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RESUME

Les macrophages représentent une population de cellules immunes trés présente dans
certaines tumeurs malignes au sein desquelles ils vont jouer un rdle marqué dans la
progression tumorale. Les macrophages représentent donc une cible thérapeutique
intéressante dans le traitement de ces tumeurs infiltrées. Ce ciblage des macrophages peut étre
envisagé grace a des vecteurs comme les systémes d’encapsulation nanoparticulaires connus

pour étre facilement phagocytés par les macrophages aprés une administration locale ou
parentérale. L’objectif de ces travaux de thése a donc été de développer des nanoparticules
polyméres (NP) capable de cibler les macrophages infiltrés dans la tumeur et dénlibiéuer

un principe actif encapsulé au sein de ces NP. Les NP pourraient ainsi modifier les fonctions
des macrophages ou encore permettre I’utilisation des macrophages comme une réserve

d’actif anticancéreux. Aprés une ¢étude de formulation, des NP a base d’acide
poly(D,L)lactique de taille de 200 nm ont été sélectionnées. Ces NP présentent une bonne
internalisation par les macrophagesvitro et un ciblage spécifique des macrophages infiltrés
dans une tumeur de gliome humain, implantée chez des souris nudes, suite a une injection
intra-tumorale de NP. Le premier #ciodé¢le encapsulé est 1’acide tout-trans rétinoique

(RA), molécule immuno-modulatrice pouvant modifier les fonctions macrophagiques. Les
NP-RA peuvent encapsuler environ 90% d’actif et présentent un profil de libération prolongée

du RA pendant 4 jours combiné a une amélioration de sa stabilité. De plus, ces NP-RA ont
montré qu’elles pouvaient engendrer in Vvitro, une modification de I’expression de certains

genes des macrophages. Le deuxieéme type d’actif encapsulé lors de ces travaux est la
vitamine D, et ses dérivés (26H-vitamine Dy et 1,25-(OH)-vitamine [}) possédant des
propriétés anticancéreuses mais a 1’origine de nombreux effets secondaires dus a un manque

de spécificité d’action. L’objectif serait alors de mieux cibler les cellules tumorales grace aux
macrophages infiltrant ces tumeurs et d’éviter ainsi les hypercalcémies secondaires dues a
I’administration de fortes doses de vitamine D3. Une étuden vitro sur une lignée cellulaire de
cancer de sein (MCF} a permis de montrer 1’avantage des NP pour prolonger et intensifier

’action antiproliférative des dérivés de vitamine Ds.

MOTS-CLES
Nanoparticules polymeres, Macrophages, Tumeur, Rétinoides, Vitamine D, Encapsulation,

Ciblage



ABSTRACT

Title: Polymeric nanopatrticle development for targeting and modulating macrophage funotins

Macrophages are the major leukocyte population present in tumors, so-called tumor-
associated macrophages (TAM), promoting tumor growth. These macrophages could be an
interesting therapeutic target for nanoparticulate delivery systems known to be easily
recognized and phagocytosed by macrophages after local or parenteral administration. The
aim of this work was to develop polymeric nanoparticles (NP) for targeting TAM. NP could
modulate macrophage functions or use them as storage of anticancer drugs. After a
formulation study, the 200 nm NP of poly(D, L) lactic acid were selected. These NP showed a
good internalization by macrophagasvitro and specific targeting of TAM in human glioma
tumor implanted in nude mice after intratumoral injection of NP tralhs retinoic acid (RA,
immuno-modulator) was first encapsulated with an encapsulation efficiency of 90%. RA-NP
have a sustained release profile for 4 days and enhance stability of the RA. Changes in gene
expression of RA-NP treated macrophages were obseirvedtro. Secondly, active-
metabolites of vitamin P(25-OH-vitamin D; and 1,25-(OHj}vitamin Ds) were encapsulated

for their anticancer properties. The aim was to target the tumor cells via TAM avoiding the
hypercalcemia produced by high doses of vitamgnID vitro evaluations on breast cancer

cell line (MCF-7) highlighted NP advantages to extend and enhance the antiproliferative

KEY-WORDS
Polymeric nanoparticles, Macrophages, Tumor, Retinoids, Vitamin D, Encapsulation,

Targeting, Drug delivery
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Les macrophages sont des cellules immunitaires connus pour jouer un role important
dans les maladies infectieuses, aut@iunes ainsi que dans certains cancers. Il a d’ailleurs
éete démontré que les macrophages étaient la population immunitaire la plus présente dans les
tumeurs malignes. Ces macrophages infiltrés dans les tumeurs (TAM « Tumor Associated
Macrophages )» interviennent de fagon importante sur la progression, 1’angiogenése et
I’invasion des plusieurs types de tumeurs. De plus, leur présence dans ces tumeurs est souvent
signe d’un mauvais pronostic (1). Du fait de leur implication pathologique et de leur large
présence, les macrophages font I’objet de beaucoup d’attention pour 1’¢laboration de

nouvelles stratégies thérapeutiques.

Les stratégies de vectorisation ciblant les macrophages ont fait 1’objet de nombreuses
études ces dernieres années se basant sur leur capacité phagocytaire qui permet
I’internalisation de vecteurs. Ces travaux visent a améliorer 1’administration, cibler 1’action et
prolonger I’activité de principes actifs soit directement sur les macrophages en modifiant leurs
fonctions, soit par I’intermédiaire des macrophages utilisés en profitant de leur infiltration.
Plusieurs études ont notamment mis en valeur ’avantage de ces systémes vectorisés dans le
ciblage des macrophages vitro et in vivo sur des modeéles animaux. Cependant, la
transposition de ces résultats positifs pour des applications cliniquesteontagas abouti
et nécessite des investigations plus approfondies afin de déterminer les parametres clé de ces
stratégies et de les maitriser (2). Par ailleurs, le ciblage des macrophages infiltrés dans les
tumeurs (hors ceux du systeme foie/rate) est peu décrit dans la littérature et plus
particulierement le ciblage impliquant des nanoparticules polymeres. Cette approche pourrait
étre exploitée en vue d’améliorer la performance des immunothérapies ou des chimiothérapies

ou pour initier de nouvelles stratégies thérapeutiques.

Les systémes de vectorisation nanoparticulaires®8gdnération sont décrits comme
étant facilement reconnus et phagocytés par les macrophages aprés une administration locale
ou parentérale. Ces nanoparticules, notamment les polyméres, permettent la vectorisation
d’une grande variété de principes actifs en améliorant leur stabilité, leur efficacité ainsi que
leur spécificité, en prolongeant le profil de libération et en assurant un maintien de I’activité.

De plus, ces nanoparticules polymeres présentent plusieurs avantages pharmacotechniques

-1 -



Introduction générale

comme la stabilité des suspensions ou leur faisabilité a grande échelle selon les procédés de
fabrication (3).

L’objectif des travaux de recherche décrits dans ce manuscrit a donc été d’établir une
nouvelle stratégie thérapeutigue en développant un systéme de vectorisation facilement
internalisé par les macrophages en vue de délivrer au sein de ces derniers une molécule
d’intérét thérapeutique. Ce systéme présente une alternative intéressante au traitement des
pathologies ou les macrophages jouent un réle marqué comme certains cancers ou certaines
maladies auto-immunes. Dans cette perspective, nous avons développé des nanoparticules
polyméres capables de cibler les macrophages infiltrés dans la tumeur aprées une
administration intratumorale. Les nanoparticules pourraient modifier les fonctions des
macrophages ou encore utiliser les macrophages comme réservoir de principe actif (ex.
anticancéreux). Nous avons choisi au cours de ce travail de these deux principes actifs ayant
des activités immunomodulatrice et anticancéreuse en vue de bien spécifier et prolonger leur

action sur I’environnement tumoral.

Le premier principe actif retenu est I’acide tout-transrétinoique (atRA, forme active de

la vitamine A) utilisé dans la prise en charge de leucémies aigués promyélocytaires sous
forme orale ou dans le traitement des troubles cutanées en application topique. Toutefois ses
utilisations thérapeutiques sont confrontées a quelques limites comme une trés faible
hydrosolubilité,une forte instabilité de I’atRA et surtout la survenue d‘effets secondaires (4).

Les travaux de vectorisation de I’atRA sont majoritairement focalisés sur 1’élaboration de

formes injectables plus efficaces dans le traitement de camcexs 1’amélioration de sa
biodisponibilité cutanée (5)L’atRA est aussi capable de moduler les fonctions des cellules
immunitaires (6)mais la vectorisation de I’atRA comme agent immunomodulateur est peu

décrite.

Le deuxieme type de principe actif nedepour 1’encapsulation est la vitamine D3 et ses
dérivés. lls sont généralement utilisés dans le traitement de pathologies liées a un défaut
d’absorption et d’assimilation du calcium mais aussi dans la prise en charge du psoriasis. De
plus, les dérivés de vitamine D possedent des activités anticancéreuses largement décrites
dans la littérature mais les résultats des essais cliniques restent modestes. La survenue
d’hypercalcémies secondaires lors d’une administration systémique limite la dose utilisée et

donc restreint considérablement son efficacité (7). La vectorisation ciblée de ces dérivés
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pourrait donc apporter une amélioration majeure de leur efficacité en supprimant les effets

secondaires systémiques. Néanmoins cette approche est tres peu étudiée.

Par conséquent, 1’objectif de ce travail était de formuler des nanoparticules polymeéres
capables de prolonger la libération et d’améliorer la stabilité du principe actif encapsulé. Ces
NP, ciblant les TAM apres une administration intratumorale, permettent de maintenir
I’activité modulatrice de I’acide tout-trans rétinoique ou de prolonger 1’action anticancéreuse

des dérivés de la vitamingD

Le présent manuscrit est constitué de deux grandes parties : une premiere consacrée aux
travaux antérieurs réalisés dans le domaine et une seconde partie présentant les travaux

expérimentaux réalisés au cours de cette thése.

La premiere partie présente une étude bibliographique des travaux antérieurs portant sur

trois aspects :

- Dans le chapitre I, les fonctions biologiques des macrophages seront abordées ainsi
gue les interactions existantes entre les macrophages et les nhanovecteurs notamment
les nanoparticules polymeres. Les stratégies de vectorisation développées en ciblant
les macrophages seront décrites en précisant les applications anti-cancéreuses.

- Dans le chapitre Il, la vitamine A (rétinoides), ses propriétés, son réle biologique et
ses intéréts thérapeutiques seront présentés. Seront notamment détaillées les études

d’encapsulation des rétinoides et leurs avantages thérapeutiques.

- Dans le chapitre Ill, les propriétés de la vitamineeDde ses dérivés et leurs réles
biologiques seront décrits. Les travaux de recherche et les essais cliniques conduits
sur Pactivité anticancéreuse de la vitamine D seront présentés en soulignant les

intéréts de la vectorisation.

La deuxieme partie de ce manuscrit aura pour objet de présenter les travaux
expérimentaux réalisés au cours de la thése. lls sont divisés en deux chapitres présentés sous

forme d’articles scientifiques avec les résultats complémentaires non publiés :

- Dans le chapitre IV seront présentés les travaux de formulation et de caractérisation
des nanopaicules encapsulant I’atRA. Ces nanoparticules polyméres d’atRA ont

aussi été étudiées pour leur internalisation par les macrophlmag#s et par les
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macrophages infiltrés dans une xénogreffe de gliome humain. La capacité de ces
nanoparticules d’atRA de moduler les fonctions physiologiques des macrophages
sera aussi présentée. Une partie des résultats présentés dans ce daagiobjet

d’un article scientifique intitulé « Development of a nanoparticle-based system for
the delivery of retinoic acid into macrophagepublié dandnternational Journal

of Pharmaceutic$2012;430(1-2):207-215).

- Le chapitre V présentera la deuxieme application thérapeutique de notre stratégie
ciblant les macrophages de tumeurs a ’aide de nanoparticules de dérivés de
vitamine D. Une étude de formulation et caractérisation des nanoparticules pour
I’encapsulation de la vitamine D3 et de ses métabolites actifs sera présentée. Le test
in vitro de I’efficacité anticancéreuse de ces nanoparticules sera ensuite abordé. Les
résiltats de ce chapitre ont fait 1’objet d’un article scientifique intitulé « Nano-
encapsulation of vitamin D3 active metabolites for application in chemotherapy:
formulation study and in vitro evaluationpublié das Pharmaceutical Research
(2013;30(4):1137-46).

Enfin, ce manuscrit se terminera par une discussion générale sur les travaux

expérimentaux suivie d’une conclusion générale et des perspectives de ce travail.
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Chapitre I. Vectorisation ciblant les Macrophages

La vectorisation des actifs thérapeutiques présente un intérét majeur en vue de
I’amélioration de leur solubilité, de leur stabilité¢ et de leur efficacité en renforcant leur
spécificité d’action et en diminuant leurs effets secondaires et cytotoxiques. Plusieurs types de
vecteur ont été développés comme les liposomes, niosomes, micro/nanoparticules polymeres,
nanoparticules lipidiques etc. L’utilisation thérapeutique des vecteurs dits de premicre
génération est relativement limitée du fait de leur reconnaissance par les cellules du systeme
réticulo-endothélial (RES) notamment les macrophages et de leur élimination rapide par
I’organisme. Pour s’en affranchir et limiter la reconnaissance des vecteurs par le RES, la
modification de leur surface a été envisagée (vecteurs de deuxiéme génération). Enfin les
vecteurs de troisieme génération ont été décrits afin d’améliorer leur spécificité en les

conjuguant a un ligand de ciblage.

Toutefois en tenant compte de la capacité qu’a le RES et ses macrophages a reconnaitre
et phagocyter rapidement les vecteurs de premiére génération et de la forte localisation et
implication de ces macrophages dans différentes pathologies, la vectorisation via les
macrophages offrirait une ouverture intéressante vers de nouvelles stratégies thérapeutiques.
Afin de mieux comprendre et cerner cette possible stratégie il est important dahteops
de bien connaitre la physiologie et les fonctions biologiques des macrophages. Ces aspects
feront I’objet de la premiére partie de ce chapitre. Nous nous intéresserons ensuite aux
interactions existant entre les vecteurs et les macrophages, plus particulierement entre
nanoparticules et macrophages et aux mécanismes d’internalisation des nanoparticules. Enfin,
seront développés les intéréts thérapeutiques du ciblage des macrophages notamment par les

nanoparticules polymeéres.

l.1. Fonctions biologiques des macrophages

Les macrophages sont des cellules phagocytaires présentes dans les tissus. llIs sont issus
de la différentiation des monocytes aprés migration vers les tissus que ce soit en condition
normale ou en réponse inflammatoire. Les monocytes sont développés a partir des cellules
myeéloides progénitrices dans la moelle osseuse puis libérés dans la circulation sanguine. Les
monocytes migrent ensuite vers les tissus ou ils se différencient en macrophages résidents

spécifiques des tissus comme 1’0s (ostéoclastes), les poumons (alvéolaires), le systéme
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nerveux central (microglies), les tissus conjonctifs (histiocytes), le foie (cellules de Kupffer),

la rate et le péritoine (Figurg (1)

Figure 1 : Génération des macrophages a partir des cellules souches hématopoiétiques
depuis la moelle osseuse jusqu’aux tissus ; présentation des différents types de

macrophages selon les tissus (2).

Grace a leur propriété de phagocytose, les macrophages attaquent et éliminent les
substances étrangeres, les microorganismes exogenes, les cellules cancéreuses ainsi que les
débris cellulaires par un mécanisme d’ingestion-destruction. Les macrophages jouent un réle
important dans I’immunité innée et dans I’initiation de I’immunité acquise spécifique.
L’activation des macrophages, schématisée en Figure 2, est un processus immunitaire critique
strictement régulé et son dysfonctionnement peut étre a 1’origine de pathologies. L’activation
conduit & I’apparition de différentes populations de macrophages (phénotypes) classées en
général en deux phénotypes: les macrophages pro-inflammatoires (M1), activés
classiqguement, et les macrophages régulateurs (M2) activés alternativement. Un troisieme
type d’activation est proposé sous le terme Wound healing macrophages concernant des

macrophages M2 participants a la cicatrisation des tissus (2).

L’activation classique des macrophages (M1) est provoquée par I’association de deux
signaux, l’interféron-y (IFNy) et le facteur de nécrose tumorale (TNF), augmentant la
résistance des macrophages aux infections. De leur c6té, les macrophages M1 sécrétent des
cytokines pro-inflammatoires comme les interleukines 1, 6 et 23 (IL-1, IL-6 et IL-23) activant
la prolifération des lymphocytes T effecteurs (Thl et Th17)[(3}tivation des macrophages
M1 est essentielle dans la défense contre les pathogénes mais peut aussi étre la cause
d’immunopathologies comme la polyarthrite rhumatoide et certaines pathologies

inflammatoires du tube digestif(4).

Sous I’effet de glucocorticoides ou lors de 1’étape finale de la réponse immunitaire, les
macrophages sont activés en M2 afin de diminuer la réponse immunitaire et limiter
I’inflammation. Les macrophages régulateurs M2 sécretent des cytokines régulatrices
notamment I’IL-10 qui oriente la réponse des lymphocytes T en Th2 et favorise le
développement des lymphocytes régulateurs. Néanmoins, ces macrophages M2 peuvent étre
mis en cause dans la prolifération de certains pathogénes (ex : Leishmania) et aussi participer

a la progression tumorale (2).
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Figure 2 : Activation des macrophages conduisant aux différents phénotypes en réponse

aux cytokines sécrétées par les cellules immunitaires ou autres stimulations (2)

hY

Plusieurs études supposent que les macrophages activés, suite a une altération du
microenvironnement, peuvent changer de phénotype (5). Cette propriété, décrite sous le terme
de plasticité, renforce I’intérét de cibler les macrophages et de moduler leurs fonctions en vue

d’une application thérapeutique sur les pathologies macrophage-dépendantes.

l.2. Interaction nanoparticules-macrophages

La compréhensiodes mécanismes d’interactions entre nanoparticules et cellules est un
point clé dans le développement de vecteurs pour le ciblage cellulaire ou intracellulaire. Ces
interactions comprennent notamment les mécanismes d’internalisation des nanoparticules et
d’identification du récepteur a cibler. Les propriétés physico-chimiques des nanoparticules
(NP) et le type de cellules ciblées sont les deux facteurs critiques de |’internalisation
intracellulaire (6). Les nombreuses études conduites pour comprendre les mécanismes de
capture des NP par les cellules ont mis en évidence deux voies principales d’internalisation :
soit par phagocytose propremedite soit par d’autres types d’endocytose (clathrine et
calveolinedépendantes ou macropinocytose). La connaissance de la voie d’internalisation des
nanoparticules est importante en vue du développement d’une technique de ciblage. Dans le
cas des macropheg ’internalisation des NP se fait majoritairement par phagocytose avec

une possibilité de macropinocytose.

I.2.1. Phagocytose des nanoparticules

La phagocytose des NP peut étre décrite en trois étapes : reconnaissance des NP dans le
sang par opsonisation, adhésion de ces particules aux macrophages, ingestion des particules.
La phagosome formée contenant les nanoparticules fusionne avec des lysosomes pour donner

une phagolysosome plus acidifiée, riche en enzymes et capable de dégrader les NP)(Figure 3

L’opsonisation est un processus important qui survient avant la phagocytose et qui
consiste en I’adsorption de protéines sériques, les opsonines, a la surface des NP pour les
rendre «visibles » par les macrophages. Les opsonines sont majoritairement composees
d’immunoglobulines (IgG et IgM) et de protéines du systeme du complément (C3, C4, C5)

ainsi que d’autres protéines sériques comme la laminine, la fibronectine, la protéine C réactive
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et le collagéne de type 1. L’opsonisation a lieu dans le sang rapidement apres 1’administration

des NP par voie intraveineuse. L’adhésion des opsonines sur les nanoparticules se fait par
différentes forces comme des forces de Van der Walls, des interactions électrostatiques,
ioniques ou hydrophobe/hydrophile (7).

Figure 3 : Internalisation des NP par opsonisation et phagocytose (6).

Du fait de cette opsonisation, les macrophages reconnaissent les NP comme corps
étranger et se lient aux NP via les opsonines adsorbées. En revanche, si aucune protéine ne
s’adsorbe en surface des NP, les macrophages sont incapables de reconnaitre les NP. Le
premier mécanisme de reconnaissance envisageé serait di a une altération et uoe detsvati
opsonines adsorbées ; leur forme active serait alors reconnue comme corps étranger par des
récepteurs spécifiques des macrophages. Le deuxiéme mécanisme décrit serait 1’adhésion
non-spécifique des macrophages a la surface des protéines adsorbées. Enfin, la troisieme
hypothése mise en avant serait 1’activation de la phagocytose par les protéines du systeme du

complément via des récepteurs spécifiques (8).

Aprés opsonisation et reconnaissance des NP par les macrophages, celles-ci vont étre
internalisées par un mécanisme d’endocytose. La vésicule formée par endocytose rentre dans
le cytoplasme ou elle subit des séries de fusion notamment avec des lysosomes pour donner
des phagolysosomes acidifiés, riches en enzymes (estérases et protéases) et réactifs
d’oxydation (9). Ce milieu réactif est un point clé pour la formulation des nanoparticules a
base de polymeres synthétiques notamment pour la biodégradation du polymeére, requise dans
les applications pharmagtiques, afin d’éviter les accumulations de polymeére pouvant
engendrer des effets toxiques. De ce fait les polyméres biodégradables sont tres largement
utilisés pour la formulation des NP polymeres car ils seront dégradés au sein des
phagolysosomes par defactions d’hydrolyse (10). Cette biodégradabilité contribue aussi a
la libération de I’actif encapsulé mais présente une limite majeure dans le cas particulier des
actifs sensibles a I’activité des phagolysosomes comme les protéines ou les acides nucléiques.
Pour ce type de principes actifs, une stratégie d’échappement des phagolysosomes est
nécessairepour assurer 1’efficacité thérapeutique, elle peut se faire en déstabilisant la

membrane de la phagolysosome (11).
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I.2.2. Propriétés des nanoparticules pouvant influencer leur phagocytose

Il est connu que les nanoparticules sont rapidement éliminées de la circulation par les
macrophages de facon indépendante de leur composition. Cependant, plusieurs études ont
reussi a identifier et affiner les caractéristiques des nanoparticules jouant sur leur
phagocytose. Ces études ont montré les possibilités de cibler les macrophages ainsi que de
développer des nanoparticules "furtifs" capables de séjourner plus longtemps dans la

circulation.

[.2.2.1.Taille de nanoparticules

Les macrophages sont des cellules phagoeyteapables d’internaliser des particules
de différentes tailles (12). En 1967, Kathal. ont utilisé des particules de polystyréne de 250
nm a 3 um confirmant la phagocytose des particules des différentes tailles mais avec une
phagocytose favorisée pour les particules de grande taille (13). Babtant aussi comparé
la phagocytose des microsphéres de différentes tailles (0,2 a 2 um) en montrant que la
phagocytose était maximale pour les particules de taille entre 1 et 2 um (14). Des observations

similaires ont été démontrées pour les liposomes par Harashah#15).

Vonarbourget al ont tenté d’étudier I’influence de la taille des particules sur la
phagocytose en se focalisant sur les interactions entre des nanoparticules lipidiques et des
protéines du systeme du complément. lls ont supposé que les petites particules disposent
d’une surface plus courbe donc moins efficace pour 1’adhésion des protéines (16). Les
macrophages sdéifent donc internaliser les NP en fonction de I’opsonisation et non pas
directement en fonction de leur taille. Toutefois, le degré d’opsonisation augmente avec la
taille des NP (17). La taille des particules doit en revanche étre aussi adaptée avec la voie
d’administration ; des particules de taille d’environ 200 nm seraient les plus adaptées pour

I’administration intraveineuse sans risque d’embolisation (6).

1.2.2.2.Propriétés de surface des nanoparticules

La composition des NP déterminent leurs propriétés de surface qui jouent un réle
important dans I’opsonisation ainsi que dans I’interaction avec les macrophages. L’adsorption

d’opsonines a la surface se fait en général via des interactions ioniques ou hydrophobes (18).
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La capture des NP par les macrophages sera donc influencée par leur charge (potgntiel Zeta

et leur hydrophobicité.

La phagocytose des NP préparées a base des polyméres hydrophobes (PCL, PLA,
PLGA et PACA) est bien documentée par des expérimentationigo et in vivo, confirmant
I’implication de 1’hydrophobicit¢ du polymeére dans I’opsonisation. Cette influence de
I’hydrophobicité peut étre due a la mise en jeu de forces d’interactions type Van der Waals
(19). Blunk et al. ont conduit une étude en modifiant I’hydrophobicité des particules de
polystyréne par adsorption de copolyméres d’hydrophilie variable (poloxamers 184, 188 et
407). Les auteurs ont montré que plus les particules étaient hydrophobes, plus il y avait des
protéines adsorbées a leur surface (20). Des observations similaires ont été trouvées sur des

particules de latex des différentes hydrophobicités par Gesssak(21).

Roseret al. ont montré une faible internalisation des NP ayant un potentiel Zeta proche
de zéro (22). De plus, Tabat&t al. n’ont pas trouvé de différence significative entre les
particules chargées positivement ou négativement. (Q%utres auteurs ont montré en
étudiant la phagocytose deicroparticules de polystyréne, qu’une relation linéaire entre la
valeur absolue de potentiel Zeta et la phagocytose existait (23). Les NP chargées peuvent
interagir avec la surface des macrophages. Les macrophages présentent un résidu d’acide
sialiqgue, donc des charges négatives, participant a la liaison de particules positives. Ce
concept a été mis en évidence en évaluant I’internalisation de nanoparticules inorganiques par
des macrophages alvéolaires bloquée par un traitement avec des ligands spécifiques de 1’acide
sialiqgue (24). Concernant les particules négatives, une interaction non-spécifique via des

forces électrostatiques est plutét propoab).

La modification de surface des NP fait I’objet des stratégies d’échappement des
macrophages rendant les NP furtives. L’ajout de poly(éthyléneglycol) (PEG) par exemple a la
surface des NP par adsorption ou par intégration comme copolymere est largement utilisé
pour prolonger la durée de vie des NP dans la circulation. La « pegylation » des NP diminue
leur charge et leur hydrophobicité de surface selon la longueur et la densité des chaines de
PEG utilisées (17).

[.2.2.3.Forme des nanoparticules

Les NP utilisées en application thérapeutique ont généralement une forme sphérique,

mais il est intéressant d’¢laborer des NP de formes variées afin d’évaluer leur impact sur la
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phagocytose. Champioet al. ont préparé des microparticules de polystyrene de diverses
formes (ellipsoides, disques, rectangulaires et ovnis) et évalué leur internalisation par des
macrophages alvéolaires. lls ont montré que la forme locale de la particule au point de contact
détermine sle macrophage va initier une phagocytose ou simplement s’étaler sur la particule.

Par exemple, un macrophage attaché a une particule ellipsoide a I'extrémité pointue va
l'internaliser en quelques minutes, tandis qu'un macrophage relié a une partie plate de la
méme particule ne I’internalise pas méme apres 2 heures (Figure 4). Ces observations peuvent
s’expliquer par la complexité de la structure de l'actine et la nécessité de former un anneau

d’actine autour de la particule pour initier I’internalisation (26).

Lin et al. ont préparé des nanoparticules a base poly(éthyleneglycol)-poly(2-
hydroxyethyl methacrylatee-histidine)-PLA sous deux formes, sphérique et hexagonale.
Aucune différence de phagocytose n’a été observée entre les deux formes ayant des diametres
moyens de 70 nm. Cependant, les particules hexagonales de 120 nm ont été moins
internalisées par les macrophagesitro et avaienin vivo une demi-vie plus longue dans la
circulation (27). La maitrise de la forme des nanoparticules semble donc étre un nouveau

moyen pour contréler leur phagocytose.

Figure 4 : Images de ['interaction des macrophages avec des particules prises en
microscopie électronique a balayage (A-C) et en microscopie a fond clair couplée en
fluorescence apres la fixation de [’actine polymérisée en rhodamine rouge (D-F). Le
macrophage réussit internaliser [’ellipsoide par le coté pointu (A et D) ainsi que la
particule sphérique (C et F). Le contact du macrophage avec I’ellipsoide par la région

plate ne conduit pas a l'internalisation (B et E). Les barres d’échelles sont 10 um pour

A,D,E et F et 5um pour B et C (26).

1.2.3. Les récepteurs des macrophages impliqués dans la phagocytose

Plusieurs récepteurs des macrophages sont impliqués dans la reconnaissance et la
phagocytose des NP (Figure 3). Les récepteurs les plus étudiés sont les récepteurs Fc, se liant
au fragment d’immunoglobuline adsorbé, ainsi que les récepteurs du systeme du complément
qui reconnaissent les fragments de C3. Ces récepteurs sont bien impliqués dans la

phagocytose des NP apreés opsonisatiors maprésentent pas d’intérét particulier pour le
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ciblage des macrophages car ils ne sont pas spécifigues de ces derniers (expression sur

d’autres cellules immunitaires) et participent a 1’activation de la réponse inflammatoire.

Le récepteur au mannose est un récepteur transmembranaire, de la famille des
récepteurs aux glycoprotéines, exprimé principalement par les macrophages et impliqué dans
la reconnaissance du motif de certains pathogenes. Ce récepteur est capable de contréler la
phagocytose de particules enrobées par des saccharides ainsi que la pinocytose des
glycomolécules solubles (28). Ce récepteur a une spectre unique de ligands saccharidiques : le
mannose et le fructose ont la plus forte affinité comparé a la N-acytelglucosamine et le
glucose qui ont une faible affinité (290 ette présence d’un récepteur au mannose a été
exploitée dans le développement de NP pour cibler les macrophages. &fupnt montré
que D’enrobage des NP par des mannang&smettait de doubler I’attachement et
I’internalisation des NP par une lignée des macrophages de souris (J-774E). En revanche, cet
effet est supprimé en saturant les récepteurs par préincubation avec des mannanes libres (30).
Des résultats similaires ont été obtenus avec des liposomes-profaDiWen 1’enrobage par
des mannanes augmentait 1’internalisation et améliorait 1’activation des macrophages et des

cellules dendritiques (31).

Une participation des récepteurs dits « éboueurseaveénger receptors des
macrophages a 1’adhésion des NP a également été¢ décrite. Cette voie, indépendante de
I’opsonisation participerait également a la phagocytose des NP (32). Ces récepteurs sont
connus pour lier les macromolécules polyanioniques comme les lipopolysaccharides des
bactéries a Gramégatif, ’acide lipotéichoique des bactéries a Gram-positif et les protéines et
lipoprotéines chimiquement modifiés ou oxydées .(B3)mplication de ces récepteurs dans
I’internalisation des NP a été démontrée par une étude conduite sur des nanoparticules
magnétiques d'oxyde de fer. En réalisant une expérience de compétition entre les
nanoparticules et des ligands des récepteurs éboueurs, une inhibition de l'internalisation des

nanoparticules par les macrophages péritonéaux de souris a été observée (34).
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1.3. Applications thérapeutiques

La large présence des macrophages dans les tissus et leur implication dans différentes
pathologies témoignent du potentiel prometteur des stratégies thérapeutiques médiées par les
macrophages. L’utilisation des nanovecteurs ciblant les macrophages a fait 1’objet des
plusieurs travaux de recherche afin de proposer des traitements innovants pour les maladies

infectieuses et auto-immunes ainsi que le cancer.

Pour cibler les macrophages deux stratégies peuvent étre utilisées : un ciblage passif par
des vecteurs de premiere génération aprés administratisitu, ou un ciblage actif en
utilisant des ligands des récepteurs spécifiques des macrophages voire spécifiques d’une
population donnée de macrophages. Des exemples de stratégies développées pour le ciblage
des macrophages notamment par des nanoparticules polyméres sont présentés ci-dessous en

fonction de leurs applications thérapeutiques potentielles.

[.3.1. Applications anti-tumorales
[.3.1.1.Macrophages associés aux tumeurs

Les macrophages sont les cellules immunitaires les plus présentes dans les tumeurs
connus sous le terme de « Tumor Associated Macrophages » (TAM). Contrairement au
postulat indiquant que ces macrophages contribuent a la défense de 1’organisme contre les
tumeurs, les données cliniques et expérimentales ont montré que les macrophages favorisaient
I’initiation, la progression et la métastase de certaines tumeurs. Plusieurs études ont montré
une corrélation entre la densité des macrophages au sein des tumeurs et le pronostic vital des
patients atteints de cancer (36fs macrophages font donc I’objet de beaucoup d’attention
pour mieux comprendre leur intervention dans la progression tumorale et évaluer leur intérét

comme cible potentielle dans le développement de traitements innovants contre le cancer.

Au cours d’une infection persistante ou d’une irritation chronique, les macrophages
sécrétent des cytokines inflammatoires (JFN'NFo et IL-6) provoquant, avec d’autres
cellules immunitaires, une inflammation chronique pouvant étre mise en cause dans
I’initiation d’un développement tumoral (36). Aprés 1’établissement d’une tumeur, plusieurs
molécules chimiotactiques produites par la tumeur participent au recrutement des monocytes
vers le site tumoral, notamment via le facteur de stimulation des colonies de macrophages (M-
CSF) et les chimiokines CC (CCL2, CCL3, CCL4, CCL5 et CCL8) (37). Le
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microenvironnement tumoral induit la différenciation des macrophages infiltrés en phénotype

similaire aux M2 immunosuppressifs participant a la progression tumorale.

Le phénotype des TAM varie selon les modéles tumoraux et selon la localisation dans la
tumeur. Par exemple, dans le cancer du poumon les macrophages péritumoraux présentent un
phénotype pro-inflammatoire alors que les macrophages au centre de la tumeur ont un profil
immunosuppresseurs. Les TAM peuvent donc étre classés en plusieurs sous-populations avec
une fonction spécifique pour chacune (38). En secrétant différents facteurs et cytokines, les
TAM favorisent la croissance et 1’angiogenése tumorale. L’échange entre les TAM et les
cellules tumorales induit la sécrétion par les TAM de cytokines stimulant la migration,
I’invasion et I’intravasation des cellules tumorales ainsi que 1I’implantation de métastases. Le
profil immunosuppressif des TAM assure une immunotolérance contre le tumeur par
I’inhibition des lymphocytes T cytotoxiques et un recrutement des lymphocyte T régulateurs
(39). Les différentes fonctions des TAM dans la progression tumorale sont présentées en

Figure 5.

Figure 5 : Fonctions des macrophages infiltrés dans la tumeur (TAM) ; chaque fonction
est attribuée a une sous-population de TAM localisée a des endroits spécifiques de la
tumeur (39)

La variété et I’'importance des fonctions des TAM dans la progression tumorale donnent
lieu aux différentes approches de thérapie anticancéreuse basées sur le ciblage des TAM. Les

stratégies thérapeutiques développées peuvent étre classées comme suit (40) :
1- Stopper le recrutement des macrophages en utilisant des inhibiteurs de M-CSF,
CCL2 ou d’autres molécules chimiotactiques

2- Induire la mort des TAM en utilisant des agents chimiques (biphosphonates,
dasatinib), des anticorps conjugués a une immunotoxine, ou des agents stimulant les

lymphocytes contre les TAM.

3- Utiliser des agonistes de la voie M1 afin d’augmenter ’activit¢é M1 anti-tumorale
des TAM.

4- Utiliser des inhibiteurs de 1’activité M2 des TAM.
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1.3.1.2.Vectorisation ciblant les TAM

Plusieurs études ont été conduites sur la possibilité de cibler les TAM par des
nanovecteurs en vue de les dépleter, de moduler leurs activités ou de les utiliser comme un
stockage de principes actifs anti-cancéreux. Parmi ces études, les nanovecteurs utilisés étaient
soit sans modification de surface ciblant les TAM passivement, soit fonctionnalisés avec des
ligands spécifiques des macrophages en général ou des TAM en particulier. Ces vecteurs
étaient administrés selodeux voies d’administration, soit en intraveineuse soit en

intratumorale.

En se basant sur la capacité d’¢limination rapide des NP par les macrophages présents
dans le foie aprés leur administration intraveineuse, des agents cytotoxiques ont été
encapsulés dans les NP pour le traitement des cancers du foie via les cellules de Kupffer. Les
travaux de Couvreur et coll. qui ont encapsulé la doxorubicine dans des NP a base
polyisohexylcyanoacrylate d’une taille de200 a 300 nm en sont un bon exemple. Ils ont
montré une efficacité supérieure de la forme encapsulée comparée a la forme libre de
doxorubicine et une diminution de sa toxicité cardiague sur un modele de métastases
hépatiques de réticulosarcome. Apres administration IV, les NP ont été retrouvées dans les
cellules de Kupffer servant de réservoir pour le contrble de la diffusion de doxorubicine vers
les cellules tumorales (41). La tolérance de ces NP a été testée par une étude clinique de phase
| sur 21 patients ; la dose de 75 mg/m? a été retenue (42). Des essais de phase Il sur les NP de
doxorubicine, sous le nom Livafgont été conduits pour le traitement d’hépatocarcinomes
par administration intra-artérielle des NP. Des résultats encourageants sur la survie des

patients ont étéboenus et ces NP ont fait 1’objet d’une étude de phase I1I (43).

Katebet al. ont étudié¢ I’internalisation de nanotubes de carbone par les microglies afin
de développer une immunothérapie contre des tumeurs céréliratesrnalisation a été
conduite sur une lignée de microglies (BV2) et une lignée de gliome (GL261) séparément et
en co-culture montrant que les nanotubes ont été majoritairement captés par les microglies
82% des cellules BV2 versus 50% des cellules GL26 ont internalisé des nanotubes (44)
L’étude a été poursuivie in vivo sur un modele intracranien de gliome (GL261) en
administrant 5 pg des nanotubes fluorescents en injection intratumorale. L’internalisation a
été évaluée par cytométrie en flux apres un marquage des CD45 et CD11b permettant de
classer les cellules de la tumeur en macrophages (CI@B115™"), microglies
(CD45/CD116™), lymphocytes (CD43CD11b) et cellules tumorales (CD46D11b).

-17 -



Partie bibliographique Chapitre |

24h apres I’injection, 30% des cellules isolées contenaient des nanotubes et ce pourcentage

était seulement de 10% apres 7 jours. Les nanotubes ont été internalisés principalement par
les macrophages (~75% des cellules ciblées a 24h) (45). Une application thérapeutique de ces
nanotubes a été testée en leur conjuguant des CpG-oligodéoxynucleotides, un
immunostimulant dont I’action sur les TAM est bien documentée. L’administration
intratumorale des CpG-nanotubes sur le modele de gliome a montré une amélioration de
I’activit¢ de CpG sur les TAM et une stimulation immunitaire anti-tumorale (46). Les
nanotubes sont donc des vecteurs intéressants pour moduler les fonctions des macrophages

intra-tumoraux.

D’autres études portant sur le ciblage des TAM de gliome ont ét¢ menées par Alizadeh
et al. lls ont préparé des NP a base de polymérp-delodextrines d’une taille entre 10 et
100 nm, de charge neutre et encapsulant la rhodamine comme marqueur fluorescent.
L’incubation des NP en co-culture des microglies (BV2) et des gliomes (GL261) a montré
une internalisation rapide (eh)2t supérieure par les microglies. L’investigation in vivo a été
conduite sur un modéle intracranien de gliome chez des souris en administrant 100 mg/kg de
NP en intraveineuse ou 1 mg/kg en intratumorale deux semaines aprés I’implantation de la
tumeur (n= 3). Indépendamment de la voie d’administration, les NP ont été internalisées
principalement (60 a 80%) par les TAM (macrophages et microglies). Toutefois,
I’internalisation était plus efficace lors de 1’injection intratumorale avec une présence de la
rhodamine maintenue sur les 4 jours de 1’étude (Figure 6). De plus, une migration des
macrophages chargés de NP depuis et vers la tumeur a été observée. lls ont conclu que les
TAM seraient une cible potentielle des NP de cyclodextrines permettant le traitement de
tumeurs du cerveau (47). Ces résultats présentent une confirmation de la possibilité de cibler
les TAM apres une injection intratumorale et montrent que les macrophages sont capables de
vectoriser les NP aux tumeurs aprés administration intraveineuse mais un manque d’étude de

biodistribution ne permet pas de déterminer la quantité de NP atteignant la tumeur.

Figure 6 : Etude quantitative de [’'internalisation des NP de cyclodextrines sur un
modele de gliome en comparant deux voies d’administration, intraveineuse (IV) et
intratumorale (IT). (A, B) : pourcentage de chaque type cellulaire par rapport au total
des cellules rhodamine-positives (contenant des NP). (C, D) : proportions de cellules

rhodamine-positives par rapport au total des cellules analysées divisées par type (47).
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En outre, le clodronate est une molécule de la famille des bisphosphonates capable
d’induire une apoptose des TAM en inhibant leur métabolisme cellulaire. Les
bisphosphonates sont utilisés en clinique dans la prévention des métastases osseuses et
I’inhibition de la résorption osseuse ainsi que dans le traitement de maladies inflammatoires
(48). Les bisphosphonates sont relativement sélectives des phagocytes du fait de leur faible
hydrophobicité et de leur charge qui empéchent le passage de la membrane cellulaire. Le
clodronate a été encapsulé dans des liposomes (cl§retipestéen vivo sur des modéte
murins de tératocarcinome, mélanome, cancer de la prostate et de métastases osseuses et
musculaires de cancer du poumon. Ces liposomes de clodronate ont montré une inhibition

significative de la croissance et I’angiogenése tumorale (49-51).

Toutefois, une limite de ces liposomes serait les effets secondaires venant de la non-
spécificité aux TAM et donc de la déplétion des monocytes et des autres macrophages (dans
le foie et la rate) non concernés par la tumeur. En vue de cibler I’activité¢ du clodronate aux
TAM, Sharmaet al. ont encapsulé le clodronate dans des NP fonctionnalisées de PEG-PLGA
(180 nm) en utilisant la technique de double-émulsion (52). La fonctionnalisation a été faite
par la fixation de LyP-1 (tumor homing peptide) un ligand spécifique du récepteur p32
surexprimé par les cellules tumorales et les TAM notamment dans la zone hypoxique de la
tumeur (53). Sharmat al. ont montré que 1’administration IV des LyP-1-NP provoquait une
forte accumulation dans la tumeur et une diminution du nombre de TAM. Cette stratégie de
ciblage des TAM a été brevetée pour les nanoparticules polyméres et les liposomes
encapsulant un dérivé de bisphosphonates (54). La fonctionnalisation par le ligand LyP-1 a
aussi été testée sur des liposomes de doxorubicine et des micelles polymeres d’artémisinine

en vue de cibler des métastases lymphatiques (55,56).

Par ailleurs, le récepteur au mannose (CD206) bien exprimé sur les TAM a été utilisé
comme cible dans le développement de nanovecteurs afin de délivrer des immunostimulants
aux TAM (57). Kimet al. ont préparé des NP de chitosane conjugué a du mannose en vue
d’administrer spécifiquement le géne d’une cytokine stimulante (IL-12) a des cellules
dendritiques associées a une tumeur. L’ajout de mannose permet d’améliorer le transfert du
géne aux cellules dendritiquasvitro et la supression de la croissance et de I’angiogenése
apres une injection locale dans une xénogreffe de carcinome CT-2® {&8jes récepteurs
ont été utilisés pour cibler les TAM comme ICAM-1 (molécule d'adhésion intercellulaire)
(59) et le récepteur « éboueur » CD163 (60).
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En conclusion, les TAM présentent une cible thérapeutique potentielle pour
I’établissement de traitements anti-tumoraux innovants via I’administration de systémes de
vectorisation comme les NP. Néanmoins, les NP ciblant les TAM doivent pouvoir échapper
aux autres populations de macrophages notamment ceux du RES pour atteindre
spécifiquement les TAM. Le choix de la voie d’administration et la fonctionnalisation des
particules pour le ciblage spécifique sont des facteurs essentiels dans le développement des
vecteurs ciblant les TAM. Plus d’études sont donc nécessaires afin d’identifier des ligands
uniques aux TAM et de bien évaluer la biodistribution des nanovecteurs apres administration.
Enfin, ’utilisation de techniques d’imagerie des TAM sont nécessaires afin d’examiner la
présence des TAM dans les tumeurs recevant un traitement contre les TAM ainsi que pour

évaluer ’efficacité et la durée des traitements.

[.3.2. Applications aux maladies infectieuses

Les macrophages peuvent étre un ho6te cellulaire de différents parasites et
microorganismes intervenant dans la sévérité et la résistance aux traitements de certaines
infections. Plusieurs études ont proposé 1’utilisation de systeémes nanoparticulaires pour la
vectorisation de principes actifs anifectieux permettant leur persistance a 1’intérieur des

macrophages (61).

1.3.2.1.Infections parasitaire et fungique

Le Leishmania,un parasite infectant des organes viscéraux, peut étre localisé dans les
lysosomes des macrophages du RES et échapper ainsi aux traitements. Le traitement de la
leishmaniose viscérale représente donc un bon exemple de traitement pouvant bénéficier de la
vectorisation médiée par les macrophages atiméliorer I’efficacité des antiparasitaires et

diminuer leurs effets secondaires.

La vectorisation d’amphotéricine B a notamment été conduite avec succes avec la mise
sur le marché de trois médicaments : AmBisBrws forme de liposomes d’amphotéricine
B de 60 a 80 nm permet de diminuer jusqu’a 70 fois la toxicité rénale de 1’amphotéricine B
tout en augmentant la dose (jusqu’a 5 fois). Des améliorations similaires ont été¢ obtenues
avec les autres formulations comme FungiZo(eispersion micellaire), Abelc®t(structure
lipidique) et Amphotec® (nanodisk) (62).
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Des formulations de NP polymeres ont aussi été développées avec succes. Des
nanosphéres de poly(isohexylcyanoacrylate) encapsulant la primaquine ont permis
d’améliorer I’efficacité du traitement contre le Leishmaniaintracellulairein vitro de 21 fois
par rapport a la référence (63Pes NP d’acide poly-lactique (PLA) encapsulant la
primaquine ont également été étudiées cobhgishmania donovaninontrant une efficacité

plus élevée que la forme libre et une toxicité réduitatro etin vivo (64).

1.3.2.2.Infections bactériennes

Des NP ont été développées pour délivrer des antibactériens a des macrophages
infectés. En effet, de nombreux micro-organismes sont capables de survivre dans les
macrophages qui les protegent contre les systemes de défense de I'hGte et de certains

antibiotiques ayant une faible pénétration dans ces cellules.

Salemet al. ont par exempl développé des liposomes pour 1’encapsulation de divers
antibiotiques et ont montré une bonne efficacité antibactérienne sur les macraphages
et sur des modéles ddycobacterium avium compler vivo (65). D’autres auteurs ont
encapsulé la rifampicine dans des NP de polybutylcyanoacrylate afin de traiter des
macrophages alvéolaires infectés Saaphylococcus aureusu Mycobacterium aviumLes
NP ont permis une délivrance intracellulaire effective de la rifampicine ou sa concentration a
été triplée a I’intérieur des macrophages comparé a la forme libre de rifampicine. In vivo,
I’administration des NP de rifampicine a des souris atteintes de salmonellose a engendré 80%
de survie versus 10% pour les souris traitées avec la forme libre (66). De méme, des NP de
polyisohexylcyanoacrylate ont montré une amélioration de 1’efficacité de I’ampicilline contre
Salmonella typhimuriunmfectant des macrophages grace au ciblage des bactéries par les NP

dans les phagosomes au niveau intracellulaire (67).

[.3.2.3.Infections virales : exemple du VIH

Les macrophages sont les premieres cellules infectées par le VIH (virus de
l'immunodéficience humaine) hébergeant leur réplication intracellulaire et protégeant le virus
de l’effet des traitements antiviraux. Les traitements anti-VIH présentent notamment des
limites en raison de leur faible pénétration dans les macrophages, la faible biodisponibilité, la

résigance développée et la possible toxicité. L’utilisation de vecteurs permettrait d’améliorer
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I’efficacité¢ et de diminuer les doses administrées sachant que les macrophages infectés ont

une activité de phagocytose élevée (68).

L’encapsulation d’azidothymidine (inhibiteur de la transcriptase inverse) dans des NP
de polyhexylcyanoacrylate a montré une bonne efficaait&itro sur la protection des
macrophages contre I’infection (69). L’administration IV chez les rats de NP contenant de
I’azidothymidine marquée au carbone 14 (**C- azidothymidine) a montré une accumulation
dans les organes du RES avec des concentrations 18 fois supérieures a la forme libre,
indiquant la possibilité de diminuer la dose et donc de diminuer la toxicité (70). Des résultats
similaires ont été obtenus par administration orale avec une augmentation de la

biodisponibilité d’azidothymidine dans le sang (71).

Les inhibiteurs nucléotidiques de la transcriptase inverse doivent étre phosphorylés en
5'-triphosphate par des kinases cellulaires pour étre actifs. L'administration de la forme
phosphorylée hydrophile n'est pas possible en raison de la faible perméabilité de la membrane
cellulaire aux nucléotides. Hillaireaet al. ont démontré la possibilité d’encapsuler
azidothymidine-triphosphate dans des NP de polyisobutylcyanoacrylate en ajoutant un
polymére cationique la poly-éthyleneimaipour augmenter I’efficacité d’encapsulation. Les
NP obtenues ont permis d’augmenter la concentration intracellulaire dans les macrophages de

30 fois en comparaison avec la forme libre (72).

Cependant, la corrélation entre les résultatvitro et in vivo reste complexe et la
vectorisation des antibiotiques et des antiviraux vers les macrophages nécessite plus de
travaux avant d’atteindre des applications cliniques sachant que 1’accessibilité¢ limitée aux

modéles animaux ralentit I’avancement dans ce domaine (61).

1.3.3. Les macrophages comme vecteurs

Une stratégie proposée pour contrecarrer les limites de la délivrance spécifique des NP
notamment au cerveau est 1’utilisation des macrophages comme vecteurs de nanoparticules

(« Cheval de Troie »), utilisant la migration des macrophages aux tissus cibles.

Dou et al. ont initié¢ le concept d’utilisation des macrophages générés de moelle osseuse
pour délivrer des antirétroviraux dans le traitement du VIH-1. Les macrophages comme
vecteurs sont capables de prolonger la libération du principe actif et de concentréiviéén ac
dans les tissus infectés comme le foie et la rate. Pour tester ce concept, des macrophages ont

-22 -



Partie bibliographique Chapitre |

été incubésex vivo avec des nanocristaux d’indinavir (1,6 pm) stabilisées par des
phospholipides. Ces macrophages renfermant le principe actif présentent un profil de
libération prolmgée de I’indinavir sur 6 jours. Le suivi, aprés administration IV, du devenir

des macrophages contenant des molécules radio-marquées a montré une premiére
accumulation dans les poumons et apres 24 heures une forte accumulation dans le foie et la
rate maimenue pendant 7 jours. Des concentrations constantes et élevées d’indinavir ont été

détectées dans les tissus et le sérum pendant 15 jours indiquant 1’avantage des macrophages

par rapport a la forme libre ou des NP d’indinavir (Figure 7. L’efficacité in vivo a ensuite été
démontrée sur un modele de VIH-1 chez des souris NOD/SCID portant une greffe de

lymphocytes humains (73).

Les méme auteurs ont aussi testé¢ 1’utilité des macrophages pour remédier au
franchissement limitée des antirétroviraux de la barriere hémato-encéphalique. lls ont utilisé
un modéle de souris atteintes d’encéphalite a VIH-1 auxquelles ils ont administré des
macrophages chargés d’antirétroviraux en IV. Les macrophages ont été rapidement retrouvés
dans le cerveau proche du site d’infection. Cette migration rapide et spécifique est due a la
neuroinflammantion provoquée par I’infection. Un taux constant d’indinavir dans la région
infectée du cerveau a pu étre maintenu grace a l’administration de ces macrophages

permettant de diminuer la réplication virale (74).

Figure 7: Distribution d’indinavir dans les tissus (rate, ganglions, foie, poumons,
reins), le sérum et ['urine chez des souris recevant une seule dose IV d’une solution
d’indinavir (B), de NP d’indinavir (C) ou de macrophages chargés de nanocristaux

d’indinavir (D et E) (73).

Par ailleurs, Madsert al. ont révisé le concept d’utiliser les macrophages pour
vectoriser des NP composées d’un cceur de silice et d’une coque d’or en vue d’un traitement
photothermique de gliomes (75). Le concept de cette étude est schématisé sur la Figure 8. Le
NP d’or sont capables de transformer 1’énergie photonique (proche infra-rouge) en énergie
thermale induisant la mort cellulaire. Les testsvitro ont montré que les NP étaient bien
internalisées et s’agrégeaient dans les vésicules des macrophages apres 24h d’incubation, sans
effet toxique sur les macrophages. L’efficacité de ces NP a été testée in vitro sur un modéle de

gliome cultivé sous forme de sphéroides ou les macrophages chargés de NP ont été incubés
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avec le sphéroide. A la suite de I’infiltration des macrophages dans le sphéroide de gliome,

une exposition au laser proche infra-rouge est effectuée pour induire une élévation de
température conduisant a la mort des cellules tumorales. Une suppression de la croissance
tumorale a été observée dans les sphéroides contenant plus de 10% de macrophages (76)
Apres une administration IV, les NP sont éliminées rapidement par le foie et la rate avec une
faible partie (<5%) observée dans la tumeur (77). Cependant les macrophages sont capables
de franchir la barriere hémato encéphalique dans le cas de gliomes et donc d’atteindre la

tumeur, démontrant I’intérét d’utiliser les macrophages comme vecteurs de NP. Il est donc
préférable de charger les macrophages avec leexNRvopuis d’injecter les macrophages

chargés. Toutefois, cette technique nécessite 1’utilisation d’une méthode permettant
d’améliorer la migration de ces macrophages injectés vers la tumeur cérébrale pour assurer

une bonne accumulation des macrophages injectés dans la tumeur et non pas dans le RES
(75).

Figure 8. Concept d utilisation des macrophages comme transporteur de NP (or-silice)
pour le ciblage de tumeurs cérébrales par I’application d’un traitement photothermique
(75).

Choi et al. ont évalué la biodistribution de macrophages chargés par des microsphére
fluorescentes (FluoSpheres® NeutrAvidin®, 0,04um) apreés une injection IV chez des souris
portant une métastase cérébrale de cancer du sein. Ce modele est basé¢ sur I'idée que la
sécrétion des molécules chimiotactiques par les cellules métastatiques favorise la migration
des macrophages vers le cerveau pour entourer les métastases. Apres 'injection IV, les
macrophages ont été retrouvés dans les poumons, le foie et la rate ainsi quesdans le
meétastases cérébrales. Cependant, sans quantification du pourcentage trouvé dans le cerveau,

il est difficile de juger de I’efficacité de ce concept (78).

|.4. Conclusion

Du fait de la forte implication et de la localisation des macrophages dans de nombreuses
pathologies, ces deigms apparaissent comme une cible thérapeutique d’intérét notamment
pour les nanovecteurs. Plusieurs études ont été conduites sur la vectorisation de principes

actifs pour le ciblage des macrophages se basant sur leur capacité d’internaliser facilement les
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vecteurs. Toutefois, le transfert des approches étudiées en applications cliniques nécessite
plus d’investigations afin de mieux comprendre les interactions nanovecteurs-macrophages

vivo, le devenir des vecteurs apres capture par les macrophages et la biodistribution des
vecteurs apres administration. Le ciblage passif des macrophages par les nanovecteurs non-
décorés reste 1’approche la plus simple et concréte pouvant donner lieu a plusieurs
applications thérapeutiques et permettre ainsi de cibler une sous-population spécifique de
macrophages par une administration locale. L’administration systémique des nanovecteurs

décorés permet un ciblage actif des macrophages mais nécessite la mise en place d’une

stratégie d’échappement des macrophages non ciblés et le choix de ligands nettement
spécifiques pour les populations ciblés. De plus, Les macrophages sont impliqués dans de
nombreuses maladies auto-immunes, y compris l'athérosclérose, la sclérose en plaques, les
troubles inflammatoires de lintestin, la polyarthrite rhumatoide. Plusieurs études ont été
conduites sur le ciblage des macrophages dans ces pathalngies d’un diagnostic.
Néanmoins, le ciblage des macrophages inflammatoires pour une application thérapeutique
est moins décrit et limité sur la vectorisation des corticoides. Cet approche nécessite plus
d’investigation afin d’utiliser les macrophages pour moduler la réponse inflammatoire. Par

ailleurs, I’utilisation de macrophages comme vecteurs de vecteurs émerge comme une

approche en devenir nécessitant la mise en place d’études approfondies. Enfin, la
vectorisation ciblant les macrophages, notamment pour moduler leurs activités, doit étre

poursuivie et approfondie en vue de nouvelles stratégies thérapeutiques.
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Chapitre Il. Vitamine A : nouvelles applications par vectorisation

La vitamine A et ses dérivés, rassemblés sous le terme de rétinoides (en référence a
I’action au niveau de la rétine), sont des ¢léments nutritionnels importants. Ils jouent des rdles
significatifs dans de nombreux processus (vision, mémoire, reproduction, etc...) et assurent
un bon fonctionnement du systéme immunitaire ainsi que la prolifération et la différenciation
cellulaire. De nombreuses études reportées dans la littéraitmontrent 1’intérét
thérapeutique des rétinoides avec toutefois des limites dans leur utilisation liées a la survenue
d’effets secondaires et a leur forte instabilité. Dans ce chapitre, seront décrites les fonctions
biologiques des rétinoides ainsi que leurs utilisations thérapeutiques. L’optimisation de
I’efficacité thérapeutique des rétinoides via I’utilisation de la vectorisation sera ensuite

détaillée.

[1.1. Généralités

La vitamine A est une vitamine liposoluble représentée par plus de 4000 molécules
naturelles et synthétiques rassemblées sous le ternmétideides La seule source de
vitamine A est I’alimentation ou elle est présente sous forme de rétinoD{R; d’esters de
rétinol et dep-caroténes (provitamine A). Apres 1’absorption intestinale, la forme alcool
(rétinol) dans le sang se lie aux protéines porteuses (RBP Retinol Binding Protein) et est
stockée dans le foie, le rein et les tissus adipeux forme d’esters. En cas de besoin, une
hydrolyse des esters de rétinol stockés libérera de nouveau le rétinol. Le rétinol libéré dans la
circulation sanguine pénétre dans les cellules ou une oxydatidilpaol déshydrogénase
(ADH) transforme le rétinol en rétinal (RAL). La deuxieme oxydation, irréversible, est
catalysée par la rétinaldéhyde déshydrogénase (RALD) pour donner 1’acide tout-trans
rétinoique (atRA) qui est un ligand des récepteurs a 1’acide rétinoique (Figure 9). Une

isomérisation enzymatique donne d’autres rétinoides naturels (9-cis, 13<is, 11<is) (1).

Figure 9 : Métabolisme et mécanisme d’action de ’acide rétinoique (2).

La structure chimique des nédiides se compose d’un groupement cyclique et d’un
groupement polaire séparés par une chaine isoprénique. Cette chaine isoprénique donne aux

rétinoides leur caractére lipophile, leur couleur (orange, jaune et rouge) et leur faible.stabilité
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La structure particuliere de chaque molécule est liée a la fonction du groupe polaire (alcool,
aldéhyde ou acide) et a la configuration des doubles liaigiey trans) ce qui détermine

une certaine spécificité d’activité. En considérant la structure chimique, les rétinoides sont
classées en trois générations : i) rétinol, rétinal, acidietransrétinoique (trétinoine, atRA),
acide-13eis rétinoique (isotrétinoine) et acidecB rétinoique (alitrétinoine) (Figure 10) ; ii)
étrétinate et acitrétine ; et iii) tazaroténe, bexaroténe et adapaléne. La premiére et la seconde
générations peuvent activer tous les récepteurs des rétinoides contrairement a la troisieme

génération qui possede une activité sélective (3).

CHg CHs CHs CHs CHs CH; O
NN Y OH NIRRT X H
CH3 CH‘,3
CHs CHs
Rétinol Rétinal
CHa CHg CHs O H,C. CHs  CHs CHg
WOH MH
CHs
cH, CHs 07 “OH

Acide tout-frans rétinoique . C e
d Acide 13-cis rétinoique

Acide 9-cis rétinoique

Figure 10 : Formule chimique des rétinoides naturelles

Dans les conditions physiologiques normales, I’acide rétinoique (RA) est présent en
faible concentration dans le sang. Le RA formé au niveau intracellulaire se lidedans
cytoplasme a des récepteurs protéiniques (CRABP). Ces récepteurs cytoplasmiques contrdlent
le transport du RA au noyau et maintiennent I’équilibre entre RA libre et li¢. Dans le noyau,
deux types de récepteurs nucléaires sont spécifique duldRicepteur a 1’acide rétinoique
(RAR) qui est adt¢ par I’atRA et le 9-cis RA, le récepteur-X rétinoide (RXR) qui est
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uniquement activé par leds RA. Les récepteurs nucléaires aux rétinoides appartiennent a la
superfamille des récepteurs nucléaires stéroidiens/hormones thyroidiennes/vitamine D. Les
deux types de récepteur posseédent trois sous-type®ty avec une distribution tissulaire
différente. Ils agissent sous forme d’hétérodimeére RAR-RXR ou homodimére RXR-RXR se

fixant sur ’ADN au niveau les ¢léments de réponse RARE ou RXRE et activant des
séquences promotrices des genes cibles.(4). Tous les rétinoides de synthése peuvent se lier
aux CRABP, avec une affinité plas moins grande ainsi qu’aux récepteurs nucléaires, ce qui

leur permettent d’influencer leur propre activité (3).

[1.2. Fonctions biologiques et utilités thérapeutiques des rétinoides

La présence des récepteurs a 1’acide rétinoique dans les différents tissus indique leur
importance dans plusieurs processus biologiques. Les rétinoides sont utilisés dans le
traitement de différentes maladies comme les cancers, certaines maladies inflammatoires ou

maladies auto-immunes.

11.2.1. Rétinoides et Cancer

Le potentiel chimiothérapeutique ou chimiopréventif des rétinoides est largement décrit
dans la bibliographie. La voie de signalisation via RAR régule I’expression de génes cibles
responsables de la difféténion, de la prolifération, de I’apoptose et de 1’oxydation de
différents types cellulaires (5Pes études ont montré qu’une altération de 1’expression de
RAR ou RXR peut étre associée a une transformation maligne chez ’animal. De plus, il a été
rapporté qu’un manque d’expression de RARP était impliqué dans certaines hémopathies
malignes et dans la progression des tumeurs solides (6). Un déficit en vitamine A est souvent
associé avec un haut risque de cancer. De plus, la suppression de carcinogenése par les
rétinoides est bien documentée chez des animaux porteurs de differents modeles tumoraux
(peau, poumon, sein, ovarien et prostate) (7). Les actions anticancéreuses des rétinoides sont

présentées en Figure 11.

Figure 11 : Action des rétinoides sur différents stades de tumorogénéeae lff)cage
[’étape d’initiation (cancérogénése chimiqud),: induction d’une différentiationc:
blocage du cycle cellulaire en Gd, action apoptotique sur cellules matures (cellules
myéloides),e: action apoptotique sur cellules prématurées,effet synergique avec

unechimiothérapie.
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L’acide tout-transrétinoique (atRA) est utilisé dans plusieurs études cliniques pour le
traitement de lymphomes, leucémies, mélanomes, cancers du poumon, cancers du rein,
neuroblastomes et glioblastomes (7). Des bons résultats ont été obtenus dans le traitement de
la leucémie promyélocytaire aigué (APL) ou les cellules sont caractérisées par une
surexpression des protéines de fusion contenant un ligand de RARnhibe ainsi son
action (8). En 1995, la FDA a approuvé le traitementPd par 45 mg/nf/jour d’atRA pour
sa capacité d’induire une différentiation et d’inhiber la prolifération cellulaire (9). Plusieurs
effets secondaires critiques pouvant mettre le pronostic vital des patients ont été observés
pendant le traitement comme des dyspnées, de la fievre, des hypotensions et des infiltrations
pulmonaires avec hyperleucocytose. Ces effets sont spécifiques du traitement des APL et sont
connus sous le terme de syndrome de I’acide rétinoique (ou RAS). Une administration de

dexaméthasone et I’arrét temporaire de 1’atRA peuvent améliorer la situation du patient (10).

Le 9cis RA a aussi été approuvé par la FDA pour le traitement de tumeurs cutanées
(syndrome de Kaposi) (110} a de plus montré un effet sur I’apoptose de cellules malignes de
cancer du foie (12). Le 18s RA présente aussi un intérét clinique notamment dans le
traitement des tumeurs de la thyroide comme agent de différenciation (13) ainsi que dans le

traitement de neuroblastomes (14).

Des rétinoides synthétiques ont été développés pour améliorer leur efficacité et leur
spécificité anticancéreuses. La (#hydroxyphenyl) rétinamide (Fenrétinide), un dérivé
prometteur, inhibe 1’angiogenése et induit ’apoptose en générant un dérivé réactif de
l'oxygene. Ses propriétés chimiopréventives et chimiothérapeutiques ont été bien étudiées sur
des modeles animaux. Des essais cliniqgues ont aussi été conduits, notamment sur des patients
atteints de cancers de la prostate, du sein et de I’ovaire (15). D’autres rétinoides de troisiéme
génération comme le Bexarotene et le Tazarotene possedent aussi une activité sur différents

cancers (7).

11.2.2. Rétinoides comme immunomodulateurs

Les rétinoides jouent un role important au sein du systeme immunitaire et peuvent
interagir dans plusieurs processus immunitaires. Ce role est le résultat de plusieurs
observations. Des études ont montré que les taux de vitamine A sont fréquemment élevés
chez les centenaires en bonne santé, ce qui suggere un rdle protecteur dans le systeme

immunitaire des rétinoides (16). Il a été prouvé que la supplémentation en vitamine A
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augmentait la résistance du corps humain contre les maladies infectieuses ou le réle des
lymphocytes T et B est crucial. Un grand nombre d'études expérimentales ont aussi permis
d’identifier plusieurs mécanismes moléculaires qui gerent les effets bénéfiques des rétinoides

dans les troubles du systéme immunitaire (17).

Les effet du RA sur I’activation et la fonction des monocytes/macrophages sont bien
¢tudiés. Le RA inhibe la production de cytokines responsables d’une réponse inflammatoire
comme le facteur de nécrose tumorale (TNF), I’Interleukine-12 (IL-12) et le monoxyde
d’azote (NO) dans les macrophages activés. De plus, le RA favorise la sécrétion par les
macrophages de cytokines tolérogénes comme 1’IL-10 (18). Le RA est donc capable de
moduler la réponse des macrophages activés dans un microenvironnement pour réorienter la
réponse immunitaire du type Thl (lymphocytes T auxiliaires 1) inflammatoire vers un type
Th2 régulateur (19)

Les effets des rétinoides sur les cellules dendritiques (DC) ont été aussi étudiés et
présentent une variance selon les conditions expérimentales et le type de DC. Le RA en
présence de cytokines inflammatoires augmente [’expression du complexe majeur
d'histocompatibilité 11 (CMH II) et de molécule de co-stimulation CD86 sur les DC dérivées
des monocytes. Le RA participe aiasic d’autres signaux inflammatoires I’amélioration
de la présentation d’antigénes par les DC. Ses effets sont exercés via la signalisatiortRAR
/IRXR (20).

L’action du RA sur la migration des DC a aussi été étudiée par Darretm@h
montrant que le RA provoque la migration des DC du site tumoral vers les ganglions
lymphatiquesfavorisant la présentation d’antigénes et I’initiation d’une réponse immunitaire
contre la tumeur (21). De plus, en se basant sur des observations chez des patients atteints de
cancer traités par le RA, des auteurs ont suppos¢€ qu’il était possible que le RA module les
fonctions des DC pour induire une réponse Thl contre le cancer (22). Néanmoins des études
complémentaires sont nécessaires pour clarifier la complexité des interactions existant entre le
RA et les DC.

Le role du RA sur les lyphocytes T est d’améliorer la prolifération des lymphocytes T
régulateurs et d’inhiber la différentiation de Th17 (impliqué dans les maladies auto-immunes)
(23). Un déficit en RA favorise la réponse Th1/Th17 alors qu’un taux normal en RA engendre
le développement de lymphocytes T régulateurs et prévient ainsi les maladies auto-immunes
(17).
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L'activité immunomodulatrice de la vitamine A a été largement décrite dans plusieurs
maladies inflammatoires et auto-immunes. Le RA a été utilisé avec succes chez des patients
souffrant de néphropathie lupique (24). De plus, des études épidémiologiques suggerent que
la vitamine A ou D peut étre bénéfique dans la prévention de diabéte type 1 chez les
personnes présentant un risque élevé (25R@)n 1’utilisation potentielle du RA dans le
traitement de la sclérose en plaques est en cours d’investigation. Un tel traitement serait basé
sur la capacité du RA a générer une réponse Th2 contre la protéine basique de la myéline
reconnu comme auto-antigéne impliqué dans la réaction auto-immune de la sclérose en

plaques (27).

[1.2.3. Applications topiques des rétinoides

Les rétinoides sont largement utilisées par voie topique dans le traitement de différents
troubles cutanés tels que l'acné, le psoriasis, le cancer de la peau et le photovieillissement
(28). L’atRA présente de nombreuses activités épidermiques comme la modulation de la
prolifération et de la différentiation des kératinocytes. Des effets dermiques ont aussi été
décrits comme la simulation des fibroblastes et de la collagénosynthése (28). Dans le
traitement de l'acnél’atRA augmente la prolifération et modifie la différentiation et la

desquamation des cellules épithéliales du follicule pilosébacé (29).

Du fait du trés faible passage systémique des rétinoides aprés une application topique,
leur utilisation n’engendre pas de toxicité systémique (30). Néanmoins, I'utilisation topique de
I’atRA est suivie d'une forte incidend&ffets secondaires tels que lirritation cutanée et la
photosensibilité. De plus, la forte instakdikie 1’atRA en présence d’O,, de la lumiére et de la

chaleur rend la dose appliguée inactive (29).

11.3. Encapsulation des rétinoides

Les intéréts thérapeutigues des rétinoides sont nombreux et leurs utilisations dans le
traitement de différentes pathologies sont en développement. Cependant, les propriétés
physico-chimiques et le profil pharmacocinétique, notamment pour les rétinoides naturels,
limitent leur utilisation thérapeutique. La plupart des rétinoides sont des molécules insolubles
ou trés peu sohles dans I’eau (31). Du fait de la présence d’une chaine isoprénique, ils sont
sensibles a I’oxydation, a la chaleur ainsi qu’a la photoisomérisation (32). L’instabilité des

rétinoides naturels a notamment été démontrée lors d’études de différenciation cellulaire in
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vitro par une diminution de leur concentration au cours du temps et une isomeérmsstion
trans (33). De plus, I'utilisation clinique des rétinoides est associée avec une diminution
rapide de leurs taux sériques aprés administration par voies orale ou intraveineuse (34) et
plusieurs effets secondaires comme des phénomeénes d’irritation cutanée et le syndrome

d’acide rétinoique sont fréquemment observés (10).

Le développement de formulations galéniques innovantes pour 1’administration des
rétinoides a fait ’objet de nombreuses études ces derniéres années. Ces travaux visent a
réduire les effets secondaires liés aux traitements par les rétinoides et a améliorer leur activité
thérapeutique. Des systemes innovants comme les nanoparticules, les liposomes, les
cyclodextrines et les niosomes ont été décrits dans la littérature’ gbuiniistration d’acide
rétinoiqueafin d’amélioer sa stabilité chimique, sa solubilité voire son efficacité (35,36). Ces
différents travaux deecherche portant sur I’encapsulation des rétinoides et notamment de

I’acide rétinoique sont présentés ci-dessous.

[1.3.1. Liposomes

En 1990, Nastruzzet al. ont préparé des liposomes d’atRA afin d’améliorer son
utilisation en thérapie anticancéreuses liposomes a base de lécithine d’ceuf présentent une
efficacité d’encapsulation en atRA de 95% et une activité antiproliférative sur des cellules
K562 leucémiques 350 fois supérieure que 1’atRA non-encapsulé (37)D’autres liposomes
d’atRA ont été testées sur des lignées de mélanome sans observer de différences au niveau
doseréponse mais les liposomes présentaient une réponse plus stable que la solution d’atRA
de référence dans le DMSO (38 méme type d’observation a été fait sur un modéle de

carcinomes épidermoides (39).

Afin d’améliorer 1’utilisation d’atRA dans le traitement de leucémies promyélocytaires
aigués (APL), Draclet al. ont développé des liposomes d’atRA afin de proposer une forme
injectable d’atRA peut remplacer la forme orale déja utilisée. Les liposomes testés sur des
lignées de leucémies promyélocytairétl {60, KG-1 et THP-1) ont montré une activité
similaire sur la différenciation cellulaire sur chaque lignée (40). De plus, une étude
préclinique sur des rats visant a comparer ’effet des liposomes au traitement oral a montré
que les liposomes permettaient de prolonger les effets de I’atRA grace a la diminution de sa
métabolisation hépatique (41). Enfin une étude clinique phase | sur 48 patients a été réalisée

pour comparer les pharmacocinétiques des deux formes montrant qu’une administration IV de
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15 mg/n‘f d’atRA sous forme de liposomes donnait une aire sous la courbe (AUC aera under

the curve) fus élevée qu’une administration de 45 mg/m2 d’atRA par voie orale. Cette étude

a testé différentes doses d’atRA (15 a 175 mg/m?) sous forme de liposomes et la dose de 140
mg/nt a été considérée comme la dose maximale tolérée (42). Une étude de phase Il réalisée
sur 69 patients en utilisant une dose de 90 mglenliposomes d’atRA (ATRAGEN®,

Aronex Pharmaceuticals), a montré une rémission compléte de 87% des patients
nouvellement diagnostiqués (43). Cette formulation a été testée en phase Il pour le traitement
de tumeurs cutanées (syndrome de Kaposi) chez 76 patients immunodéprimés avec une ou
trois doses hebdomadaires de 60, 90 ou 120 fngdm traitement a permis de stabiliser
I’évolution de la tumeur, toutefois une meilleure efficacité a été démontrée avec

I’administration de trois doses par semaine (44).

Des liposomes d’atRA chargés positivement (dipalmitoylphosphatidylcholine et
stéarylamine) ont été formulés en aérosol (diamétre moyen ~300 nm) pour le traitement des
cancers du poumon. Ces liposomes ont été testés in vivo sur des souris. Les liposomes ont
permis le maintien d’une concentration efficace en atRA dans les poumons des souris avec
aucune trace dans le sang ou de toxicité pulmonaire DFfajitres types de liposomes
cationiques d’atRA ont été proposés afin de traiter les carcinomes du poumon non a petites
cellules présentant une résistance a I’atRA. Kawakami et al. ont notamment développé des
liposomes de DOTAP (1,2 dioleoyl-3-trimethylammonium propahelestérol d’une taille
de 130 nm, avec un potentiel zeta de +50 mV et une efficacité d’encapsulation en atRA de
95%. L’amélioration du ciblage intracellulaire des liposomes cationiques a été mise en
évidencein vitro sur la lignée A549 grace a I'utilisation d’atRA tritié. Sur cette lignée, une
réduction de la viabilité cellulaire a pu étre observée en administrant 1 uM d’atRA encapsulé
dans les liposomes cationiques alors qu’aucun ou un trés faible impact de 1’atRA libre ou
encapsulé dans des liposomes neutres a été mis en évidenc®d4f)s, I’injection
intraveineuse de ces liposomes cationiques (0,585 mg/kg d’atRA) a montré une bonne
accumulation dans les poumons. Ces liposomes ont ensuite été testés sur un modele de
métastase pulmonaire chez la souris montrant une diminution significative du nombre de

nodules tumoraux (47).

De nombreuses études ont notamment été décrites sur [’utilisation des liposomes
d’atRA en application cutanée en vue de prolonger son effet ou d’améliorer sa stabilité. En
1993, une premiére étude a montré que les liposomesatéigpables de concentrer 1’atRA

dans I’épiderme et le derme en évitant son absorption systémique (48). En 2001, Brisaest al
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ont étudié I’influence des paramétres de formulation sur les caractéristiques de liposomes
d’atRA en vue d’une application topique pour le traitement de 1’acné. La formule retenue
contenait 300 mg phosphatidylecholine/cholestérol (72/28) encapsulant 2 mg d’atRA. L’atRA
encapsulé est resté stable chimiqguement pendant au moins 3 mois a 25°C en présence
d’antioxydant (a-Tocophérol). L’étude de la photostabilit¢ de 1’atRA sous lampe a xénon a
montré que les liposomes permettaient une protection de 1’atRA plus efficace que I’huile de

ricin (49). D’autres études de photostabilité ont permis de confirmer ces résultats avec des
liposomes d’atRA et de 13-cis RA. loele et al ont effectivement comparé ces deux
formulations liposomales a des solutions éthanoliques d’atRA et 13-cis RA. Les liposomes
ont augmentda stabilit¢é d’atRA d'environ douze fois en comparaison avec sa solution
éthanolique, sous une puissance lumineuse de 25¢.W/nfficacité photoprotectrice des
liposomes sur le 18is RA s’est avérée moins bonne, probablement & cause de sa faible

inclusion dans les liposomes en raison de sa structure non linéaire (50).

L’influence de paramétres de formulation sur I’encapsulation et la pénétration d’atRA a
été testée par Sinicat al. (51) en variant la composition, la taille, la lamellarité et la charge
des liposomes. Des liposomes multilamellaires (MLV) et unilamellaires (ULV) ont été
préparés en utilisant deux types commerciaux de phosphatidylcholine de soja, hydrogéné
(P90H) et non hydrogéné (P90) pour étudier I’effet de la température de transition de phase
des liposomes. Pour modifier la charge de surface des liposomes, de la stéarylamine (SA) et
du dicétylphosphate (DCP) ont €té ajoutés aux phospholipides afin d’obtenir des liposomes
cationiques et anioniques, respectivement. Les DCP-MLV présentaient une meilleure
encapsulation de I’atRA que les SAMLV, cependant I’inverse a pu étre constaté pour les
ULV. Cela peut s’expliquer par un besoin plus important d’énergie pour la formation des SA-
MLV. Les liposomes négatifs libéremiR A plus rapidement en raison de 1’ionisation d’atRA
a pH 7, la forme ionisée a donc plus affinité pour les liposomes chargés positivement. Les
tests de pénétration cutanée sur cellules de Franz ont montré que les liposomes positifs
accéleraient la pénétration, que les liposomes négatifs amélioraient fortement la rétention dans
la peau et qu’il n’y avait pas d’effet de la taille ou de la lamellarité sur la pénétration de
I’atRA (51). Par ailleurs, Kitagawat al. ont montré au cours d’une autre ¢tude que les
liposomes cationiques composés de DOTAP/phosphatidylcholine/atRA (2:2:1) augmentaient
I’incorporation dans la peau 3,7 fois comparés a des liposomes neutres, en soulignant

I’importance de la charge de surface sur la pénétration cutanée d’atRA (52).
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L’idée d’utiliser les liposomes d’atRA comme agent immunomodulateur a ét€¢ proposée
et testée sur un modédéasthme (53) ou en adjuvant de vaccination (5@%s études n’ont
néanmoins pas donné de résultats probants et nécessitent plus d’investigations afin de

démontrer le potentiel immunomodulateur de cette forme.

11.3.2. Niosomes

Les niosomes sont des structures vésiculaires composés de bicouches de tensioactifs
nonioniques contenant éventuellement du cholestérol. lls peuvent étre sous forme
unilamellaires ou multilamellaires. Les niosomes présenteraient une meilleure stabilité que les
liposomes ainsi qu’un moindre cotit (55). L’encapsulation d’atRA dans les niosomes a été
étudiée par 1’équipe de Fadda en vue d’une application cutanée (5%7). lls ont notamment
réalisé une étude de formulation détaillée en utilisant plusieurs types de surfactants (sorbitan
monopalmitate, sorbitan monostéarate, polyoxyethylene(4)lauryl éther et alkylpolyglucoside),
du cholestérol et du dicetylphosphate comme stabilisants ainsi que différentes techniques de
formation des niosomes (méthode film, sonication et extrusion). L’incorporation d’atRA
au sein des niosomes, quelle que soit leur composition, provoque une diminution significative
de leur taille par rapport aux niosomes non chargés. L’efficacité d’encapsulation en atRA est
élevée, tknviron 91 a 99% pour les niosomes multilamellaires. Les études de libération sur
les cellules de diffusion de Franz ont montré une libération plus rapide de 1’atRA a partir des

niosomes qu’a partir d’une solution méthanolique (55).

Les auteurs ont par la suite mené des études complémentaires afin de déterminer I’effet
des niosomesur la photostabilité de I’atRA en comparaison avec une solution méthanolique
d’atRA et de liposomes. Aprés une irradiation UV, une bonne protection de I’atRA par les
niosomes a été observée mais celle-ci dépend de la structure et de la composition des
niosomes. Les niosomes préparés avec polyoxyethyléne(4) lauryl éther ou alkylpolyglucoside

diminuent la photodégradation de 1’atRA de fagon significative (56).

L’influence de I’encapsulation dans des niosomes de I’atRA sur sa pénétration cutanée a
aussi été évaluée en utilisant des niosomes a base d’alkylpolyglucosides. Pour modifier la
charge de surface des liposomes, de la stéarylamine (SA) et du dicétylphosphate (DCP) ont
été ajoutés afin d’obtenir des niosomes cationiques et anioniques, respectivement. En accord
avec ce qui a été observé pour les liposomes, les niosomes cationiques augmentent la

pénétration cutanée de I’atRA alors que les niosomes anioniques entrainent une accumulation
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d’atRA (57). Les niosomes apparaissent donc comme un vecteur intéressant d’atRA pour une

application cutanée.

Une autre approche, initiée par Destial, seraitd’administrer des niosomes d’atRA
sous forme d’aérosol afin de cibler le cancer du poumon. Différents agents tensio-actifs non
ioniques ont été testés pour optimiser I'encapsulation et l'efficacil& mibulisation. Les
deux meilleures formulations étaient une combinaison “@Edfiweef80 et une
combinaison Sp&i60/Tweel80 avec 1 mg/mii’atRA. L'efficacité de capture des niosomes
apres nébulisation était effectivement bien supérieure a 50% pour ces deux formulations. Ces
résultats montrent ainsi le potentiel des aérosols de niosomes Jadufinistration
pulmonaire ¢atRA (58).

[1.3.3. Nanopatrticules lipidiques solides

Les nanoparticules lipidiques solides (SLN) sont des systémes d’encapsulation
composés d’une matrice lipidique stabilisée par des tensioactifs. Du fait de leur nature
chimique, les SLN présentent un intérét pour 1’encapsulation de principes actifs lipophiles

comme par exemple les rétinoides.

Jenninget al. ont préparé des SLN a base de glyceryl behgmwaiel’encapsulation de
rétinol en vue d’une application topique. Le rétinol en application cutanée est a I’origine
d’effets secondaires type irritations et intolérance cutanée ; la mise d’une forme encapsulée de
rétinol a libération prolongée permettrait ainsi de limiter ces effets indésirables. Les auteurs
ont montré que la libération du rétinol était lente pendant les 6 premieres heures puis rapide
entre 12 et 24h. L’incorporation des SLN de rétinol dans un gel ou une créme permet
d’obtenir une libération controlée jusqu’a 18 h. Par ailleurs, I’influence de la transition
polymorphique des lipides sur le profil de libération du principe actif a été étudiée, montrant
que la diminution de la forme amorphe augmentait la libération (59). Une étude de
pénétration cutanée du rétinol encapsulé dans les SLN a été réalisée sur une peaende porc
cellule de Franz. Aprés 6 h le rétinol s’est accumulé dans les couches superficielles de la
peau. Cette accumulation a diminué apres 24 h, ceci est di a la transition polymorphique des
lipides et a la libération du rétinol des SLN (6Byur mieux comprendre I’influence des
parametres de formulation sur 1’incorporation des dérives de la vitamine A dans les SLN,
différents lipides et trois rétinoides ont été testés. Le glyceryl behenate a permis une

encapsulation supérieure a celle du tripalmitate, du cetyl palmitate ou de la paraffine. De plus,
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I’encapsulation augmeng avec la diminution de la polarité de la molécule (trétinoine < rétinol
< rétinol palmitate). Enfin les essais de diffraction des rayons X ont révéléedhonne

encapsulation pouvait étre corrélée avec un faible degré de cristallinité des lipides (61).

Patravaleet al. ont utilisé la méthode d’émulsification-diffusion de solvant pour la
préparation de SLN d’atRA en testant différents lipides. Les SLN de glycéryl monostéarate
ont été sélectionnées du fait la bonne solubilit¢ de 1’atRA dans glycéryl monostéarate.
L’efficacité d’encapsulation était modérée (50%) a cause de la partition de ’atRA entre les
lipides et le solvant utilis¢ (benzyle alcool). L’encapsulation de 1’atRA a amélioré
significativement sa photostabilité par rapport a la solution méthanolique. Le gel préparé avec
ces SLN d’atRA est nettement moins irritant pour la peau par rapport a la créme

commercialisée (Retino-A cream) sans différence notable sur la pénétration cutanée (62).

Castroet al. ont encapsulé I’atRA dans des SLN de glycéryl behenate avec un faible
pourcentage de tensioactifs. Ces SLN présentent une taille moyenne proche de 500 nm et une
charge d’atRA de 1%. L’ajout d’un co-sufactant aminé (stéarylamine) améliore 1’efficacité
d’encapsulation jusqu’a 93 % en formant un couple avec 1’atRA. (63). Cette formulation
présente une stabilité améliorée, une diminution d’irritation cutanée (64) et une bonne

efficacité comédolytique (65).

En outre, les SLN d’atRA ont aussi été utilisées en vue une application anticancéreuse.
Lim et al. ont étudié D’influence des paramétres de formulation sur les propriétés
physicochimiques de SLN de tricaprin (tricaprate glycerol) chargés en atRA. lls ont
notamment étudié¢ 1’influence des tensioactifs utilisés sur les propriétés des SLN. Ils ont
constaté que la taille moyenne des particules diminuait en mélangeant la phosphatidylcholine
(PC) et Tweefi 80 et en augmentant la quantité totale de tensioactifs. Une petite taille (154,9
nm) a été obtenue avec 5% du mélange de tensioactifs contenant 54:46 de PC:Tween80. De
plus, I’ajout de distearoylphosphatidylethanolamine-N-poly(éthylene glycol) 2000 (DSPE-
PEG) dans le mélange de tensioactifs augmentait le potentiel 288 el ’incorporation
de 2,4% d’atRA dans les SLN n’a pas d’influence sur la stabilité physto-chimique des SLN
(66). La lyophilisation des atRA-SLN augmente légerement la taille et la polydispérsité sans
modifier leur potentiel zE&ta ou dénaturer I’atRA encapsulé. En effet, aprés 3 mois de stockage,
plus de 90%l’atRA est retrouvé dans la poudre de SLN lyopé&iisL’encapsulation au sein
SLN et la conservation de celles-ci sous forme lyophilisée permet dtameiliorer

considérablement la stabilité chimigdel’atRA. Par ailleurs, les auteurs ont étudié les effets
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antiprolifératifs des atRA-SLN sur différentes lignées cellulaires cancéraages’ont pas
pu conclure a une différence significative d’efficacité par rapport a 1’atRA libre. En revanche,
une réduction significative du potentiel hémolytiquel’dtRA a été observée (67). Enfin, la
méme équipe a testé différentes formulations de SLN pour 1’encapsulation du rétinol et a
montré que la présencBantioxydants (butylate hydroxyanisol et butylate hydroxytolugne

permettait d’améliorer nettement la stabilité du rétinol (68).

[1.3.4. Systemes polyméres

L’encapsulation des rétinoides dans un systéme polymeére a donné le lieu & beaucoup de
travaux afin d’améliorer la performance des rétinoides dans le traitement de cancer ou en
application topique. Différents systemes sont développés comme des nanoparticules (NP), des

microparticules (MP) et des micelles de polymeres.

[1.3.4.1. Nanoparticules polymeres

Jeonget al. ont développé des nanoparticules polymeéres a base d’un copolymere
poly(e-caprolactone)/poly(ethylene glycol) (P®EG) encapsulant I’atRA en vue du
traitement de tumeurs cérébrales. Selon les conditions utilisées différentes NP ont été
obtenues par nanoprécipitation avec une taille variant entre 270 et 458 nm, une charge en
atRA encapsulé de 2,2 a 10,5% pour une efficacité d’encapsulation de 68 a 97%. La meilleure
efficacité d’encapsulation a été obtenue dans les conditions suivantes introduction d’une
quantité ¢élevée d’atRA, utilisation de 1’acétone comme solvant et d’un ratio PCL:PEG ¢levé
dans le copolymere. Le profil de libération de I’atRA a été évalué par la méthode de dialyse
dans du PBS renouvelé régulierement pour assurer les conditions sink. Une libératioa rapide
eu lieu pour les nanoparticules a base du copolymére de plus bas poids moléculaire et ayant la
charge en atRA la plus faibld.a cytotoxicit¢ de 1’atRA encapsulé contre des lignées
cellulaires de gliome (U87MG, U251MG et U343MG) a été évainéstro par un test de
viabilité cellulaire MTT. Les résultats ont montré que la cytotoxicité était nettement

augmentéavec les nanoparticules d’atRA comparativement a la forme libre d’atRA (69).

Cho et al ont développé des nanoparticules d’atRA a base de ’acide poly(L)lactique
(PLA). Ces nanoparticules ont ensuite été enrobées par du galactose afin de favoriser le
ciblage d’hépatocytes. Les NP de taille 280 nm, encapsulant environ 20% atRA ont présenté

in vitro une efficacité supérieure a la forme libre (70).
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D’autres études ont porté sur le développement de nanoparticules de chitosane de faibl
poids moléculaire, soluble dans I’eau pour I’encapsulation d’atRA et de rétinol. La formation
d’un complexe ionique entre le chitosaneet le rétinol, ou I’atRA, a été confirmée par FTIR et
RMN. Les nanoparticules ont une taille variant entre 100 et 250 nm selon la quantité de
principe actif encapsulé. Le ratio chitosane/principe actif varie entre 50/2 et 50/20 et
I’efficacité d’encapsulation entre 60 et 75 % (71,72). Récemment, cette équipe a développé
des nanoparticules a base de glycol-chitoganenant 9,5% d’atRA avec 84% d’efficacité
d’encapsulation. Ils ont ainsi montré une nette amélioration de ’efficacité antiproliférative

des nanoparticules d’atRA sur un modele de cholangiocarcinotnevitro (73).

Simonet al. ont développé des nanoparticules d’atRA a base de PLGA afin d’améliorer
les propriétés antiprolifératives de I’atRA dans le traitement de leucémies aigués myéloides.
Les nanoparticules d’atRA obtenues ont un diametre moyen de 200 nm. L’étude a montré que
ces nanoparticules étaient efficace pour induire la différenciation et ainsi bloquer la
prolifération de cellules de ligné#¢.-60 (74) De plus, du fait de cette meilleure efficacité, la
forme encapsulée peut permettre de diminuer la dose d’atRA a administrer tout en maintenant

I’effet thérapeutique.

D’autres formulations de nanoparticules d’atRA ont été développées pour le méme type
d’application anticancéreuse sur LAM. Des copolymeres de PCL/PEG ou PLA/PEG ont
notamment été testés pour 1I’encapsulation d’atRA. Ces nanoparticules ont permis d’améliorer
la photostabilité de 1’atRA par rapport a la forme libre et aussi d’obtenir une libération
controlée. En revanche, I’efficacité¢ d’encapsulation de I’atRA demeure relativement faible
comparativement aux autres études (30%). L’activité thérapeutique des NP a été testée en
évaluant la différentiation cellulaire de la ligné HL-60 montrant une efficacité comparable a
celle de I’atRA libre (75).

Narvekaret al. ont développé des nanoparticules hybride huilgmeére d’atRA en
réalisant une solubilisation préalable de 1’atRA dans une huile puis en dispersant cette
solution huileus dans une matrice de I’acide poly(lactique-co-glycolique) (PLGA). Ces
nanoparticules  présentent ’avantage  d’améliorer  considérablement ’dfficacité
d’encapsulation en atRA et de ralentir sa libération par rapport aux nanospheres de PLGA
(76). De plus ces nanoparticules présentent une meilleure efficacité anticandéréa®eA

gue les nanospheéres sur une lignée cellulaire de cancer de la prostate.
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Récemment d’autres équipes ont développé des nanoparticules d’atRA en vue
d’application thérapeutique de maladies neurodégénératives. La polyéthylenimine a
notamment été utilisée en association au PLGA pour réaliser des nanoparticules polymeres
d’atRA chargées positivement. L’objectif de cette étude est d’améliorer la régénération
neuronale en incorporant des nanoparticules encapsulant 1’atRA au sein de cellules souches
neuronales. Cette étude a permis de montrer une internalisation rapide des nanoparticules au
sein des cellules souchiesvitro tout en échappant a leur activité endosomale ou lysosomale.
Cette internalisation a entrainé une nette amélioration de la régénération neuronale montrant
ainsi un potentiel d’application de ces nanoparticules d’atRA dans le traitement de maladies

neurodégénératives (77).

Ourique et al. ont travaillé sur 1’encapsulation d’atRA ou 13cis RA en vue
d’applications topique. Des nanocapsules a base de poly(g-caprolactong (PCL), d’huile de
tournesol ou de triglycérides ont été préparées par nanoprécipitation. Les nanocapsules
obtenues avaient une taille d’environ 200 nm avec une trés bonne efficacité d’encapsulation
>99% pour un charge d’encapsulation d’atRA au sein des particules de 1%. La
photodégradation de 1’atRA en solution dans du méthanol, sous forme de nanoémulsion ou
sous forme de nanocapsules a été évaluée sous radiation UV (30 W) pendant 1 heure.
L’encapsulation de 1’atRA au sein des nanoparticules a amélioré sa stabilité et prolongé sa
demi vie jusqu’a 88 a 95 min contre 40 min pour 1’atRA en solution ou 70 a 80 min en
nanoémulsion (78).’incorporation des nanocapsules dans un gel aqueux diminue encore la
photodégradation et augmente 1’accumulation d’atRA a la surface de la peau (79). Un gel
contenant des nanocapsules deidBRA a présenté des résultats similaires au niveau stabilité

et pénétration cutanée (80).

[1.3.4.2. Microparticules polyméres

Des microsphéres d’atRA a base de PLGA sont aussi décrites dans la littérature pour le
traitement de gliomes en administration intratumorale (86). Ces microspheres sont préparées
par la méthode d’évaporation de solvant. L’influence des différents parametres de formulation
sur la taille, ’efficacité d’encapsulation, et le profil de libération de 1’atRA a été étudiée.
L’utilisation de 2% d’alcool polyvinyligue comme stabilisant est nécessaire pour obtenir des
particules sphériques et lisses. La taille varie entre 10 et 100 um et D’efficacité
d’encapsulation est d’environ 50%. Les microspheres présentent un profil de libération

prolongé de 1’atRA jusqu’a 30 jours. De plus, ’augmentation de la quantité d’atRA au sein
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des particules retarde sa libération du fait de sa recristallisation a I’intérieur des particules

(81).

Cirpanli et al ont aussi formulé des microsphéres d’atRA de 1 a 2 um de diamétre avec
une efficacit¢ d’encapsulation améliorée de 70%. Le profil de libération de 1’atRA est
caractérisé par une phase rapide durant les 5 premieres heures suivie d'une libération plus
lente pendant 11 a 13 jours. Cette libération est influencée par la concentration en PVA mais
en revanche peu d’influence de la concentration ou du poids moléculaire du polymére a été

constaté (82).

11.3.4.3. Micelles polymeres

L’atRA a été aussi formulé en micelles polyméres afin d’améliorer sa performance et
proposer une forme injectable. Kawakasti al ont comparé la biodistribution d’atRA
encapsulé dans des liposomes (distearoylphosphatidylcholine/cholesterdle d’atRA
incorporée dans des micelles polyméres (poly(ethylene glycol)/poly(aspartic acid)), montrant
gue les micelles présentent une plus grande AUC et une faible élimination hépatique. Les
micelles polymeéres ont une taille de 19 nm et une charge de 10% d’atRA avec une efficacité
d’encapsulation de 96% et permettent d’obtenir un profil de libération prolongée avec 50%
d’atRA libéré apres 20 h (83). L’efficacité de ces micelles d’atRA a été évaluée in vivo sur un
modele tumoral de cancer du colon chez la souris. Les micelles favorisent I’accumulation de
I’atRA au sein des tumeurs et permettent une forte inhibition de la croissance tumorale (84).

Quatre polymeres, différant par le groupe fonctionnel de I’acide aspartique (nonyl, benzyl,

heptyl et phenylpropyl), ont ensuite été testés pour 1’encapsulation de fenrétinide (rétinoide
synthétique). 72% de substitution avec le groupe benzyl est nécessaire pour bien encapsuler la
fenrétinide et pour augmenter son taux sanguin aprées injection IV (85). Les micelles de
fenrétinide présentent une nette amélioration de [D’activité anti-tumorale aprés une
administration dans un modele de xénogreffe de mélanome (86). En utilisant les mémes
micelles, d’autre rétinoides synthétiques (Am80 et LE540) ont été encapsulées. LE540
présente un bon rendement d’encapsulation avec une libération prolongée sur 24h. Pour

ameéliorer  D’encapsulation  d’Am80, [I’ajout  d’alkylamine  hydrophobe  (N,N-
dimethyldodecylamine) a étéédessaire afin de faire une couplage avec I’Am80 et

d’augmenter son hydrophobicité (87).
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Zuccariet al ont préparé des micelles de polyvinylalcool-oleyl amine par atomisation
d’une solution hydro-alcoolique. Ces micelles d’une taille de 200 a 400 nm, permettent
d’améliorer la solubilité d’atRA, notamment pour un ratio atRA:polymeére de 1:5 (600 pg/ml
atRA) et de contrdler la libération de I’atRA. De plus, 1’activité anticancéreuse contre le
neuroblastome a été améliorée par les micelles (88). Une autre madifieatil’alcool
polyvinylique par une estérification avec un groupement nicotinoyl a été apportée afin
d’optimiser la charge d’encapsulation en atRA par complexion dans les micelles. Une
corrélation entre le degré de substitution du PVA et la quantit¢ d’atRA encapsulée a été
observée (charge en atRA de 4,76% pour 15,3% de substitution). Ces micelles permettent
d’augmenter la solubilité¢ de 1’atRA jusqu’a 1,2 mg/ml dans 1’eau et d’améliorer son activité
antiproliférative contre le neuroblastome (8B)équipe a aussi testé un autre copolymeére
pour la formation des micelles de fenrétinide. Il s’agit de I’alkyl-polyethylene glycol formant
des micelles dans ’eau de 50 a 137 nm selon la concentration en polymere et pouvant
encapsuler jusqu’a 2% de fenrétinide. Le profil de libération obtenu est tres lent puisque seuls
20% de fenrétidine sont libérés aprés 50 h. Le traitement des cellules de neuroblastome par les
micelles indique un retard de la métabolisation de la fenrétinide encapsulée due a sa libération

prolongée (90).

Jeonget al. ont développé des micelles d’atRA a base d’un copolymére poly(ethylene
glycol)/chitosanel’encapsulation de 1’atRA serait alors due a des interactions ioniques entre
I’atRA et le chitosane. Les micelles obtenus avaient une taille de 50 a 200 nm, présentaient
une efficacité d’encapsulation supérieure a 80 % et une charge d’atRA de 3 a 14 %. De plus,
ces micelles d’atRA ont démontré une efficacité importante sur I’inhibition d’invasion de
lignée de gliome U87MG (91). Dans une étude complémentaire la méme équipe a mis au
point une formule optimisée des micelles d’atRA présentant une activité apoptotique in vitro

supérieure sur des cellules de carcinome du colon (CT-26) que les micelles sans atRA (92).

Enfin, un autre copolymére, le N-phthaloylchitosane-poly(ethylene glycol) a été utilisé
pour réaliser des micelles d’atRA avec une taille de 80 a 160 nm. Il est intéressant de noter
que I’augmentation du degré de déacétylation du chitosane améliore 1’incorporation d’atRA.
Avec 95% de degré de déacétylation, une efficacité d’encapsulation de 98% a été obtenue
pour une charge en atRA de 5% dans les micelles. La libération obtenue est lente : 50%
d’atRA libéré apres 96h (93).
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[1.3.5. Autres types de vecteur

D’autres types de vecteurs ou des méthodes plus innovantes ont été employées pour
formuler les rétinoides sous forme vectoriséecisRA a été complexé a 1’hydroxypropyl-p-
cyclodextrine en vue d’augmenter sa solubilité. Le complexe présente aussi une meilleure
photostabilité (94). Une autre formulation nanoparticuldiegRA décrite dans la littérature
est constitué de micelles d’atRA recouvertes de particules minérales (CaCg) afin d’obtenir
des micelles plus stablés vivo et plus efficaces notamment dans le traitement de Iésions

cutanées (95).

Des travaux ont aussi décrit la conjugaison de I’atRA a 1’acide hyaluronique pour faire
des nanovecteurs capables d’encapsuler le paclitaxel et donc d’améliorer le ciblage et
I’efficacité antitumorale par action synergique des deux principes actifs. Des nanoparticules
d’une taille de 150 nm avec 29% de charge en paclitaxel ont été obtenues. Ces nanoparticules
présentent une bonne cytotoxiditévitro et une accumulation tumorale vivo (96). L’atRA

en conjugaison avec I’héparine aaussi été testé pour la méme application (97).

[1.4. Conclusion

Les rétinoides sont des moléculésuées d’un intérét thérapeutique majeur dans
diverses pathologies comme les cancers, des pathologies cutanées ou encore certaines
maladies neurodégératives. Toutefois leur utilisation thérapeutique est confrontée a quelques
limites comme une trés mauvaisydrosolubilité, une forte instabilité et la survenue d‘effets
secondaires. La vectorisation des rétinoides présente donc un potentiel prometteur notamment
pour améliorer le ciblage et I’efficacité thérapeutique des rétinoides ou encore pour améliorer
leur photostabilité. Nous avons pu voir dans ce chapitre que de nombreux systemes de
vectorisation des rétinoides sont décrits dans la littérature. Les liposomes présentent un intérét
pour les applications topiques et parentérales. Les SLN présentent I’avantage de pouvoir
encapsuler des grandes quantités de rétinoides. Les nanoparticules polymeéres font elles aussi
I’objet de nombreux travaux et peuvent permettre une bonne encapsulation des rétinoides
ainsi qu’une amélioration de leur efficacité antitumorale. Toutefois, des études
complémentaires restent nécessaires afin de démontrer I’avantage des particules polymeres et
de leurs applications thérapeutiques. Enfin, les micelles polyméres émergent comme une

forme en devenir pour la vectorisation des rétinoides.
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Chapitre Ill. Vitamine D son réle biologique et ses intéréts

thérapeutiques

La vitamine Dest une hormone liposoluble dont la fonction physiologique principale est
de réguler I’absorption et le métabolisme calcique. Elle est notamment utilisée dans le
traitement et la prévention du rachitisme. Outre ses fonctions sur la régulation de la calcémie,
la vitamine D intervient aussi dans la régularisation de la prolifération cellulaire et dans la
réponse immunitaire. Dans ce chapitre seront décrits les propriétés de la vitamine D, son role

biologique et ses utilisations thérapeutiques.
l1l.1. Geénéralités, structure chimique et métabolisme de la vitamine D

La vitamine D a été initialement classée parmi les vitamines liposolubles et identifiée
comme une substance préventive du rachitisme pour la premiére fois par Mc€odumn
1922 (1). Des recherches ingeres ont ensuite permis d’identifier sa structure chimique, ses
métabolites actifs ainsi que ses différentes fonctions biologiques, ce qui a finalement conduit
a classer la vitamine D comme une hormone plutot qu’une vitamine. La vitamine D est issue
pour 90% de la syntheése au niveau cutané et pour 10% des apports nutritionnels. L apport
journalier recommandé¢ est d’environ 5 pg (200 Ul) et augmente a 15 pg (600 UI) en cas

d’absence d’exposition au soleil (2).

[11.1.1. Structure et propriétés physico-chimiques de la vitamine D

D’un point de vue chimique, la vitamine D est un 9,10-sécostéroide comportant trois
doubles liaisons et une fonction hydroxyle enB@Bigure 12). La vitamine D existe sous
deux formes biologiquement inactives, la vitaming (Eholécalciférol) et la vitamine D
(ergocalciférol). Ce sont des molécules hydrophobes, pratiquement insolubles dans 1’eau,
solubles dans 1’éthanol et les huiles. La forme la plus répandue dans le sang est la 25-
hydroxyvitamine I (calcidiol ou calcifédiol) contenant une fonction hydroxyle en plus sur le
carbone C25. La forme active de la vitamine D3 est d&25kdihydroxyvitamine B
(calcitriol) avec deux fonctions hydroxyle en dCdt C25. Les structures chimiques de ces
différentes molécules ainsi que leurs propriétés physico-chimiques sont présentées
respectivement en Figure 12 et Tableau 1. Les calculs théoriques via ALOPGS (3) de leurs
solubilités dans 1’eau ou de leurs coefficients de partage octanol/eau (LogP) permettent de
classer ces molécules en fonction d’hydrophobicité comme suit : cholécalciférol > calcidiol >

calcitriol.
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CH3
H H
Ergocalciférol Cholécalciférol
Vitamine D, Vitamine D,
(52,7E,22E)-9,10-sécoergosta (52,7E)-9,10-Sécocholesta-5,7,10(19)-
5,7,10(19),22-tétraépp-ol trien3R-ol

HO--

H H
Calcidiol Calcitriol
25-hydroxyvitamine [ la,25-dihydroxyvitamine [
(5Z,7E)-9,10-Sécocholesta-5,7,10(19)-  (5Z,7E)-9,10-Sécocholesta-5,7,10(19)-triene-
triene3p,25-diol la,3B,25-triol

Figure 12: Structures chimiques des différentes formes de vitamine D (Pharmacopée
Européen 7.7)
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Tableau 1 : Propriétés physico-chimiques des différentes formes de vitagnine D

Propriétés Cholécalciférol Calcidiol Calcitriol
N° CAS 67-97-0 1935617-3 32222063
Formule brute CyH4.0 CoH4405 CoH4403
Masse molaire (g/mol) 384,6 400,6 416,6

Aspect

Solubilité

Solubilité dans 1’eau

(calculé par ALOGPS(3))

LogP

cristaux blancs

Ethanol 96°, huiles

0,3 nug/mL

7,9

cristaux blancs

Ethanol 96°, huiles

2,2 nug/mL

6,7

cristaux blancs

Ethanol 96°, huiles

6,6 ng/mL

55

(calculé par ALOGPS(3))

[11.1.2. Synthese et métabolisme de la vitamine D

[11.1.2.1. Ressources et synthése

La vitamine D peut étre issue de 2 sources distinctes : de ressources nutritionnelles ou

de la synthése dans la peau.

La vitamine D issue de la nutrition se trouve sous deux formes selon son origine; la

vitamine B d’origine animale et la vitamine D, d‘origine végétale.

La synthése de la vitamines@lans la peau est une réaction photochimique dont le
spectre d’efficacité est situé entre 260 et 315 nm et atteint un optimum aprés 30 min
d’exposition aux rayons UVB. La réaction commence par une isomérisation d’un stérol
cutané (7-déshydrocholestérol, provitaming provoquant I’ouverture du cycle B et formant
le 9,10-seco-stérol (prévitaming)DEnsuite une isomérisation non-enzymatique, induite par
la chaleur, transforme la prévitaming Bn vitamine B (cholécalciférol) (4). Le schéma

complet de la synthese de la vitamingdst présenté en Figure 13.
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Figure 13 : Réaction photochimique de synthéese de la vitamidarm la peau(5)

111.1.2.2. Métabolisme

Le métabolisme et le catabolisme de la vitaminesnt présentés comme décrit par
Prosser et Jones (6) (Figure 14). Aprés absorption intestinale de la vitapehé&itamine
D3 ou synthese de la vitamine; Dans la peau, les molécules biologiqguement inactives se
retrouvent dans la circulation sanguine ou elles vont se lier a des protéines plasmatiques
(Vitamin D Binding Proteins, DBP). Au niveau hépatique, une premiere étape de
métabolisation de la vitamine D se produit par hydroxylation enzymatique pour former la 25-
hydroxyvitamine B (calcidiol ou calcifédiol). Cette hydroxylation est catalysée par une
enzyme microsomale cytochrome P450 (CYP2R1) ou par une enzyme mitochondriale
cytochrome P450 (CYP27Al) (6). Une fois dans la circulation sanguine, la 25-
hydroxyvitamine @ se lie aux DBP. Les concentrations plasmatiques physiologiques en 25-
hydroxyvitamine I varient entre 25- 200 nmol/L et sa demite est d’environ 15 jours.
Toutefois, plusieurs études ont établi qu’une concentration de 30 ng/mL (75 nmol/L) serait un
taux sérique optimal pour la santé (7). La 25-hydroxylation hépatique est une étape de
métabolisation incontrolée et dépendant principalement de la disponibilité du substrat

cholécalciférol (8).

Une deuxiéme métabolisation a ensuite lieu au niveau rénal. Sous I’action d’une
enzyme cytochrome P450 appelée 25-hydroxyvitaminedDytiroxylase (encodée par
CYP27B), la 25-hydroxyvitamine B est hydroxylée en position @lpour donner le
métabolite actif de la vitamine D3, la,25-dihydroxyvitamine B ou calcitriol. Comme les
métabolites précédents, le calcitriol dans le sang est transporté par les DBP. Son taux sérique

varie entre 75 et 200 pmol/L et sa demi-vie est de 10 a 24 heures (9).

Le catabolisme de la vitamine; e fait par une réaction d’oxydation sur le carbone C-
24. La 24-hydroxylase (CYP24Al), une enzyme de cytochrome, transforme la 25-
hydroxyvitamine B en 24,25-dihydroxyvitamine et la Jn,25-dihydroxyvitamine B en
la,24,25-trihydroxyvitamine B puis en acide calcitroique. La 24-hydroxylase peut aussi
catalyser une hydroxylation en C-23 et produire tg23-dihydroxyvitamine B-26,23-
lactone. L’expression de la 24-hydroxylase subit une régulation positive par le calcitriol au

niveau rénal et dans les cellules cil{[&3).
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Figure 14 : Représentation schématique du métabolisme de la vitamiret [Bs

enzymes impliquées (6)

[11.1.2.3. Régulation de la 1a-hydroxylase

Comptetenu du rdle primordial du calcitriol dans I’homéostasie calcique, la la-
hydroxylation rénale est un processus strictement controlé et régulé, principalement par le
calcitriol lui-méme ainsi que par 1’hormone parathyroidienne ou parathormone (PTH).
D’autres facteurs comme le facteur 1 de croissance insulinique, I’insuline, la calcitonine et le
facteur 23 de croissance fibroblastique peuvent aussi interagir (11). Par exemple, une faible
concentration sanguine en ions calciques’{(Cet phosphates (R®) provoque la sécrétion
de PTH qui ensuite active I’expression du gene CYP27Blcodant pour la synthése de le& 1
hydroxylase. En revanche, un excés de calcitriol entraine une régulation négativende la 1
hydroxylase ainsi quée 1’expression de la PTH (12). Par ailleurs, ladthydroxylase possede

un mécanisme d’autorégulation.

Depuis une dizaine d’années, avec la découverte de sa localisation extrarénale, la 1a-
hydroxylase fait I’objet de nombreuses études. En effet, une activité de la 1a-hydroxylase a pu
étre localisée au niveau des kératinocytes, des poumons, du colon et des macrophages
montrant qu’il y a une métabolisation locale du calcidiol en calcitriol. Plusieurs études ont
ainsi démontré I’implication extrarénale de la la-hydroxylase dans des processus
physiologiques (homéostasie calcique et différentiation cellulaire) et dans certains cas

pathologiques (13).

lIl.2. Fonctions biologiques de la vitamine D

La vitamine D sous sa forme active exerce plusieurs fonctions biologiques : une activité
classique sur I’homéostasie calcique et la minéralisation osseuse et d’autres fonctions non
classiques sur la régulation de la prolifération et de la différentiation cellulaire ainsi que la
modulation du systéme immunitaire. La vitamine D, de par ses activités biologiques

multiples, présente donc un intérét majeur en thérapeutique.

D’aprés Lieben et al., (14) une calcémie normale, essentielle au maintien de certaines
fonctions physiologiques, dépend de la coordination de plusieurs organes et tissus notamment

I’intestin (site d’absorption), le rein (site de sécrétion) et 1’os (site de stockage). Le calcitriol
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est une hormone hypercalcémiante ciblant ces différents tissus afin de maintenir le taux
sérique en C4. Une baisse de la calcémie active la sécrétion de PTH puis [‘hydroxylation du
calcidiol en calcitriol pour restaurer sa concentration sanguine et donc accentuer sa fonction

hypercalcémiante (8111.1.2)3

La ressource principale en calcium est 1’alimentation. L’absorption intestinale en
calcium se fait par voie passive paracellulaire, dépendante de la concentration, et par voie
active transcellulaire régulée par le calcitriol. Il a été montré que I’absorption intestinale de
C&* diminue de 40% chez des souris transgéniques sans le récepteur de la vitavi€ D (
) et qu’un supplément en calcitriol I’augmente chez les souris saintes. L’action du calcitriol
sur les cellules intestinales peut étre expliquée par ’augmentation de 1’expression des genes
codant pour les transporteurs apicaux de calcium (TRPV6) et de Calbinglifer@@éine de
liaison au calcium) (15). Récemment, une hypothése alternative a été avancée dans laquelle le
calcitriol agirait au niveau du transport paracellulaire du calcium par interaction avec d’autres

transporteurs comme Claudine 2 et 12 (16).

Au niveau rénal, la réabsorption du calcium est partiellement régulée par le calcitriol. |l
agit au niveau des tubules rénaux sur des protéines comme TRPV5, Calbigdiae-D
Calbindine-Dgx en vue d’augmenter la réabsorption de Ca®*, toutefois son mécanisme

d’action n’est pas encore entierement élucidé et nécessite des études supplémentaires (17).

Au niveau osseux, le calcitriol participe au cycle de formation et de résodpti’os. I
stimule la différentiation des ostéoblastes et la minéralisation des os. L’action du calcitriol sur
la résorption osseuse et la différentiation des ostéoclastes est médiée par les ostéoblastes. En
cas d’hypocalcémie, le calcitriol favorise la résorption osseuse pour ajuster le taux sérique de
ca* (14). Le rachitisme et 1’ostéomalacie sont des pathologies osseuses liées a un déficit en
calcitriol. Son role dans ces maladies est critique notamment dans le cas de déficits

alimentaires en minéraux.

De plus, la présence de récepteurs a la vitamine D (VDR) dans d’autres tissus non
impliqués dans I’homéostasie calcique confirme que la vitamine D posséde d’autres fonctions
biologiques. Les études conduites sur des souris « knogkOeprimant pas les VDR ont
révélé D’implication de la vitamine D dans des processus physiologiques de croissance
tissulaires notamment au niveau du célon descendant, de I’épiderme, de la prostate, etc. Le
role de vitamine D dans la difféerentiation cellulaire notamment sur les cellules

hématopoiétiques a aussi été décrit (18).
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Par ailleurs, des effets de la vitamine D sur le systeme immunitaire ont été décrits.
L’expression de VDR dans les lymphocytes, les macrophages et les cellules dendritiques
montre que le calcitriol serait céfle de jouer un rdle sur I’'immunité innée et acquise (19).
De plus, les cellules immunitaires sont capables de synthétiser la forme active de la vitamine
D. L’activation de VDR induit des effets antiprolifératifs, pro-différenciatifs et
immunomodulateurs. Ce lien est renforcé par 1’observation qu‘un manque en vitamine D est
souvent associé avec une sensibilité aux infections et aux maladies auto-immunes (19). Le
calcitriol présente aussi un effet stimulant sur les cellules béta des ilots de Langerhans pour la
synthése d’insuline, avec une application thérapeutique potentielle dans la prévention et le

traitement du diabéte (20).

[11.2.1. Voie de signalisation de la vitamine D

Comme décrit par Deett al. (21), le mécanisme d’action physiologique de la vitamine
D est trés complexe et nécessite encore de nombreuses études pour totalement 1’élucider.

Néanmoins, deux voies différentes de signalisation sont proposées dans la littérature (Figure

15).

[11.2.1.1. Action génomique

Le calcitriol est capable d’activer ou d’inhiber la transcription de certains genes cibles.
Apres avoir franchi la membrane plasmique des cellules, le calcitriol se fixe a un récepteur
intracellulaire (nucléaire) spécifique (Vitamin D receptor, VDR). VDR est un récepteur de la
superfamille des récepteurs nucléaires aux hormones stéroidiennes et régule 1’expression des
geénes de maniere ligand dépendante. L’activité du complexe calcitriol-VDR est modulée par
la fixation et la dimérisation avec le récepteur X de 1’acide rétinoique (RXR). Ce complexe
actif se fixe spécifiguement sur les éléments de réponse a la vitamine D (VDRE) dans la
région promoteur des génes cibles. Il régiihsi la transcription d’ARN messager aidé par

des protéines co-répresseurs et co-activateurs (22).

[11.2.1.2. Action non génomique

Le calcitriol peut aussi exercer une action rapide et non génomique bien connue pour
son effet sur 1’absorption intestinale de Ca. Cette action non génomique induit I’activation

d’une cascade de signalisation (protéines kinases A et C, phospholipase C et MAP kinases)
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puis 1’ouverture rapide des canaux calciques augmentant ainsi la concentration intracellulaire
enCa" (23). La voie non génomique est encore mal identifiée, toutefois une hypothése a été
avancée sur la prése d’un récepteur membranaire de calcitriol (memVDR) au sein de

cavéoles (24). De plus, cette voie peut aussi dans certains cas affecter la transcription de génes

de facon indirecte via MAP kinase.

Figure 15 : Les voies de signalisation de calcitriol : une action génomique par VDR qui
affecte principalement [’expression des génes soit en activant la transcription (a et b)
ou en la désactivant (c). L’ action non génomique (d) passe via memVDR ou d’autres

récepteurs membranaires et module le passage de(ZH.

[11.3. Vitamine D : un actif anti-cancéreux

111.3.1. Cancer et vitamine D

La présence du récepteur de vitamine D (VDR) et de la CYP27B1 dans différents tissus,
ainsi que ’activité régulatrice du calcitriol sur la prolifération et la différentiation cellulaire
suggerent le lien logique qui peut étre établi entre la vitamine D et le cancer (18). Des VDR
ont été identifiés dans les cellules tumorales avec des caractéristiques (masse molaire,
propriétés de fixation) identiques a celles des cellules normales (25). Différents
polymorphismes du géne codant pour VDR ont été décrits dans la littérature et reliés a
I’expression de certaines tumeurs comme des mélanomes, des cancers de la prostate et du sein

(26,27)

De nombreuses études épidémiologiques ont été conduites montrant le lien entre la
vitamine D et certains cancers. En 1980, Garktral. ont montré qu’il existait une différence
de risques de cancers colorectaux entre les populations des états du nord des Etats-Unis et
ceux du sud et de I’ouest des Etats-Unis. Cette différence peut étre reliée a la variation des
expositions au soleil et donc de synthése de vitamine D (28). Ces travaux préliminaires ont été
suivis de plusieurs études ayant montré une relation entre le taux sérique de la 25-
hydroxyvitamine D (comme un indice du statut de la vitamine D) et le risque de cancer
colorectal (29), du sein (30) et de la prostate (31). De plus, Giovaretuacont constaté un

lien entre I’indice de mortalité des sujets atteints d’un cancer (51529 cas analysés sur 20 ans)
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et le satut de la vitamine D en déduisant de cette étude qu’ une concentration élevée en
calcidiol était associée avec une diminution du risque de cancer ou de son indice de mortalité
(32).

111.3.2. Métabolisme de la vitamine D dans les cellules cancéreuses

L’identification de CYP27B1 dans les tissus normaux signifie que la production locale
de calcitriol agit par des manieres autocrine et paracrine afin de réguler la prohfétati
protéger de la transformation maligne. Au sein des tissus normaux, le calcidiol est activé par
CYP27B1 et désactivé par CYP24A1 avec un équilibre favorisant la production de calcitriol
(33). Ce qui explique qu’un faible taux sérique de calcidiol s’associe avec un risque plus élevé

de cancer (34).

Une modification de I’expression de VDR, CYP27B1 ou CYP24A1 peut étre a 1’origine
de la résistance des cellules tumorales a la vitamine D aux concentrations physiologiques.
Dans le cancer de sein, I’expression des VDR diminue dans les lignées invasives ne possédant
pas de récepteur aux cestrogénes (non hormono-dépendantes) comparé avec les lignées bien
différenciées possédant un récepteur aux cestrogenes (hormono-dépendantes) (35). CYP27B1
reste présent dans les cellules tumorales mais son expression diminue dans les cellules
agressives et dans quelgues modeles une altération est documentée. De plus, une
augmentation de I’expression et de 1’activit¢é de CYP24A1 ont été observées spécialement
aprés I’exposition au calcitriol (36). Les mémes observations sont documentées sur les
cellules du cacer de la prostate ou I’activité de CYP27BI1 est nettement diminuée (37). Des
¢épissages alternatifs qui modulent ’activit¢ de CYP27B1 sont identifiés dans différents
modeles de glioblastome (38). Nous pouvons conclure que les expressions de VDR, de
CYP27B1 et de CYP24A1 sont modulées par les cellules cancéreuses de facon a assurer la

protection et 1’échappement vis-a-vis de 1’action régulatrice de vitamine D.

Il faut signaler que ces analyses sur les cellules cancéreusds ne peuvent pas
refléter la situation réelle d’une tumeur in vivo. Les tumeurs présentent effectivement une
composition hétérogene avec une infiltration par des cellules immunitaires notamment les
macrophages. L’expression de CYP27B1 dans les macrophages infiltrés reste a étudier mais
certains travaux ont montré une augmentation excessive de son activité dans des modeles

tumoraux de lymphome B ou de dysgerminome. L’implication de CYP27B1 dans
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I’interaction tumeur— immunité est donc importante et nécessite des études approfondies
(39).

111.3.3. Mécanisme de 1’activité anticancéreuse de la vitamine D

D’aprés Beer et al (40), les mécanismes de 1’activité antinéoplasique du calcitriol
different selon d modéle tumoral et les conditions expérimentales. L’inhibition de la
prolifération et I’induction de la différentiation sont les mécanismes les plus étudiés sur
différents modeles tumoraux de leucémie, mélanome, cancer de la prostate, cancer du sein et
de carcinome épidermoide. Le calcitriol inhibe la prolifération cellulaire par un arrét du cycle
cellulaire en phase Gentrainant une diminution du nombre de cellules en phase S et leur
accumulation en phasey@&; (41). Une action apoptotique a aussi été observée dans des
carcinomes de sein, du colon et de la prostate, des myélomes ou encore des leucémies
lymphoides (40). Le calcitriol est capable dans quelques modéles de diminuer le risque de
métastase (42)uod’inhiber 1’angiogenése (43). Récemment un nouveau mécanisme a été
identifié sur un modele de cancer de la prostate. Le calcitriol aurait des propriétés anti-

inflammatoires via une inhibition de la synthése des prostaglandines (44).

111.3.4. Les effets du calcitriol sur les cellules cancéreuses

En 1981, une premiere étude faite par Colstbral. a montré qu’une concentration
nanomolaire de calcitriol avait un effet inhibiteur sur la croissance des cellules malignes de
mélanomein vitro (45). Plusieurs investigations vitro et in vivo ont par la suite été
conduites sur différents types de cancer confirmant et encourageant I’utilisation de la vitamine
D dans le traitement ou la prévention du cancer. Ces études soulignaient notamment que
I’activité antinéoplasique du calcitriol apparaissait a une concentration supraphysiologique
(>10° M) présentant un risque important dhypercalcémie chez I’'Homme (46). Les modéles

les plus étudiés de cancer sensibles a I’activité du calcitriol sont présentés ci-dessous.

111.3.4.1. Leucémie

En 1981, Abeet al ont montré 1’effet de 10 nM de calcitriol sur la différentiation et la
maturation de cellules leucémiques myéloides en macrophages en utilisant des cellules

murines (47) et humaines (HL-60) (48). La méme équipe a validé cet effet sur des souris nude
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en administrant 12,5 a 50 pmol par jour (49). De plus, un analogues du calcitriol (EB1089) a

éte testé sur leucémie lymphoide B montrant une activité apoptotique (50).

[11.3.4.2. Cancer de la prostate

Les récepteurs VDR ont bien été identifiés et caractérisés dans des lignées cellulaires
humaines de carcinome prostatique LNCaP (51) ainsi que dans des lignées DU-145 et PC-
par 1’équipe de Feldman (52). La méme équipe a notamment montré un effet du calcitriol a
une concentration de 1nM sur la prolifération de culture primaire des cellules prostatiques
(53). De plus, Schwartet al ont montré une activité anticancéreuse des analogues du
calcitriol in vitro (54) sur les lignées de cancer de la prostate (LNCaP, PC-3 et DU 145) et
vivo sur un modele de xénogreffe de PC-3 chez des souris nudes (55). Un potentielle anti-
invasion tumorale a été aussi documentée par Schetagizsur des lignées cellulaires (56).

Une action apoptotique et une régulation des antigenes spécifiques de la prostate (PSA) ont

été observées sur les cellules LNCaP traitées par 10 nM de calcitriol (57).

111.3.4.3. Cancer du sein

En 1980, Eismaret al. ont signalé la présence de VDR dans des tissus normaux et
anormaux du sein ainsi que dans les lignées de cancer du sein MCF-7, T 47D, BT 20, MDA
157 et MDA 231 (58,59)L’action antiproliférative du calcitriol a été étudiée sur des lignées
d’adénocarcinome du sein (MCF-7 et BT-20) en utilisant des concentrations supérieures a 10
nM et une interférence entre la faible concentration de calcitriol et le sérum dans le milieu de
culture a été signalée (60). Une étude conditeitro sur la lignée MCF-7 a démontré
I’action apoptotique du calcitriol & une concentration de 100 nM (61). Cette action a été
confirméein vivo en utilisant un analogue du calcitriol (EB1089) sur un modéle xénogreffe de
MCF-7 (62). Il est important de signaler que le calcitriol n’est actif que sur les cellules
possédant un récepteur aux cestrogeénes (hormono-dépendantes). Les cellules ne possédant pas
de récepteur aux cestrogénes (non hormono-dépendantes) comme la lignée MDA-MB231 sont

résistantes au calcitriol (63).

Figure 16 : Effets du calcitriol sur la prolifération cellulaire de lignée MCF-7. (A) 72 h
apres le traitement avec des concentrations croissantes de calcitriol, la prolifération est
évaluée par lincorporation de [*H]Thymidine. (B) Dénombrement sur 72 h des cellules
MCF-7 traitées avec 500 nM de calcitriol (64).
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111.3.4.4. Gliome

En 1992, la présence de VDR dans des astrocytomes et glioblastomes humains a été
décrite (65). Les effets cytotoxiques du calcitriol sur le gliome ont été mis en évidence a des
concentrations en calcitriol de 10nM sur des lignées humaines et de rat (C6) (66). Cette étude
a été confirmée en utilisant différents analogues du calcitriol §6éh montrant 1’effet
apoptotique du calcitriol (68). Récemment, Diestlal. ont montré une variabilité de la
réponse des lignées de glioblastome selon la concentration en calcitriol utilisée et la
lignée.(38)

[11.3.5. Etudesd’associations thérapeutiques

D’aprés Beer et al (40), les effets antinéoplasiques de la vitamine D ont suscité un
intérét pour une association avec d'autres principes actifs. Des effets synergiques ou additifs
ont notamment été observés pour un certain nombre de ces associations et peuvent s’expliquer
par différents effets comme I’amélioration de la signalisation des VDR, le ciblage d’autres

composants de la méme voie ou le ciblage de différentes voies en méme temps.

111.3.5.1. Stéroides

Des améliorationsn vitro et in vivo de ’activité anti tumorale du calcitriol sont
obtenues par association avec de la dexaméthasone. Dans le cas du carcinome épidermoide, la
dexaméthasoneugmente 1’expression des récepteurs VDR et leur capacité de fixation. De
plus, des études sur une lignée de cancer de la prostat®) (@€ montré que ’activité
apoptotique de la vitamine D était favorisée par la dexaméthasone (69).

[11.3.5.2. Autres actifs cytotoxiques

Des étudesn vitro sur des lignées de cancer de la prostate ont montré 1’intérét
synergique de I’association du calcitriol a des agents cytotoxiques comme le docetaxel (70), le
paclitaxel (71) et la mitoxantrone (72). Ces interactions ont aussi été observées sur le cancer

de sein (73), le carcinome épidermoide de la peau (74) et la leucémie myéloide (75).

Par ailleurs, Abe-Hashimotet al ont montré qu’une association de tamoxiféne avec des
analogues du calcitrieiméliore I’activité anti tumorale sur les cellules MCF-7 du cancer de

seinin vitro etin vivo (76).
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111.3.5.3. Rétinoides

La voie génomique de signalisation de la vitamine D passe par une dimérisation de
VDR avec le récepteur de I’acide rétinoique (RXR) (§ 111.2.1.1), donc un effet synergique
entre vitamine D et rétinoides est attendu. L’association du calcitriol avec 1‘acide rétinoique
favorise 1’activité anti proliférative (77), I’inhibition de 1’angiogenése (78) et I’induction de

I’apoptose (79).

111.3.5.4. Ketoconazole

Le ketoconazole, un inhibiteur du cytochrome P450, est capable d’inhiber la 24-
hydroxylase qui catabolise et désactive le calcitriol. Une administration de calcitriol en
présence de ketoconazole sur des cellules cancéreuses de la prostate a montré une

augmentation de 1’activité anti proliférative (80).

111.3.5.5. Radiation

Le calcitriol peut aussi présenter une action radiosensibilisante. Des études ont
notamment montrées un effet synergique du calcitriol avec des radiations ionisantes sur des

cellules prostatiques (LNCaP) (81) ainsi que sur des cellules MCF-7 de cancer du sein (82).

[11.3.6. Essais cliniques de I’utilisation du calcitriol dans le traitement du cancer

Les investigations précliniques encouragent 1’utilisation du calcitriol comme
anticancéreux a dose élevée avec ou sans combinaison. Plusieurs études ont essayé de
reproduire ces résultats chez I’humain notamment chez des sujets atteints d’un cancer de la
prostate. Dans ce paragraphe seront présentées quelques études majeures utilisant le calcitriol

seul ou en combinaison comme décrit par Woloszynska-&ed33).

[11.3.6.1. Les formes pharmaceutiques de calcitriol commercialisées

Deux formes pharmaceutiques de calcitriol sont commercialisées mais elles ne sont pas
adaptées au traitement du cancer :
- Rocaltrof (Roche) sous forme orale présentée en gélule contenant 0,25 ou 0,5 pg de
calcitriol ou en solution de 1 pg/mL.

- CalcijexX’ (Abbott) sous forme injectable intraveineuse contenant 1 pg/mL de calcitriol.
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Munidi et al. ont montré que le Rocaltfoh’était pas adapté pour une administration de
calcitriol en doses élevées puisque le patient devrait alors prendre 80 gélules par jour. De
plus, les auteurs ont montré que le taux sérique en calcitriol n’augmente pas avec la dose
administrée (84). Beest al. ont aussi observé une saturation de 1’absorption du calcitriol a
0,48 pg/kg (88)Le développement d’une nouvelle formulation de calcitriol adaptée aux

traitements anticancéreux est donc nécessaire.

[11.3.6.2. Dose journaliére ou intermittente

Les premiers essais cliniques basés sur 1’administration orale d’une dose de 1,5 a 2 pug
de calcitriol par jour chez des patients atteints de leucémie aigiie ont montré une faible
réponse antitumorale avec une hypercalcémie marquée chez 30% des patients (86). Dans une
autre étude, conduite par I’équipe de Feldman sur des patients atteints d’un cancer de la
prostate, une dose journaliére de 0,5 a 2,5 pug de calcitriol a été administrée. Pendant le
traitement, une stabilisation ou une diminution de I’augmentation du taux de PSA a été
observée chez certains patients, indiquant une progression plus lente de la maladie. Toutefois,
une calciurie dose-dépendante (4,5,5 ug de calcitriol) a été observée limitant 1’utilisation

en thérapie anticancéreuse du calcitriol (87).

Comme tous les agents anticancéreux, ’utilisation thérapeutique du calcitriol nécessite
la mise en place d’un protocole d’administration précis afin d’éviter la survenue des effets
toxiques. Afin de déterminer la dose maximale tolérée de calcitriol, ®iratlont réalisé une
étude de phase 1 sur 36 patients en administrant 2 a 10 pug de calcitriol chaque deux jour par
voie sous-cutanée. Les études pharmacocinétiques ont alors révélé que le taux sérique en
calcitriol était maintenu dans une zone thérapeutique pendant au moins 8 h apres l'injection.
Les auteurs ont de plus montré qu’il était possible d’administrer par voie sous-cutanée une
dose élevée de calcitriol sans apparition de réactions toxiques non acceptables (88). Une autre
étude de phase | a été conduite par B#eal. en administrant chague semaine une dose
croissante de calcitriol par voie orale. Ils ont ainsi montré qu’une dose tres élévée de 2,8
png/kg pouvait étre totalement tolérée sans effets secondaires. Néanmoins, une saturation de
I’absorption orale du calcitriol apparait a partir de 0,48 pg/kg (85). Cette étude a donc permis
de constater qu'une administration hebdomadaire d’une dose élevée de calcitriol par voie
orale était envisageable. Beer d. ont poursuivi cette étude en phase Il sur 22 patients
atteints d’un cancer de la prostate recevant une dose hebdomadaire de 0,5 pg/kg pendant 10

mois. Aucune toxicité significative n’a été observée durant I’étude. Cette dose s’est avérée
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suffisante pour atteindre des concentrations plasmatiques efficaces supérieures a 1 nM.
Toutefois, contrairement aux effets escomptés, 50% de réduction des taux de PSA dans le
sang n'a pas été atteint (89)fin d’améliorer I’efficacité du calcitriol, des études ont été
conduites en administrant une dose orale élevée (8 & 12 pg) trois fois par semaine. Cette
administration provoque une hypercalcémie qui demeure transitoire et permet ainsi d’obtenir

un taux sérique efficace plus élevé de calcitriol (90).

111.3.6.3. Calcitriol en association

De nombreuses études piériques ont montré que ’efficacité du calcitriol peut étre
améliorée en I’administrant en combinaison avec d’autres agents anticancéreux. Plusieurs
combinaisongnt été testées en phases I et II, ayant notamment montré I’ intérét thérapeutique
majeure de 1’association docetaxel-calcitriol (83). Beert al. ont notamment conduits ce type
d’essais en utilisant une combinaison de calcitriol et docetaxel chez 11 patients atteints d’un
cancer de la prostate résistant a la castration. Les patients ont recu chaque semaine une
administration de 0,5 pg/kg par voie orale de calcitriol suivie le lendemain de 36 de/m
docetaxel par voie intraveineuse pendant six semaines consécutives. Apres six semaines de
traitement, 5 patients sur 11 qui avaient terminé tous les cycles présentaient une réduction des
taux sanguins de PSA de plus de 50 %. Ce traitement a été globalement bien toléré ; seul un
patient a présenté des signes réversibles de toxicité grade trois (91). La méme équipe a
observé des résultats similaires en appliquant le méme protocole de traitement dans un essai
de phase Il chez 3jpatients atteints d’un cancer métastatique de la prostate. Un taux de
réussite plus élevé que 1’étude précédente a été obtenu puisque 30 patients sur 37 (81%) ont
vu leur taux de PSA réduire de plus de 50% (70).

D’autres associations du calcitriol avec des principes actifs non-cytotoxiques ont aussi
été étudiées. Par exemple, 1’association avec la dexaméthasone diminue I’hypercalcémie et
permet I’utilisation d’une plus forte dose de calcitriol. Trump et al. ont notamment mené une
étude de phase Il sur des patients atteints de cancer de la prostate résistant a la eastration
administrant 74 pg de calcitriol par voie intraveineuse par semaine et 4 mg de dexaméthasone
2 fois par semaine. Cette étude n’a pas montré de modification de I’activité anti-tumorale du
cdcitriol mais a permis de montrer qu’en présence de dexaméthasone une dose élevée de
calcitriol était bien tolérée (92). De plus, Fakihal. ont conduit une étude de phase | pour
déterminer la dose maximale tolérée (MTD) de calcitriol par voie intraveineuse en

combinaison avec la dexaméthasone et gefitinib (principe actif inhibiteur des récepteurs a
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I’EGF utilisé dans le traitement de certains cancers). La dose maximale tolérée était de 125 ug
par semaine avec une concentration serique maxir@alg) (de calcitriol de 11,17 + 2,62
ng/mL et une aire sous la courbe (A4 de 53,30 ng.h/mL. Ces études pharmacocinétiques
indiquent la possibilit¢ d’obtenir des concentrations nécessaires pour une activité anti-

tumorale proches de celle utilisées dans les études précliniques (93).

[11.3.6.4. DN-101, Nouvelle formulation de calcitriol adaptée au traitement anticancéreux

Une nouvelle formulation de calcitriol, DN-101, plus adaptée au traitement du cancer, a
été développée par Novacea Pharmaceutical (Figure 17). DN-101 est une formulation orale
contenant une concentration élevée en calcitriol disponible en 15 ou 45 pg/gélule. Une étude
de phase I a montré I’innocuité de cette formulation. Les taux plasmatiques en calcitriol sont
proportionnels a la dose administrée jusqu'a 165 pug. En administrant 165Cug.dst €égale
a 6,21 ng/mL avec une AYG, de 41,3 ng.h/mL €ty, de 16,2 heures (94). Finalement, une
dose de 45 pg par semaine a été considérée comme optimale pour la poursuite des études en
phase Il (95).

Figure 17: Nouvelle formulation de calcitriol (DN-101) possédant une
pharmacocinétique améliorée et adaptée au traitement du cancer. Suivi des
concentrations plasmatiques en calcitriol apres administration hebdomadaire de DN-

101 versus administration quotidienne d 'une formulaiton classique (96).

Par la suite, une étude clinique de phase Il (Androgen-Independent Prostate Cancer
Study of Calcitriol Enhancing Taxotere (ASCENT-1)) a été réalisée chez 250 patients atteints
d’un cancer de la prostate métastatique et progressif. 2 groupes ont été constitués : un groupe
recevant le placebo et un groupe recevant 45 pg de calcitriol sous forme DN-101 en
combinaison avec du docetaxel (36 mf/eme fois par semaine avec une semaine de repos
par mois. Le critére d'évaluation était la fréquence de 50% des réductions du taux de PSA
dans les six mois suivants le début du traitement. Bien que la réponse PSA n'était pas
significativement différente entre les 2 groupes(63% pour DN-101 vs 52 % pour le placebo),
une amelioration du temps de survie a été constatée (24,5 mois pour DN-101 vs 16,4 mois

pour le placebo), ainsi qu’une diminution des effets indésirables (97). Toutefois, malgré ces
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observations encourageantes, le temps de survie ne faisaitrfi@gqs critéres d’évaluation

retenus pour I’essai. Une autre étude est donc nécessaire afin de confirmer ces résultats.

Pour évaluer I’efficacité de DN-101 sur le temps de survie des patients, une étude
randomisée, ASCENT-2, a été effectuée chez 953 patients présentant un cancer de la prostate
métastatique résistant a la castration. L'objectif principal de I'étude était de quantifier la durée
de survie des patients et les criteres d'évaluation secondaires étaient la survenue des effets
indésirables qui semblaient réduits lors de 1§ dtude ASCENT-1. Les patients ont été
randomisés en double aveugle et répartis en 2 groupes : i) un groupe expérimental traité sur
un cycle de 28 jours avec 45 pg de DN-101, 36 mgde docétaxel et 24 mg de
dexaméthasone une fois par semaine avec une semaine de repos des trois médicaments toutes
les 3 semaines de traitement. ii) un groupe contrdle traité par 10 mg prednisone par jour et 75
mg/nt de docetaxel et 24 mg de dexaméthasone toutes les 3 semaines. L'analyse intérimaire a
montré que la survie moyenne était inférieure dans le groupe expérimental (17,8 mois)
comparé au groupe contréle (20,2 mois) et I'étude a été interrompue (98). La durée de survie
inférieure dans le groupe traité par le calcitriol est surprenante et signifie une diminution de
I’activité du calcitriol en présence de docétaxel. Toutefois, deux points doivent Etre
considérés ; i) la dose de docetaxel employée dans le groupe expérimental est inférieure a
celle du groupe contréle, ii) la dose de calcitriol utilisée était 3 fois plus basse que la dose
maximale tolérée de calcitriol lorsqu’il est associ¢ a la dexaméthasone. Enfin, il n'y a pas
d'explication claire de la faible survie observée dans ASCENT-2 vs ASCENT-1 sachant que

les deux traitements étaient identiques (83).

[11.3.7. Analogues anticancéreux du calcitriol

Les activités anticancéreuses du calcitriol sont toujours liées a des hypercalcémies qui
limitent ses utilisations thérapeutiques. Le développement de nouveaux analogues du
calcitriol en conservant 1’activité anticancéreuse et en ¢liminant ou diminuant 1‘effet calcique
a donc été envisagé. Des centaines d’analogues ont ét¢ synthétisés avec une différence d’effet
sur la régulation calcique selon leur affinité pour VDR, leur métabolisme ou leur fixation aux
protéines. Dans certains cas, des études preclinigues ont suggéré [I'utilité de nouveaux
analogues mais pour le moment les études cliniques n’ont pas réussi a confirmer leur effet

anti-cancéreux.
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Le Seocalcitol (EB 1089) est un analogue prometteur synthétisé par Leo Pharmaceutical
en modifiant la chaine latérale par deux groupements méthyle en carbone 26 et 27 et deux
doubles liaisons. Les étud@s vitro ont montré que EB 1089 était plus efficace que le
calcitriol sur la régulation de la prolifération cellulaire et la différenciation du cancer et
permettait de réduire les effets hypercalcémiantgvo de 50% (99). Colstost al. sont les
premiers a avoir étudié 1’efficacité du seocalcitol in vivo sur un modele de tumeur mammaire
chez le rat. Ils ont ainsi montré qu’une dose orale journaliere de 0,5 pg/kg d’EB 1089 inhibait
la progression tumorale sans provoquer d’hypercalcémie en comparaison de la méme dose de
calcitriol (100). Des investigationia vivo ont aussi démontré son activité anti-tumorale sur
d’autres modeles comme les cancers de la prostate, du colon et du pancréas. Le premier essai
clinique réalisé chez des sujets sains a permis d’établir qu’une dose de 5a 20 pg/jour était bien
tolérée (99). Une étude de phase | a été réalisée cheri@@s atteints d’un cancer du sein
ou d’un cancer colorectal afin d'évaluer le profil pharmacocinétique et la toxicit¢ d’EB 1089.

L’effet anti-tumoral n’a pas clairement ¢ét¢ démontré mais une stabilisation de la maladie
pendant trois mois a été observée chez 6 patients. (2Gilitres études de phase II menées
chez des patients atteints d’un cancer du pancréas ou d’un hépatocarcinome n'ont pas fourni
de données suffisantes pour prouver l'activité anti-tumorale de seocalcitol (102,103). Plus
d’essais sur d’autres modeles ou en combinaison avec d’autres principes actifs sont

nécessaires avant de conclure sur I’intérét du seocalcitol dans le traitement de cancer.

Le Paricalcitol (19-nor-1,25-dihydroxyvitamine D2) est un analogue du calcitriol
présentant un potentiel thérapeutique intéressant. Des études cliniques de phase | et Il chez
des patients souffrants d’un cancer avancé de la prostate ont été menées par Schwartz et al
afin d’évaluer l'innocuité et l'efficacité de cet analogue. Bien que le paricalcitol ait été
généralement bien ¥ par les patients aux doses intraveineuses de 3 415 pg/m? aucune

réponse significative sur la diminution de PSA n’a été observée (104).

Un autre dérivé de vitamine D, lar-hydroxyvitamine D a aussi été testé chez des
patients atteints d’un cancer de prostate. 12,5 pug par jour du dérivé ont été administrés a 26
patients. Aucune évolution significative de la durée de survie n’a été constatée, toutefois une

stabilisation de maladie a été obssr{105).

Ces diverses études sur les dérivés du calcitriol ont montré que la plupart des analogues
avaient tendance a indeiimoins d’hypercalcémies que le calcitriol mais ils ont généralement

une plus faible affinité pour VDR et des propriétés anticancéreuses réduites. Néanmoins, de
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nouveaux analogues sont en cours de développement et d’autres essais cliniques plus

pertinantseront mis en place afin d’évaluer le potentiel de ces analogues.

[11.3.8. Calcidiol : un potentiel anti-cancéreux

Le calcidiol (25-hydroxyvitamine §) est le dérivé de vitamine D le plus présent dans le
sang (25 a 200 nmol/L). Il est transformé par le cytochrome CYP27B1 en calcitriol soit au
niveau du rein, soit dans les tissus cibles. Le calcidiol est considéré comme une pro-hormone
a cause de sa faible affinit¢ au VDR et il ne posséde pas d’activité calcique (106).
Récemment, de nombreuses études ont porté sur 1’évaluation du potentiel anti-tumoral du
calcidiol soit directement soit via la formation de calcitriol. Barrett@l. ont rapporté des
effets antiprolifératifs du calcidiol sur des cellules épithéliales de prostate a une concentration
de 100 nM (107). De plus, Loet al. ont montré des régulations génétiques directes dues au
calcidiol sur les cellules knock-out de CYP27B1 ainsi que des effets antiprolifératifs sur les
cellules cancéreuses de prostate (LNCaP) en utilisant une concentration 50 fois supérieure a la

concentration efficace de calcitriol (108).

Une concentration physiologique de calcidiol est totalement suffisante pour réguler la
prolifération des cellules normales. Toutefois, dans le cas de cancer, les modifications du
métabolisme de la vitamine D (8 111.3.2) provoque une résistance a la concentration
physiologique de calcidiol. Il est possible qu’une concentration importante en calcidiol (500 a
1000 nM) soit capable d’inhiber la prolifération des cellules cancéreuses sans provoquer
d’hypercalcémie, mais des études précliniques sont nécessaires pour justifier 1’intérét du

calcidiol dans le traitement ou la prévention de cancers.

[11.3.9. Perspectivede I'utilité anticancéreuse du calcitriol

Beaucoup de données suggerent qu'il existe un role de la vitamine D dans la prévention
et le traitement du cancer. Bien que les données précliniques et épidémiologiques soient
convaincantes, les résultats des essais cliniques restent modestes. L’utilisation du calcitriol ou
de ses analogues demande une mise au point optimale des essais cliniques comprenant la
définition de la dose maximale tolérée (MTD), de la dose optimale et le choix des contrbles
appropriés (109). De plus, une formulation plus adaptée au traitement du cancer pourrait
améliorer les résultats cliniques. La vectorisation de calcitriol ou ces analogues afin de cibler

le tissu cancéreux est aussi une approche envisageable faisant 1’objet de trés peu d’études.
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l11.4. Encapsulation de la vitamine D

La plus part des études concernant 1’encapsulation de la vitamine Dest faite en utilisant
la forme nutritionnelle (cholécalciférol) soit comme modele de principe actif hydrophobe, soit

comme supplément alimentaire.

En 1992, Pavanett@t al. ont préparé des microparticules de cholécalciférol en
comparant trois méthodes ; évaporation de solvant, extraction de solvant et atomisation. Dans
cette étude, le cholécalciférol est utilisé comme un modele de principe actif hydrophobe
encapsulé dans des microparticules biodégradables a base d’acide polylactique (Mw 109 000).
L’efficacité¢ d’encapsulation maximale est obtenue par la méthode d’atomisation (58,3 %)
dans le cas d’un ratio actif/polymére de 4,7%. Les microparticules présentent un profil de
libération prolongée sur plus de 96h. Néanmoins des profils légerement différents sont
obtenus selon la méthode d’encapsulation utilisée. En effet, les microparticules préparées avec
les méthodes d’atomisation et d’évaporation de solvant présentent un temps de latence avant
la libération du cholécalciférol contrairement aux autres microparticules qui liberent 32% de

cholécalciférol au cours des 4 premieres heures (110).

Une étude d’encapsulation de la vitamine D, comme modéle nutritionnel absorbé dans
’intestin a été faite par Shi et Tan en faisant des microparticules de chitosane enrobées par
d’éthylcellulose (111) L’enrobage d’éthylcellulose limite la libération en milieu gastrique et
prolonge la libération en milieu intestinal. De plus, le profil de libération de la vitamiestD

influencé par le pourcentage de chitosane, son poids moléculaire et la charge en vitamine D

Récemment des nanoparticules de vitamipetDD; ont été développées en vue d’une
utilisation nutritionnelle. Des nanoparticules lipidiques de tripalmitine ont été utilisées pour
I’encapsulation de vitamine D, a différents taux (5 a 20 %). Les auteurs ont notamment
montré au cours de cette étude qu’il existait une relation entre la taille des nanoparticules et le
pourcentage de vitamine;[@ncapsulée, plus on augmente la quantité de vitaninglds la
taille est petite (125 a 65 nm), ceci est due a la baisse de viscosité (112). Un manque
d’informations sur 1’efficacité d’encapsulation, la libération et la stabilité montre le besoin de
plus d’études afin de juger de 1’avantage de ces nanoparticules comme complément

alimentaire.

Une équipe chinoise a utilis¢ un dérivé hydrophobe d’alginate afin de prolonger la

libération de la vitamine P Ces nanoparticules présentent un awemblage dans 1’cau
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avec une taille de 300 a 500 nm et une libération prolongée en milieu intestinal (113). La
pharmacocinétique de ces nanoparticuies vivo sur des souris saines montre une
amélioration de biodisponibilité remarquable (+ 44% en AUC). En utilisant des rats souffrant
de rachitisme, 1’efficacité pharmacologie a été prouvée (114) D’autres études ont portées sur

I’élaboration de nanoparticules protéiques pour 1’encapsulation de la vitamine D (115,116).

Paur son role antioxydant et ses effets sur les cellules de Langerhans, le cholécalciférol
a été encapsulée dans des microsphéres d’acétate de cellulose. Ces microsphéres ont été
incorporées avec des cellules de Langerhans dans des microcapsules d’alginate (117). Les
microspheres de vitaminez[améliorent la viabilité et les fonctions des cellules Langerhans
pendant I’implantation chez les patients diabétiques. Ces microspheres présentent une bonne
efficacité d’encapsulation (>95%) et un profil de libération lent pendant 5 jours. De plus, une

augmentation de la sécrétion d’insuline a été démontrée in vitro.

Une applicationde I’encapsulation du calcitriol dans le traitement du cancer a été
montrée par Nguyeat a118). Des microparticules (35 um) de poly(vinyle néodecanoate
éthyleéneglycol dimethacrylate) ont été préparées par polymérisation afin de prolonger la
libération du calcitriol sur plusieurs mois (> 1% apres 40 jours) tout en libérant une dose
journaliere suffisante. Une administration locale dans le foie a été proposée pour utiliser ces
microparticules dans le traitement du carcinome hépatocellulaire. Pour la méme application,
Personset al ont développé des liposomes contenant le 1,25-dihydroxyvitamir@g-D
bromoacétate (analogue du calcitriol) et ont testé leur efficacité sur des cellules du cancer de
la prostate (LNCaP, PC-3 et DU-145) (119). Une forte activité antiproliférative a été trouvée
pour les liposomes chargés comparé a la forme libre ce qui favorise le potentiel thérapeutique.
Cependant, dans cette ¢tude, le calcitriol qui a été utilis€ comme contrdle positif, n’a présenté

aucune activité méme a une forte concentratiof? {dp

L’équipe de Sternberg a étudié 1’incorporation des dérivés de vitamine D; dans des
liposomes pour une application topique dans le traitement du psoriasis (120). Ces liposomes
ont été testén vitro pour leur action antiproliférative sur les kératinocytes mais aucune

amélioration d’activité n’a été observée .(121)

Les travaux d’encapsulation de la vitamine D restent en cours de développement. Il est
bien clair que son caractére hydrophobe facilite et encourage 1’encapsulation. L’encapsulation
de la vitamine D présente notamment un intérét majeur en nutrition pour lutter contre les

problemes de rachitisme. Elle permet notammenird&ger et de prolonger 1’activité de la
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vitamine D en utilisant des matériaux conformes a la réglementation alimentaire. De plus,
I’encapsulation et la vectorisation de la vitamine D présente un intérét thérapeutique majeur

afin de cibler I’action de la vitamine D tout en limitant ses effets secondaires et les risques
d’hypercalcémie. Toutefois de nombreuses études sont encore nécessaires afin de démontrer

le potentiel thérapeutique de la vitamine D et I’intérét de sa vectorisation.
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Objectifs du travail de these

Lors d’une administration systémique ou locale, les nanoparticules polyméres non
modifiées en surface sont soumises a une reconnaissance et une élimination par les cellules
phagocytes mononucléés dont les macrophages. Cette capture des nanoparticules par les
macrophages pourrait présenter un outil efficace pour le ciblage passif des macrophages en
délivrant spécifiguement une substance active au sein de ces derniers. Ces nanoparticules
offriraient ainsi une nouvelle stratégie thérapeutique dans dbeslqgts ou I’intervention
des macrophages est majeure comme des maladies auto-immunes, infectieuses ou certains
cancers. Les macrophages sont effectivement la population immunitaire la plus présente dans
certaines tumeurs et jouent un réle important sur le caractere invasif de ces tumeurs et leur

évolution.

L’objectif de ce travail de recherche est de mettre au point des nanoparticules polymeres
capable de cibler les macrophages infiltrés dans la tumeur et de iibsgiterun principe actif
encapsulé au sein de ces nanoparticules. Les nanoparticules pourraient ainsi modifier les
fonctions des macrophages ou encore permettre ’utilisation des macrophages comme une
réserve de principe actif anticancéreiles travaux expérimentaux s’articulent autour trois

axes :

- Formulation et caractérisatiode nanoparticules d’acide touttrans rétinoique

(atRA) en vue de moduler les fonctions des macrophages

- Mise en évidence de la capture des nanoparticules développées par les macrophages
et de leur persistanda vitro ainsi que du ciblage des macrophages infiltrant les

tumeursn vivo.

- Evaluation del’efficacité de notre systéme sur la vectorisation de dérivés de la

vitamine D comme principes actifs anticancéreux.

Dans un premier temps, les travaux expérimentaux ont porté sur une étude de
préformulation des nanoparticules a base de polyméres biodégradables, ces nanoparticules
devant avoir une taille proche de 200 nm avec une faible dispersion. Les formules retenues
ont été utilisés pour I’encapsulation de I’acide touttrans rétinoique (atRA) comme
modulateur des fonctions macrophagiques. Nous avons décrit dans le Chapitre 1l que

I’instabilité, 1’insolubilité, la faible biodisponibilité et les effets secondaires’dRIA sont les
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limites principalesa son utilisation thérapeutique, faisant de cette molécule un candidat
d’intérét a la vectorisation. La vectorisation d’atRA comme agent immunomodulateur est tres

peu documentée dans la littérature, de méme, trés peu de travaux portent sur son
encapsulation dans des nanoparticules polyméresjectif est d’obtenir des hanoparticules
présentant des rendemeni¥®ncapsulation en atRA importants, un profil de libération

prolongée et penettant d’améliorer la stabilité de I’atRA.

Dans un deuxiéme temps, le Rouge Nile (NR), marqueur fluorescent, a été encapsulé
pour visualiser et quantifier I’internalisation des nanoparticules par les macrophages. Pour
I’étude de phagocytose in vitro, des macrophages générés a partir de moelle osseuse de souris
ont été utilisés. La phagocytose a été visualisée par microscopie a fluorescence ebprecrosc
confocale et quantifiee par cytométrie en flux. Ensuite, le potentiel des NP a cibler les
macrophages infiltrés dans la tumeur a été vérifié. Pour cela, un modéle tumoral de
xénogreffe de gliome humain sur des souris immunodéprimées a été utilisé et les

nanoparticules ont été administrées par injection intra-tumorale.

Dans un troisieme temps, ces nanoparticules ont été employées pour une deuxieme
application thérapeutique. Les propriétés anticancéredeesdérivés de la vitamine D
présentées dans le Chapitre Ill montrent que la vectorisation peut étre une solution aux échecs
actuels des essais cliniques. Par conséquent, notre systeme nanoparticulaire, capable de cibler
les macrophages de tumeurs, pourrait permétiteninistration d’une dose efficace, plus
élevée que dans les essais traditionnels, et concentrée sur la tumeur sans engendrer les
hypercalcémies secondaires. Une étude de formulation et de caractérisation a étéstonduite
I’encapsulation des dérivés de la vitamine B. Les activités anticancéreuses des nanoparticules
obtenues ont ensuite été évaluigesitro sur des cellules de gliome (lignée SF767) ainsi que

sur des cellules de cancer du sein (lignée MCF-7).

Les travaux expérimentaux concernant 1’étude de 1’internalisation in vitro et in vivo
ainsi que les études d’efficacité sur les macrophages et les gliomes ont été réalisés en
collaboration avec le Pr. Serge Natafldguipe « Neuro-Oncologie et Neuro-Inflammatien
du Centre de Recherche en Neurosciences de Lyon Inserm U1028 - CNRS UMR5292.

L’évaluation de I’activité anticancéreuse des nanoparticules, encapsulant des dérivés de
la vitamine D, a été faite en collaboration avec le Dr. Lars Jordheim ld&nspe
« Anticorps-Anticancer » du Centre de Recherche en Cancérologie de Lyon (UMR Inserm
1052 CNRS 5286).
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Chapitre IV. Développement de nanoparticules d’acide rétinoique

pour le ciblage de macrophages

IV.1. Introduction

Dans ce chapitre seront présentés les travaux concernant la formulation des
nanoparticules polyméres encapsulant 1’atRA comme modulateur des fonctions
macrophagiques. L’objectif de 1’étude est d’obtenir des NP monodisperses d’une taille proche
de 200 nm, gEsentant des rendements d’encapsulation en atRA importants ainsi qu’une
action prolongée sur les macrophages en améliorant la stabilité de I’atRA et en contrélant sa
libération. Aprés I’optimisation de la formulation des NP, le Rouge Nile (NR), marqueur
fluorescent, a été encapsulé pour visualiser et quantifier 1’internalisation des NP par les
macrophages. L’internalisation des NP a été étudiée in vitro sur des macrophages générés a
partir de moelle osseuse de souris. Ensuite, une étude d’internalisation in vivo a été réalisée
sur un modele tumoral de xénogreffe de gliome humain chez souris immunodéprimées connu
pour étre infiltré par les macrophages. Enfin nous avons essayé de mettre en évidence les
propriétés modulatrices de 1’atRA encapsulé en explorant son activité sur la régulation de
certains géenes des macrophages paPRR- Certains résultats de ces travaux ont fait 1’objet

d’une publication dans International Journal of Pharmaceutien 2012.

Avant de présenter les travaux publiés, nous aborderons dans un premier temps les
étapes de formulation des NP (nanospheres, nanocapsules, choix du polymere...). Dans un
second temps, le développement de la méthode de dosage de I’atRA qui est importante pour
étudier I’efficacité d’encapsulation, le profil de libération mais aussi la stabilité, avec
notamment les problémes d’isomérisation. Un point sur la stabilité de 1’acide rétinoique apres
I’encapsulation est abordé. Le développement de la méthode d’étude de la libération est
discuté car le choix des milieux et du protocole est également tres important pour bien

caractériser nos NP.
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IV.2. Formulation des NP polymeres

Une étude de formulation a été réalisée afin de sélectionner une formule conduisant a
des NP d’une taille proche de 200 nm avec une distribution granulométrique étroite. Cette
limite de taille des NP est fixée afin d’assurer leur diffusion au niveau du site d’injection et de
faciliter leur phagocytose par les macrophages mais aussi en vue de permettre leur
stérilisation par filtration. Les nanoparticsint préparées par nanoprécipitation car il s’agit
d’une méthode rapide, simple a mettre en ceuvre et facilement transposable a grande échelle.
De plus cette méthode se préte particulicrement a 1’encapsulation de principes actifs

hydrophobes comme I’acide rétinoique (1).

IV.2.1. Préparation des nanoparticules et formulations étudiées

La technigue de nanoprécipitation a été choisie pour préparer les NP en proposant deux
formes, des nanospheres (NS) et des nanocapsules (NC). Nous avons testé deux types de
polyméres biocompatibles et biodégradables de la famille des polyesters: la Poly(e-
caprolactone) (PCL) et I’acide poly(D,L)lactique (PLA), approuvés par la FDA pour
I’utilisation pharmaceutique et s’hydrolysant dans les conditions physiologiques en formant
des composants non toxiques (2). Nous avons varié leur concentration et leur poids
moléculaire. Dans le cas des NC, une huile a été ajoutée pour former le coeur des NC.
Différents ratios polymere:huile ont ¢€té testés. La premiere partie de 1’optimisation de la
formulation a été faite sur des NP sans principe actif (NP blanches). Les compositions des

formules de NP étudiées sont les suivantes :

Phase organique

- Solvant: 25 mL d’acétone
- Polymére: 0,5a 2,5 % (m/m)

o Poly(e-caprolactone) (PCL) dont Mw 14000 65000— 80000 g/mol(Sigma-
Aldrich)
o Acide poly(D,L)lactique (PLA, Mw 20000 g/mol, Evonik)

- Huile : 0 42,5 % de Migly6B29 (caprylic, capric, succinic triglycerides, Sasol)

Phase agueuse :

- 50 mL d’eau déminéralisée

- Tensioactif : 0,05 & 0,1% de Polysorbate 80 (Mont&r&ixVG, Seppic)
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La phase organique est ajoutée a la phase aqueuse sous agitation modérée provoquant la
diffusion de I’acétone dans I’eau et la formation des NP par insolubilisation du polymere. Le
solvant organique est éliminé et la suspension de NP est concentrée par évaporation sous
pression réduite a I’aide d’un évaporateur rotatif (Biichi Rotavapor R-205 : P = 35 mbars, T =
40°C, 100 tour/min) afin d’obtenir un volume final compris entre 10 et 25 mL. La suspension

des NP est conservée a 4°C.

La taille moyenne des nanoparticules est mesurée par spectroscopie a corrélation de
photons avec un Zetasizer®Nano-serie (Malvéistruments) aprés dilution dans 1’eau
distillée. La distribution de taille est présentée en courbe logarithmique et quantifiée par
I’indice de polydispersité (PdI). La charge de surface des NP est mesurée par le méme

appareil en déterminant le potentiel Zeta.

IV.2.2. Influence du polymere sur les caractéristiques des nanoparticules

Une premicre série de NP a été faite pour étudier ’impact de la concentration et du
poids moléculaire du polymere sur la taille des NP. En utilisant trois types de PCL a trois
concentrations différentes, neuf formules de NS et neuf formules de NC (contenant 1,25%

d’huile) ont été étudiées en fixant la concentration en polysorbate 80 a 0,1%.

Tableau 2 : Effet du type de PCL et de sa concentration sur la taille et la polydispersité

(Pdl) des NP

Polymeére NS NC

Mw Concentration Taille (nm) Pdl Taille (nm) Pdi
80000 2,5% NS1 589 0.07 NC1 816 0.23
80000 1,25% NS2 362 0.35 NC2 787 0.23
80000 0.625% NS3 200 0.14 NC3 377 0.22
65000 2,5% NS4 545 0.32 NC4 507 0.15
65000 1,25% NS5 327 0.23 NC5 348 0.14
65000 0.625% NS6 267 0.19 NC6 322 0.21
14000 2,5% NS7 277 0.21 NC7 485 0.16
14000 1,25% NS8 261 0.15 NC8 386 0.25
14000 0.625% NS9 157 0.10 NC9 270 0.19
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Le poids moléculaire et la concentration en polymére ont une influence marquée sur la
taille de NS et NC mais moins sur la polydispersité (Tableau 2). La taille de NP diminue avec

I’utilisation d’un polymeére de faible poids moléculaire et a faible concentration. La plus petite

taille de NP est obtenue avec 0,625%, de PCL 14000(NS9 et NC9).

L’effet de la nature du polymeére a aussi été étudi€¢ en comparant deux polymeéres, PLA
et PCL, de faible poids moléculaire a la méme concentration de 2,5% (Tableau 3). Le
changement de polymere n’influence pas les NS mais des NC plus petites ont été obtenues

avec le PLA.

Tableau 3: Influence de la nature du polymere, PLA ou PCL, sur la taille des

particules NS ou NC

Polymeére NS NC

Mw Concentration Taille (nm) Pdl Taille (nm) Pdl
PCL 14000 2,5% NS7 277 0.21 NC7 485 0.16
PLA 20000 2.5% NS10 286 0.11 NC10 359 0.18

IV.2.3. Effet du tensioactif sur les propriétés des nanoparticules

Pour voir I’influence de la concentration en polysorbate 80 dans la phase aqueuse sur la
taille des NP, trois concentrations ont été testées 0,1 ; 0,5 et 1 %. En utilisant 2,5% de PCL
80000, 3 formules de NS et 3 autres de NC (avec 1,25% d’huile) ont été réalisées (Tableaud).

L’augmentation de la concentration en tensioactif diminue la taille des NS de fagon
significative. En revanche avec les NC, il faut une concentration minimale de 1% de
tensioactif poupbserver une diminution de taille qui est accompagnée d’une augmentation de

polydispersité.

Tableau 4 : Effet du tensioactif sur la taille et la polydispersité (Pdl) des NP

NS NC
Concentration de Taille (nm) Pdl Taille (nm) Pdl
Montanox®80
0.1% NS1 589 0.07 NC1 816 0.23
0.5% NS11 384 0.35 NC11 812 0.38
1% NS12 316 0.10 NC12 360 0.37
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IV.2.4. Sélection du ratio polymere:huile pour la formulation des nanocapsules

Différents ratio polymeére:huile ont été utilisés afin d’optimiser la quantité d’huile a
ajouter dans la formulation des NC9 (PCL 14000 a 0,625%). Les ratios testés étaient de 2:1
1:1; 1:1.5 et 1:2 correspondant respectivement & des concentrations en V@&figotle
0,312; 0,625 ; 0,937 et 1,25%. Le ratio 1:1,5 a été retenu pour la suite des études du fait de la

préparation des NC sans probléme de précipitation.

IV.2.5. Formule retenue

Suite aux résultats précédents les parametres de formulation des NP ont été fixés afin
d’obtenir des nanoparticules (NS ou NC) proches de 200 nm avec une distribution de taille
monodisperse. Afin d’atteindre ces objectifs nous avons vu qu’il était donc préférable
d’utiliser un polymére de faible poids moléculaire et a faible concentration. Le ratio
polymére:huile a été fixé a 1:1,5 pour les NC t&igioactif n’a pas une grande influence sur
la taille des particules donc la concentration minimale de 0,05% a été choisie pour les NS et
les NC. La formulation définitive a ensuite été obtenue en ajustant légerement les
concentrations tout en gardant le méme ratio polymere:huile de fagcon a diminuer encore un
peu la taille des nanoparticules pour faciliter la filtration stérilisante. La formule retenue est la

suivante :

- 0,5% de polymere (PCL 14000 ou PLA 20000)
0,75% d’huile dans les NC (Miglyol®829)
- 0,05% de tensioactif (Montan8%0)

Cette formule a été ensuite utilisée pour encapsuler 1’acide rétinoique (atRA) ou le
Rouge Nile. Cette partic de 1’étude fera I’objet du §IV.7.4.1 et 8IV.7.4.2. Toutefois
I’encapsulation de 1’atRA au sein des nanoparticules a nécessit¢ la mise au point d’une
méthode de dosage chromatographiqu&dBRA fiable qui est présentée dans le paragraphe

suivant.
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IV.3. Développement de la méthode de dosage Kgcide rétinoique

Au cours la formulation et de la caractérisation des NP d’atRA, une méthode de dosage
précise, sensible et capable de détectesdaseres de 1’atRA est nécessaire. L’atRA par une
réaction de photoisomérisation, se transforme rapidement ers R, 9cis RA et 1lleis
RA Nous avons utilisé la chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC,
Waters 600 Controller et Waters 717 Auto sampler) couplée avec une détecteur
spectrophotométrie UV-visible (Waters 2996) afin de développer deux méthodes de dosage
de I’atRA. La premicre méthode développée est une méthode longue, sélective, capable de
bien séparer les isomeres ; elleasgile pour déterminer précisément les taux d’encapsulation
en atRA et pour les études de stabilité. En revanche, la seconde méthode est plus rapide, plus
sensible (capable de quantifier des faibles concentrations de 1’atRA) mais peu sélective des
différents isoméres. Elle sera utilisée pour la quantification de I’atRA lors des études de

libération.

IV.3.1. Méthode de dosage sélective

Cette méthode a été développée afin de séparer les trois isoméres principaux de 1’acide
rétinoique, le 1&is RA, le 9¢is RA et FatRA. A partir de la méthode développée par Kane et
al. (3) et en testant différents parametres et phases mobiles la méthode retenue est une

méthode isocratique en phase inverse dont les détails sont mentionnés ci-apres :

- Phase stationnaire : colonne C18 Kin&tewre-shell (Phenomenex), granulométrie
2,6 um, dimensions 4,6 mm * 100 mm, sélectionner pour sa capacité de réduire le
temps de séparation. La température de la colonne est maintenue a 50°C.

- Phase male : 30% de méthanol + 35% d’acétonitrile + 30% de solution aqueuse
d’acide acétique a 0,5% (pH 2,9) avec un débit 1,4 mL/min

- Volume injecté : 10 pL

- Détection : absorbance\&x356 nm

La Figure 18 montre que les trois isomeres sont bien séparés sur un cycle de 23 min.
Les temps de rétention respectifs sont 17,0 min, 18,5 min et 19,3 min pourit&RIB-le 9-
cis RA et I’atRA. La gamme d’étalonnage a été réalisée avec un mélange dans 1’acétonitrile
de trois isomeres achetés chez Sigma-Aldrich et dont la pureté est de 99%. Le mélange

contenait des quantités égales decikIRA et atRA et 10 fois moins de®s RA car dans la
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pratique cet isomere estépent en trés faible proportion. Trois courbes d’étalonnage ont été
établies afin de quantifier I’atRA et le 13-cis RA entre 0,5 et 20 pg/mL et lec® RA entre

0,05 et 2 ug/mL. Les propriétés de ces courbes d’étalonnage sont présentées dans le Tableau

5. La variabilité interjournaliére sur 6 jours du dosage d’atRA, représentée par le coefficient

de variation (CV), était égale a 2,6 %.

0.013-
0.012
]
-
0.007
i
o
a.001]

ogoo-{ . .

=13csRA-17.004

9eis RA - 18.568

5

\- 18367

L

T T
19.50 20.00

T
20.5

T T T
21.00 21.50 2200

Figure 18: Chromatogramme montrant la séparation des trois isoméres de [’acide

rétinoique.

Tableau 5 Propriétés des courbes d’étalonnage des trois isomeéres

Courbe d’étalonnage atRA 13-cisRA 9-CisRA
Pente de la droite = A 5,5563E+04 4,2688E+04 4,5054E+04
Ordonnée a l'origine de la droite = B 1,5859E+03 2,2870E+03 -3,9709E+02
Erreur pour la pente 7,6093E+02 5,0256E+02 8,7867E+02
Erreur pour I'ordonnée a l'origine 7,1263E+03 4,7067E+03 8,2290E+02
Coefficient de régression linéairé R 0,9993 0,9994 0,9985
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IV.3.2. Méthode de dosage sensible

La limite de la méthode précédente est la difficulté de quantifier de faibles
concentrations en atRA. Du fait de la faible granulométrie de la colonne, I’augmentation du
volume d’injection provoque un ¢élargissement asymétrique des pics rendant le
chromatogramme inexploitable. Pour les études de libératiorvitro nécessitant la
quantification parfois de trés faibles quantités de principe actif, une méthode plus rapide et
plus sensible a été développée. Cette méthode ne permet notamment pas la séparation totale
des 9eis RA et atRA, mais compte-tenu de la faible concentration eais RA
potentiellement formée pendant 1’étude de libération, ce manque de sélectivité ne s’avérait pas
problématique. La méthode obtenue est isocratique en phase inverse dont les détails sont

mentionnés ci-apres :

- Phase stationnaire : colonne C18 X-Terra®MS (Waters), granulométrie 5 um,
dimensions 4,6 mm * 250 mm, maintenue a une température de 25°C.

- Phase mobile : 80% de méthanol + 10% d’acétonitrile + 10% de solution aqueuse
d’acide acétique a 0,5% (pH 2,9) avec un débit de 1 mL/min

- Volume injecté : 100 puL

- Détection : absorbanceéa 356 nm

Une tres bonne sensibilité a été obtenue avec une limite de détection de 1 ng (0,01
png/mL) et une limite de quantification de 2,5 ng (0,025 pug/mL) (Figure 19). Dans urdeycle
12 min, le temps de rétention pour 1’atRA était de 9,8 min. La gamme d’étalonnage a été
réalisée avec une lsmion d’atRA dans I’acétonitrile. Nous avons obtenu une droite
d’¢étalonnage d’atRA entre 0,025 et 5 pg/mL avec un coefficient de régression R > 0,999 et

un coefficient de variation CV égal a 3,3 %.
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Figure 19 : Chromatogramme déicide rétinoique a une concentration de 0,01 ug/mL
(rouge), 0,025 pg/mL (vert) et 0,05 pg/mL (bleu).

IV.4. Stabilité de ’atRA encapsulé : étude d’isomérisation de I’atRA

Lors des études de préformulation des nanoparticules d’atRA (atRA-NP), la stabilité de
I’atRA notamment son isomérisation pendant et apres ’encapsulation présente un point
important a maitriser. Des NP d’atRA (99% de pureté) ont été préparées et stockées dans
différente conditions 4°C a I’abri de lumiére, température ambiante (Tamb) a 1’abri de
lumiére et a la lumicre. L’acide rétinoique contenu dans les NP a été dosé en différenciant les
trois isomeres directement apres 1’encapsulation (t0) ou 7 jours et 30 jours apres. Les résultats
des dosages sont présentés en Figure 20 (en concentration (ug/mL) et dans le Tableau 6 (en

pourcentage).
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Figure 20: Stabilité de I'atRA dans les NP dans différentes conditions de stockage. Les

résultats sont présentés en concentration de trois isomeéres (ug/mL).

Directement aprés 1’encapsulation, une isomérisation d’atRA peut étre détect
conduisant a la formation de 9,7% decI8RA et 3,1% de @is RA. Cela signifie que le
procédé d’encapsulation (température, lumicre...) provoque une premiere isomérisation.
L’encapsulation de I’atRA doit donc se faire le maximum a I’abri de la lumiére en évitant

toute élévation de température.

La dégradation du RA totale est d’environ 10% apres 7 jours et peut atteindre jusqu’a
65% pour les NP stockées a température ambiante. Il est difficile de différencier la
dégradation de I’isomérisation car les deux processus sont simultanés. Toutefois nous
pouvons considérer que les trois isoméres se dégradent pendant le stockage et afin de
s’affranchir de la dégradation et de n’étudier que I’isomérisation, les pourcentages des

isoméres par rapport au total non-dégradé ont été calculés (Tableau 6).

Les résultats nous montrent que 1’isomérisation est principalement provoquée par la
lumiére et aussi pata température. La température n’entraine une forte isomérisation
qu’aprés 30 jours ou environ 40% de 13-cis-RA ont été détectés. Cependant, la lumiere a
induit une isomérisation en I3s RA tres marquée dés 7 jours avec 63,2% deidBRA & 7
jours puis72,3% aprés 30 jours. L’isomérisation en 9-Cis RA reste d’environ 10 a 15 %

durant toute 1’étude.
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Tableau 6 Stabilité d’atRA dans les NP dans différentes conditions de stockage. A
chaque temps et pour chaque condition le pourcentage total est le contenu de
[’ensemble de [’acide rétinoique par rapport au temps t0. Le pourcentage de chaque
isomere est calculé a chaque fois par rapport au total au méme temps. (Tamb =

température ambiante, L = lumiére, SL = sans lumiére).

Temps condition Total (%) atRA (%) 9-cis-RA (%) 13-cis-RA (%)
t0 100,0 87,2 3,1 9,7
t7] 4°C SL 89,9 62,1 15,5 22,4
Tamb L 92,5 22,8 14,0 63,2
Tamb SL 81,0 56,3 15,8 27,9
t30j 4°C sL 62,1 69,2 10,5 20,4
Tamb L 37,7 14,4 13,3 72,3
Tamb SL 34,5 42,1 12,2 45,6

Nous constatons toutefois que la température est plutét une source de dégradation du
RA sous ses trois formes isomériques et que la lumiére est essentiellement responsable des
phénomeénes d’isomérisation. Dans cette expérience, 1’effet protecteur proprement dit des NP
n’a pas €té évalué, le but étant principalement ici de déterminer la durée et les conditions de
conservation des NP-atRA ou encore les précautions a prendre lors de la mise sous forme
galénique de I’atRA. Une comparaison entre la forme encapsulée et libre a été faite dans les

conditions de culture cellulaire et est présentée en §- 122 -IV.7.4.1.

En faisant d’autres essais d’encapsulation, nous avons réussi a limiter la photo-
1somérisation a moins de 10% en travaillant a 1’abri de lumiére et en abaissant la température
d’évaporation a 30°C. La limite de 10% a donc été sélectionnée comme critére d’acceptabilité
de la stabilité de I’atRA. Les NP ont été stockées a 4°C et a I’abri de lumiére pendant 7 jours
maximum, délai apreés lequel 90% de I’atRA reste stable. Pour la suite de notre étude
I’isomérisation ne sera plus considérée et les résultats seront exprimés en valeur totale d’acide
rétinoique (RA). En effet, dans le cadre de notre application les différents dérivés de RA sont

susceptibles de présenter une action biologique directe ou indirecte.
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IV.5. Cinétiques de libérationin vitro de I’acide rétinoique (RA) : étude du

choix du milieu de dissolution

Le profil de libération du RA est un caractére important pour évaluer le potentiel des NP
a permettre une libération prolongée et ainsi prolonger 1’action du RA. Pour étudier le profil
de libération, il faut bien sélectionner la méthode et le milieu qui assurent les conditions sink

(concentration maximale d’actif dissous trois fois inférieure a sa concentration de saturation)

(4).

Le tampon phosphate salin (PBS, 0,01M, pH 7,4) est un milieu largement utilisé car il
simule 1’osmolarité et le pH des fluides biologiques. Le RA présente une mauvaise solubilité
dans I’eau (0,063 pg/mL (5)) donc I’utilisation d’un solubilisant est nécessaire. Nous avons
choisi le Montano%80 (polysorbate 80) qui est un bon solubilisant déja utilisé comme
stabilisant pour la préparation des NP. L’cthanol a été aussi testé comme un co-solvant

n’ayant pas de pouvoir solubilisant sur le polymére des NP.

La solubilité du RA dans le PBS avec différentes concentration de Mofi&hmu
dans le PBS:éthanol a différents ratios a été déterminée. Un exces de RA a été ajouté et
mélangé au milieu pendant 24h puis la partie non dissoute a été éliminée par centrifugation et
la quantité solubilisée a été mesurée par HPLC. Deux milieux ont été retenus : le PBS avec
0.05% de Montand380 et un mélange PBS:éthanol (8:2, V:V). La solubilité de I’atRA dans
ces deux milieux est d’environ 10 pg/mL. Une étude de stabilité du RA dans ces deux milieux
a montré une forte dégradation dans le milieu contenant le Moffi@haontrairement au
milieu avec I’éthanol qui a été donc retenu pour la suite des études de libératioritro
(Figure 21).

% 120,00
100,00 - —=—RA-NP PBS:éthanol
80,00 - —— RA-NP PBS+Montanox®80
60,00 - —>—RA PBS:éthanol
40,00 1 —%—RA PBS+Montanox®80
20,00 -
0,00 : : : . : : .

0 3 5 48 72 96 120 144 heures

Figure 21 : Stabilité du RA libre ou encapsulé dans les deux milieux de libération.

- 108 -



Partie expérimentale Chapitre IV

IV.6. Développement denanoparticules d’acide rétinoique et étude de leur

internalisation par les macrophages

Les études présentéesdessous ont fait 1’objet d’une publication dans International
Journal of Pharmaceuticen 2012 (Vol 430(1-2), p 207-215) intitulée « Development of a
nanoparticle-based system for the delivery of retinoic acid into macrophages »

L’objectif des travaux présentés dans ce paragraphe est de formuler des nanoparticules
de RA capables d’étre internalisées par les macrophages et d’agir sur leurs fonctionS
physiologiques en libérant I’actif in situ. Pour cela la formulation des nanoparticules a été
dans un premier temps optimisée pour assurer une bonne encapsulation, une meilleure
stabilité et une libération contrélée du RA mais aussi pour permettre une capture efficace des
NP par les macrophages. Les études de phagocytose ont été comdwites sur des
macrophages murins avec des NP encapsulant un marqueur fluorescent, le rouge Nile. Par la
suite des études de capture macrophagique des NRo ont été menées sur un modeéle
tumoral de gliome aprés injection intratumorale des NP. Enfin une évaluation des effets des

NP-RA sur les fonctions de macrophages murins a été conduitieo.

Les études de préliminaires présentées précédemment ont permis de retenir une
formulation de nanoparticules (8IV.2.5) préparées a partir de 0,50% de polymere, 0,01% de
RA et 0,75% huile (dans le cas des NC). La concentration retenue en polysorbate 80 était de
0.05%. Deux types de polymeéres ont été testés pour I’encapsulation du RA : la Polyg-
caprolactone) (PCL, Mw 1400 et I’acide poly(D,L)lactique (PLA, Mw 20000). A partir de
ces deux polyméres, ont été formulées soit des nanospheres (NS) (RA dispersé dans la
matrice polymeére) soit des nanocapsules (NC) (RA dissous dans un cceur huileux protégé par
une enveloppe polym®. L’huile retenue pour la formation des NC est un
caprylic/capric/succinic triglycéride, le Miglydl829, bon solubilisant du RA, compatible
pour une administration parentérale et permettant une bonne séparation des NC de la phase

dispersante aqueuse par centrifugation.

Quatre formules de NP ont été étudiées (NS, NC de PCL et NS, NC de PLA) au cours
de D’étape d’optimisation de la formulation. Les NP obtenues sont toutes chargées
négativement et présentent une distribution granulométrique monodisperse avec un diametre
moyen variant entre 150 et 230 nm (Tablel7efficacité d’encapsulation en RA dans les NP
est nettement supérieure avec les NC qudl#s10% et 56 % respectivement pour les PCL-
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NS et PLA-NS contre 85 et 90% pour les PCL-NC et N@A-Le cceur huileux des NC
permet une trés bonne solubilisation du RA qui améliore considérablement 1’efficacité
d’encapsulation. Les PCL-NC et PLA-NC ont dac été retenues pour la suite de 1’étude
(formulations E2 et E4).

Le profil de libération du RA et sa stabilité au sein des PCL-NC (formulation E2) ou
PLA-NC (formulation E4) ont été ensuite étudiés en comparaison avec une solution
éthanolique de RA. (Figure 23). Le profil de libération de RAvitro dans un milieu
éthanol/PSB pH 7,4 (81V.5) se compose de deux phases : une premiere, relativement rapide,
avec 50% de principe actif libéré apres 24h, puis une seconde phase plus lente aboutissant a la
libération de 80% de RA aprés 4 jours. Les deux formulations présentent des profils
similaires. Les études de stabilitévitro dans le milieu de culture cellulaire montrent que les
NC améliorent fortement la stabilité du RA. Aprés 7 jours, 66% du RA encapsulé dans les

PCL-NC est resté stable, environ 50% pour les PLA-NC et seulement 6% pour la solution.

Les deux types de NC présentent donc de bonnes caractéristiques pour la vectorisation
du RA puisqu’elles sont capables de prolonger sa libération et d’améliorer sa stabilité donc
elles sont potentiellement adaptées pour notre application thérapeutique sur les macrophages.
Les PLANC ont finalement été retenues pour la suite de I’étude car, malgré une stabilité du
RA légerement plus faible qu’avec les PCL-NC, elles présentent la meilleure efficacité
d’encapsulation (90%) et une distribution de taille plus étroite avec un diamétre moyen

inférieur a 200 nm.

Pour exercer une activité ciblée, les NC doivent étre internalisées par les macrophages.
Un marqueur fluorescent, le Rouge Nile (NR), a été encapsulé dans les PLA-NC afin de
suivre leur capture par les macrophaigesitro etin vivo. Cette étude d’internalisation a été
réalisée sur les PLA-NC contenant Rouge Nile (NR-NC) comparativement a un controle de
PLA-NC non fluorescentes (blanke). Pour réaliser 1’étude in vivo les NC préparées ont été
centrifugées et redispersées dans un tampon phosphate salin (PBS, 0.1M et pH 7,4) afin
d’avoir un pH et une osmolarité similaires aux conditions physiologiques. Les caractéristiques
des NC avant et apres redispersion dans le PBS sont présentées en Table 8. La redispersion
dans PBS n’a pas d’influence sur la distribution de taille mais induit une légeére diminution du
potentiel Zeta probablement due a 1’augmentation de pH et donc a la déprotonation des

groupements carboxyliques du polymere. Les blank-NC ont été aussi caractérisées par
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microscopie électronique a balayage avant et apres redispersion dans le PBS. Dans les deux

cas les particules ont une forme sphérique, une surface réguliére, non poreuse (Figure 24).

L’étude de I’internalisation des NC in vitro a été conduite sur des macrophages générés

a partir de moelle osseuse de souris (C57BI/6). Ces macrophages ont été incubés avec NR-
NC, blank-NC et le NR nopncapsulé pendant 24 h. L’observation des macrophages par
microscopie confocale montre de nombreuses zones de fluorescence rouge punctiforme
intense d’intérieur de macrophages incubés avec les NR-NC. Cela permet de confirmer la
capture efficace des NC par les macrophages. Les images de microscopie a fluorescence
prises a 24h, 72h et 7 jours indiquent un maintien de la fluorescence concentrée au sein des
macrophages jusqu’a 7 jours confirmant la persistance des NR-NC a [’intérieur des

macrophages (Figure 25).

Afin d’avoir une idée de [Dinternalisation des NC dans les macrophages plus
guantitative, les cellules sont analysées en cytométrie en flux a 24h, 72h et 7 jours de culture
aprées incubation avec les NC. Les intensités de fluorescence mesurées pour les macrophages
contréles (non traitées), incubés avec le NR non-encapsulé ou blank-NC sont comparables et
demeurent faibles. Les macrophages traités avec les NR-NC ont une intensité 4 fois
supérieure a celle du contrdle a 24h et cette intensité reste élevée pendant 7 jours (Rigure 26
et B). De plus, un changement de granularité est mis en évidence pour les macrophages traités
avec les NR-NC et les blank-NC en mesurant les moyennes de la diffusion de la lumiére
incidente (side scattering channel (SSC)). Ce changement de granularité témoigne notamment
de la présence des nanoparticules au sein des cellules. Cette augmentation de geshularité
maintenue sur la période de 7 jours indiquant que, suite a la phagocytose, les NC ne sont pas
entierement dégradées apres 7 jours et resténtt&ibur des macrophages (Figure 26 C et
D).

Pour la suite de I’étude, des essais de phagocytose in vivo ont été conduites sur un
modele de tumeur filtrée par des macrophages. L’objectif était d’observer le devenir des NC
aprés injection intratumorale et notamment d’illustrer la capacité des NC a cibler les
macrophages infiltrés. L’étude in vivo a été conduite sur un modéle de xénogreffe de gliome
humain chez des souris immunodéprimées (nude). Les NR-NC ou blank-NC, dispersées dans
le PBS, ont été injectées dans la tumeur. Aprés 48h les souris ont été euthanasiées, les
tumeurs prélevées et préparées pour les analyses de microscopie a fluorescence. Les

observations microscopiques des coupes de tumeurs (Figure 27) montrent une large
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distribution des NR-NC dans la tumeur mais leur localisation reste exclusivement liée aux
macrophages marqués par 1’anticorps Ibal (vert). Cela indique que les NC ont été
internalisées sélectivement par les macrophages et non par les cellules de gliome. Cette étude
confirme donc la capacité de cibler les macrophages paKésrs d’une injection locale.

Enfin, les effets des nanocapsules chargées en acide rétinoique (RA-NC) sur les
macrophages ont été évalugsvitro. Une analyse RTPCR a été réalisée sur I’ARN extrait
des macrophages ayant préalablement été incubés avec les RA-NC. Cette analyse a pour but
de mettre en évidence des modifications éventuelles de I’expression des génes de certaines
cytokines sous I’effet du RA encapsulé (Figure28). En éliminant tous les genes faiblement
détectés ou modifiés, seul celui codant pour la protéine morphogénétique osseuse 2 (BMP-2)
a été surexprimé dans les macrophages traités par RA-NC (3,37 fois plus en moyenne). Cette
protéine présente notamment un intérét dans le traitement des cancers de systeme nerveux
central notamment le médulloblastome. (B)algré la faible étendue de I’activité du RA
encapsulé sur ’expression du génome macrophagique montré dans cette expérience, cette
derniére a permis de démontrer que le RA reste actif aprés 1’encapsulation et capable de
moduler certaines fonctions des macrophages. Des études complémentaires pourraient donc
s’avérer tres intéressante afin d’identifier et de caractériser les effets des RA-NC sur les

macrophages.

L’ensemble de cette étude nous permet donc de conclure qu’il est possible de formuler
des nanoparticules polymeres de RA avec de bons rendements d’encapsulation, améliorant
significativement la stabilité du RA et présentant un profil de libération prolongée sur
plusieurs jours. De plus ces NP sont facilement phagocytées par les macraphégest in
vivo (en injection intratumorale) et le RA encapsulé peut étre libéré au sein des macrophages
pour exercer son activité. Ces nanoparticules se présentent donc comme un bon systéme de
vectorisation du RA, capable de le délivrer aux macrophages infiltrés dans les tumeurs et

ouvrent ainsi la perspective d’une nouvelle stratégie dans le traitement des tumeurs.
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IV.7.1. Abstract

The aim of the present work is to prepare nanoparticulate systems that can target and
modulate the functions of mononuclear phagocytes by local administration. All-trans retinoic
acid (RA) was chosen as an immunomodulator to be encapsulated in biodegradabl
nanoparticles (NP). Different formulations were prepared by the nanoprecipitation method
and polyp,)lactic acid based nanocapsules (NC) were selected to continue the study. RA-NC
demonstrated a sustained release profile and an enhanced stability for 7 days. The uptake of
fluorescent (NileRed) labeled NP was conducted on bone marrow derived macrophages
(BMM) in vitro and xenograft glioma nude mice vivo. Fluorescent microscopy
observations and flow cytometry analysis demonstrated that NR-NC were engulfed by BMM
in vitro and lasted inside over 7 days. The intratumoral injection of NR-NC confirmed that
NC were efficiently uptaken by infiltrated macrophages. The effects of RA loaded NC on
BMM were also evaluated by RT2-PCR array. Our results suggest that polymeric
nanoparticles are suitable carriers to deliver RA into macrophages and can offer a new

strategy in tumor macrophage-based treatment.

Graphical Abstract

Figure 22 : Polymeric nanoparticles (A: Scanning electron microscopy image) were
prepared to target and modulate the function of macrophages by local administration.
The uptake of fluorescent labeled nanoparticles was studied on bone marrow derived

macrophages in vitro (B)

Keywords

Biodegradable polymeric nanoparticles, Retinoic acid, macrophages, immunomodulation,

drug delivery
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IV.7.2. Introduction

Macrophages are innate immune cells that play a major role in the physio-pathology of
numerous disorders that involve primary or secondary immune mechanisms. In particular,
macrophages are crucial to the processes of tissue repair and form an important line of
defense against infectious agents. On the other hand, macrophages are considered as playing
detrimental functions under several conditions including chronic inflammatory diseases and
tumors. Thus, in chronically inflamed tissue, infiltrating macrophages release
cytokines/chemokines that lead to a sustained recruitment and activation of immune cells (7)
In malignant tumors, the so-called tumor associated macrophages (TAM) are thought to
support both tumor progression and metastatic invasion (8). Owing to their plasticity and
involvement in a large range of pathologies, macrophages are thus considered as potential
target in the design of innovative therapies (9,10).

Biodegradable polymeric nanoparticles (NP) are highlighted areas of drug delivery
research. They are used to modify the release and distribution profile of active compounds
allowing effective delivery to be improved and toxic effects to be lowered (1). Moreover,
polymeric nanoparticles increase intracellular drug delivery and its therapeutic effects via
enhanced stability and sustained release especially for the drug that act via intracytoplasmic
receptors. For example, Sahoo and Labhasetwar (11) reported that NP enhanced paclitaxel
efficacy on breast cancer cell line via sustained intracellular delivery. Bernatd{®2) also
presented the improvement of indomethacin cytotoxic effects on glioma cell line when it was
nano-encapsulated. Besides, nanoparticle-based delivery system can be designed to target
specific tissues, cells and/or intracellular compartments (13). In this view, it has been long-
lastly documented that polymeric nanoparticles without surface modification were
preferentially taken up by macrophages following systemic or local administration. The
adsorption of serum protein on polymeric-nanoparticle surface (opsonization) is an important
factor which allows macrophages to recognize and internalize these particles. The
opsonization and phagocytosis of NP are influenced largely by the NP physiochemical
properties, in particularly the opsonization is increased with the augmented charge (14) and
hydrophobicity (15) of NP surface. It was proved that decoration of NP surface with non-
ionic and/or hydrophilic groups can decrease opsonization and hence limits phagocytosis (16)
As a consequence polymeric nanoparticles without surface modification are considered as

ideal shuttles to deliver active drugs specifically into macrophages (7,9). Such a strategy was
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applied to deliver anti-leishmanial agents into infected macrophages where nanoparticles

allow specific delivery and maintenance of higher drug level inside macrophages (17).

All-trans retinoic acid (RA), one of the active derivatives of vitamin A ligand of the
retinoic acid intracytoplasmic receptors (RAR, RXR) and is known to influence the functions
of macrophages. RA can inhibit the macrophage production of inflammatory cytokines and
can enhance the secretion of suppressive cytokines as well (18). It was proven also that RA
altered the balance of TH1/TH2 type T cells through its impact on macrophages (19). Besides,
RA has an influence on macrophages and dendritic cells in tumor. Such, RA inhibit the
secretion of the angiogenic factors like VEGF and IL-8 by tumor-activated macrophages (20)
Darmanin et al. (21) suggested that RA can improve dendritic cell migration from the tumor
to draining lymph nodes and may be boost the antitumor immunity. Poor water solubility and
low stability of RA represent the main drawbacks in its dosage form formulations (5). The
clinical use of RA was almost associated with rapid decrease of its serum concentration after

continuous oral administration or intravenous injection (22).

It was documented that the encapsulation of RA can overcome these limitations and
therefore offers more advantageous pharmaceutical forms. Ourique et al. (23) showed that
using nanocapsules enhanced RA photostability twofold than RA methanolic solution.
Besides, Cirpanli et al. (24) reported that RA-microspheres had a long chemical stability up to

4 months at 4°C and lasted release profile over 11 days.

Intratumoral administration appears as an effective method for cancer chemotherapy
and immunotherapy that allow to achieve ideal drug concentration in tumors and to limit
systemic side effects (25). Previous reports have demonstrated that nanoparticle intratumoral
delivery improves the anti-tumor efficacy. For example, Farokhzad et al. (26) showed the
advantage to use functionalized pody {lactic-co-glycolic acid)-block-poly(ethyleneglycol)

NP in the intratumoral delivery of docetaxel to prostate cancer. Another team reported the
enhancement of antitumor efficiency by using methoxy poly(ethylene glycol)-
polycaprolactone core-shell NP for the intratumoral administration of cisplatin (27) and
docetaxel (28). Moreover, the use of hyaluronan NP or palyiactic-co-glycolic acid) NP

for the intratumoral delivery of paclitaxel was also reported (29,30). Among these studies,
non-modified surface or poly-ethyleneglycol (PEG) coated polymeric NP were used to target
tumor cells. The PEG chains was utilized to avoid the uptake of intratumoral injected PEG-

coated NP by non-tumoral cells. But in the case of polymeric NP without surface
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modification the uptake of polymeric NP by tumor associated macrophages (TAM) has not
been investigated. It was well documented that non-modified surface NP were preferentially
taken up by macrophages after opsonizainvivo (16). So, it can be postulated that
following intratumoral injection the polymeric NP could be taken up by TAM.

However, to the best of our knowledge, there is yet no study that attempted to design a
NP-based system to deliver an immunologically active molecule into macrophages and, in
particular, tumor-associated macrophages. Since in tumors, macrophages are continuously
instructed by extracellular signals that shape their behavior, the goal of such a NP-based
system would be to support a sustained deviation of macrophage functions that would

counterbalance the effects of the macrophage microenvironment.

In this context, our goal was to design NP that meet the following criteria: (i) to be
phagocytized by macrophages vitro, (i) to be phagocytized by tumor-associated
macrophagesn vivo, (iii) to efficiently encapsulate retinoic acid (RA) and (iv) to be

biodegradable over a time-period of at least one week.

To achieve these aims, firstly nanospheres (NS) and nanocapsules (NC) formed with
different biodegradable polymers (palyflactic acid (PLA) and poly{-caprolactone)
(PCL)) were compared regarding their ability to encapsulate RA. The selected nanoparticle
formulation was then labeled by a fluorescent hydrophobic probe, Nile Red (NR) to check the
ability of such NP to be uptakeim vitro by primary cultures of bone marrow derived
macrophages (BMM). Afterwards, am vivo model of glioma was chosen to investigate the
uptake of locally injected NP by TAM. Finally, the ability of nano-encapsulted RA to deviate
the cytokine mRNA profile in bone marrow macrophages was verified.

IV.7.3. Materials and methods

IV.7.3.1. Materials

The biodegradable polymers used for NP formulation were pglactic acid (PLA,
Mw 20,000 g/mol, Surmodics biomaterial, USA) and potg@prolactone) (PCL, Mw 14,000
g/mol, Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier, France). Nile Red and all-trans retinoic acid
were purchased from Sigma-Aldrich. MontafioXG 80 and MiglyoP 829 were purchased
respectively from Seppic and Condea, France. C57BIl/6 mice (Charles River Laboratories,
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France) were used as BMM donors. For the tumor xenograft model, Athymic Noxiet"

mice purchased from Harlan (Gannat, France) were used.

IV.7.3.2. Preparation of NP

Retinoic acid loaded nanoparticles were prepared by using the nanoprecipitation
technique (31). Briefly polymer and RA were dissolved in acetone at a concentration of
0.50% and 0.010% (w/w) respectively. To form the core of nanocapsules, organic oil
(miglyol® 829 at 0.75%) was added to the solution previously described. This organic phase
was then poured into an aqueous phase containing 0.05% of MohtdGo&0 as surfactant.
Nanoparticles (NS or NC) were instantaneously formed by the rapid solvent diffusion
inducing polymer precipitation. The nanoparticle suspension was stirred moderately at room
temperature for 20min. Acetone and a part of the water were removed under vacuum using a
rotary evaporator (RotavapoRE-140, Biichi, Switzerland). Fluorescence labeled NP were
prepared in the same way by incorporating Nile Red in the organic solution at a concentration
of 0.005%. Similar formulas without any active compounds were prepared as controls (blank-
NP). The nanoparticle suspensions were stored at 4°C in hermetically closed vials. Before the
in vivo application, the NP suspension was centrifuged at 18,090Gax 20 min and the
particles were redispersed in a solution of phosphate buffered saline (PBS, 0.1M, pH 7.4)
containing 0.1% of Montan§XVG 80 to obtain a stable suspension with physiological values
of pH and osmolarity. The obtained suspension was then sterilized by filtration through
0.2um syringe filter (Minisaf Sartorius, France). All formulations were made in triplicate.

IV.7.3.3.Characterization of NP

The particle size, size distribution and zeta-potential were measured using photon
correlation spectroscopy (MalvétnZetasizer nano-series) using nanoparticle suspension
diluted in deionized water at room temperature. The results were recorded as the average of
three measurements. The size distribution is given by polydispersity index (Pdl).
Formulations with Pdl smaller than 0.2 were accepted. Surface morphology of blank-NP
before and after the dispersion in PBS was observed using a scanning electron microscope
(SEM, Hitachi S800) at an accelerating voltage of 15 kV after coating the nanoparticle surface
with gold-palladium layer under vacuum with a cathodic pulverizer technics Hummer Il (6 V,
10 mA).
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IV.7.3.4.Encapsulation efficiency

The total drug (RA or NR) content in NP suspension was determined by dissolving 100
pl of NP suspension in acetonitrile to form a solution which was then filtered through a 0.45
pum syringe filter (Minisaft NY15, Sartorius, France) and analyzed by RP-HPLC. Non-
encapsulated active (free) was determined in the supernatant after ultracentrifugation at
18,000 xg for 20 min of the NP suspension. Encapsulation efficiency (%) was calculated by
the difference between the total and free drug concentrations divided by the theoretical-
calculated total drug concentration.

RA was analyzed by RP-HPLC validated method using Waters 600 Controller and
Waters 717 Auto sampler (Waters, France) on a Kinetex C18 column (2.6pum, 4.6 mm x100
mm). An isocratic mobile phase consisting of 35% of acetonitrile, 30% of methanol and 35%
of 0.5% acetic acid solution was used with a flow rate of 1.4 ml/min. The photodiode-array
detector (Waters 2996) was adjusted at A =356nm. A 10 ul aliquot sample was injected. The
calibration curve for the quantification of RA was linear over the range of concentrations
used, from 0.5 pg/ml to 10 pg/ml (r2=0.999). The determination of NR was also performed by
the Waters RP-HPLC using a X-Terra MS C18 column (5um, 4.6 mm x150 mm) and an
isocratic mobile phase consisting of methanol/water (80:20). This method was modified from

Lamprecht and Benoit (32).

IV.7.3.5.In vitro RA-NP release studies

A dialysis method was used under Sink conditions to evaluate the release profile of RA
loaded NP. 1 ml of RA-loaded NP suspension was filled into a dialysis tube (MWCO 6000-
8000, Cellu-Sep) and incubated in 100 ml of ethanol: phosphate buffer solution (PBS, pH
7.4) (2:8) under moderate magnetic stirring (150 rpm) at 37°C. At predetermined intervals of
times, samples of 0.5 ml were withdrawn, replaced by 0.5 ml of fresh medium and the drug
released from NP was quantified by RP-HPLC. Three experiments were conducted and free-

RA solution was used as control to estimate the RA diffusion rate through the membrane.

IV.7.3.6.RA-NP stability test

To study the stability of encapsulated RA in cell culture conditions, RA loaded NP were

suspended in Iscove’s modified Dulbecco’s medium (IMDM, Invitrogen, France)
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supplemented with penicillin-streptomycin (1pg/ml, Invitrogen, France) in order to obtain a
RA concentration of 10pug/ml. Free RA was used as control at the same concentration. All
samples were incubated at 37°C for 7 days. Each day, 0.5 ml was taken and was analyzed by
RP-HPLC to determine the remained quantity of RA. The study was achieved in triplicate.

IV.7.3.7.Generation of murine bone marrow macrophage (BMM)

Bone-marrow-derived macrophages (BMM) were cultured as previously described (33)
Briefly, bone marrow cells were flushed from the femur and tibia of 2-5 month-old female
C57BI/6 mice and cultured for 7 days at a density of Bx#lls/ml in IMDM supplemented
with 15% Fetal Clone Il (Perbio-science, France), penicitiaptomycin (1 pg/ml), and 10

ng/ml macrophage-colony stimulating factor (M-CSF, Tebu-bio, France).

IV.7.3.8.1In vitro cellular uptake of NP

BMM were incubated with NR-labeled NP, blank-NP and free NR at a final
concentration corresponding to 0.4pug/ml of NR in the culture medium. After 24h of
incubation the media was replaced by serum-free Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM, Invitrogen, France) supplemented with B-27 and N-2 (Invitrogen, France). The
phagocytosis of NP was assessed by fluorescence microscopy (Ziess, Axio-Imager. Z1) at
24h, 72h and 7 days and by confocal laser microscopy at 24h (Leica TCS SP2). BMM were
fixed in 4% paraformaldehyde (Invitrogen, France) for 10 min at room temperature and
washed three times in PBS. Cells were incubated for 30 min at room temperature with a
blocking solution consisting of 4% bovine serum albumin (BSA, Invitrogen, France) diluted
in PBS and supplemented with 10% normal goat serum (Invitrogen, France). Cells were then
incubated overnight at 4°C with a rat anti-mouse F4/80 monoclonal antibody (Abcys, France)
at 1:50 dilution in blocking solution. Cells were then rinsed three times in PBS and incubated
with a biotinylated goat anti-rat antibody (Invitrogen, France) for 1 hour at room temperature.
After three washes, cells were finally incubated with streptavidin Alexa Fluor 488
(Invitrogen, France) diluted 1:100 in PBS. 4°,6’-diamidino-2-phenylidole (DAPI, Invitrogen,
France) staining of nuclei was performed and slides were mounted using Fluoroprep (Bio-
Mérieux, France). A gquantitative analysis of phagocytosis was made by flow cytometry (488
nm argon ion laser, BD FACSCantolI™) at 24h, 72h and 7 days. BMM were detached by
trypsin treatment and fixed in 1% paraformaldehyde. The fluorescence intensity was

measured in FL2 and the intensity of side scattering channel (SSC) was also observed.
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IV.7.3.9.Intratumoral injections of NP in a xenograft glioma model

To investigatein vivo the phagocytosis of NP by tumor-infiltrating macrophages, a
human xenograft glioma model developed by Taillandier et al. (34) was used in accordance
with French animal care guidelines and with the approval of the animal ethical committee
CREEA of Lyon. Briefly, a glioblastoma multiforme (10mifragment) was subcutaneously
implanted in the right posterior inguinal pit of nude mice. When tumors had an average
volume of 1cm (about 3 weeks after inoculation), mice were divided in two groups of three
to be given either NR-labeled NP or blank-NP dispersed in PBS by intratumoraly injection of
200ul containing 2.5mg of nanoparticles (100mg of NP/kg). Mice were euthanized 48 hours
post NP injection and tumors were collected for histological analysis. Tumor tissues were
fixed with 4% paraformaldehydecryoprotected in sucrostozen and sectioned into 10 pm
slides. Slides were incubated with a blocking solution consisting of 4% BSA diluted in PBS
and supplemented with 10% normal goat serum. Then, they were incubated overnight at 4°C
with a rabbit anti-mouse Iba-1 monoclonal antibody (Wako, Japan) at 1:1000 dilutions in the
blocking solution. Biotinylated goat anti-rabbit antibody (Invitrogen, France) was applied as
the second antibody for 1h at room temperature. After three washes, slides were incubated
with streptavidin Alexa Fluor 488 diluted 1:100 in PBS. DAPI staining of nuclei was
performed and slides were mounted using Fluoroprep. The observation was assessed by

fluorescence microscopy (Ziess, Axio-Imager. Z1).

IV.7.3.10.Evaluation of RA-loaded NP effects on BMM (RPCR array)

BMM were cultured at 5xT0ml and incubated with RA-NP (dilution 1/100) for 24h
followed by media changing. Blank-NP were used as control. We evaluated the modifications
of BMM cytokine gene expression 24h after media changing by Mouse Common Cytokines
RT2 Profilef™ PCR Array (PAMM-021, SABiosciences Corporati®nwhich profiles the
expression of 84 important cytokindtal RNA was isolated from two independent cultures
of BMM and reverse transcribed according to the manufacture specifications. Complementary
DNA was amplified by polymerase chain reaction (PCR) for 40 cycles after an initial
denaturation cycle of 10 min at 95°C. Each amplification cycle consisted of denaturation for
15s at 95°C, annealing and extension for 1min at 60°C. The results were normalized with 5
housekeeping genes (Gusb, Hprtl, Hsp90abl, Gapdh and Actb). Fold change between RA-

loaded NP treated BMM and blank-NP treated BMM was determined using the manufacturer
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software according to the comparat@emethod. Data from genes with Ct value >30 or fold

change <2 were considered as non-significant.

IV.7.4. Results

IV.7.4.1. Development of RA loaded nanopatrticles

Four nanoparticle formulations were prepared in triplicate and characterized by their
mean size, their size distribution, their zeta potential and their encapsulation efficiency as
presented in Table 7. All formulations had a negative charge due to the presence of polymeric
terminal carboxylic groups on the NP surface. Nanospheres E1 and E3 showed a small
particle size (177.7 + 1.7 and 153.6 + 2.9 nm, respectively) compared to the nanocapsules E2
and E4 (229.8 £ 5.6 and 192.7 + 7.3 nm, respectively) due to the presence of oil in NC
contrarily to NS. Moreover, nanocapsules presented higher encapsulation efficiency than
nanospheres. Therefore, nanocapsules (E2 and E4) were selected to continue our study

Table 7 : Physicochemical characteristics of RA-loaded nanopatrticles

Sample Polymer Form  Particle mean Polydispersity Zeta potential Encapsulation
size (nm) Index (mV) efficiency %

E1l PCL14000 NS 1777+ 1.7 0.08 + 0.02 -185+04 55.6+9.3

E2 PCL14000 NC 229.8+5.6 0.16 +0.01 -29.4+£0.6 849+13

E3 PLA20000 NS 153.6 £2.9 0.14 +0.02 -104+£1.0 104+£1.3

E4 PLA20000 NC 192.7+£7.3 0.09+0.01 -21.6+54 90.2+0.8

Thein vitro release and the stability of RA were evaluated and the behavior of PCL-NC
(E2), PLA-NC (E4) and RA ethanolic solution was compared. The resuiltsvitfo release
are shown in Figure 23A. RA in ethanolic solution passed through the membrane rapidly and
totally during the first 9 hours which refer to the RA diffusion rate through the membrane.
Encapsulated RA release pattern showed a rapid release of 50 £ 3% and 55 + 2% of initial RA
content in E2 and E4 respectively during the first 24h and a sustained release profile up to
80% over 4 days (Figure 23A). No significant difference was observed between the release
profile of PCL-NC (E2) and PLA-NC (E4).
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The stability of free and encapsulated RA in cell culture conditions is shown in Figure
23B. A rapid degradation (40%) of free RA was observed after 24h and only 16 6% of
RA remained in the IMDM after 96h. In contrast, encapsulated RA degraded slower with only
10% degradation after 24h. At the end of the study (7 days) PCL-NC (E2) showed higher RA
stability than PLA-NC (E4). About 48 + 4% of RA remained in E4 after 7 days compared to

66 + 2% for E2. However, based on the encapsulation efficiency and the size distribution, we

selected PLA-NC (E4) to continue our study.
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Figure 23 : (A) In vitro E2 (PCL-NC) and E4 (PLA-NC) release profile assessed by
dialysis method. Free-RA solution was used as control. (B) Results of stability study of
encapsulated RA in the cell culture conditions for 7 days. Free RA was used as control.

E2 or E4 were dispersed into 10ml of IMDM and incubated at 37°C

Table 8 : Physicochemical characteristics of nanoparticles for in vitro and in vivo

uptake studies

Sample Particle mean  Polydispersity  Zeta potential  pH Entrapment
size (nm) Index (mV) efficiency (%)

blankNC 187.7 £+ 6.2 0.08 £0.03 -154+2.1 3.29+0.10

blankNC-PBS 181.9+0.4 0.06 £ 0.04 -256.3+1.4 6.95+0.01

NR-NC 198.1+11.4 0.11£0.02 -20.9+2.8 3.24+011 91.2+37

NR-NC-PBS 188.8+1.5 0.05+0.02 -274+23 6.93+£0.02 80.3%x15
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IV.7.4.2.NP preparation for the uptake study

Based on the selected formulation (E4), unloaded nanocapsules (blank-NC) and Nile
Red labeled nanocapsules (NR-NC) were prepared and characterized. NC properties are
presented in Table 8. The mean size of blank-NC was 187.7 £ 6.2 nm with a narrow size
distribution and a polydispersity index of 0.08 + 0.03. The surface of NC was negatively
charged with a zeta potential value of -15.4 + 2.1 mV. When blank-NC were redispersed in
PBS (blankNC-PBS) no significant changes on particle size or polydispersity were observed.
The NC zeta potential decreased to -25.3 + 1.4 mV while the pH changed from 3.29 to 6.95
due to the buffer properties of PBS (pH 7.4). The pH increase caused the deprotonation of
carboxylate groups and the decrease of zeta potential as already mentioned by Trimaille et al.
(35). Moreover, the SEM observations of blank-NC, illustrated in Figure 24, revealed that all
nanocapsules were spherical with no large pores. In accordance with data obtained by the
dynamic light scattering instrument the SEM images of blank-NC showed that NC had
monodispersed size near to 200 nm. The redispersion in PBS had no substantial effects on the
morphological aspect of NC but the picture quality was decreased probably due to the
precipitation of PBS salts during the sample preparation.

NR-labeled NC had the same size distribution with a mean size of 198.1 + 11.4 nm. The
same zeta potential change of NR-NC was noticed after redispersion in PBS. The
encapsulation efficiency of NR was 91.2 + 3.7% and 80.3 + 1.5% before and after

redispersion in PBS, respectively.

Figure 24 : Scanning electron microscopy (SEM) images. SEM showed the morphology
of blank-NC (A) and blankC-PBS (B)
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IV.7.4.3.1n vitro NR-NC uptake

Bone-marrow-derived macrophages were incubated with NR-labeled NC, blank-NC and
free NR for 24h followed by media changing. The uptake study of NP was assessed by
fluorescence microscopy at 24h, 72h and 7 days and by confocal laser microsedpy at
while no toxic effects were observed on BMM. It can be observed that no fluorescence was
detected in BMM treated by blank-NC (Figure 25A). For NR-NC treated BMM confocal
microscopy pictures confirmed the intracellular localization of NR-NC as shown in Figure
25B. Fluorescence microscopy images at 24h, 72h or day 7 post-treatment showed that the

intracytoplasmic granular fluorescence remained in BMM for 7 days (Fig@k 25

Figure 25 : In vitro uptake study of NR-NC by BMM. (A and B) Confocal microscopy
images of blank-NC (A) or NR-NC (B) treated BMM (bar = 50 um). (C) fluorescent
microscopy images in red channel of NR-NC treated BMM at 24h, 72h and 7 days (bar
=50 um)

To confirm these data, a flow cytometry analysis was conducted on BMM incubated
with free-NR, blank-NC or NR-NC. Results of the fluorescence intensity measurement in FL2
(Figure 26 A and B) were in accordance with microscopy observations. Free-NR treated
BMM showed low fluorescent intensity after 24h with mean fluorescence intensity (MFI) of
207 compared to 172 for the non-treated ones (control), probably due to the rapid elimination
of NR from macrophages. In contrast, after 24h, MFI of NR-NC treated BMM was 4 fold
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higher than control ones and this higher fluorescence intensity lasted over 7 days with MFI =
752 and 406 at 24h and 7days respectively. Blank-NC treated BMM showed the same
fluorescence intensity level than control. So there were no significant changes in the case of
free-NR or blank-NC and only NR-NC increased the macrophage MFI significantly.

Moreover, in NR-NC or blank-NC treated BMM, changes in BMM granularity were
observed as assessed by the mean values in side scattering channel (SSC) intensity (Figure
26C and D). Such an increased granularity was maintained over a period of 7 days indicating
that, following phagocytosis, NC were not fully degraded in the next 7 days and remained in

the endosomal compartment of macrophages.
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Figure 26 : In vitro uptake of NR labeled NC performed by flow cytometry. Non-treated
BMM was used as control. Histograms show the mean of fluorescence intensity in FL2

channel (A and B), and the mean of side scattering channel intensity (C and D)
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IV.7.4.4.1n vivoNR-NC uptake

To assess PLA based NC uptake by macrophiagago NR-NC or blank-NC dispersed
in PBS were injected intratumoraly in nude mice bearing xenograft glioma. Observations
under fluorescence microscopy (Figure 27) showed that in tumors injected with NR-NCs,
fluorescent granular material could be detected and was localized exclusively within Ibal-
labelled macrophages. No fluorescence could be observed in tumors injected with blank-NC

(data not shown).

Nile Red Iba-1 DAPI Merge

Figure 27 : In vivo NR-NC uptake by tumor infiltrated macrophages after 48 hours of
NC intratumoraly injection. Nanoparticles were labeled by Nile Red (red),
macrophages were immunolabeled by Anti-lbal monoclonal antibody (green) and
DAPI (blue) was used for staining the nucleus. NR-NC were localized within the
macrophages at the edge of tumor (A), inside the tumor (B) and around the vessel (C)
(bar =50 um)
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These results indicated that NR-NC were efficiently internalized by macrophages but
not by glioma cells or tumor-associated vessels. Interestingly, NR-NC containing
macrophages were localized far away from the injection site, notably in perivascular
locations, in the outer margins of the tumor (Figure 27A and C) or, occasionally within the

tumor parenchyma itself (Figure 27B).

IV.7.4.5.RA-NC modulate cytokine gene expression of cultured BMM

To investigate the effects of RA-NC on macrophage functionstro, a quantitative
RT?2Profiler™ PCR cytokine array was used, allowing alterations of cytokine gene expression
to be assessed in RA-NC treated BMM as compared to blank-NC treated BMM. Results were
filtered so that only genes showing a robust expression (detectable below 30 cycles) and an
expression fold change of at least 2 were considered as significant. Undenxjiersaental
conditions, we found that Bone morphogenetic protein 2 (BMP-2) gene expression was
increased by a mean factor of 3.37 in RA-NC treated BMM as compared to blank-NC treated
BMM (Figure 28). This result indicates that RA-NC phagocytized by BMM were able to bias

the cytokine profile of macrophages.
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0,04000 -

0,02000 -

0,00000

RA-NC (1) ' blank-NC (1) ' RA-NC (2) ' blank-NC (2)

Figure 28 : In vitro gene expression changes of RA-NC treated macrophages evaluated
by RT?Profiler™ PCR Array in duplicate. The Bmp-2 gene expression was three times
higher inRANC treated BMM than blank-NC treated BMM calculated by Ct method
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IV.7.5. Discussion

Biodegradable polymeric nanoparticles are a promising strategy in the drug delivery
development since they can offer more stability, modified release and specific delivery of
drug. In our study a nanoprecipitation technique was used to encapsulate RA in nanoparticles
with two different internal structures: nanospheres (NS), which are matrix systems and
nanocapsules (NC), vesicular systems in which the oily cavity is surrounded by a thin
polymeric membrane. Differences in size, encapsulation efficiency and release profile were
expected from these two forms. Moreover two polymers were also used in this study;
poly(e—caprolactone) (PCL, Mw 14,000) and pglyflactic acid (PLA, Mw 20,000). Both are
synthetic polyester polymers approved by the Food and Drug Administration (FDA) with
unique properties of biocompatibility and biodegradability. Indeed, they are hydrolyzed to
nontoxic metabolites in physiological conditions. However, they differ by their degradation
rates, their hydrophobicity and their crystalline states (2).

The encapsulation of RA was successfully achieved and nanocapsules showed higher
encapsulation efficiency than nanospheres. This could be explained by the role of NC
lipophilic core (Miglyol® 829) that increased the quantity of RA dissolved and then improved
its entrapment (36). PCL-NC (E2) and PLA-NC (E4) presented similar release profiles of
encapsulated RA. These release profiles were composed of a rapid phase due to the non-
encapsulated RA and the release of surface-adsorbed RA (20% during 6h) followed by a

sustained release phase over 4 days (Figure 23A).

The incomplete release (80% of RA released after 7 days) could be attributed to RA
deeply entrapped in the polymeric network which needs more polymer erosion to diffuse
outside nanoparticles. The incomplete release of encapsulated RA was also reported by Jeong
et al. (37) for RA corahell nanoparticles of poly(e-caprolactone)/poly(ethylene glycol)
diblock copolymer where 80% of RA was released after 16 days. An outstanding result is that
the encapsulation of RA considerably improved its stability in the cell culture conditions
(Figure 23B) and this give the possibility that NC could maintain RA effects on the
macrophages for a longer period. Moreover, it was shown that PCL-NC were more stable than
PLA-NC probably because of the difference in degradation profile and hydrophobicity
between the two polymers, PCL being more hydrophobic and having a lower degradation
rate. For example, Leroueil-Le Verger et al. (38) have previously investigated the degradati
of biodegradable polymer-based nanoparticles dummgitro release studies and have
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observed a higher degradation rate for PLA than for PCL (molecular weigth loss of 10% and
3% for PLA and PCL, respectively).

From all the results above, PCL and PLA based NC were considered as good carriers
for RA. The sustained release profile and the relatively good stability of encapsulated RA
appeared as suitable for a potential therapeutic application on macrophages. The E4 (PLA-
NC) was selected to continue the study because it displayed the highest encapsulation
efficiency (90.2%) and a narrow size distribution, with a mean size smaller than 200nm which

is adapted to a sterilization process by filtration.

Our goal was to develop a NP-based system to deliver an immunologically active
molecule into macrophages and, in particular, tumor-associated macrophages. In this scheme,
to achieve therapeutic effects, NP have first to be phagocytized by macrophages and secondly
must release the biologically active molecule that can trigger macrophage activation. In this
view, in vitro investigations of NR-labeled NC provided important data about the uptake of
NC by macrophages. BMM were incubated with NR-NC or blank-NC for 24h and labeled as
described in the materials and methods part. 24h of incubation was chosen to obtain a
maximal internalization as documented by other groups (39). We postulated that the
hydrophobic properties of PLA-NC surface could enhance the internalization of particles by
macrophages via serum adsorption (7). Thanks to NC-properties the NR release was sustained
and its degradation was limited inside the macrophages. Indeed, the fluorescence microscopy
pictures (Figure 25C) proved the internalization of NR-NC by macrophages and their stability
inside them over 7 days. Moreover, the flow cytometry measurements confirmed microscopy
observations and allowed to quantify both the fluorescence intensity and the macrophage
granularity. The increase of SSC intensity mean for NC-treated macrophageangéver
proof of phagocytosis or, at least, internalization of NC by macrophages. Similar shifts of cell
granularity were previously described by Xia et al. (40) who studied the internalization of
magnetic nanoparticles by hepatoma cells, andCogster et al. (41about the uptake of
gelatin-NP by dendritic cells. Kanchan and Panda (39) also recognized the enlargement of cell
size after incubation of murine macrophage cell line J774 with PLA nanoparticles. Therefore,
these studies along with our results indicate that PLA-based NC are suited carriers for drug

delivery to macrophages and they are able to sustain drug effects on macrophages.

We selected glioma (the most frequent brain tumor) as a tumor model to study NP

uptake by TAMin vivo. The infiltration of glioma by macrophages is well documented (42)
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and it was proven that TAM conserve their phagocytosis capacity (43). Thus; TAM represent

a potentially valuable target in glioma for therapeutic applications (44).

In this context, we found that NR-NC injectedsitu were efficiently phagocytized by
glioma-infiltrating macrophages but not by glioma cells (Figure 27). These results are
reminiscent of those described with cyclodextrin-based nanoparticles injected in glioma-
bearing mice (44). Interestingly, in that study and ours, NP accumulated in the periphery of
glioma tumor but not in tumor peri-necrotic area as reported in the case of intravenous
injection of poly (-glutamic acid)-macromolecules (45). Our findings suggest that the
intratumoral injection of non-modified surface polymeric NP is a promising way to target
TAM and may allow the development of anti-tumor treatment based on modulation of TAM

functions.

To further assess this strategy, the ability of RA-NC to modulate macrophage functions
in vitro was investigated by a RP#ofiler™ PCR cytokine array (Figure 28). The results
showedthat bone morphogenetic protein 2 (BMP-2) gene was over-expressed in BMM
treated with RA-NC. BMP-2 is a member of the transforming growth factor b (TGF-b)
superfamily (46) and plays an important role in the pro-apoptotic activity of retinoids in
tumors (47). Hallahan et al. (6) reported the mediated role of BMP2 in the medulloblastoma
cell apoptosis induced by retinoids and demonstrated that secreted BMP-2 might induce
apoptosis in retinoid-resistant medulloblastoma cells. It can be postulated that after RA-NC
intratumoral injection, these NC will be phagocyted by TAM and the intracellular redéase
RA may enhance the BMP-2 secretion and allow apoptosis induction of tumor cells. Future
studies have to be developed to verify the possibility of BMP-2 secretion from RA-NC treated

macrophages in tumor microenvironment.

On the other hand, it is known that retinoic acid acts as an anti-tumoral agent in
different tumors like gliomas (48), medulloblastoma (6), and others (49). Moreover, Dou et al.
(50) demonstrated that after NP internalization, the nano-encapsulated drug can be released
from macrophages into extracellular space. Soma et al. (51) demonstrated also the anti-tumor
efficacy of nano-encapsulated doxorubincine after the uptake by macrophages. For these
reasons, we may also suggest that besides immunomodularity effects exerted on
macrophages, RA released from TAM into the tumor environment may exert long-lasting
anticancer effects that would not be achieved following injection of either free RA or RA-

loaded NC that do not target macrophages.
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IV.7.6. Conclusion

Retinoic acid was successfully encapsulated in polymeric nanoparticles allowing an
increase of its stability and the specific targeting of macrophages. PLA based NC were highly
taken up and maintained inside the macrophagegitro at least 7 daysln vivo study
confirmed that intratumoral-injected NC were preferentially engulfed and maintained inside
TAM 48 hours after injection. Moreover, NC had a sustained RA-release profile over 4 days
and enhanced RA-stability. Thus, PLA based NC are a suitable form to deliver RA into
macrophages and can offer a new strategy in tumor treatment where macrophages are known

to play a major role.
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Chapitre V. Vectorisation des metabolites actifs de la vitamine D

V.1. Introduction

Aprés avoir validé le ciblage des macrophages infiltrant les tumeurs par les
nanoparticules de PLA et proposé une application pour la vectorisation de I’acide rétinoique,
nous avons souhaité développer une deuxieme application thérapeutigue de notre systéeme
nanoparticulaire en encapsulant les métabolites actifs de la vitargigei [présentent des
propriétés anticancéreuses. Comme décrit en Chapitre I, la vitargif@h®eécalciférol) est
une hormone stéroidienne synthétisée dans la peau ou issue de 1’alimentation. Le métabolisme
de la vitamine @ commence dans le foie ou elle est hydroxylée en 25-hydroxyvitamine D
(calcidiol) suivie d'une seconde hydroxylation dans le rein en 1,25-dihydroxyvitamine D
(calcitriol) qui est la forme active (1). Les propriétés anticancéreuses de ces métabolites sont
de mieux en mieux documentées dans la littérature mais les résultats des essais cliniques
restent modestes. Le calcitriol présente une activité anti-tumorale en dose supraphysiologique
(> 10° M) associée a umisque élevé d'hypercalcémie. La survenue d’hypercalcémies
secondaires lors d’une administration systémique limite la dose de calcitriol utilisée et donc
restreint considérablement son efficacité (2). De plus, un potentiel d'activité anticancéreuse du
calcidiol peut étre supposé (3). En effet, le calcidiol, principal métabolite de la vitamine D
présent dans la circulation, peut étre converti dans les tissus en calcitriol par une la-
hydroxylase extrarénale. La vectorisation de ces métabolites peut donc étre une solution aux
échecs actuels des essais cliniques.

L’objectif de 1’étude présentée dans ce chapitre est d’élaborer des nanoparticules de
PLA encapsulant le calcitriol ou le calcidiol et utilisant les TAM comme réservoir de ces
nanoparticules. L’injection intratumorale des nanoparticules va permettre 1’administration
d’une dose efficace, plus ¢élevée que dans les essais traditionnels, et concentrée au niveau de la
tumeur sans engendréthypercalcémies secondaires. En raison du cout du calcidiol et du
calcitriol, la forme inactive de la vitamine;[cholécalciférol) a été utilisée pour les essais de
préformulation-formulation. Différentes formulations de NP de cholécalciférol ont été
préparées et caractérisées en termes de taille moyenne, de rendement d’encapsulation et de
profil de libération. La formulation sélectionnée a ensuite été chargée par le calcitriol ou le
calcidiol pour évaluer son efficacité anticancéreuse potentielle en comparaison avec la forme

non encapsulée.
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Dans un premier temps, ’efficacité anticancéreuse des nanoparticules obtenues a été
évaluéein vitro sur des cellules de gliome. Des recherches concernant la présence des
récepteurs de la vitamine D et de I’enzyme la-hydroxylase ont été conduites sur différents
modeles de gliomes et ont permis la sélection de la lignée SF767 pour le test d’efficacité.
Toutefois, le test de prolifération cellulaire des formes libres et encapsulées de
calcidiol/calcitriol n’a pas permis d’observer d’actions antiprolifératives de ces dérivés. En
effet, il est décrit dans la littérature que les réponses des cellules de gliome au calcitriol
peuvent étre trés variables .(Bbur cela, I’évaluation in vitro de I’activité anticancéreuse des
nanoparticules chargées en calcidiol/calcitriol a été dans un second temps conduite sur une
lignée de cellules humaines de cancer du sein (MCF-7), connue pour sa sensibilité au

calcitriol (5).

Dans ce chapitre seront présentés les résultats concernant l&afitmit 1’évaluation
in vitro des nanoparticules des métabolites de la vitamieibliés dan$harmaceutical
Researcten 2013. Les investigations portant sur 1’étude de 1’efficacité des nanoparticules de

vitamine B3 sur la prolifération de cellules de gliome seront décrites par la suite.

V.2. Nano-encapsulation des métabolites actifs de la vitamine D en vue

d’une application en chimiothérapie

Les études présentéesdessous ont fait 1’objet d’une publication dans Pharmaceutical
Researchen 2013 (Vol 30(4), p 1137146) intitulée« Nano-encapsulation of vitaminzD
active metabolites for application in chemotherapy: formulation study iandsitro
evaluation» (8V.4).

Tout d’abord une étude de préformulation a été réalisée sur 1’encapsulation du
cholécalciférol par la technique de nanoprécipitation. L’objectif était de sélectionner la
formulation de NP ayant une taille moyenne proche de 200 nm avec un rendement
d’encapsulation important et un profil de la libération prolongée. La composition des

formules de NP étudiées sont les suivantes :

Phase organique

- Solvant: 25 mL d’acétone
- Polymére 0,5 a 1,5 % (m/m) d’acide poly(D,L)lactique (PLA, Mw 20000 g/mol,
Evonik)
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- Huile : 0 & 2 % de Migly8i829 (caprylic, capric, succinic triglycerides, Sasol)

- Principe actif : 0,025% de cholécalciférol

Phase agueuse :

- 50 mL d’eau déminéralisée

- Tensioactif : 0,05 & 0,1% de Polysorbate 80 (Mont&r8ixVG, Seppic)

Au cours cette étape, six formulations de NP ont été préparées en triplicat avec un ratio
polymere:huile variable, comme présenté Eneur ! Source du renvoi introuvable. (p
Erreur ! Signet non défini.), comprenant une formule de nanosphéres (NP1) et cinq
formules de nanocapsules (NP 2 a 6). Les NP obtenues ont un diametre moyen variant entre
170 et 280 nm avec un indice de polydispersité (Pdl) inférieur aEdr@uf ! Source du
renvoi introuvable.). La cinétique de libération du cholécalciférol a été évatluggro par la
méthode de centrifugation dans du tampon phosphate salin (PBS 0,01 M, pH 7,4) contenant
0,01% de dodécylsulfate de sodium (SDS) pour assurer les conditions sink. Le profil de
libération du cholécalciférol peut étre divisé en trois phases : une libération initiale rapide
pendant la premiére heure, une phase de libération contrdlée plus lente pendant 23 h et une
phase de libération lente entre 24h et 16Blrelur ! Source du renvoi introuvable.,

pErreur ! Signet non défini.).

Les nanospheres (NP1) présentent une faible efficacité d'encapsulation en
cholécalciférol (69,8 + 2,4%) et une libération initiale élevée (60% dans la premiére heure).
En revanche, avec les nanocapsules (NP2, ratio polymére:huile de 1:1), 92% du
cholécalciférol a été encapsulé et un profil de libération prolongée a été obtenu (258% apre
1 h et 40,7% apres 168 h). En augmentant la proportion d’huile (NP3 et NP4, ratios
polymere:huile respectifs de 1:2 et 1:4), la quantité de cholécalciférol encapsulée atteint
94,3% pour NP3 et 97,2%, pour NP4. De plus, la libération du cholécalciférol est plus lente
qu’avec la formulation NP2 (Erreur! Source du renvoi introuvable.A) : la libération
initiale au cours de la premiére heure pour NP3 et NP4 est respectivement de 17,4% et 10,3%
et le pourcentage libéré aprés 168 h atteint 29,2% et 21,2%. L'étude de I’influence de la
concentration en polymere sur les propriétés des NP de cholécalciférol (NP4 et NP5, 0,5%
d’huile et ratio polymere:huile de 2:1 et 3:1) n’a pas montré de modifications majeures de
I’efficacité d’encapsulation ou des profils de libération. (Erreur! Source du renvoi

introuvable.B). La proportion d’huile dans les NP apparait donc comme le paramétre de
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formulation ayant le plus d’influence sur les caractéristiques d’encapsulation et de libération

du cholécalciférol.

Une étude de répartition du cholécalciférol entre 1’huile et le polymére a été conduite
afin de comprendre le role avantageux de l'huile et la difféerence entre les formulations
préparées. Des solutions d'acétone contenant le cholécalciférol, le polymére et I'huile aux
mémes ratios que ceux utilisés dans les formulations NP2 a NP6 ont été préparées. Apres
évaporation de l'acétone, deux phases distinctes ont été obtenues: une phase supérieure
huileuse et une phase inférieure polymére. En mesurant la teneur en cholécalciférol dans la
phase huileuse, le pourcentage de cholécalciférol dissous dans I'huile a été calculé ainsi que sa
répartition entre I'nuile et le polymerEr¢eur ! Source du renvoi introuvable., pErreur !
Signet non défini). Lorsque des quantités égales d’huile et de polymére sont utilisées, 84,1 +
3,4% du cholécalciférol est retrouvé dans I'huile. Avec les ratios polymere:huile de 1:2 et 1:4,
ces pourcentages augmentent significativement avec 92,0 + 2,5% dans 1’huile pour le ratio 1:2
et 98,8 + 2,9% dans I’huile pour le ratio 1:4. Dans le cas des ratios 2:1 et 3:1, la concentration

et le pourcentage en cholécalciférol dans I’huile sont 1égérement diminués.

Par conséquent, les nanocapsules semblent plus adaptées pour 1’encapsulation de la
vitamine B et ’augmentation de la quantité de I’huile présente un avantage sur le rendement
d’encapsulation ainsi que sur le contrdle de la libération. La formulation NP4 présente des
caractéristiques adéquates pour une application thérapeutique car elle présente le taux
d’encapsulation en cholécalciférol le plus important et le profil de libération prolongée le plus
lent, néanmoins cette formulation présente un limite concernant la taille moyenne des
nanoparticules (280 nm). Une formulation définitive a donc été développée pour obtenir des
particules de 200 nm en diminuant les concentrations en polymere (0,25%) et en huile (1%)
tout en gardant le méme ratio polymeére:huile de 1:4. Cette formulation a ensuite été retenue
pour I’encapsulation du cholécalciférol (cholécalciférol-NP), du calcidiol (calcidiol-NP) et du

calcitriol (calcitriol-NP).

Les trois types de NP (NP de cholécalciférol, calcidiol et calcitriol) présentent une
distribution granulométrique monodisperse (Pdl < 0.1) avec une taille moyenne proche de 200
nm sans différence significative entre les trois. Du faitadifférence d’hydrophobicité entre
les trois molécules, une variabilit¢ de I’efficacité d’encapsulation a été observée : les
calcitriol-NP présentent effectivement une encapsulation légerement plus faible (87,8 £+ 0,6%)
que les cholécalciférol-NP (91,9 £ 0,7%) ou que les calcidiol-NP (93,7 £ OR&eu( !
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Source du renvoi introuvable). Les cinétiques de libération vitro ont été menées selon la
méthode décrite précédemment mais en renouvelant chaque jour le milieu de dissolution pour
maintenir les conditions sink a I’infini. Les profils de libération obtenus présenté&emeur !

Source du renvoi introuvable. montrent une libération continue pendant 7 jours pour les
trois types de NP. Le pourcentage de calcidiol libéré est de 27% apres 24 h et dee¥0% apr
168 h. Pour le calcitriol, 64% ont été libérés apres 24h et 87% apres 96 h. Les Calcitriol-NP
ont un profil de libération trés rapide du fait de la forte solubilité du calcitriol dans le milieu
de dissolution utilisé.

Les études de stabilité des formes encapsulées versus les formes libres des trois
molécules ont été conduit@s vitro dans un milieu de culture cellulaire, plus proche des
conditions physiologiques. Les résultats présentés Eereur! Source du renvoi
introuvable. montrent une dégradation rapide des dérivés de vitamjrsols forme libre.

En revanche, 1’encapsulation permet d’améliorer fortement la stabilité du cholécalciférol et du
calcidiol et plus modérément celle du calcitriol. Sous forme encapsulée, 41,4% du
cholécalciférol et 51,9% du calcidiol sont retrouvés apres 168h. En revanche, bien que la
stabilité du calcitriol soit améliorée grace a I’encapsulation, seulement 79,8% du calcitriol

sont conservés apres 24 h et 18,6% apres 168h.

Les NP de PLA présentent donc de bonnes caractéristiques pour la vectorisation des
métabolites de la vitaminesPuisqu’elles sont capables de bien les encapsuler, de prolonger

leur libération et d’améliorer leur stabilité.

L’activité antiproliférative des calcidiol-NP et calcitriol-NP a été évaluée vitro sur
des cellules de cancer du sein de lignée MCF-7 en testant trois concentrations en principe
actif (10%, 10’ et 10° M) en comparaison & des solutions éthanoliques de calcidiol et
calcitriol (concentration finale d’éthanol dans le milieu de culture de 0,1%). Des NP
formulées sans principe actif (blabh®) ainsi que 1’éthanol (0,1%) ont été utilisés comme
témoins ngatifs. L’évaluation a été réalisée en trois expérimentations séparées par un test
MTT de viabilité cellulaire & 4, 7 et 10 jours aprés le début du traitement. Les résultats sont
exprimés en pourcentage de la densité cellulaire par rapport au témoin correspondant

(Erreur ! Source du renvoi introuvable., pErreur ! Signet non défini.).

Aucun changementignificatif de la viabilité cellulaire n’a ¢été observé sur les cellules
exposees aux blank-NP ou a I'éthanol au cours de I'étude (données non présentées). Les

évaluations au ' jour montrent qu’avec 10° M de calcidiol, libre ou encapsulé, la densité
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cdlulaire a diminué jusqu’a 53% (p <0,01 par rapport aux témoins correspondants) prouvant
I’efficacité antiproliférative du calcidiol. Cet effet reste marqué pour le calcidiol libre pendant

7 jours. Les calcidiol-NP ont permis de diminuer encore la pratitér cellulaire jusqu’a

31% de densité cellulaire ali™ jour et de maintenir cet effet sur les 10 jours de I’étude

(65%, p <0,05). Le calcitriol (libre et encapsulé) présente une activité plus efficace que le
calcidiol puisque une action antiproliférative se produit aux concentrations®dél £ 10’

M. La concentration de 170M en calcitriol permet de maintenir une activité antiproliférative
sur 7 jours. Avec une concentration plus élevée en calcitridINI)Q’action antiproliférative

peut étre observée pendant 10 jours au bout desquels la densité cellulaire est de 28% en
présence de calcitriol libre et de 15% avec les calcitriol-NP. Les nanoparticules permettent
donc de préserver l'activité antiproliférativevitro du calcidiol et du calcitriol sur les cellules
MCF-7. Les calcidiol-NP et les calcitriol-NP exercent une action antiproliférative plus
efficace aprés 7 et 10 jours, en particulier, les calcidiol-NP & une concentratiofi kleoh®

une activité significativement plus forte que le calcidiol libre (p <0,05).

Enfin, une étude d'internalisatiam vitro des NP par les cellules MCF-7 a été réalisée
afin de comprendre le réle des NP dans I'amélioration de l'efficacité antiproliférative des
métabolites de la vitaminesDL’internalisation par les MCF-7 a été évaluée en observant le
devenir des NP fluorescentes a base de Rouge Nile (NR) en microscopie a fluorescence.
Apres 4 jours d’incubation, plus de zones de fluorescence ont été détectées a l'intérieur des
cellules exposées aux NP de Rouge Nile (NR-NP) que dans les cellules exposées au NR libre
(Erreur ! Source du renvoi introuvable., pErreur ! Signet non défini.). En outre, dans le
cas des NP, certains points fluorescents sont restés détectables aprés 7 voire 10 jours. Ces
résultats indiquent que les NP sont capables d’améliorer 1’administration intracellulaire de

I’actif encapsulé.

En conclusion, cette étude a permis de formuler des nanoparticules polyméres pour
I’encapsulation des métabolites actifs de la vitamine D3. Ces NP présentent de tres bons
rendements d’encapsulation, proches de 90%, un profil de libération prolongée sur plusieurs
joursainsi qu’une amélioration de la stabilité des trois molécules encapsulées. L’évaluation in
vitro sur la lignée MCF-7 montre la capacité de ces NP de maintenir les activités
antiprolifératives pendant 10 jours. La vectorisation des métabolites actifs de la vitaymine D
se présente donc comme une nouvelle stratégie d’administration qui surmonte leurs

limitations actuelles dans le traitement du cancer.
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V.3. Etude in vitro de P’activité anticancéreuse des nanoparticules de

vitamine Ds sur un modele de gliome

Aprés 1’obtention des calcidiol-NP et calcitriol-NP, nous avons envisagé de tester
vitro ’activité anticancéreuse de ces NP sur le méme modéle tumoral (gliome) que celui
utilis¢é dans 1’étude d’internalisation in vivo. Pour cela, une étude préliminaire pour la
sélection du modele tumoral a été conduite afin de mettre en évidence la présence des
récepteurs de la vitamine D (VDR) et de ’enzyme la-hydroxylase (CYP27B1) dans les
modeles de gliomes développés par I'unité Inserm U1028 - CNRS UMR5292 avec laquelle
nous avons collaboré. Ensuite un test de prolifération cellulaire a été réalisé sur une culture

cellulaire du modeéle choisi.

Plusieurs modéles de tumeurs de gliomes humains greffés sur des souris
immunodéprimées ont été testés: trois xénogreffes de gliome humain issues de patients (Glio
1, 2 et 3); une xénogreffe de neurosphéres END ; trois xénogreffes des lignées humaines
commerciales (U87, SF767 et CB193). Une analyse Western Blot a été réalisée sur les lyses
des tumeurs issues des xénogreffes. Apres migration des protéines, la révélation a été faite en
utilisant des anticorps primaires contre le VDR (VDR-H-81, Rabbit polyclonal IgG antibody,
Santa Cruz) et la CYP27B1 (CYP27B1-H-90, Rabbit polyclonal IgG antibody, Santa Cruz).
La lyse cellulaire de la lignée SBR-3 et I’extrait tissulaire de rein murin ont été utilisé

comme témoins positifs fournis par Santa Cruz.

Les résultats du Western Blot présentés en Figure 29 montrent la bande a 51kD du VDR
détectée dans les tumeurs Gliol et SF767. La CYP27B1 a été détectée dans toutes les tumeurs
testées sous forme associée a 67kD. Des conditions de réduction plus fortes sont nécessaires
afin de détecter la forme active du CYP27B1 a 56kD. Du fait de la forte présence de VDR

dans la tumeur SF767, cette lignée a été choisie pour la suite de I’étude.
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Figure 29 : Analyse Western Blot des lyses des tumeurs de gliome humain.

Une évaluation de I’action antiproliférative des calcidiol-NP et calcitriol-NP a ensuite
été conduiten vitro sur les cellules de lignée SF767 retenue. Trois concentratiofis1(@0
et 10° M) ont été testées en comparaison aux solutions éthanoliques du calcidiol et du
calcitriol. Des NP formulées sans actif (blakR) et 1’éthanol (0,1%) ont été utilisés comme
témoins négatifs. L’évaluation a été réalisée par un test de viabilité cellulaire (WST-1, Roche
a 3 et 7 jours apres le début du traitement. Les résultats sont exprimés en pourcentage de

densité cellulaire par rapport au témoin correspondant.

Les résultats présentés en Figure 30 montrent un effet prolifératif inattendu du calcidiol
et du calcitriol. En effet, les évaluations aprés trois jours d’incubation montrent une
augmentation de la densité cellulaire (jusqu’a 300%) lorsque les cellules ont été traitées avec
le calcidiol libre et le calcitriol libre et encapsulé. Cet effet est moins margeg agours du
fait de la prolifération des cellules témoins. Malgré la présence de VDR dans les cellules
SF767, ces cellules présentent une réponse inexpliquée a la vitagniDé&aidres éléments
impliqués dans 1’action antiproliférative de la vitamine D3 semblent altérés dans cette lignée
favorisant la prolifération cellulaire. Il aurait donc été nécessaire d’approfondir la
caractérisation des cellules de gliome et de tester d’autres conditions de culture avant de tester

I’action de la vitamine Ds.
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Figure 30 : Evaluation in vitro des activités antiprolifératives du calcidiol/calcitriol sur
la lignée SF767 de gliome humain.
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V.4.1. Abstract

PurposeCalcitriol (1,25-dihydroxyvitamin B), the active metabolite of vitamingDis a
potential anticancer agent but with high risk of hypercalcemia which limits the achievement
of effective serum concentrations. Thus, calcitriol targeting delivery by nanoparticles may

present a good solution.

Methods Vitamin D; active metabolites were encapsulated into polymeric nanopatrticles
and different formulation parameters were tested. The growth inhibitory efficiency of these
nanoparticles was carried antvitro on human breast adenocarcinoma cells (MCF-7).

ResultsUsing cholecalciferol (the inactive metabolite), different polymer and oil ratios
were compared to select nanoparticles presenting high encapsulation efficiency and sustained
release profile. Calcidiol/calcitriol loaded nanoparticles had good encapsulation efficiencies
(around 90%) associated with sustained releases over 7 days and enhanced stability.
Moreover, loaded nanoparticles showed similar growth inhibition to non-encapsulated
metabolites of vitamin Pon day 4 and higher activities on days 7 and 10 after treatment

initiation.

Conclusion The nano-encapsulation of vitaminy Bctive metabolites may offer a new
and potentially effective strategy for vitamin-Based chemotherapy overcoming its actual

limitations. The targeting delivery of vitamingnetabolites should be encouraged.

Key words

Biodegradable polymeric nanopatrticles, vitamig fdmor, MCF-7 cell line, drug delivery

Cet article n’est pas disponible dans la version en ligne, merci d’utiliser le lien suivant pour le
consulter http:/link.springer.com/article/10.1007%2Fs11095-012-0949-4
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L’objectif de ce travail de recherche était de mettre au point des nanoparticules
polyméres capables de cibler les macrophages infiltrés estsrleurs et de libéren situun
principe actif encapsulé au sein de ces NP. Les NP pourraient ainsi modifier les fonctions des
macrophages ou encore pettre l’utilisation des macrophages comme un réservoir de
principe actif anticancéreux. Avant de discuter les résultats obtenus au cours de cette théese,

nous abordrons les points permettant de définir le périmetreeteavail.

Les macrophages présentent une cible thérapeutique intéressante dans le traitement de
différentes maladies commegbpathologies auto-immunes, infectieuses ou le cancer (1). Du
fait leur propriété phagocytaire, les macrophages sont potentielleapabtes d’internaliser
les nanovecteurde plus, 1’élimination des nanovecteurs par les macrophages du systéme
réticuloendothélial apres une administration systémique est bien décritdDdad¥ la
littérature, différentes approches pour le agd des macrophages pdes systémes
d’encapsulation nanoparticulaire ont été envisagées en vd®pplications thérapeutiques et
diagnostiques variabled_e ciblage passif des macrophages par les nanovecteurs non
modifiées en surface représente un moyen simple et efficace. Néanmoins, afin de restreindre
I’action des nanovecteurs a une population spécifique de macrophages, hors du systeme
réticuloendothélial, 1’administration locale de nanovecteurs, ciblant passivement les

macrophages, est une approche envisageable (3,4).

Il a été démontré que les macrophages représentaient la population immunitaire la plus
présente dans les tumeurs malignes, ils sont connus sous le terme « Tumor Associated
Macrophages » (TAM). Ces macrophages jouent un rdle majeur sur la progression,
I’angiogenése et I’invasion de plusieurs types de tumeurs. La présence de ces TAM est
généralement signé€’un mauvais pronostic (5). De nombreuses études ont été conduites en
développant des stratégies anticancéreuses visant les TAM et leurs fonctions. Cependant,
I’application clinique de ces stratégies est confrontée a un probléme pratique concernant le
mode d’administration afin de ne viser que les TAM at’éviter les macrophages des tissus
sains (6). Par conséquent, la vectorisation ciblant les TAM offre de nouvelles possibilités
thérapeutiques. Le ciblage des macrophages infiltrés dans la tumeur (hors du systeme

foie/rate) est peu décrit dans les littératures et émerge comme une approche intéressante.
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Pour ciblerles TAM, nous avons choisi I’injection intratumorale (IT) comme voie
d’administration des NP. L’injection intratumorale apparait comme une meéthode efficace
pour la chimiothérapie et 'immunothérapie permettamtadr une concentration idéale dans
la tumeur et de limiter les effets secondaires systémiques. Plusieurs investigations ont porté
sur I’évaluation des administrations par voie IT mais elle n‘a pas été établie comme une voie
d’administration alternative a celles utilisées en clinique. En effet, en pratique cette voie
demeure invasivé’élimination du principe actif administré est rapide et le développement de
toxicité dans les tissus entourant le site d'injection a été décrit (7). Tout&fgéstion IT
émerge comme une voiadministration des différents systemes nanoparticulaires comme
les nanoparticules polymeré-10), les liposomes (11) et les nanoparticules minérales (12).
L’association entre 1I’administration IT et les systemes vectorisés présente des avantages
thérapeutiques notamment sur la biodistribution du principe actif vectorisé (libération
contrdée, élimination moins rapide, réduction des effets toxiques...). Toutefois, parmi ces

¢tudes, I’internalisation des nanoparticules par les TAM ainsi que I’implication des TAM

dans I’administration IT ne sont pas bien élucidés.

Aprés une administration locale, les NP doivent étre reconnues et internalisées par les
macrophagesrapidement afin d’assurer un bon ciblage. L’opsonisation sSuivie de la
phagocytose semblent constituer le mécanisme impliqué pouNReson-modifiées en
surface. Plusieurs études dans la littérature citées en Chapitrepdroiid d’identifier les
paramétres favorisant 1’opsonisation et la phagocytose des particules tels qu’une surface
hydrophobe, une charge de surface non-neutre (négative ou positive), une forme sphérique et
une taille grande (13P’apres ces critéres, les NP polyméres a base des polyesters, formulées
sans modification de surface, sont de bons candidats du fait de leur surface hydrophobe
chargée (14)L’augmentation de la taille (> 500 nn) des NP favorise I’opsonisation mais
avec une limite concernant la distribution des &lRsite d’injection. Cependant, une petite
taille (< 150 nm) nm semble favorable pour assurer une bonne diffusion des NP dans la
tumeur (15). Pour cela, nous avons choisi de préparer des NP de taille moyenne proche de 200
nm assurant I’internalisation et la diffusion des NP au site d’injection mais aussi une taille

permettant la stérilisation des NP par filtration.

Une fois phagocytées, les NP se retrouvent dans les phagolysosomes des macrophages
et commencent a lfiper ’actif encapsulé in situ. Du fait de la longue durée de vie des
macrophages (1 a 3 mois) ainsi que la plasticité de leur phénotype, de leur activation et de

leur profil de sécrétion en réponse au microenvironnement (16), le développement de NP
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ciblant les macrophages doit prendre en considération la persistance des particules au sein des
macrophages en vue du maintien tdetlvité visée. La biodégradabilité des NP est aussi un
parametre important pour évites kffets toxiques causés par I’accumulation des NP. Les NP

a base de polyesters (ex : PCL, PLA, PLGA) peuvent assurer une dégradation intracellulaire
lente, une libération prolongée dactif encapsulé et donc une activité maintenue sur les
macrophages sans produire de composants de dégradation toxiques (17). La dégradation des
particules de polyester s’accélére aprés ’internalisation en raison de 1’acidité et I’activité
enzymatique des phagolysosomes. Des études sur la dégradation des microspheres de PLGA
ont montré une dégradation compléte aprés 7 jours (18). Pour ces travaux de thése nous avons
donc sélectionné les polymeres PCL et PLA se dégradant moins vite que le PLGA (17) afin
de viser un maintien d’activité jusqu’a 7 jours aprés 1’administration. Les deux polymeres

sontapprouvés par la FDA pour I’utilisation pharmaceutique

Trois types de molécules ont été encapsulés au cours de nos travaux de recherche : le
Rouge Nile (NR) comme marqueur fluorescent, 1’acide touttransrétinoique (atRA) comme
modulateur des fonctions macrophagiques et les dérivés de la vitamip®uD leurs
propriétés anticancérewsse Du fait leur caractéere hydrophobe, la technique de
nanoprécipitation « déplacement de solvant » semble bien addpgiédisation de la
nanoprécipitation dans la préparation des NP a base des polyméres biodégradables type
polyesters est largement documentée. Cette technique pétenetpsulation d’actif
hydrophobe avec un rendemedtencapsulation €levé. Le taille des NP obtenues est
généralement réguliere et varie entre 100 et 500 nm en fonction des concentrations des
différents composants et peut étre ajustée aux environs de 200 nm. Cette technique est connue
pour sa simplicité, sa rapidité ainsi que pour sa plessiinsposition a I'échelle industrielle
(14).

Par conséquent, 1’objectif de ce travail était de formuler des NP a base de polymeres
biodégradables comme la PCL et le PLA. Les NP présentent une distribution granul@métriqu
monodisperse avec une taille moyenne proche de 200 nm. Les NP doivent étre capables de
prolonger la libération et’améliorer la stabilité du principe actif encapsulé. Ces NP, ciblant
les TAM passivement aprés une administration intratulmorzermettraient de controler
I’action de I’actif encapsulé@t doncde maintenir I’activité modulatrice de 1’acide tout-trans

rétinoique oule prolonger I’action anticancéreuse des dérivés de la vitamine D3.
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Développement deaanoparticules d’acide rétinoique

L’acide tout-transrétinoique (forme active de la vitamine A) est notamment utilisé dans
la prise en charge de leucémies aigués promyeélocytaires sous forme orale ou dans le
traitement de troubles cutanés en application topiguénstabilit¢, la tres faible
hydrosolubilité, la mauvaise biodisponibilité et les effets secondairesat®A Isont les
principales limitesa son utilisation thérapeutique. Cette molécule se présente donc comme un
candidat d’intérét a la vectorisation (19). Les travaux @ncapsulation de I'atRA décrits dans
la littérature présentent son encapsulation comme un miby@iliorer sa stabilité chimique,
sa solubilité voire son efficacité et de limiter sa toxicité. Les tradatncapsulation d’atRA
sont généralement focalisés sudéveloppement d’une forme injectable plus efficace pour le
traitement de cancers ou dtamélioration de son application cutanée. Toutefois, latRA est
aussi capable de moduler les fonctions des cellules immunitaires mais la vectorisation de
I’atRA comme agent immunomodulateur est trés peu documentée dans la littérafurgRA
présente une influence sur les macrophages et les cellules dendritiques présents dans les
tumeurs.Il a ét¢ montré que 1I’atRA pouvait inhiber la sécrétion des factedrangiogenése
par les TAM (20)De plus, I’atRA entre en jeu dans le mécanisme de migration des cellules
dendritiques du site tumoral vers les ganglions lymphatiques, favorisant la présentation
d’antigénes et I’initiation d’une réponse immunitaire contre la tumeur (21). La vectorisation
de I’atRA pourrait donc présenter un intérét majeur dans la modulation des fonctions

macrophagiques au sein des TAM.

Au cours de nos travaux de recherche, une étude de préformulation dedoNtP
d’abord été envisagée afin de déterminer les parametres de formulation permettant d’avoir des
NP monodisperse avec une taille moyenne proche de 200 nm. Plusieurs lots de NP ont été
préparés sous forme de nanosphéres (NS) et de nanocapsutesr huileux (NC).
Différentes concentrations des composants (polymére, huile, tensioactif) ont été étudiées afin
de déterminer leur influence sur la taille des NP. Le poids moléculaire et la concentration du
polymere ont une influence significative sur la taille des NS et des NC et la taille la plus petite
est obtenue avec le polymére de plus faible poids moléculaire a faible concentrasion. Ce
observations sont en accord avecrésultats d’études similaires décrites dans la littérature
comme celles portant sur la formulation de NP de PCL encapsulant la spironolactone (22) ou
encore la primidone (23Tette augmentation de la taille des NP est liée a I’augmentation de
la viscosité de la phase organique lorsque le poids moléculaire ou la concentration du
polymére sont plus importantes. Cette étude de préformulation a permis de fixer les
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concentrations des différents excipients entrant dans la formulation : 0,5% de polymére (PCL
14000 ou PLA 20000), 0,75% d’huile dans les NC (Miglyol®829) et 0,05% de tensioactif
(Montanox’80).

Durant s essais préliminairesl’encapsulation de 1’atRA, la stabilit¢ de 1’atRA
notamment son isomérisation pendant et aprés 1’encapsulation a ¢été étudiée. Nous avons
constaté que la température est plutét une source de dégradation du RA et que la lumiére est
essentiellement responsable des phénoménes d’isomérisation. Nos observations sont en
accord avec certains résultats de la bibliographie décrits dans le Chapitre Il, notamment sur
les études de stabilité des préparatidermatologiques d’atRA (24). Brisaertet al. ont
montré que les liposomes n’étaient capables de protéger 1’atRA qu’en présence d’un
antioxydant et que I’atRA encapsulé se dégradait néanmoins rapidement au cours des études
de photostabilité accélérées (25). Ourigtieal. ont préparé des nanoparticules capables de
doubler la photostabilit¢é de 1’atRA par rapport a la forme libre (26). Des observations
similaires ont été obtenueseca des niosomes d’atRA (27). Parmi ces études la dégradation et
I’isomérisation n’ont pas été différenciées et dans les autres travaux d’encapsulation de
I’atRA les résultats sont exprimés en valeur totale de I’acide rétinoique. La limite de 10%
d’isomérisation a doncété sélectionnée comme critére d’acceptabilité de la stabilité de I’atRA
pour notre étude. Dans la suitéisomérisation n’est plus discutée et les résultats sont

exprimés en valeur totale de 1’acide rétinoique (RA).

Ensuite, ’encapsulation du RA a été effectuée en utilisant deux polymeéres (RCL
PLA). A partir de ces deux polymeres, ont été formulées soit des NS (RA dispersé dans la
matrice polymere) soit des NC (RA dissous dans un cceur huileux protégé par une enveloppe
polymeére). L’huile retenue pour la formation des NC est un caprylic/capric/succinic
triglycéride, le Miglyof 829 car elle perméa solubilisation du RA, elle est compatible avec
une administration parentérale et permet une bonne séparation des NC de la phase dispersante
aqueuse par centrifugation. Les quatre formules obtenues (NS, NC de PCL et NS, NC de
PLA) sont toutes chargées négativement avec un potentiel z&ta variant entre -10 et -29 mV et
présentent une distribution granulométrique monodisperse avec un diametre moyen variant
entre 150 et 230 nnl.’efficacité d’encapsulation en RA est nettement supérieure avec les
nanocapsules qu’avec les nanosphéres. Cela s’explique par la présence doeur huileux des
NC qui augmente la quantité du RA dissous donc améliore son encapsulation (28). Donc les
PCL-NC et PLANC (formulations E2 et E4) ont été retenues pour la gait&tude.
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Les cinétiques de libératian vitro du RA a partir des PCNC et PLANC ont été
déterminées par la méthode de membrane de dialyse dans un milieu de PBS:éthanol (8:2)
assurant les conditions Sink. Une solution éthanolique de RA a été utilisée pour estimer le
temps de diffusion du RA a travers la membrane de dialyse. La totalité du RA en solution a
diffusé a travers la membrane en 9 heures environ. Le profil de libération dip&Arales
NC se compose de deux phases : une premiere, relativement rapide avec 50% de principe actif
libéré apres 24h, puis une phase plus lente aboutissant a la libération de 80% de RA aprés 4
jours et sans poursuite de la libération entre 4 et 7 jours. Aucune différence significative
été observée entre les profils des PCL-NC (E2) et RICA{E4). La premiére phase de
libération plus rapide peut étre en partie due au RA non-encapsdtéur des particules
mais adsorbé a la surface des NC (20% libéré en 6h). De plus, la libération incompléte apres 7
jours est due au fait que le polymerest que partiellement dégradé, en effet son érosion est
un phénomeéne long nécessitant plus de 7 jours pour étre totale. Le profil de libération obtenu
ici est proche de certains décrits dans la littérature notamment de celui reporté paetSimon
al. pour des NP de PLGA ou 70% du RAté libéré aprés 48 h, puis une étape de libération
lente pendant 8 jours intervient (29). En revanche, le profil obtenu semble rapide camparé
d’autres études montrant une libération prolongée du RA jusqu’a 15 jours pour des NP
formulées avec des copolymeres PEG/PCL ou PEG/PLA mais dans ces études les conditions

sink n’étaient pas respectées (30,31).

Plusieurs travaux d’encapsulation du RA ont montré I’amélioration de la photostabilité
de ce dernier grace a I’encapsulation en comparaison a une solution alcoolique du RA (19).
Nous avons cherché a étudier la stabilité du RA encapsulé dans des conditions similaires a
I’environnement physiologique. Pour cela, une étude de stabilité duifAitro, dans le
milieu de culture cellulaire utilisé par la suite pour les études de phagocytose, a été effectuée
sur les PCL-NC et PLA-NC. Cette étude a montré que les NC amélioraient fortement la
stabilité du RA. Apres 7 jours, 66% du RA encapsulé dans les PCL-NC et 50% de celui
encapsulé dans les PLA-NC sont resté stables. En revanche seulement 6% du RA en solution
a été retrouvé apres 7 jours. Donc l'encapsulation du RA améliore considérablement sa
stabilité dans les conditions de culture cellulaire, donnant la possibilité aux NC de maintenir
les effets du RA sur les macrophages sur une longue période. Néanmoins, les PCL-NC étaient
plus stables que les PLA-NC probablement a cause du caractére plus hydrophdt@ det la

de sa dégradation plus lente (17).
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Les deux types de NC présentent de bonnes caractéristiques pour la vectorisation du RA
puisqu’elles sont capables de prolonger sa libération et d’améliorer sa stabilité. Elles sont
donc potentiellement adaptées a une application thérapeutique sur les TAM. Les PLA-NC ont
finalement été retenues pour la suite de 1’étude car elles présentent la meilleure efficacité
d’encapsulation (90%) et une distribution de taille plus étroite avec un diametre moyen

inférieur a 200 nm.

Enfin, la capacité des nanocapsules de PLA chargées en acide rétinoique (RA-NC) de
moduler les fonctions des macrophagewitro a été étudiée par RT2-PCR cytokines array
afin de déterminer quelles sont les cytokines dont la régulation des génes peut étre affectée
par la présence des RA-NC. Les résultats ont montré que la protéine morphogénétique
osseuse 2 (BMP-2) été surexprimée dans les macrophages traités avec RA-NC. LasBMP-2 e
un membre de la superfamille des facteurs de croissance de transfofin@i@r) et joue
un réle important dans l'activité pro-apoptotique de rétinoides dans les tumeurs notamment les
médulloblastomes (32). Il pedonc étre envisagé qu’apres injection intratumorale d&A-
NC, ces NC seront phagocgtepar les TAM et la libération intracellulaire de RA pourrait
activerla sécrétion de BMP-2 et permettre l'induction de lI'apoptose des cellules tumorales.
Ces résultats opiermis de démontrer que le RA reste actif aprés 1’encapsulation et capable de
moduler certaines fonctions des macrophages. Des études complémentaires pourraient donc
s’avérer trés intéressante afin de mettre en évidencé’autres effets des RA-NC sur les
macrophages notamment démsnicroenvironnement tumoral. De plus, le RA agit comme un
agent anticancéreux sur différentes tumeurs telles que les gliomes, les médulloblastomes, etc.
(33). Nous pouvons donc également suggéramudre les effets immunomodulateurs exercés
sur les TAM, le RA encapsulé peut se libérer dans I'environnement tumoral a partir des TAM
et exercer des effets anticancéreli¥internalisation des RA-NC par les TAM permettrait de

prolonger ces effets anticancéreux.

Etude de I’internalisation des nanoparticules par les macrophages

Pour suivre I’internalisation des PLA-NC par les macrophages vitro et in vivo, un
marqueur fluorescent, le Rouge Nile (NR) a été utiliséte étude d’internalisation a été
réalisée sur les PLA-NC contenant le Rouge Nile (NR-NC) comparativement a un contréle de
PLA-NC non fluorescentes (blank-NC). Les deux type de NC présentent des caractéristiques
similaires aux NC contenant 1’acide rétinoique, les résultats obtenus au cours de cette étude

seront donc transposables aux RA-NC.
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L’étude d’internalisation in vitro a été conduite sur des macrophages générés a partir de
moelle osseuse de souris (BMM). Les BMM ont été incubées avec les NR-NC ou les blank-
NC pendant 24h. La période de 24h d'incubation était nécessaire pour obtenir une
internalisation maximale comme mentionné par Kanataal. dans une étude similaire de
phagocytose de nanoparticules de PLA (34). Les observations microscopiques confirment
I’internalisation et la persistance des NC au sein des BMM pendant 7 jours. Nous avons émis
I’hypothése que la surface hydrophobe des PLAC favorisait 1’adsorption des protéines
sériques présentes dans le milieu de culture et donc renforcait la phagocytose des NC par les
macrophages (4).’observation de la fluorescence a I’intérieur des macrophages aprés 7 jours
indique la capacité qu’ont les NC de protéger et prolonger la libération de I’actif encapsulé et

donc de résister a la dégradation par les enzymes intracellulaires

De plus, les mesures de cytométrie en flux ont confirmé les observations
microscopiques et ont permis de quantifier a la fois l'intensité de la fluorescence et la
granularit¢ des BMM. Les macrophages traités avec les NR-NC avaient une intensité de
fluorescence 4 fois supérieure a celle des macrophages contréles a 24h et cette inteihsité resta
élevée pendant 7 jours. De plus, un changement de granularité a été mis en évidence pour les
macrophages traités avec les NR-NC et les blank-NC en mesurant la diffusion de la lumiére
incidente (side scattering channegSQ). Cette augmentation de granularité relative est
maintenue sur la période de 7 jours indiquant que, suite a la phagocytose, les NC ne sont pas
entiérement dégradées aprés 7 jours et restent a I’intérieur des macrophages. Des observations
similaires de changement de la granularité cellulaire ont été décrites précédemmengpar Xia
al. (35) qui ont étudié l'internalisation des nanoparticules magnétiques par des carcinomes
hépatocellulaires, ou encore par Coestedl. (36) avec des NP de gélatine internalisées par
des cellules dendritiques. Kanchanal. ont aussi observé I'élargissement de la taille des
cellules aprés incubation de macrophages murins (lignée J774) avec des nanoparticules de
PLA (34).

Dans I’objectif de cibler les TAM par les NP, une étude de I’internalisation in vivo est
nécessaire afin de confirmer le concegplobserver le devenir des NP aprés injection
intratumorale et d’illustrer la capacité des NP a cibler les TAM. Nous avons choisi de réaliser
cette étude sur un modeéle de xénogreffe de gliome humain implanté chez des souris
immunodéprimées (souris nude) (37). Le modele de gliome a été retenu pour plusieurs
raisons: i) car il s’agit d’une tumeur primitive cérébrale trés fréquente et tres agressive, ii) de

plus, l'infiltration des gliomesgar les macrophages a fait 1’objet de nombreuses études et est
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bien décrite dans la littérature(38), iii) enfin, il a été prouvé que les TAM conservent leur
capacité de phagocytose dans les gliomes (39). Les coupes de tumeurs prélevées ont été
marquées par deanticorps d’Ibal, une protéine de liaison au calcium, exprimée

sélectivement par les macrophages (40).

48 heures apres I’injection intratumorale des NR-NC, nous avons constaté que les NR-
NC été effectivement phagocytées par les macrophages infiltrés, mais pas par les cellules de
gliome. De plus, des NC ont été retrouvées loin du site d’injection indiquant la diffusion des
NC dans le tissu tumoral. Ces résultats sont en accord avec ceux décrits par Aizaldeh

pour des nanoparticules de cyclodextrines injectées dans des souris porteuses de gliomes (10).

Les résultats de 1’étude d’internalisation in vivo montrent 1’avantage des nanoparticules
polyméres non modifiées en surface pour I’administration intratumorale. Contrairement a
I’injection de principe actif libre ou encapsulé dans des NP furtives (non-phagocyté par les
TAM), I’internalisation par les macrophages infiltrés va permettre la conservation des NP
(non modifiées en surface) dans la tumeur et limiter leur diffusion dans la circulation et donc
leurs effets secondaires systémiques. De plus, du fait que ces NP soient capables de contrdler
la libération et de stabiliser P’actif encapsulé, une activit¢ spécifique et prolongée sur la
tumeur peut étre supposée. Pour approfondir cet aspect, des études complémentaires sont
nécessaires afin d’étudier la biodistribution des NP administrées et d’estimer la durée de vie
de ces NP dans les TAM apres I’injection intratumorale. De plus, les TAM présentent une
variabilité dans leur phénotype ainsi que dans leur fonction selon leur localisation dans la
tumeur (41). Il serait donc intéressant de rechercher quelles sous-populations sont ciblées par

les NP en utilisant différents marqueurs spécifiques.

Par conséquent, nos résultats indiquent que les nanoparticules de PLA sont des vecteurs
adaptés pour I'administration de principe actif au niveau des macrophages et le contrdle de
leurs effets sur ces macrophages. Ces nanoparticules, par une injection intratumorale,
présentent une approche prometteuse pour cibler les TAM et permettre le développement d'un

traitement anti-tumoral basé sur la modulation des fonctions des TAM.
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Vectorisation des métabolites actifs de la vitamine P

Au cours de ce travail de thése, une deuxiéme application thérapeutique des
nanoparticules de PLA a été envisagée en encapsulant les métabolites actifs de la vitamine D
Les NP de PLA, par leur capacité de cibler les TAdésentent aussi la possibilité d’une
vectorisation ciblée d’un agent anticancéreux. Ces TAM apres capture des NP peuvent servir
de réservoir du principe actif encapsulé comme une sorte de « vecteurs de vedtaurs ».
libération extracellulaire de I’actif encapsulé dans les NP, internalisées par les macrophages, a
été déja démontréim vitro par Douet al(42). Somaet al. (43) ont aussi montrén vitro
l'efficacité anti-cancéreuse de NP de doxorubicine apreés l'internalisation par des macrophages.
En effet, aprés une libération intracellulaire a partir des NP, I’agent anticancéreux encapsulé

pourrait sortir des TAM vers le tissu tumoral et exercer son action sur les cellules tumorales.

Comme décrit dans le Chapitre lll, les propriétés anticancéreuses du calcitriol (forme
active de la vitamine §) ont été bien étudiées mais les résultats des essais cliniques sont peu
concluants. Plusieurs études sur différents modéles tumoraux de leucémie, mélanome, cancer
de la prostate, cancer du sein ou de carcinome épidermoide, ont montré une activité
anticancéreuse du calcitriol pafinhibition de la prolifération et I’induction de la
différentiation cellulaires (44) Ces études soulignaient notamment que 1’activité
anticancéreuse du calcitriol apparaissait a une concentration supraphysiologicieM>10
présentant un risque important’hgpercalcémie chez I’Homme (44). La survenue
d’hypercalcémies secondaires lors d’une administration systémique limite la dose de calcitriol
utilisée et donc restreint considérablemEgefficacité du traitement (45). Nous avons émis
I’hypothese que la vectorisation du calcitriol sous forme d’un systéme nanoparticulaire ciblant
les TAM, pouvait permettre I’administration d’une dose efficace concentrée au niveau

tumoral et diminuant ainsi les risques d’hypercalcémie secondaire.

Récemment, de nombreuses études ont porté sur 1’évaluation du potentiel anticancéreux
du calcidiol, autre dérivé de la vitaming, Boit directement soit via la formation de calcitriol.
Le calcidiol est le métabolite de la vitaming IB plus présent dans le sang &%0 nmol/L),
il ne possedepas d’activité directe sur 1’homéostasie calcique et peut étre converti en
calcitriol dans les tissus sous I’action de lal a-hydroxylase extrarénale. Il a été morntré&itro
qu’une concentration importante en calcidiol (500 a 1000 nM) était capable d’inhiber la
prolifération de cellules de cancer de la prostate (46). De plus, plusieurs études ont confirmé

I’expression de la la-hydroxylase dans les macrophages. La présence teHhgdroxylase
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dans les TAM reste a étudier mais certains travaux ont montré une augmentation excessive de
son activité dans des modeéles tumoraux de lymphome B ou de dysgerminome (47). La
vectorisation du calcidiol en ciblant les TAM s’avére intéressante afin de maintenir une
concentration élevée au niveau tumoral et de bénéficier de I’activité la-hydroxylase

macrophagique.

Pour le développement des nanoparticules encapsulant le calcitriol et le calcidiol, des
¢tudes de préformulation ont tout d’abord été menées afin d’identifier les paramétres de
formulation clefs. Au cours de cette étape le cholécalciférol, a été encapsulé en réalisant six
formulations de nanoparticules (NP 1 a 6) avec un ratio polymere:huile variable (1:0, 1:1, 1:2,
1:4, 2:1 et 3:1). Les NP obtenues différent entre elles par leur diamétre moyen (entre 170 et
280 nm), I’efficacité d’encapsulation (entre 70% et 97%) ainsi que le profil de libération du
cholécalciférol. Les nanocapsules (NP 2 a 6) semblent plus adaptées que les nanospheres
(NP1) en raison de la présence du cceur huileux qui permet de solubiliser le cholécalciférol et
d’améliorer ainsi son encapsulation (28). La formulation NP4 (ratio polymére:huile de 1:4)
présente 1’efficacité d’encapsulation la plus élevée ainsi qu’un profil de libération prolongée
sur plusieurs jours. Cette étude a pu montrer Juementation de la quantité d’huile
améliorel’efficacité d’encapsulation en cholécalciférol et prolonge sa libération. En revanche,
la concentratiorn polymeére n’a pas d’effet significatif sur 1’encapsulation ou la libération du

cholécalciférol.

Les profils de libération de ces NP, évaligwitro par la méthode de centrifugation,
peuvent étre divisés en trois phases. La libération initiale durant la premiere heure est
relativement rapide. Elle consiste en la libération du cholécalciférol probablement adsorbé a la
surface des NP. La phase de libération contrdlée au cours des 23 heures suivantes peut étre
attribuée a la diffusion de cholécalciférol depuis le cceur des NP vers le milieu de libération.

Ensuite, un équilibre de diffusion du cholécalciférol entre les NP et le milieu de dissolution a

lieu provoquant une libération lente entre 24 h et 168 h. Cet équilibre est le résultat de la
partition du cholécalciférol entre le systeme colloidal (NP) et la phase aqueuse externe (milieu
de dissolution) comme discuté par Washington et al. (48).

Les différences entre les profils de libération pour les six formulations étudiées peuvent
étre discutée sachant qu’elles ont été diluées dans le méme milieu de dissolution afin
d’obtenir une concentration finale de cholécalciférol constante de 4 pg/mL. La diminution de

la libération initiale observée en incorporant plus d’huile dans la formulation (de 25,9% pour
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NP2 a 10,3% pour NP4) reflete la réduction du cholécalciférol adsorbé a la surface des NP
qui est une conséquence de l'augmentation de la quantité de cholécalciférol emprisonné dans
le ceeur huileux des nanoparticules et donc de l'efficacité de l'encapsulation. Inversement,

I’ajout de plus de polymere dans la formulation (NP5 et NP6) augmente 1'épaisseur de la

coque des NP sans effet $lahcapsulation du cholécalciférol ou sur sa libération. De plus, la

quantité libérée au cours de la phase de libération controlée (pendant les 23 heures suivantes)
diminue également lorsque la quantité d’huile augmente : pour les NP2, NP3 et NP4 environ

12%, 9% et 6% sont respectivement libérés. Dans ce cas, lors d’une progression de NP2 vers

NP4, [I'équilibre de diffusion est atteint pour des concentrations décroissantes de
cholécalciférol dans le milieu de libération. En augmentant la quantité d’huile dans la
formulation, la concentration en cholécalciférol au sein du cceur huileux des NP diminue et

donc la partition du cholécalciférol entre les NP et le milieu de libération est en faveur des
NP. Ces observations sont en accord avec les résultats d’études décrites dans la littérature
concernant la libération d’un principe actif en fonction de sa partition entre les NP et le milieu

de libération comme celles de Calebal. pour l'indométacine (49) ou encore par Teixeira

al. pour le 3-methoxyxanthone (50). Ces conclusions sont aussi en accord avec les résultats de
notre étude de répartition du cholécalciférol a l'intérieur de NP. Lorsque le polymere et I'huile
sont séparés en évaporant l'acétone, environ 84% du cholécalciférol est retrouvé dans la phase
huileuse pour un ratio polymére:huile de 1:1. Dans le cas des ratios polymére:huile de 1:2 et
1:4, ce pourcentage est augmenté mais la concentration en cholécalciférol dans la phase

huileuse diminue du fait de la plus forte proporiidhuile.

Ces étapes d'optimisation de la formulation des NP ont permis de sélectionner la
formulation NP4 pour la poursuite des études. Toutefois, afin d’obtenir une distribution
granulométrique adaptée et maitrisée des NP (diamétre moyen ~ 200 nm) celles-ci ont été
préparées en se basant sur les proportions de la formule NP4 mais dans des conditions diluées.
Avec cette formulation définitive (cholécalciférol-NP), une augmentation de la libération
initiale du cholécalciférol a été observée par rapport a I’ancienne formulation NP4 (20% vs
10%). Cette différence peut étre due a l'augmentation de la surface spécifique des NP lorsqu
leur taille diminue et donc & une présence plus importante d’actif en surface des NP. Cette
formulation a ensuite été appliquéel’ancapsulation du calcidiol ou du calcitriol. Une
différence d’efficacité d’encapsulation a été observée selon la molécule encapsulée, celle-Ci
est effectivement Iégerement plus faible pour le calcitriol. Les cinétiques de libération ont été

conduitesn vitro selon la méme méthode que lors de I’étape de préformulation mais avec un
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renouvellement quotidien du milieu de dissolution pour maintenir des conditions sink infinies

et éviter d’atteindre 1’équilibre de diffusion observé précédemment. Les cinétiques de
libération obtenues dans le cas des trois dérivés présentent des profils de libération prolongée
sur 7 jours. Apres 7 jours la libération des principes actifs encapsulés est presque totale
environ 80% du cholécalciférol et du calcidiol sont libérés et ce pourcentage atteint 90% pour
le calcitriol, ce dernier présentant une solubilité plus importante dans le milieu de dissolution.
De plus, ’encapsulation des métabolites de la vitamine D3 améliorent leur stabilité dans les
conditions de culture cellulairées calculs théoriques de 1’hydrosolubilité et des coefficients

de partage octanol/eau (LogP) via ALOPGS (51) permettent de classer les trois molécules en
fonction de leur hydrophobicité comme suit : cholécalciférol > calcidiol > calcitriol. Par
conséquent, il n'‘est pas surprenant que les calcitriol-NP aient une efficacité d'encapsulation
plus modérée (87,8%) et un profil de libération plus rapide (64% libéré en 24h) que les deux
autres types de NP. Les nanoparticules de PLA présentent donc de bonnes caractéristiques
pour la vectorisation des métabolites de la vitamig@uksqu’elles sont capables de bien les
encapsuler, de prolonger lelibération et d’améliorer leur stabilité. Toutefois des études
d’optimisation de la formulation des calcitriol-NP pourront étre conduites afin d’obtenir des

profils de libération plus prolongée et de diminuer la libération importante du calcitriol au

cours des premiéeres 24h.

Pour la suite des travaux expérimentaux, 1’activité anticancéreuse des calcidiol-NP et
calcitriol-NP a été étudiém vitro sur un modele de gliome (modéle utilisé précédemment
pour I’¢tude de I’internalisation in vivg). Aprés une étude de sélection des lignées tumorales
basée sur I’expression des récepteurs a la vitamine D (VDR) et la présence d’une activité la-
hydroxylase la lignée cellulaire SF767 a été retenue pour les essais d’efficacité. Le test de
viabilité cellulaire realisé en traitant les cellules SF767 par du calcidiol ou du calcitriol sous
formes libre et encapsulée n’a pas permis de mettre en évidence une action antiproliférative
de ces métabolites mais a contrario un effet prolifératif inattendu a été observé. Malgré la
présence des récepteurs VDR dans les cellules SF767, ces cellules présentaient une résistance
au calcitriol. En effet, de nombreuses travaux décrits dans la littérature fodtuétagrande
variabilité de la réponse des cellules de gliome au calcitriol [&2plus, d’autres éléments
impliqués dans 1’action antiproliférative de la vitamine D3 peuvent étre altérés dans cette
lignée. Compteenu de ces résultats, il apparait donc difficile de conclure sur I’intérét du
calcitriol dans le traitement du gliome et donc d’autant plus de I’intérét du développement

d’une forme vectorisée de calcitriol pour cette application.
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Le cancer du sein, notamment la lignée de cellules d'adénocarcinome mammaire
humain (MCF7) se présentait comme un mode¢le alternatif intéressant pour étudier 1’activité
anticancéreuse des métabolites de la vitamigenBapsuléd.e cancer du sein, cancer le plus
fréquent chez la femme, est un modéle tumoral bien étudié et faisant partie des tumeurs
infiltrées par les macrophages (53). De plus, la lignée MCF-7 est reconnue pour sa sensibilité
au calcitriol a des concentrations nanomolaires @4posséde aussi une activité la-
hydroxylase (55)L’activité antiproliférative des calcidiol-NP et calcitriol-NP ainsi que des
formes libres de ces dérivés a été évaudtro sur les cellules de lignée MCF-7 par un test
MTT de viabilité cellulaire a 4, 7 et 10 jours aprés le début du traitement. Les résultats de ce
test ont montré que les effets antiprolifératifs du calcitriol et du calcidiol sont préservés sous
forme encapsulée. En effet, quatre jours aprés le début du traitement, des réponses similaires
ont été observées pour les formes libres et encapsulées. L'avantage des NP est
particulierement marqué dans le cas du calcidiol ou les calcidiol-NP apres 7 et 10 jours
présentent une activité antiproliférative significativement plus efficace que le calcidiol libre (p
<0,05). Cette meilleure efficacité est due au profil de libération prolongé et au mdmtien
stabilité du calcidiol lorsqu’il est encapsulé. Dans le cas du calcitriol, 'avantage des NP n'est
pas réellement mis en évidence car les calcitriol-NP présentent une efficacité supérieure a la
forme libre (p <0,1) seulement aprés 10 jours. Cette absence de différence entre la ferme libr
et encapsulée pourrait s'expliquer par la meilleure stabilité du calcitriol libre que les autres
métabolites dans les conditions de culture cellulaire mais aussi par le profil de libération plus
rapide du calcitriol que du calcidiol a partir des NP. En effet, dans le cas du calcidiol, les NP
permettent de prolonger la libération et de stabiliser le calcidiol (tres instable sous forme
libre) donc des concentrations efficaces peuvent étre maintenues dans le milieu de culture
cellulaire. Dans le cas du calcitriol sa bonne stabilité sous forme libre et sa forte activité
antiproliférative permettre de maintenir une bonne efficacité aprés 7 jours. Néanmoins aprés
10 jours, 1’élimination et la dégradation probable du calcitriol sous forme libre dans le milieu

permet de marquer I’intérét de 1’encapsulation.

L'avantage des NP pourrait également s'expliquer par la capture de ces derniéses par le
cellules tumorales. L’étude d’internalisation in vitro, conduite sur une culture de la lignée
MCF-7 en utilisant des NP marquées au Rouge Nile, indique une amélioration de
I’administration intracellulaire du principe actif encapsulé par rapport a la forme libre. Bien
que les cellules MCF-7 ne présentent pas une activité de phagocytose, la longue durée

d’incubation (4 jours) avec les NP permettrait 1’internalisation des NP par d’autres
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mécanismes (13). Cette internalisation des NP par les cellules tumdeatgms réellement
transposablen vivo car lors une administration intratumorale, les NP de PLA seraient
rapidement internalisées par les TAM en raison de leur capacité de phagocytose et la capture

par les cellules tumorales serait minime.

Le principal intérét de la nano-encapsulation des métabolites de la vitamideitD
maintenant étre démontré par des étudedvo. Ces NP en ciblant les TAM permettraient
une accumulation élevée du calcidiol/calcitriol au niveau tumoral ce qui ne serait pas le cas
avec les formes libres. L’administration intratumorale de ces NP pourrait ainsi faciliter le
ciblage des métabolites actifs de la vitaming & limiter leurs effets secondaires
systémiques. Des études complémentaires s’averent donc nécessaires notamment des études
in vivo permettant d’évaluer 1’activité anticancéreuse des calcitriol-NP et des calcidiol-NP et
d’observer 1'impact de la nanoencapsulation sur la biodistribution de ces principes actifs ainsi

que sur I’homéostasie calcique.
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Conclusion et Perspectives

Les travaux réalisés au cours de cette thése ont permis d’élaborer des nanoparticules
polyméres capables de cibler les macrophages infikmaomeur et de délivrer au sein de ces
derniers une molécule d’intérét thérapeutique. Ces nanoparticules présentent une ouverture

intéressante vers 1’application des nouvelles stratégies dans le traitement du cancer.

Lors de ette étude, des nanoparticules de 1’acide poly(D,L)lactique avec une taille
moyenne de 200 nm ont été développées et leur internalisation par les macrophages a été
prouvée. Ces NP présentantvitro une forte internalisation et une persistance au sein des
macrophages pendant 7 jours. Les résultats obtenus/o sur une xénogreffe de gliome
humain ont démontré la capacité des nanoparticules, par injection intratumorale, de cibler les
macrophages infiltrant la tumeur. L’étude de formulation portant sur I’encapsulation dans des
NP de deux catégories de principes actifs d’intérét, I’acide tout-trans rétinoique et les dérivés
de la vitamine [ a montré que I’encapsulation s’effectuait avec de bons rendements |,
améliorait significativement la stabilité des principes actifs et présentait un profil de libération
prolongée sur plusieurs jours. Cette étude a mis en évidence la capacité des’ddfdede |
rétinoigue a moduler les fonctions macrophagiques. De plus, hous avons pu montrer que la
vectorisation des métabolites actifs de la vitamigétBit capable de maintenir leurs activités
antiprolifératives pendant 10 joursvitro sur des cellules de cancer du sein MCF-7.

En résumé, le systéme nanoparticulaire développé est bien adapté pour une
administration ciblée de principe actif au niveau des macrophages et pour controler les effets
de ce principe actif sur les macrophages. Les NP de PLA peuvent donc étre exploitées dans le
développement d'un traitement anti-tumoral basé sur la modulation des fonctions des
Mmacrophages infiltrant la tumeur ou sur I'utilisation de ces derniéres pour stocker un principe

actif anticancéreux par exemple.

Au terme de cette étude, plusieurs perspectives s’aveérent intéressantes afin de valider la
totalité de notre concept. Il est méaire d’approfondir le ciblage des TAM par les NP en
¢évaluant la biodistribution des NP apres 1’injection intratumorale et la durée de vie des NP au
sein des TAMin vivo. |l serait aussi intéressant de chercher les sous-populations des TAM
ciblées par le NP et de tester d’autres mod¢les tumoraux notamment sur des animaux

immunocompétents.
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Concernant 1’évaluation de I’activité biologique des NP chargées sur les macrophages,
I’étude sur un modéele de culture de macrophages activés comme les TAM ou sur un modéle
de co-culture de macrophages et de cellules tumorales serait nécessaire afin de mimer
I’environnement tumoral et d’intégrer les interactions entre les macrophages et les cellules
tumorales. En utilisant ces modeles, un screemngtro des activités immunomodulatrices

d’autres principes actifs encapsulés pourra étre envisagé.

Par ailleurs, la vectorisation des dérivés de la vitamiges&nble une approche
prometteuse nécessitant, pour valoriser son intérét thérapeutique, une vaiidatiansur
des modeles animaux afin d’évaluer la biodistribution des nanoparticules et 1’effet d’une
forme vectorisée sur les hypercalcémies secondaires. De plus, du fait des propriétés
immunomodulatrices de ces dérivés, il est nécessaire d’étudier leur action sur les TAM afin
de comprendre I’ensemble de [’activité anticancéreuse ou une réponse immunitaire est

impliquée.

Enfin, les deux types de principes actifs encapsulés au cours de cette étude présentent
des activités immunosuppressivedans le cas d’inflammation, il pourrait donc étre
envisageable d’élargir I’application de notre systéme nanoparticulaire au traitement de
pathologies inflammatoires et auto-immunes dans lesquelles les macrophages ont un role

primordial.
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RESUME

Les macrophages représentent une population de cellules immunes trés présentdailaes tteneurs
malignes au sein desquelles ils vont jouer un réle marqué dans la progressi@etubes macrophages
représentent donc une cible thérapeutique intéressante dans le traitement de ces tumeurs infiltdége. Ce cib
des macrophages peut étre envisagé grace a des vecteurs comme les systémes d’encapsulation
nanoparticulaires connus pour étre facilement phagocytés par les macrophages apres nisteagoimi
locale ou parentérale. L’objectif de ces travaux de theése a donc été de développer des nanoparticules
polymeres (NP) capable de cibler les macrophages infiltrés dans la tumeurbéretan situ un principe
actif encapsulé au sein de ces NP. Les NP pourraient ainsi modifier lesriertg#s macrophages ou encore
permettre I’utilisation des macrophages comme une réserve d’actif anticancéreux. Aprés une étude de
formulation, des NP a base d’acide poly(D,L)lactique de taille de 200 nm ont été sélectionnées. Ces NP
présentent une bonne internalisation par les macroplragéso et un ciblage spécifique des macrophages
infiltrés dans une tumeur de gliome humain, implantée chez des souris nudes, suitejéctioe intra-
tumorale de NP. Le premier #éttmodéle encapsulé est 1’acide touttrans rétinoique (RA), molécule
immuno-modulatrice pouvant modifier les fonctions macrophagiques. Les NP-RA peuvepsigec
environ 90% d’actif et présentent un profil de libération prolongée du RA pendant 4 jours combiné a une
amélioration de sa stabilité. De plus, ces RW-ont montré qu’elles pouvaient engendrer in vitro, une
modification de I’expression de certains génes des macrophages. Le deuxiéme type d’actif encapsulé lors de

ces travaux est la vitamine; Bt ses dérivés (26H-vitamine D et 1,25-(OH)-vitamine 3)) possédant des
propriétés anticancéreuses mais a I’origine de nombreux effets secondaires dus a un manque de spécificité
d’action. L’objectif serait alors de mieux cibler les cellules tumorales grace aux macrophages infiltrant ces
tumeurs et d’éviter ainsi les hypercalcémies secondaires dues a 1’administration de fortes doses de vitamine

Dz. Une étuden vitro sur une lignée cellulaire de cancer de sein (MCEkpermis de montrer 1’avantage
des NP por prolonger et intensifier I’action antiproliférative des dérivés de vitamine Da.

Polymeric nanoparticle development for targeting and modulating macrophage functions

ABSTRACT

Macrophages are the major leukocyte population present in tumors, so-called tumatedssoacrophages

(TAM), promoting tumor growth. These macrophages could be an interestmngpeutic target for
nanoparticulate delivery systems known to be easily recognized and phagocytosed by mesrafibag

local or parenteral administration. The aim of this work was to develop polymericamacies (NP) for
targeting TAM. NP could modulate macrophage functions or use them as storage of anticancer drugs. After a
formulation study, the 200 nm NP of poly(D, L) lactic acid were selected. ThBsshdwed a good
internalization by macrophagé@s vitro and specific targeting of TAM in human glioma tumor implanted in
nude mice after intratumoral injection of NP. Ahns retinoic acid (RA, immuno-modulator) was first
encapsulated with an encapsulation efficiency of 90%. RA-NP have a sustained release profile for 4 days and
enhance stability of the RA. Changes in gene expression of RA-NP treated ragesoplere observed

vitro. Secondly, active-metabolites of vitamiry 25-OH-vitamin D; and 1,25-(OHy}vitamin Ds;) were
encapsulated for their anticancer properties. The aim was to target the tumaiacdlAM avoiding the
hypercalcemia produced by high doses of vitaminlibvitro evaluations on breast cancer cell line (MCF-7)
highlighted NP advantages to extend and enhance the antiproliferative action of vitamin D8/dgrivat
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