
fluorophore est encapsulé n’a pas d’impact sur le comportement in vivo de I'ICG*®, au
contraire de son revétement de surface, notamment si celui-ci modifie la charge de la
nanoparticule (passant d’un potentiel zéta neutre a un potentiel zéta négatif). Une particule
chargée négativement (mésocapsule a base de fer et d’acide polyacrylique) va s’accumuler
dans les poumons tandis que des nanoparticules neutres (mésocapsule a base de polylysine)
vont voir leur temps de circulation plasmatique augmenter (mais il reste cependant < 1h).

Un signal est observé pour toutes ces particules dans les reins et, dans une moindre mesure,

le coeur et la rate. Saxena®®? a montré que lI'encapsulation de I'ICG dans les nanoparticules
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polymériques permettait d’augmenter linternalisation cellulaire du fluorophore.

182 montre un taux d’encapsulation

L’encapsulation de I'ICG dans des nanoparticules de PLGA
optimal du fluorophore de 74 % dans la nanoparticule et le relargage de I'ICG en milieu
aqueux a 37°C en deux phases. La premiere phase, d’'une durée de 8 h, entraine une fuite de
78 % de I'ICG hors de la nanoparticule alors que la seconde phase consiste en un relargage

203 5fin

tres lent de 2 % de I'lCG en 16 h. L'ICG a également été encapsulé dans des liposomes
d’améliorer les qualités optiques du fluorophore et d’obtenir des objets de taille
nanométrique bénéficiant de I'effet EPR et capable ainsi d’atteindre la tumeur ou

permettant d’utiliser le liposome comme plateforme de greffage d’anti-corps.

Des études préliminaires avaient émis I’"hypothése qu’il était préférable de réaliser un
mélange d’ICG et de HSA (Human Serum Albumine) préalablement prélevée chez le patient
afin d’améliorer les propriétés de fluorescence de I'lCG mais surtout d’en augmenter la taille
(formation d’agrégats) et augmenter ainsi son temps de circulation dans le compartiment
pIasmatiquelgz. Néanmoins, apres injection transcutanée ou intratumoral, aucune différence
entre les deux formulations (ICG libre ou ICG adsorbé) n’a été observée, ce qui peut
s’expliquer par le fait que I'lCG injecté libre s’adsorbe quasi instantanément sur les protéines
des gu’il est en milieu biologique. L'utilisation de I'ICG seul est donc conseillée dans cette

utilisation précise afin de réduire les colts.

Des nanoparticules comprenant de I'lCG ont également été étudiées pour leur effet
photothermique et photochimique, parfois combinés a une détection en imagerie de
fluorescence (approche théragnostique). Zheng'®* a synthétisé des nanoparticules ICG-PL-
PEG (nanoparticules de phospholipides comprenant en leur centre de I'ICG et a I'extérieur
une couronne PEGylée) fonctionnalisées par un anticorps monoclonal greffé a I'extrémité
des chaines PEG, qui une fois dans la tumeur, sont irradiées, ce qui conduit a la lyse des
cellules cancéreuses (génération de radiacaux libres). Kuo®® a couplé I'ICG a des
nanobatonnets d’or (« nanorod » en anglais) pour la photothérapie dynamique (PDT) et a
des nanoparticules d’or pour la photothérapie photothermique (PTT). Yaseen a encapsulé

I'ICG dans des mésocapsules enrobées de dextran pour réaliser une photothérapie
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dynamique sur des cellules cancéreuses’®™. Tang a utilisé I'ICG en combinaison avec la
doxorubicine pour associer chimio et photothérapies?®. L'efficacité de la doxorubicine s’est

trouvée alors augmentée.

Le fait d’encapsuler I'ICG dans une nanoparticule modifie généralement sa
biodistribution in vivo*®’. Avec I'ICG seul, un signal élevé dans le foie est d’abord observé,
puis dans les reins, et des signaux de fluorescence plus faibles dans la rate, le coeur et les
poumons, par ordre décroissant. En revanche, pour I'lCG encapsulé, de forts signaux de
fluorescence ont été observés dans le foie et la rate, puis de maniere plus faible les
poumons, le cceur et les reins. De maniere générale, I'effet nanoparticulaire n