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Avant-propos

Au cours de cette thése nous nous sommes intéressés au développement d’outils nanométriques pour
le diagnostic et la thérapie. Des micelles polymérisées ont été préparées et leurs propriétés évaluées
in vivo. Différentes générations de micelles ont été congues permettant le ciblage passif et actif de
tumeurs cancéreuses, la libération controlée de médicaments sous l'influence d’un stimulus et le
diagnostic par imagerie par résonnance magnétique du proton et du fluor. Cette étude nous a permis
de mettre en évidence la versatilité des micelles polymérisées et leur potentiel en nanomédecine.
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Chapitre 1 : Le cancer et la nanomédecine

l. Le cancer

1) Généralités

A I'échelle mondiale, le cancer représente la deuxiéme cause de mortalité, aprés les maladies
cardiovasculaires. Il est la premiere cause de mortalité chez ’'homme et la deuxieme chez la femme.
En 2012, 14,1 millions de cas ont été recensés dans le monde, et on estime que ce chiffre atteindra 24
millions en 2035. Les cancers les plus fréquents sont les cancers du poumon, du sein, du colon et de Ia
prostate.2 Le cancer résulte d’une multiplication incontrélée de cellules non-fonctionnelles dans un
organe ou une partie du corps. Les cellules cancéreuses sont issues de cellules « normales » dont ’ADN
a subi une ou plusieurs mutations. Il en résulte un phénotype cellulaire qui stimule la prolifération des
cellules et inhibe les signaux limitant leur croissance.® Les cellules cancéreuses ne sont pas sujettes a
|"'apoptose et peuvent conduire a des métastases une fois qu’elles ont migré dans le corps par voie
sanguine et/ou lymphatique.

Dans les années 1970, deux familles importantes de genes ont été découvertes : les oncogenes et les
génes suppresseurs de tumeurs. Les oncogenes, issus de mutations de génes normaux appelés proto-
oncogenes, sont responsables de la division incontrolée de cellules. Les génes suppresseurs de
tumeurs sont, quant a eux, des génes normaux qui contrélent la division cellulaire, la réparation de
I’ADN et envoient des signaux de mort cellulaire. Dans le cas du cancer, les génes suppresseurs de
tumeurs sont inhibés et les oncogénes sont activés, ce qui entraine une prolifération cellulaire
incontrélée.?

Il existe quatre grandes catégories de cancers :°

- Les cancers solides : les tumeurs solides se développent dans tout type de tissus, 90 % des
cancers humains sont des cancers solides.

- Les cancers liquides (ou sanguins).

- Les cancers métastatiques.

- Les cancers secondaires (effet secondaire d’un traitement anti-cancéreux antérieur).

2) Les traitements actuels du cancer et leurs effets secondaires

Selon I’état d’avancement du cancer, le type de cancer et du fait de sa variabilité d’un patient a un
autre, il existe plusieurs types de traitements :

a) Lachirurgie

La chirurgie peut étre utilisée comme moyen de prévention, de diagnostic et de traitement du cancer.
Dans le cas de la chirurgie préventive, il s’agit de retirer un tissu susceptible de devenir cancéreux et
ce, méme en absence de tout signe avant-coureur au moment de l'intervention. Elle est réalisée pour
les personnes présentant des facteurs de risques élevés. La chirurgie est pratiquée par exemple pour
les femmes qui ont des antécédents familiaux de cancer du sein et qui ont hérité d’une modification
génétique au niveau d’'un gene suppresseur de tumeurs (au niveau de BRCA1 ou BRCA2 par exemple).
Chez ces patientes, on peut préconiser une ablation préventive du sein. Lorsqu’elle est utilisée comme
outil de diagnostic, la chirurgie permet la réalisation de biopsies et I'analyse des cellules afin de
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déterminer leur nature cancéreuse ou non et, le cas échéant, le type de cancer dont il s’agit. La
chirurgie peut aussi permettre d’évaluer le stade d’avancement d’un cancer. Dans ce cas ce sont les
nodules lymphatiques ainsi que les organes a proximité de la tumeur qui sont examinés, ce qui permet
d’orienter une décision dans le traitement a appliquer. Lorsqu’un cancer solide n’a pas métastasé, il
peut étre classiguement éradiqué par la chirurgie, en association parfois avec d’autres traitements
comme la chimiothérapie ou la radiothérapie. Lorsque le cancer ne peut étre retiré totalement,
d’autres traitements sont utilisés en complément de la chirurgie.

La chirurgie n’est efficace que lorsque le cancer est présent dans une seule partie du corps. S'il est
métastasé, il faut alors envisager des traitements a plus large spectre.

b) Laradiothérapie

La radiothérapie consiste a irradier les cellules cancéreuses a I'aide de rayons ionisants. Elle est utilisée
pour traiter environ 50 % des patients atteints de cancer.® Il s’agit d’un traitement localisé, avec peu
d’effets secondaires sur les cellules saines. Il existe deux types de radiothérapie : la radiothérapie
externe et la curiethérapie. Dans le cas de la radiothérapie externe, les rayons sont émis en faisceau
par une source située a proximité du patient et traversent la peau pour atteindre la tumeur. Dans le
cas de la curiethérapie, la source radioactive est implantée dans le corps du patient.

Méme si la radiothérapie traite des parties ciblées du corps, des effets déléteres peuvent se manifester
conduisant au développement d’'un cancer secondaire (bien que le risque soit faible) a cause de
|’altération des tissus sains.

c) La chimiothérapie

La chimiothérapie (utilisation de médicaments « chimiques » pour soigner le cancer) permet de cibler
des cellules cancéreuses quelle que soit leur localisation dans le corps. Elle peut étre utilisée pour
soigner le cancer, le contréler, ou en tant que soin palliatif pour soulager la douleur et améliorer la
qualité de vie du patient. Le choix du médicament et de la dose a utiliser dépendent du type de cancer,
de son état d’avancement, de I'age et de la santé globale du patient ainsi que de ses antécédents
cancéreux. Les anticancéreux sont classés en cing grands groupes selon leur mode d’action, leur
structure chimique et leurs interactions avec les autres médicaments (Tableau 1).%7 On distingue ainsi
les agents alkylants, les antimétabolites, les antibiotiques anti-tumoraux, les inhibiteurs de
topoisomérase et les inhibiteurs mitotiques.

Etant donné que ces traitements manquent encore de spécificité et que, par conséquent, ils touchent
aussi les cellules saines, ils engendrent souvent des effets secondaires lourds qui peuvent persister des
années, voire de fagon permanente. Les effets secondaires les plus courants sont la fatigue, la perte
de cheveux, 'anémie, les nausées et les vomissements pour n’en citer que quelques-uns. Certains
traitements peuvent en outre induire un nouveau cancer qui peut apparaitre plusieurs années apres
la fin de la cure.
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Tableau 1 : Classification des anticancéreux avec leur mode d’action, quelques exemples, leur utilisation et leurs effets

secondaires connus

Groupe Mode d’action Exemples de Cancers traités Effets secondaires
médicaments possibles
Agents alkylants Endommagent ’ADN de la cellule, Chlorambucil Poumon, sein, Peuvent causer
I’'empéchant ainsi de se reproduire Cisplatine leucémie, une leucémie
Oxalaplatine lymphome (risque dose

dépendant, et plus
élevé 52a 10 ans
aprés le
traitement)

Antimétabolites

Interférent avec la croissance de
I’ADN et de I'ARN en en substituant
des groupements

Interviennent lors de la copie des
chromosomes

S5-fluorouracile
Gemcitabine
Hydroxyurée

Leucémie, sein,
ovaires, intestin

Antibiotiques anti-
tumoraux :

Les anthracyclines

Modifient I’ADN des cellules
cancéreuses pour les empécher de se
multiplier

Interférent avec des enzymes
impliquées dans la copie de I’ADN lors

Doxorubicine

Divers types de
cancers

Endommagent le
coeur de maniere

tubuline

du cycle cellulaire permanente
Non-anthracyclines Bleomycine
Mitomycine
Inhibiteurs de Interférent avec des topoisomérases Leucémie,
topoisomérase qui aident a séparer les brins d’ADN ovaires, poumon,
pour en permettre la copie gastrointestinal
Inhibiteurs de Topotécan
topoisomérase |
Inhibiteurs de Etoposide Risque de
topoisomérase Il développer un
deuxiéme cancer
(leucémie
myéloide aigie) 2
a3ansapresle
traitement
Inhibiteurs Ils intéragissent avec le fuseau Sein, poumon, Dommages
mitotiques mitotique et empéchent les cellules myélomes, nerveux
de se diviser leucémie
Taxoides inhibent la dépolymérisation de la Docetaxel
tubuline Paclitaxel
Alcaloides de Vinca inhibent la polymérisation de la Vinblastine

L’hydrophobicité des composés anticancéreux est une caractéristique nécessaire car elle permet aux

molécules de franchir les membranes cellulaires. Cependant, la faible solubilité dans I'eau des

principes actifs (PA) peut entrainer leur agrégation aprés injection intraveineuse, ce qui peut causer

des embolies ou encore des concentrations en PA trop élevées au niveau du site d’agrégation et donc

causer des effets toxiques localisés.® Les traitements actuels présentent de nombreux effets
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secondaires qui peuvent étre réduits si l'on parvient a les rendre plus spécifiques des cellules cibles et
a diminuer les doses nécessaires pour qu’ils soient efficaces. Ce sont les objectifs de la nanomédecine.

Il. La nanomédecine
1) Définition

La nanomédecine se définit comme I'application des nanotechnologies a la santé et a la médecine. Elle
repose sur |"utilisation de matériaux « vecteurs » de taille nanométrique pour faciliter le diagnostic de
maladies, leur traitement et leur suivi. Les premiers résultats découlant du développement de la
nanomédecine sont apparus dans les années 1960 a I'ETH de Zurich et c’est en 2000 que le terme est
apparu dans les publications. A ce jour, il existe plusieurs définitions de la nanomédecine. L’une d’entre
elles, donnée par I'US National Nanotech Initiative est I'application de matériaux de taille
nanométrique en médecine tirant avantage des propriétés uniques des nanomatériaux. En 2013, plus
de 100 nanomédicaments sont sur le marché et 147 sont en phase d’essais cliniques. %2

La nanomédecine a été développée afin d’améliorer les caractéristiques physico-chimiques des
principes actifs « classiques » qui présentent un certain nombre de limitations. Ces derniers sont en
effet souvent hydrophobes et ne sont pas stables dans les conditions physiologiques. Il est donc
nécessaire d’en administrer une dose importante pour obtenir un effet thérapeutique. Les nano-
vecteurs permettent d’augmenter la solubilité des médicaments hydrophobes en milieu
physiologique, améliorant ainsi leur profil pharmacocinétique et leur biodistribution. Les propriétés de
ciblage tissulaire et cellulaire que présentent les nano-vecteurs permettent d’augmenter I'efficacité
thérapeutique des médicaments embarqués et réduisent leur toxicité vis-a-vis des tissus sains. Pour
étre efficaces, les nano-vecteurs doivent présenter une toxicité réduite et étre stables en milieu
physiologique. lIs doivent également étre capables d’échapper aux phagocytes mononucléaires, et aux
macrophages dans les tissus et les organes, afin d’augmenter le temps de circulation sanguine de
I'agent thérapeutique transporté et son efficacité. La surface des nano-vecteurs doit étre adaptée
chimiquement, de sorte a ce qu’elle soit biocompatible et inerte d’un point de vue biologique. Leur
surface peut étre également aménagée pour conjuguer des ligands permettant de cibler des cellules
spécifiques.

Un nano-vecteur doit donc répondre a certaines caractéristiques : 3

- Il doit étre biocompatible et/ou biodégradable, il ne doit pas induire d’effets secondaires liés
a son administration

- Il doit présenter des propriétés de furtivité afin d’échapper au systeme immunitaire et ainsi
éviter sa capture par des cellules du systéme réticulo-endothélial (macrophages)

- Il doit faciliter le transport de la molécule thérapeutique jusqu’a sa cible et |la protéger dans
les conditions physiologiques

- Il doit libérer la molécule au niveau de sa cible de maniere efficace

Différents types de nano-vecteurs sont actuellement développés pour améliorer le traitement de
différentes pathologies, dont le cancer. Un nano-vecteur doit étre congu en prenant en compte les
compartiments et barrieres physiologiques qu’il aura a franchir.
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2) Parametres physiologiques a prendre en compte dans la conception des nano-
vecteurs

a) Le systéme réticuloendothélial

Le systéme réticulo-endothélial correspond a un ensemble de cellules disséminées dans I'organisme,
plus particulierement au niveau du foie, de la rate et la moelle osseuse. Ce systéeme posséde diverses
fonctions dont la fabrication des éléments du sang et la destruction des corps considérés comme
étrangers que peuvent représenter les nano-vecteurs. Lorsqu’ils entrent dans I'organisme, les nano-
vecteurs peuvent étre pris en charge par des phagocytes et étre éliminés. Cette prise en charge peut
activer la sécrétion de cytokines causant une inflammation locale et une détérioration du tissu. Afin
d’éviter la prise en charge non spécifique des nanoparticules par des tissus sains, leur chimie de surface
peut étre modifiée pour empécher I'adsorption de certaines protéines. La fonctionnalisation avec des
ligands zwitterioniques ou la PEGylation peuvent empécher I'adsorption non spécifique de certaines
protéines ainsi que |'opsonisation. Ce processus correspond a la fixation de protéines du plasma
(appelées opsonines) a la surface des vecteurs, favorisant ainsi leur prise en charge par les
macrophages et par conséquent leur phagocytose. La présence de PEG a la surface des nanoparticules
augmente leur temps de circulation dans le sang.!* > La forme, la taille, la charge de surface,
I’hydrophobicité ainsi que la chimie de surface jouent aussi un role dans la reconnaissance au niveau
du systéme immunitaire.

b) Le systéme rénal

Le procédé d'ultrafiltration rénale peut réguler la pharmacocinétique des nanoparticules. La taille, la
forme et la charge des nanoparticules sont des parameétres importants dans la voie d’élimination
rénale. Les nanoparticules sphériques, lorsqu’elles ont un diametre inférieur a 6 nm, sont éliminées
par cette voie. En revanche, les particules de diametre supérieur a 8 nm passent avec difficulté la
barriére de filtration glomérulaire.®

c) Labarriere hémato-encéphalique

La barriere hémato-encéphalique (BHE) bloque prés de 98 % des molécules. Le franchissement de cette
barriére est 'un des plus grands défis a relever pour parvenir a transporter des principes actifs au
niveau du systeme nerveux central. Des études ont montré que des nanoparticules peuvent passer la
BHE par l'intermédiaire de récepteurs exprimés au niveau de cellules endothéliales, entrainant une
endocytose et le transport vers le systeme nerveux central. Pour ce faire, les nanoparticules doivent
étre fonctionnalisées avec des ligands de ciblage, ou des surfactants (comme le polysorbate 80 ou le
poloxameére 188) qui permettent I'adsorption spécifique de certaines protéines (apo-lipoprotéines E
ou A-l) qui sont capables d’interagir avec les récepteurs spécifiques exprimés au niveau de la BHE. La
taille des nanoparticules a également de I'importance avec un diamétre idéalement compris entre 20
et 70 nm. La charge joue aussi un réle car les particules neutres ou chargées négativement en surface
n’altérent pas la BHE alors que celles chargées positivement sont neurotoxiques du fait de la
perméabilité augmentée.?®

En dehors de ces considérations physiologiques, dans le cadre du traitement de tumeurs solides, les
nano-vecteurs doivent parvenir a atteindre les cellules cancéreuses de maniére spécifique. Pour cela,
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il existe deux types de ciblage : un ciblage dit « passif » qui permet I'accumulation au niveau des tissus
tumoraux et un ciblage dit « actif » qui permet d’atteindre spécifiquement certaines populations de
cellules cancéreuses.

3) Ciblage passif des tissus tumoraux

Dans le cas des cancers solides, les tumeurs présentent une néo-vascularisation qui s’est développée
en paralléle de la prolifération des cellules pour compenser les besoins croissants en nutriments et en
oxygene. La croissance de ces vaisseaux sanguins en milieu inflammatoire entraine I'apparition de

accroit la perméabilité vasculaire. Les cellules tumorales compressent également les canaux
lymphatiques, réduisant le drainage lymphatique. Ces deux phénomeénes permettent I'accumulation
de composés au niveau des tissus tumoraux ainsi que leur rétention, il s’agit de I'effet EPR (Enhanced
Permeability and Retention) (Figure 1).1° Cet effet découvert en 1986 par Maeda et ses collaborateurs?’
peut étre exploité pour le ciblage passif des tissus tumoraux.

Vaisseaux sanguins d'angiogenése dans les tumeurs

Les vecteurs nanométriques
injectés dans le sang peuvent

Vascularisation diffuser de maniére passive dans
défectueuse ou poreuse les tumeurs via I'effet EPR Jonctions continues et bien formées
dans les tumeurs

de cellules endothéliales :

‘ Tumeur , o
vascularisation normale
ﬂam% ———

% @

‘ * T*umeur

Extravasion et rétention des o
micelles dans les tumeurs - — m—

—— . Drainage lymphatique

Figure 1 : Principe de I'effet EPR (Enhanced Permeability and Retention Effect) 16

Cet effet est exprimé dans de nombreuses tumeurs solides ainsi que certains nodules tumoraux
métastatiques. Des composés de haut poids moléculaire comme les polymeres ou des nanoparticules
dont le diamétre est compris entre 10 et 500 nm peuvent, par ce biais, s"accumuler dans les tissus
tumoraux.®®

Cependant, cet effet ne permet que I'accumulation au niveau des tissus, il s’agit d’un ciblage passif. A
ce stade, les vecteurs nanométriques ne sont pas préférentiellement internalisés dans les cellules
cancéreuses. Pour cibler de maniere spécifique les cellules cancéreuses il faut recourir a un ciblage dit
actif.

4) Ciblage actif pour le traitement du cancer

Aprées s’étre accumulés au niveau des tissus tumoraux grace au ciblage passif, les vecteurs doivent étre
internalisés de maniére spécifique dans les cellules cancéreuses. Afin de conférer ces propriétés aux
vecteurs, ils peuvent étre fonctionnalisés avec des ligands capables d’interagir avec les récepteurs
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surexprimés a la surface des cellules cancéreuses. L'interaction entre ligand et récepteur permet une
internalisation sélective par endocytose. Il s’agit ici d'un ciblage actif. Parmi les ligands de ciblage
fréguemment utilisés, on trouve par exemple le folate et la transferrine.® Pour le traitement du
cancer, deux types de cellules peuvent étre ciblées : les cellules cancéreuses et I’'endothélium tumoral
(Figure 2). Le ciblage des cellules cancéreuses vise a améliorer I'accumulation des nanoparticules dans
ces dernieres tandis que le ciblage de I'endothélium tumoral a pour but de priver les cellules
cancéreuses d’oxygéne et de nutriments.?°

4 ¢ Ligands ? N
N | Récepteurs ((V/ .
4 Nanoparticules de 7
‘Q’ ciblage spécifique = ‘Q$
@ Cellule endothéliale #(w‘? Ciblage de cellules

- = - ' \_\ cancereuses

| Cellule cancéreuse
—-J

)

-

T

P

Figure 2 : Principe du ciblage actif 20

Le ciblage des cellules cancéreuses entraine un effet direct par la libération des principes actifs dans la
cellule. De nombreux récepteurs sont étudiés pour ce type de ciblage :

- Le récepteur a la transferrine : ce récepteur est 100 fois plus exprimé a la surface des cellules
cancéreuses qu’a la surface des cellules normales.?® Il a été montré que des formulations
liposomales de doxorubicine, fonctionnalisées avec de la transferrine, s’accumulaient plus
dans les cellules du cancer du poumon SBC-3-ADM, en 90 minutes d’incubation, que la
doxorubicine libre et que la formulation liposomale sans transferrine.?

- Lerécepteur aufolate : il s’agit d’'un marqueur de tumeurs qui se lie fortement avec son ligand,
I'acide folique. Ce récepteur est surexprimé a la surface de certaines populations de cellules
cancéreuses. |l a été montré que des liposomes fonctionnalisés avec du folate s’internalisent
31 fois mieux dans les cellules cancéreuses KB que les liposomes non fonctionnalisés.??

- Les glycoprotéines exprimées a la surface des cellules : les cellules cancéreuses sur-expriment
des glycoprotéines comme I'acide hyaluronique a leur surface. Ces glycoprotéines contiennent
le plus souvent des sucres différents de ceux présents au niveau des cellules saines. Ainsi, les
nano-vecteurs peuvent étre fonctionnalisés avec des lectines pour cibler les sucres exprimés
au niveau des cellules cancéreuses. Par ailleurs, certaines lectines sont elles-mémes
surexprimées a la surface de cellules cancéreuses (galectin-1 et galectin-2 a la surface de
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cellules cancéreuses du colon). Ici ce sont des sucres qui seront utilisés pour cibler ces
cellules.?

- Lerécepteur au facteur de croissance épidermique (EGFR) : il fait partie des récepteurs de type
tyrosine kinase. Lorsqu’il est activé, il stimule des processus de croissance des tumeurs. Ce
récepteur est surexprimé dans de nombreux types de cancer, notamment le cancer du sein,
dans 15 a 20 % des cas.*

D’autres récepteurs peuvent étre ciblés lorsqu’il s’agit d’amener le vecteur au contact de
I’endothélium tumoral. L'intégrine a.f3 est un récepteur endothélial surexprimé au niveau des tissus
tumoraux. Des dérivés linéaires et cycliques du tripeptide Arg-Gly-Asp (RGD) ont été étudiés pour lier
ce récepteur et cibler 'endothélium tumoral. Ainsi, la fonctionnalisation de liposomes PEGylés avec du
RGD permet de lier cing fois plus efficacement les cellules endothéliales de la veine ombilicale par
rapport aux liposomes non fonctionnalisés.?®

5) Les nano-vecteurs actuellement développés

Plusieurs familles de vecteurs sont actuellement en cours de développement. Nous présentons ici
guelques exemples de transporteurs nanométriques (les nanoparticules de polyméres, les liposomes,
les dendrimeres et les micelles de polymeéres) qui peuvent bénéficier du ciblage passif et/ou actif. Il
existe d’autres systémes utilisés en nanomédecine pour véhiculer les principes actifs vers les cellules
cibles comme les nanotubes de carbone ou les nanoparticules inorganiques mais ils ne seront
cependant pas détaillés ici.

a) Les nanoparticules de polymeéres

Les nanoparticules de polymeéres ont des tailles comprises entre 10 et 1000 nm.? Il existe plusieurs
types de nanoparticules comme les nanocapsules, les particules de lipides, les nano-émulsions, ou
encore les nano-bulles. Si les premieres nanoparticules biodégradables ont été préparées a partir de
polymeéres naturels, des polyméres synthétiques comme le poly(alkyl cyanoacrylate) ou le
poly(orthoester) ont par la suite été utilisés (Figure 3). Les nanoparticules de polyméres présentent
une grande flexibilité dans leur composition chimique, leur taille, leur capacité a se dégrader dans les
milieux biologiques, leur forme et leur surface. Le coeur des nanoparticules est constitué de polymeéres
hydrophobes biodégradables tels que des polyesters, des poly(alkyl cyanoacrylates), des poly-

anhydrides ou encore des polyméres naturels comme le chitosane.? 26
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Figure 3 : Structures de poly(alkyl cyanoacrylate) et poly(ortho ester)
Les nanoparticules de polyméres peuvent étre classées en trois générations (Figure 4) : 3
e Les nanoparticules dites de premiere génération :

Ces particules sont constituées de polyméres hydrophobes biodégradables. Elles sont rapidement
éliminées par le systeme réticuloendothélial et, par conséquent, s’"accumulent majoritairement dans
le foie. Ces nanoparticules sont donc adaptées au traitement de cancers qui ont métastasé au niveau
de cet organe. Des nanoparticules de type poly(alkyl cyanoacrylate) chargées avec de la doxorubicine
ont ainsi été utilisées pour le traitement des cancers du foie. Il a été montré que les polymeéres
s’accumulaient préférentiellement dans les cellules de Kupffer et que la libération de doxorubicine au
niveau des cellules cancéreuses était proportionnelle a la dégradation des nanoparticules. Cette prise
en charge de la doxorubicine par le polymere permet de réduire sa toxicité cardiaque.

e Les nanoparticules de deuxiéme génération :

Ces nanoparticules sont recouvertes en surface d’un polymeére hydrophile qui leur confére des
propriétés de furtivité. Le poly(éthyléne glycol) est le polymére le plus couramment utilisé, il permet
de minimiser les interactions entre les nanoparticules et les protéines du plasma, ce qui a pour effet
d’augmenter le temps de circulation sanguine des vecteurs. Les nanoparticules hydrophobes peuvent
étre recouvertes d’une couche hydrophile par adsorption d’amphiphiles PEGylés (comme le Pluronic
par exemple) a leur surface. La préparation de nanoparticules présentant un polymere hydrophile en
surface peut aussi étre réalisée par nanoprécipitation ou par des méthodes d’évaporation de solvant
a partir de blocs de copolyméres amphiphiles (constitués de PEG par exemple et de polyméres
biodégradables hydrophobes). Ces nanoparticules, peuvent s’accumuler au niveau des tumeurs grace
a I'effet EPR car leur temps de circulation est augmenté.

e Les nanoparticules de troisieme génération :

Ces nanoparticules disposent, en plus de la couche de protection de polymére hydrophile, d’un agent
de ciblage. Les agents pouvant étre utilisés sont, entre autres, des anticorps monoclonaux, des
hormones, I'acide folique ou la transferrine.
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Figure 4 : Différentes générations de nanoparticules de polyméres : A) premiéere génération, B) deuxiéme génération, C)
troisiéme génération 3

Bien que le procédé de synthese des nanoparticules dépende de la structure considérée, différentes

méthodes de préparation communes aux trois générations de nanoparticules sont possibles : 3%’

- La méthode d’évaporation de solvant : le polymére, ainsi que la molécule active a encapsuler,
sont solubilisés dans un solvant organique immiscible avec I'eau. La solution est émulsifiée par
ultrasons dans I'eau puis le solvant est évaporé sous pression réduite.

- La méthode de salage : elle consiste en la solubilisation du polymére dans un solvant miscible
a I'eau. De I'eau est ensuite rajoutée ainsi que des sels qui induisent la précipitation du
polymeére.

- La nanoprécipitation : le polymere est solubilisé dans un solvant organique miscible a I'eau et
est additionné a une solution aqueuse qui conduit a une précipitation du polymere.

Il existe d’autres méthodes de préparation des nanoparticules comme la dialyse ou encore I’utilisation
de fluides supercritiques.

b) Les liposomes

Les liposomes sont constitués d’'une ou plusieurs bicouches lipidiques, formant un compartiment
lipophile, un coeur polaire et une périphérie polaire en contact avec le milieu environnant (Figure 5).
lIs sont constitués généralement de phospholipides. Les liposomes peuvent ainsi étre chargés avec des
principes actifs soit hydrophiles (au niveau du coeur polaire), soit lipophiles (au niveau de la bicouche

lipidique).2®
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Figure 5 : Représentation d’un liposome

C’est Bangham qui, en 1965, a assemblé les premiers liposomes. Les phospholipides qui les constituent
sont des amphiphiles qui possedent une téte hydrophile et une queue hydrophobe. En milieu aqueux,
ces derniers s’assemblent sous la forme de liposomes, il s’agit de I'organisation la plus stable
minimisant les interactions entre les parties hydrophobes dans I'eau. Les liposomes sont classés en
quatre catégories selon leur taille et leur nombre de bicouches, résultant de différents modes de
préparation.?’: 28

Les catégories sont les suivantes :

- Les liposomes multi-lamellaires (MLV), leur taille est comprise entre 500 et 5000 nm.

- Les liposomes uni-lamellaires de petite taille (SUV), leur taille est d’environ 100 nm.

- Les liposomes uni-lamellaires de grande taille (LUV), leur taille est comprise entre 200 et 800
nm.

- Les liposomes géants (GUV), leur taille est supérieure a 1000 nm.

Les liposomes multi-lamellaires sont obtenus par évaporation du solvant organique contenant les
phospholipides et la remise en suspension du résidu obtenu en solvant aqueux. Pour former les
liposomes, il faut que la température soit supérieure a la température de transition de phase. En milieu
aqueux, les phospholipides forment des bicouches. Les bicouches lipidiques sont concentriques et
séparées par des couches d’eau. Les liposomes qui en résultent sont de taille variable.

Les liposomes uni-lamellaires de petite taille sont obtenus aprés un traitement aux ultrasons d’une
suspension de liposomes multi-lamellaires a une température supérieure a la température de
transition de phase.

Pour former les liposomes uni-lamellaires de grande taille, des cycles de congélation et décongélation
d’une solution de liposomes multi-lamellaires sont réalisés, fragilisant la membrane de ces derniers et
permettant la formation de structures uni-lamellaires.

Les liposomes géants sont obtenus par électro-formation. Un courant alternatif est appliqué dans une
solution aqueuse a une fine couche de lipides présente sur des électrodes adjacentes.?

Les liposomes peuvent vectoriser des molécules actives, par I'effet EPR et/ou par ciblage actif, vers les
cellules cancéreuses. Le chargement en PA des liposomes peut se faire selon deux approches : 3°

- De maniere passive: le PA et les lipides sont co-dispersés dans une solution aqueuse,
I’encapsulation se produit au cours de I'étape de formation des liposomes.
- De maniére active : le PA est encapsulé apres la formation des liposomes.
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Les formulations liposomales de médicaments ont déja montré leur efficacité. Le premier
nanomédicament & avoir été approuvé par la FDA en 1995 est le Doxil®.3! Il s’agit d’une formulation
de doxorubicine encapsulée dans un liposome PEGylé. Le PEG-DSPE (poly (éthyleneglycol)
distearoylphosphatidylethanolamine) est le phospholipide utilisé, la partie PEG est utilisée comme
stabilisateur stérique (Figure 6). La formulation du Doxil® est constituée de phosphatidylcholine de
soja hydrogénée, de cholesterol et de PEG-DSPE dans un ratio molaire 55:40:5. Cette formulation est
utilisée pour le traitement du sarcome de Kaposi.*?
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Figure 6 : PEG-DSPE et Phosphatidylcholine
c) Les dendriméres

Le mot dendrimeére vient des termes grecs « dendron » qui veut dire arbre ou branche et « meros »
qui signifie partie.?® Les dendriméres sont des architectures macromoléculaires composées d’unités
organiques hyperbranchées. Leur diametre est inférieur a 20 nm. La chimie des branches des
dendrimeéres peut étre modulée pour les rendre furtifs ou les fonctionnaliser avec des ligands de
ciblage.?® Le dendrimére est constitué d’un cceur autour duquel sont branchés les dendrons. La
structure d’un dendrimeére est divisée en trois régions : le cceur, I'intérieur et la périphérie qui est
fonctionnalisable. La génération du dendrimére correspond au nombre de points de

branchemententre le cceur et la périphérie (Figure 7). %’
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Figure 7 : Structure d’un dendrimére?7. 34
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Il existe deux voies de synthéese des dendriméres.
e lasynthese divergente (Figure 8) :

Cette méthode a été développée par Tomalia®® et Newkome3® au début des années 1980. Elle consiste
en une succession de réactions de couplage et d’activation a partir d’'un noyau. Chaque série de
couplage et d’activation permet I'ajout d’'une génération a la structure du dendrimere. Lors de I'étape
de couplage, le noyau qui est un monomere comporte plusieurs branches qui réagissent avec des
groupements réactifs complémentaires non protégés situés sur d’autres monomeres. Les groupes
protégés peuvent ensuite étre activés pour pouvoir réagir avec de nouveaux monomeres et ainsi
incrémenter le dendrimere d’une génération, il s’agit de I'étape d’activation. La croissance des
dendrimeéres est ainsi controlée par la présence des groupements réactifs protégés, ce qui permet
I'obtention de dendriméres de génération bien définie. Cette synthése divergente permet la
production a grande échelle des dendrimeres. Cependant, la fonctionnalisation des branches peut étre
incompléte et des réactions secondaires peuvent se produire de génération en génération.?®

e Lasynthese convergente (Figure 8) :

Cette approche a été développée par Fréchet.? Elle consiste a synthétiser le dendrimére depuis la
périphérie vers le coceur. Des groupements terminaux sont placés sur les branches d’'un monomere. Les
fragments dendritiques sont synthétisés a partir de la périphérie puis une fois la taille souhaitée
obtenue, les dendrons sont couplés au coeur du dendrimere. Cette approche permet un meilleur
controle de la structure du dendrimére car elle réduit le nombre de réactions de couplage nécessaires.
Les groupements fonctionnels peuvent aussi étre placés de maniere controlée sur la structure.
Cependant il est difficile de travailler sur grande échelle avec cette méthode, elle permet
préférentiellement la synthése de dendriméres de petite taille.®
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Figure 8 : Représentation schématique d’une synthése divergente (a) et d’'une synthése convergente (b) de dendrimeéres.26

Alors que la fonctionnalisation des dendrimeéres par des fonctions hydrophobes permet de les rendre
solubles dans des solvants organiques,?’ la fonctionnalisation avec des PEG ou des sucres permet de
les rendre hydrosolubles. Du fait de la variété des polymeres pouvant étre utilisés pour former les
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dendrimeéres, ces derniers peuvent encapsuler différents types d’agents anticancéreux. Les
dendrimeéres présentent la particularité de pouvoir transporter des principes actifs hydrophobes. Les
molécules actives peuvent étre encapsulées au niveau des branches ou liées de fagon covalente a la
périphérie des dendrimeéres (Figure 7). L'un des polymeres fréquemment utilisé pour la synthése des
dendrimeéres est le poly (amidoamine) (PAMAM). Il s’agit d’'un polymeére hydrophile qui, sous forme de
dendrimére, peut étre utilisé pour transporter des PA hydrophobes.3*

Les principes actifs peuvent étre encapsulés dans les dendrimeéres par interactions hydrophobes,
liaisons hydrogenes ou interactions ioniques. En fonction de la génération des dendrimeres, le taux de
chargement en principe actif varie. Une étude réalisée par Ooya® a montré que des dendriméres de
polyglycérol augmentent la solubilité du paclitaxel d’un facteur 270 lorsqu’ils sont de génération 3,
d’un facteur 370 en génération 4 et 434 en génération 5.2/ 3° La perméabilité du dendrimére change
en fonction de la génération considérée. Le nombre de branches au niveau du cceur du dendrimeére
joue aussi un role sur la solubilisation des principes actifs hydrophobes car la cavité interne du
dendrimeére est modifiée. Plus il y a de branches, plus le dendrimére a un pouvoir de solubilisation
élevé.”’

Les dendrimeéres présentent comme avantage d’étre solubles dans I'eau, biocompatibles, polyvalents
et d’avoir un poids moléculaire défini contrairement aux polyméres classiques. Ces avantages ont
conduit a une utilisation de plus en plus importante des dendriméeres pour des applications
biologiques.*

d) Les micelles de polyméres

Les micelles de polymeéres sont constituées d’un polymére constitué de deux régions présentant
différentes affinités pour I'eau. Les blocs de copolymeres amphiphiles d’architecture A-B ou A-B-A
s’assemblent spontanément dans un milieu aqueux en micelles dont la taille varie de 5 a 100 nm.* 42
En solution aqueuse, les parties hydrophobes s’agregent pour former le cceur de la micelle tandis que
les parties hydrophiles s’organisent autour pour protéger le coeur de I'eau environnante (Figure 9).
Contrairement aux liposomes, le coeur des micelles est donc hydrophobe, ce qui leur permet de
transporter des principes actifs de nature lipophile. Les micelles de polymeres présentent I'avantage
d’avoir une taille modulable ainsi qu’une forme et une surface modifiables. Elles sont aussi plus petites
que les liposomes, ce qui leur permet de bénéficier au mieux de I'effet EPR car les pores engendrés par
cet effet ont une taille comprise entre 400 et 600 nm, plus le vecteur est petit, plus son extravasation
dans le microenvironnement tumoral et la pénétration dans les tissus sont efficaces.** Les micelles de
polymeéres sont formées de copolymeres a blocs qui possedent des unités monomeres hydrophiles et
des unités monoméres hydrophobes. La longueur du bloc hydrophile doit étre plus grande que celle
du bloc hydrophobe. Cependant, si la partie hydrophile est trop longue, les amphiphiles ne
s’assemblent pas en micelles et si la partie hydrophobe est tres longue, les copolymeéres forment des
tubes.®

Il existe un équilibre entre les micelles formées et les unimeéres libres. Par rapport aux micelles formées
a partir de surfactants monomériques, la concentration micellaire critique (CMC) des polymeéres
(Figure 9), qui est la concentration a partir de laquelle les amphiphiles s’organisent en micelles, est
plus faible, ce qui confere de la stabilité a la micelle. De plus, la stabilité des micelles de polymeéres
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peut &tre accentuée en réticulant leur cceur.*! Pour que les micelles se forment, la température doit
également étre supérieure a la température micellaire critique.

Couronne
amphiphiles I( hydrophile
C>CMC ¢
_—>
— .
T assemblage spontané en
Téte polaire solution aqueuse
Queue hydrophobe Coeur
hydrophobe

Figure 9 : assemblage spontané des micelles en solution aqueuse

Les micelles classiquement utilisées pour des applications biomédicales ont une taille comprise entre
10 et 80 nm, leur CMC est de I'ordre du millimolaire, voire du micromolaire pour certains copolyméres,
et leur taux de chargement varie entre 5 et 25 % en masse.?

Les amphiphiles de micelles de polymeres sont souvent constitués de PEG pour former une couronne
hydrophile. Le PEG est peu toxique et sert de protection stérique vis-a-vis des protéines plasmatiques.
Certains polymeres hydrophiles sont parfois utilisés a la place du PEG comme le poly (N-vinyl-2-
pyrrolidone) (PVP) et I'alcool polyvinylique (Tableau 2). En ce qui concerne les monomeéres utilisés pour
la partie hydrophobe, les plus courants sont I'oxyde de propyléne, I'acide lactique et la caprolactone
(Tableau 3).2

Tableau 2 : polymeres hydrophiles utilisés pour la synthése de copolymeéres amphiphiles

Bloc hydrophile Structure chimique
PEG H(O~ %o "
PVP [,?A\o
Alcool polyvinylique N
OH

Tableau 3 : polyméres hydrophobes utilisés pour la synthése de copolymeres amphiphiles

Bloc hydrophobe Structure chimique
Poly(oxyde de propyléene) ((oJ\}

Acide polylactique (PLA) 0
{57

Polycaprolactone
o
o n
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Les substances hydrophobes peuvent étre chargées dans le coeur des micelles par des interactions
physiques, ce qui permet une amélioration de la solubilité de certains anti-cancéreux.*! Une simulation
mathématique montre que lors de I'encapsulation d’un principe actif hydrophobe, le procédé débute
par le déplacement des molécules d’eau se trouvant dans le cceur des micelles suivi par I'accumulation
du principe actif qui entraine un déplacement des blocs hydrophobes se trouvant dans cette zone.**
La taille des micelles peut donc augmenter du fait de I'expansion de son cceur. La taille des blocs
hydrophobes et hydrophiles joue un réle dans I'efficacité de chargement des micelles. Ainsi, plus le
bloc hydrophobe est grand, plus le cceur de la micelle est gros et donc plus la quantité de PA chargé
est importante. A 'opposé, plus la partie hydrophile est grande, plus la CMC diminue et plus la quantité
de PA encapsulé est réduite. Il faut donc trouver un équilibre, car une chaine hydrophile de PEG longue
permet, par exemple, I'augmentation du temps de circulation et la furtivité vis-a-vis du systeme
réticuloendothélial. L’efficacité de chargement d’un PA dépend de son hydrophobicité. Pour procéder
a I’encapsulation, le protocole couramment utilisé est celui au cours duquel des solutions de PA et de
polymeéres dans un solvant organique sont mélangées, les solvants organiques sont évaporés, un film
est obtenu. Ce dernier est ensuite repris dans une solution aqueuse, les micelles se forment apres
agitation et le PA est encapsulé, ’excédent est éliminé par filtration.®

Le Genexol-PM est une formulation micellaire approuvée par la FDA pour le traitement des cancers du
sein, du poumon et des ovaires.* Ce sont des micelles de copolymeéres diblocs constitués de PEG-poly
(D,L-acide lactique) chargées avec du paclitaxel. Les essais de phase | montrent que le paclitaxel
formulé sous forme de Genexol-PM est toléré & une plus forte dose (390 mg/m?) que lorsqu’il est

2).41

formulé en Taxol (135-200 mg/m
e) Les micelles a cceur lipidique

D’autres types de micelles, ont un ccoeur hydrophobe constitué de phospholipides. Ces derniers
peuvent apporter un gain de stabilité grace a la présence des deux chaines d’acides gras qui
augmentent les interactions hydrophobes au cceur de la micelle. Les phospholipides sont conjugués a
des polymeres hydrophiles pour pouvoir former des micelles. Les amphiphiles utilisés sont par exemple
des conjugués PEG-diacyllipides ou PEG-phosphatidyl ethanolamine (PEG-PE) (Figure 10). Ces
conjugués de lipides et de polymeres s’assemblent spontanément sous la forme de micelles en solution
aqueuse. Les conjugués PEG-PE forment des micelles de taille comprise entre 7 et 35 nm et ont une
CMC de l'ordre de 1 pg/mL.2

o)
1 _OH
O‘P\O/\/NHZ

Figure 10 : Structure générale d’une phosphatidyl ethanolamine
6) Nano-vecteurs activables par un stimulus 4647

Grace aux ciblages passif et actif, les nano-vecteurs peuvent véhiculer de maniére plus efficace les
principes actifs au niveau des tissus et cellules malades. Cependant, afin d’améliorer encore |'efficacité
thérapeutique, ces objets peuvent étre construits de sorte a ce qu'’ils répondent a certains stimuli,
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permettant ainsi une libération controlée du médicament au niveau de la cible. Cette approche est
d’autant plus intéressante que le stimulus est propre a la maladie. L'idée de créer des nano-vecteurs
répondant a des stimuli date des années 1970 avec I'utilisation de liposomes thermosensibles.*® ||

existe deux catégories de stimuli : les stimuli internes et externes.
a) Les stimuli internes

Dans le cas du cancer, certaines propriétés sont propres aux tissus et cellules malades. Il est donc
possible d’utiliser ces stimuli biologiques pour procéder a une libération ciblée et contrélée du principe
actif par les nano-vecteurs. Le pH, la température et le microenvironnement redox ont des valeurs
différentes au niveau des tissus tumoraux par rapport aux tissus sains.

Dans les tumeurs solides, le pH extracellulaire est plus acide (environ 6,5) que le pH du sang (7,4 a
37 °C). De plus, le pH au niveau des endosomes et des lysosomes a l'intérieur des cellules est plus bas
que celui du cytosol. Il est donc possible, en choisissant une structure appropriée de nano-vecteur,
d’exploiter ces variations de pH afin de libérer le principe actif au niveau de sites intracellulaires et
extracellulaires spécifiques. Cette valeur plus faible de pH au niveau de la masse tumorale est liée au
processus de formation de la tumeur. En effet, comme les tumeurs proliférent rapidement, la
vascularisation au niveau de ces derniéres est souvent insuffisante pour apporter assez de nutriments
et d’oxygéne pour l'ensemble des cellules tumorales. Cela entraine une différence dans
I’environnement métabolique entre les tumeurs et les tissus normaux. En effet, le manque d’oxygéne
(hypoxie) induit la production d’acide lactique et, par ailleurs, I'hydrolyse de I’ATP dans un
environnement faible en énergie donne naissance a un microenvironnement acide.*® Différents nano-
vecteurs présentant des liens sensibles aux conditions de pH ont ainsi été préparés. Parmi les liens
utilisés on trouve des groupes cis-aconityl, des hydrazones, des oximes, des acétals ou encore des

éthers silylés (Figure 11).4
a) Groupement cis-aconityl b) Groupement hydrazone
O._OH 0]
(0] H* H* le) 0O
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Figure 11 : Structure de quelques liens sensibles aux conditions acides?*’

Fréchet a développé des micelles sensibles au pH qui peuvent libérer une molécule active encapsulée
a pH 5. Le copolymére amphiphile posséde un bloc hydrophobe labile (lien acétal) qui va, en conditions
acides, s’hydrolyser et entrainer la rupture de la micelle pour libérer la substance encapsulée.*®
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Les propriétés redox des cellules tumorales sont également différentes de celles des cellules saines.
C’est le taux de glutathion présent a I'intérieur des cellules cancéreuses, 100 a 1000 fois plus élevé que
dans le milieu extracellulaire, qui est responsable de ce phénomeéne. Cette concentration induit une
différence de potentiel entre le milieu intracellulaire (qui a des propriétés réductrices) et le milieu
extracellulaire (qui a des propriétés oxydantes). Des nano-vecteurs possédant des liens disulfures
réductibles peuvent ainsi étre utilisés pour libérer une molécule active a l'intérieur de la cellule.
L’équipe de Cheng a ainsi préparé des micelles contenant des polymeres conjugués a la camptothécine
par un lien disulfure. Le polymére contenant la camptothécine est nanoprécipité avec du mPEG-b-Tyr-
OCA et le coeur hydrophobe est réticulé avec un linker bis-azido par chimie click. Aprés clivage
réducteur du linker et du lien camptothécine, les micelles sont déstabilisées et la camptothécine est

libérée (Figure 12).°
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Figure 12 : Préparation de micelles réticulées sensibles aux conditions redox>°
b) Les stimuli externes

L'utilisation de stimuli externes est une autre stratégie pour perturber physiquement les nano-
vecteurs. L'emploi de champs magnétiques, d’ultrasons ou de la lumiere sont différents types de
stimuli envisageables.>?

L'utilisation d’'un champ magnétique permanent peut permettre de guider les nano-vecteurs
magnétiques vers un tissu malade. Pour diriger le vecteur, un champ magnétique externe est appliqué
a la cible biologique (par exemple une tumeur) lors de I'administration d’une nanoparticule
magnétique. Cela permet d’augmenter I'accumulation locale au niveau des tumeurs. Pour cette
application, ce sont des nanoparticules possédant un cceur de magnétite (Fes0,) ou de maghémite
(Fe203) qui sont utilisées. L'application d’un champ magnétique permanent peut aussi entrainer la
libération de principes actifs. Lorsque ces nanoparticules sont soumises a un champ alternatif, il se
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produit un échauffement des particules qui se comportent alors comme des transducteurs. Ce type
d’approche a été mis a profit pour le développement de thérapies par hyperthermie. L'utilisation du
champ magnétique est cependant limitée aux nodules tumoraux accessibles.>! Les cellules tumorales
semblent étre plus sensibles au dommage causé par la chaleur que les cellules saines. La plupart des
études cliniques sur I’hyperthermie utilisent des liposomes ou des nanoparticules contenant des
oxydes de fer super-paramagnétiques. Les liposomes et les nanoparticules permettent de véhiculer les
particules d’oxyde de fer au niveau des tissus souhaités. Lorsqu’un champ magnétique alternatif est
appliqué in vivo (100-120 kHz) des températures locales comprises entre 40 et 45 °C sont atteintes. La
chaleur peut également aider a accumuler plus de nanoparticules au niveau de la tumeur.> Cela est
possible en ajustant la transition LCST (Lower Critical Solution Temperature) des polymeéres utilisés
pour assembler les vecteurs nanométriques. En effet, des polyméres ayant une LCST légérement
supérieure a la température physiologique deviennent insolubles quand la température augmente.
C’est ce phénomeéne qui leur permet de s’accumuler au niveau des tumeurs traitées par hyperthermie.
Cela est possible pour une LCST de 40 °C par exemple. Les nano-vecteurs peuvent donc s’accumuler
préférentiellement au niveau des tumeurs grace au stimulus créant de la chaleur.>?

Les ultrasons sont efficaces pour réaliser un contréle spatio-temporel de la libération des PA au niveau
du site d’action souhaité. Il s’agit d’une technique non-invasive, et en ajustant la fréquence, il est facile
d’ajuster la pénétration dans les tissus. Les ultrasons peuvent entrainer la libération de PA par des
effets thermiques ou mécaniques causés par un phénomeéne de cavitation. Il a été montré que les
forces physiques associées a la cavitation déstabilisent le nano-vecteur et entrainent la libération du
PA. Cette cavitation permet en outre I'augmentation de la perméabilité au niveau des tissus tumoraux.
Le seuil de cavitation est atteint avec des basses fréquences d’ultrasons (kHz).

Des systémes sensibles a la lumiére ont également été étudiés ces dernieres années car ils sont non-
invasifs et permettent de contréler dans le temps et I'espace la libération des PA. Ces systémes sont
congus pour se dégrader a la lumiére (UV, visible ou proche infra-rouge) afin de libérer la molécule
encapsulée. lls peuvent aussi étre utilisés pour produire de la chaleur par conversion de I'énergie
lumineuse. C'est par exemple le cas des nano-batonnets d’or qui peuvent par irradiation dans le proche
infrarouge générer une forte augmentation de température locale. Celle-ci a été mise a profit pour la
déshybridation de brins d’ADN a la surface des nanoparticules et la libération de la doxorubicine qui
était associée a I’ADN (Figure 13).5%33
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J“J Brin ciblant ’: Doxorubicine
(“‘ Brin de capture g) PEG

Figure 13 : Libération de doxorubicine par la déshybridation de I’ADN conjugué a la surface de nanotubes d’or induite par le
proche-infrarouge®3

lll.  Conclusion et objectifs de la these

Les principes actifs utilisés pour le traitement du cancer sont a l'origine de nombreux effets
secondaires. La nanomédecine cherche a améliorer les propriétés pharmacocinétiques des
médicaments et a étre plus spécifique pour réduire ces effets secondaires. En travaillant sur la chimie
de surface des nano-vecteurs pour les rendre plus circulants et en ajustant leur taille, 'accumulation
de maniére passive par effet EPR au niveau des tissus tumoraux est rendue possible. Cet effet permet
de concentrer une plus forte dose de principe actif au niveau des tissus malades tout en en diminuant
la dose regue au niveau des tissus sains. De plus, en fonctionnalisant les nano-vecteurs par des ligands
de surface adaptés, il est possible de cibler spécifiquement les cellules cancéreuses qui présentent des
récepteurs de surfaces particuliers. Ce ciblage permet une meilleure internalisation du principe actif,
la dose injectée peut alors étre réduite. Différents objets sont développés et étudiés dans ce cadre :
les nanoparticules de polymeres, les liposomes, les dendrimeéres ainsi que les micelles de polymeéres
ont déja fait leurs preuves d’un point de vue clinique.

L'objectif de cette these est de développer des formulations micellaires, reposant sur les travaux
antérieurs de I'équipe, pour cibler de maniere passive les tissus tumoraux. Des micelles stimuli-
sensibles seront également étudiées afin de permettre une libération controlée dans le temps et
I’espace de la substance active en profitant soit d’un stimulus externe soit d’un stimulus interne propre
aux tissus tumoraux. Ces objets peuvent étre utilisés comme outils théranostiques, permettant
simultanément le diagnostic et la thérapie. Enfin des micelles combinant les techniques de ciblage
passif et actif seront également préparées.
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. Les micelles polydiacétyléniques

Les principes actifs médicamenteux couramment utilisés pour le traitement du cancer sont en général
peu solubles en milieu aqueux et présentent une biodistribution difficile a contréler. Un des défis de
la nanomédecine consiste a développer des formulations nanométriques qui permettent de
transporter ces molécules a activité thérapeutique a travers les différentes barrieres biologiques pour
atteindre sélectivement leur cible. Cependant, le développement de nano-vecteurs biocompatibles,
qui ont un taux de chargement élevé, un temps de circulation long, une biodistribution et une
pharmacocinétique favorables est un défi qui reste a relever. Parmi les différents nano-vecteurs, les
micelles présentent un certain nombre d’avantages tels qu’un assemblage aisé et une forte capacité
de chargement. De plus, du fait de leur taille réduite, les micelles peuvent bénéficier d’une diffusion
en profondeur dans les tissus cibles. Cependant, les micelles conventionnelles sont assez peu stables
(car dynamiques par nature) et ont une concentration micellaire critique (CMC) relativement élevée,
ce qui conduit, en conditions diluées comme dans le sang, a une déstabilisation de I'édifice
supramoléculaire. Afin de contourner ces limitations, des micelles de polymeéres ont été développées.
Ces micelles ont une CMC plus faible mais leur diametre est relativement important (généralement
compris entre 5 et 100 nm).2”"%! Dans notre équipe, nous avons fait le choix de développer des micelles
compactes constituées d’amphiphiles qui incorporent une fonction diacétylénique qui peut étre
polymérisée apres la formation des micelles. Cette polymérisation a pour effet de renforcer la stabilité
des micelles et de les rendre moins sensibles a la dilution.>* Dans des travaux antérieurs, plusieurs
dérivés de ces micelles ont été élaborés au laboratoire. lls sont présentés ci-apres.

1) Micelles PDA-NTA

Les micelles de premiere génération, dites PDA-NTA, ont été développées au laboratoire en 2007. Elles
sont constituées d’unités amphiphiles DA-NTA qui incorporent un groupement diacétylénique (DA) et
une téte polaire nitrilo-triacétatique (NTA) (Figure 14). La partie lipophile comporte 25 atomes de
carbone et deux fonctions acétyléniques contigiies en position 10 et 12. A I'issue de I"assemblage des
micelles en solution aqueuse, les entités diacétyléniques sont polymérisées par irradiation sous
lumiere UV a 254 nm. Ce processus de polymérisation s’opére selon un mécanisme topochimique
d’addition conjuguée 1,4 (Schéma 1).1* > Cette étape permet de stabiliser la structure des micelles
PDA-NTA polymérisées en les rendant plus stables méme lorsqu’elles sont diluées a une concentration
inférieure a la CMC. Alors que la CMC des micelles non polymérisées est de 15 mg L2, elle est inférieure
a 1 mg Lt aprés polymérisation.>
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Figure 14 : amphiphile DA-NTA
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Schéma 1 : Mécanisme de photopolymérisation du motif diacétylene

Selon le pH du milieu dans lequel les amphiphiles baignent, leur comportement supramoléculaire est
variable. Dans des conditions de pH neutres, les amphiphiles s’assemblent en bicouches formant des
structures en forme de ruban. Aprés irradiation lumineuse a 254 nm, la solution de ruban devient
bleue. Cette couleur est due a la nature hyper-conjuguée du systeme polymérisé. Lorsque cette
solution est chauffée a 70 °C, la couleur évolue progressivement vers le violet puis le rouge, indiquant
la formation de spirales. Il s’agit d’'un procédé réversible, mais lorsque I'’échantillon est chauffé a de
plus fortes températures, des nanotubes organiques se forment de facon irréversible (Figure 15). Par
contre, lorsque le pH de la solution d’amphiphiles est basique (> 10), ces derniers s’assemblent sous
forme de micelles d’environ 6—7 nm de diameétre. Au cours de la polymérisation, la solution colloidale
devient jaune. Cette coloration est propre a I'augmentation de la conjugaison du polymere (qui reste
cependant bien loin de I'hyper-conjugaison des bicouches).>% 56

/:

Ruban Ruban torsadé Spirale

Nanotube

Figure 15 : Représentation schématique des assemblages supramoléculaires obtenus lors de I'irradiation sous UV du DA-
NTA en conditions neutres

Cette différence de comportement en fonction du pH est due a I’état de protonation de la téte polaire
NTA. Ce dernier fait varier le parametre d’empilement critique (critical packing parameter, CPP) qui
est inversement proportionnel a la surface de la téte polaire. Les micelles se forment pour un CPP
inférieur a 0.33, ce qui est le cas lorsque I'amine tertiaire du NTA et les trois acides sont déprotonés
(Figure 16).
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Figure 16 : CPP en fonction de I'état de protonation de la téte NTA>
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2) Micelles PDA-PEG

Afin de pouvoir transporter les molécules thérapeutiques a travers les différentes barriéres
biologiques, il a été montré que I’habillage des nano-vecteurs avec des polyméres hydrophiles comme
le PEG limitait leur prise en charge par le systeme réticulo-endothélial (RES) et améliorait le temps de
résidence des micelles dans le sang. En effet, la présence de PEG conféere aux nano-vecteurs une
protection stérique qui limite I'opsonisation qui correspond a la fixation de marqueurs protéiques
(opsonines) a la surface des vecteurs. Ce marquage conduit classiquement a l'identification des
vecteurs comme corps étrangers et a leur phagocytose par des monocytes circulants.”” Par ailleurs, le
poids moléculaire du PEG utilisé est important pour la biocompatibilité et le comportement furtif de
la micelle.>® Il est donc nécessaire d’ajuster la taille du polyéther en fonction des propriétés souhaitées.
Notre équipe a synthétisé des amphiphiles polymérisables qui présentent une chaine lipophile
diacétylénique constante et une partie hydrophile PEG de taille variable. Le comportement in vivo de
ces micelles a été étudié et comparé avec celui des micelles PDA-NTA.X* Deux tailles de PEG ont été
incorporées aux micelles, un PEGsso et un PEG,000. Ces micelles se forment spontanément en solution
aqueuse, quel que soit le pH (contrairement aux micelles PDA-NTA dont la formation dépend de la
valeur du pH). Le volume de la téte polaire est ici contr6lé par la seule taille du PEG et non par son état
de protonation.

Afin de pouvoir envisager une fonctionnalisation ultérieure des micelles, les amphiphiles PEG simples
ont été mélangés a des amphiphiles terminés par un groupement carboxylate (Figure 17). Les micelles
ont été assemblées dans un ratio de 1:1 de chacun des amphiphiles et polymérisées sous UV. Le
diamétre des micelles PEGylées est de 8 nm pour la micelle PEGsso et de 13 nm pour la micelle PEG2000.%*

= 7 0 ™A ron i g OMO%O/\C%H
FZ 4
1 1

n=7:PEGz5 n=7:PEGzg
n =43 : PEGyyo n =43 : PEGyqqg

Figure 17 : Structure chimique des amphiphiles PEGylés
3) Biodistribution des micelles

La biodistribution des micelles PDA-NTA, PDA-PEGsso et PDA-PEGo0 a été étudiée aprés avoir
fonctionnalisé leur surface avec une sonde fluorescente FluoroProbes 730 (FP730). La
fonctionnalisation a été réalisée par un couplage peptidique entre I'amine primaire du fluorophore et
les acides carboxyliques présents a la surface des micelles. La présence de cette sonde a la surface des
micelles permet de suivre leur biodistribution in vivo. Les micelles ont été injectées dans la veine
caudale de souris xénogreffées avec la lignée cancéreuse MDA-MB-231 (cancer du sein). La
biodistribution des micelles a été étudiée par imagerie planaire proche infrarouge (NIR). L'observation
de la face ventrale montre que les micelles s’accumulent principalement dans le foie et les intestins
guelques heures aprés l'injection. Aucune fluorescence n’a été observée dans la rate, la vessie ou les
reins, suggérant la mise en place d’une voie d’excrétion hépatobiliaire. 24 h apres I'injection des
micelles, une accumulation forte au niveau de la tumeur est observée. En effet, un contraste marqué
de fluorescence est détecté entre la tumeur et les tissus sains. Cette observation indique que les
micelles se sont sélectivement accumulées dans la tumeur par effet EPR. La micelle PDA-PEG3oq0 est
deux fois plus accumulée dans la tumeur que les autres systéemes micellaires (Figure 18). La
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pharmacocinétique et la stabilité des micelles in vivo ont également été étudiées. Des échantillons de
sang ont été collectés au cours du temps et la fluorescence du plasma mesurée a 732 nm. Les
parametres pharmacocinétiques ont été calculés avec un modéle a deux compartiments. Pour les trois
types de micelles, le T12B (demi-vie dans le sang associée a la deuxi€éme phase) est proche (entre 400
et 500 min) alors que le T1,a (demi-vie dans le sang associée a la 1% phase) varie de 11.7 & 42 min.
Les micelles PEG2o00 ONnt la meilleure pharmacocinétique (Tableau 4). Une électrophorése sur gel
d’agarose non dénaturant a permis de montrer que les micelles étaient stables dans le sang. En effet,
les objets obtenus par prélevement sanguin ont le méme profil de migration que des échantillons non
injectés.* Ces observations mettent en évidence la supériorité des micelles PDA-PEG200 cOmme
candidats vecteurs. C’est la raison pour laquelle nous avons retenu ce systeme micellaire pour le
transport de principes actifs et comme outil d’imagerie in vivo.

a) ' - »
A
b) -
C) ‘ ‘ )
d) ‘ ‘

270

Avant

injection 0.5h 1h 24 h 96 h

Figure 18 : Biodistribution par imagerie planaire NIR apres injection intraveineuse dans des souris portant des xénogreffes
MDA-MB-231 : a) FP730 seul, b) micelles PDA-NTA-FP730, c) micelles PDA-PEG350-FP730, d) micelles PDA-PEG;q00-FP730 14
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Tableau 4 : Paramétres pharmacocinétiques des différentes micelles4

Micelles Ti/20 (min) T1/2B (min)

PDA-NTA 12+5.8 457 +35
PDA-PEG3so 22+15 433 +40
PDA-PEG000 42+0.5 525+72

Il. Préparation de micelles PDA-PEG2000 covalemment liées a un principe
actif

1) Pourquoi lier de fagon covalente un médicament a un nano-vecteur ?

Lorsqu’une formulation nanométrique est injectée in vivo, il y a potentiellement un risque de libération
non-contrélée de la cargaison médicamenteuse si le principe actif est associé au vecteur de maniere
non covalente. Ce phénoméne est essentiellement dépendant de la nature chimique de la molécule
transportée. Cette libération peut entrainer un relargage massif du médicament, c’est ce que I'on
appelle le « burst release ».° Pour pallier ce relargage incontrdlé, une liaison covalente entre le
médicament et le nano-vecteur peut étre envisagée. Cette stratégie permet de renforcer I'association
entre la nanoparticule et le principe actif et d’augmenter son temps de circulation sanguine, favorisant
ainsi 'accumulation dans les tumeurs par effet EPR tout en diminuant les effets secondaires.

Dans la littérature, de nombreuses études ont été réalisées sur la doxorubicine. Ce médicament est
couramment utilisé dans le traitement de cancers, mais n’étant pas spécifique des cellules
cancéreuses, il provoque de nombreux effets secondaires, essentiellement cardiaques. La dose qui
peut étre utilisée est donc limitée. Le Doxil®, une formulation liposomale de la doxorubicine, a été
utilisé pour améliorer I'effet thérapeutique du médicament et diminuer ses effets secondaires.

Des pro-drogues sont aussi utilisées pour améliorer I'effet thérapeutique des principes actifs. Haisma
et al. ont étudié une pro-drogue de la doxorubicine : la doxorubicine-glucuronide (DOX-GA3) (Figure
19), qui est activée in vivo par la S-glucuronidase, une enzyme présente dans I'espace extracellulaire
des tumeurs nécrotiques. Sous forme de pro-drogue, la dose tolérée de doxorubicine est 60 fois
supérieure a celle de la doxorubicine libre lorsqu’elle est administrée a des souris portant une tumeur
OVCAR-3. La toxicité systémique est réduite et une plus grande concentration de doxorubicine est
accumulée dans les tissus tumoraux. Cependant, I'un des inconvénients de cette prodrogue
glucuronide est son hydrophilie qui conduit a une élimination rapide par les reins. L'utilisation de doses
« massives » est donc nécessaire pour observer un effet thérapeutique. Afin de contourner ce
probléme, un dérivé ester méthylique lipophile de DOX-GA3 a été préparé (Figure 19) : DOX-mGA3,
qui est hydrolysé en DOX-GA3 par les estérases présentes dans le sang. Du fait de la libération lente
dans le sang de DOX-GA3 aprées I'administration de DOX-mGA3, les propriétés pharmacocinétiques
sont améliorées.’%% Cependant, elle présente une mauvaise solubilité aqueuse, ce qui diminue
I'intérét thérapeutique. Talelli et al. ont résolu ce probleme en liant de fagcon covalente une pro-drogue
de la doxorubicine (DOX-propGA3) a un copolymeére a bloc amphiphile par une réaction de click entre
I'alcyne présent sur la pro-drogue et I'azoture du copolymere (Schéma 2). Ce copolymeére a bloc
s’assemble sous forme de micelles liées de maniere covalente a la doxorubicine. L’équipe a ainsi
montré que la doxorubicine incorporée dans ces micelles de polymere est aussi efficace in vitro que la
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doxorubicine avec des cellules UM-SCC-14C. Ce résultat laisse espérer un meilleur comportement in
vivo que la pro-drogue DOX-mGA3.%
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Figure 19 : Structures chimiques de DOX-GA3 et DOX-mGA3
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Schéma 2 : Click entre le copolymére bloc mMPEGsgoo-b-p(HPMAmMLac,-r-AzEMA) et DOX-propGA364

Lier un médicament de maniere covalente a son transporteur présente donc un certain nombre
d’avantages. C'est la raison pour laquelle nous avons choisi d’assembler une micelle
polydiacétylénique pouvant servir de vecteur de médicaments par une prise en charge covalente de
ces derniers.

2) Stratégies envisagées pour lier un médicament de fagon covalente aux micelles PDA-
PEG2000

Pour permettre la liaison covalente d’un principe actif sur les micelles PDA-PEG300, un amphiphile a
été congu présentant un point d’accroche alcéne. Le groupement alcéne permet en effet d’envisager
une fonctionnalisation de type click tétrazine-alcéne ou thiol-éne. L’alcéne sera positionné a la jonction
entre la partie hydrophile et la partie lipophile de I'amphiphile de maniére a protéger la molécule
transportée par la couche périphérique de PEG.

a) Conception et synthese d’un amphiphile DA-alcéne-PEG2o00

Un alcéne peut étre fonctionnalisé de diverses fagons. Des réactions entre des tétrazines et des alcenes
contrains ont été décrites par Fox et ses collégues et s’avérent étre rapides.®® Il s’agit d’une réaction
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de type Diels-Alder a demande inverse d’électrons. La réaction entre le trans-cycloocténe et Ila
) 66

dipyridyltétrazine se fait dans I’eau avec une constante k = 10® M’s? (Schéma 3
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Schéma 3 : Réaction entre le trans-cycloocténe et la dipyridyltétrazine®®

L'utilisation d’oléfines contraintes dans notre cas n’est pas adaptée car ces oléfines sont sensibles aux
rayonnements UV et risquent de se dégrader a I'étape de polymérisation de la micelle. Toutefois, Lee
et al. ont pumontrer que des oléfines non contraintes pouvaient également réagir avec des tétrazines
avec des vitesses de réaction plus lentes (k compris entre 1,2 103 et 81 103 Ms, dans un tampon
PBS).%” C’est la raison pour laguelle, nous avons envisagé de fonctionnaliser les micelles avec un alcéne
linéaire qui devrait étre moins sensible au rayonnement UV. Cet alcéne sera fonctionnalisé par chimie
« click » avec une tétrazine liée au principe actif médicamenteux ou par réaction avec un thiol.%® Ces
deux réactions peuvent en effet étre classées dans la famille des réactions « click » (dont le concept a
été introduit en 2001 par Sharpless) car elles sont bio-orthogonales, ne forment pas de sous-produits
et conduisent a des systémes moléculaires liés dans des conditions réactionnelles douces.5°

Nous avons choisi de modifier les micelles « classiques » PDA-PEGao0 pour permettre leur
fonctionnalisation de maniére covalente avec un principe actif. Cette approche nécessite de
synthétiser une unité amphiphile qui comporte un point d’accroche, sous la forme d’une fonction
alcéne, situé entre la partie lipophile diacétylénique et la partie hydrophile PEG (Figure 20).
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Figure 20 : Structure de I'amphiphile DA-PEG2000 incorporant une fonction alcéne

La partie centrale de I'amphiphile (composé 1I-3) a tout d’abord été préparée a partir de la Boc-sérine
dont la fonction hydroxyle est engagée dans une substitution nucléophile en milieu basique (NaH) avec
le bromure d’allyle. Le produit d’alkylation 1I-2 est obtenu avec un rendement faible car il se forme
également un produit de di-alkylation (de I'acide carboxylique) en quantité non négligeable. Le
groupement Boc est ensuite déprotégé avec du TFA, pour conduire a I’lamine libre 11-3 (Schéma 4).
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(@] Br/\/ o (o)
\ DCM, TFA
HO/\‘)J\OH NaH, DMF V\O/\HkOH . Yo OH
B ——
HNYO HNYO ta., 16 h NH,
ta,25] 112 113

Oj< 2% Oj< quant.

Schéma 4 : Synthese de |'O-allyl L-sérine, partie centrale de I'amphiphile

Le fragment PEGylé 1I-6 est quant a lui obtenu en trois étapes a partir du PEG;000-OMe commercial.
Une premiére étape de tosylation permet d’activer la fonction alcool en groupement partant (l1-4). Le
tosylate est ensuite déplacé par substitution nucléophile avec de I'azoture de sodium pour conduire a
I"azido 1I-5. Enfin, le groupement azoture est réduit en amine primaire par hydrogénation catalytique
sur Pd/C (Schéma 5). Le fragment PEGylé est isolé apreés filtration sur célite et lavage basique avec un
rendement de 78 % pour la derniére étape. Le rendement global est de 65 %.

NaNj3, Nal
TsCl, TEA, DCM fo) Ofacetone 1:1
HO/\é \/>\ TsO/\é \/>O/ "2 /\4 M} -~
43 43
ta, 23 h reflux 19h
87 % -4 96 %

H,
EtOH/HCI 95:5

Pd/C 5 wi%
H2N/\40\/2\30/

ta,3.3h

78 % 11-6

Schéma 5 : Synthése du fragment PEG-amine 11-6

Avec la partie centrale et la partie PEGylée en mains, 'amphiphile 1I-1 est finalement assemblé a partir
de I'acide 10,12-pentacosadiynoique préalablement activé sous la forme d’ester de succinimide II-7.
Ce dernier est engagé dans une réaction d’amidation avec le dérivé de sérine I1-3 préparé ci-dessus.
Cette réaction conduit au produit intermédiaire 11-8 avec 97 % de rendement. Cet intermédiaire est
mis a réagir avec le PEG-amine 11-6 vig une activation in situ par EDC/HOBt. Cette deuxiéme réaction
d’activation conduit a I'amphiphile souhaité II-1 avec un rendement de 32 % (Schéma 6).
L’'encombrement stérique lié au PEG pourrait expliquer le faible rendement obtenu sur cette derniére
étape.
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Schéma 6 : Synthése de 'amphiphile DA-alcene-PEGzqo (I1-1)

Les micelles ont ensuite été assemblées a partir de cet amphiphile 1I-1 dans de I'’eau déminéralisée.
Une solution a 10 mg/mL d’amphiphile dans de I'eau est traitée au bras a ultrasons pendant 10
minutes. Les micelles sont ensuite polymérisées pendant 6 h sous UV a 254 nm. Alors qu’avant
polymérisation les micelles ont un diameétre de 12,5 nm, celles-ci deviennent plus compactes apres
polymérisation et leur diametre est de 10 nm. Une analyse par RMN du proton de la micelle
polymérisée dans le chloroforme deutéré montre que l'alcéne libre n’est pas affecté par la
polymérisation et peut donc servir de point d’accroche pour une fonctionnalisation ultérieure avec
une molécule active.

b) 1°¢stratégie de fonctionnalisation : click avec une tétrazine

Méme si la réaction entre les tétrazines et les alcénes non contraints est plus lente qu’avec les alcenes
tendus, nous avons tenté de fonctionnaliser nos micelles PDA-alcéne-PEGyo00 avec une tétrazine qui
serait liée a un principe actif.

Dans un premier temps, nous avons voulu vérifier que la réaction entre I’alcéne porté par les micelles
et une tétrazine modele était opérante (Schéma 7). Nous avons donc préparé la tétrazine modele 11-9
(Schéma 8) dont le groupement amine est engagé dans un lien amide avec I'acide phénylacétique. Par
la suite, cette amine pourra étre fonctionnalisée par exemple avec un principe actif si la réaction click
avec le composé modele fonctionne.

hy, 6h

eau
déminéralisée

Schéma 7 : Stratégie de fonctionnalisation des micelles PDA-alcéne-PEG,g00 avec une tétrazine
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La préparation de la tétrazine 1I-9 se fait en quatre étapes en utilisant les protocoles mis au point par

Evans et ses collaborateurs (Schéma 8).7° Dans un premier temps, la fonction amine primaire du 4-

(aminomethyl)benzonitrile-HCI est protégée sous la forme d’un carbamate de tert-butyle (1I-10). La

fonction tétrazine est ensuite introduite a partir du groupement nitrile en faisant réagir ce dernier avec

de I'hydrazine en présence de nickel et d’acétonitrile. Il s’agit d’'une méthode de formation de

tétrazines en un seul pot qui a été développée par Devaraj et ses collaborateurs en utilisant une

catalyse par un acide de Lewis.”* Cette réaction est une version améliorée de la synthése de Pinner des

s-tétrazines (1,2,4,5-tétrazines).” Le nickel joue ici le réle d’acide de Lewis qui facilite la condensation

de I’hydrazine avec les deux nitriles nécessaires a la formation de la tétrazine (Figure 21).

Une fois la tétrazine 1I-11 formée, la fonction amine est ensuite libérée par déprotection du Boc dans
de I'acide trifluoroacétique (Schéma 8a) et le composé 11-12 est obtenu sous la forme d’un sel de TFA
(le rendement de cette étape est quantitatif). La tétrazine modele 11-9 est finalement produite par une

réaction d’amidation entre 'amine 1I-12 et I'ester activé 1I-13 (Schéma 8b).
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Schéma 8 : Préparation de la tétrazine modéle 11-9
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Figure 21 : Mécanisme supposé de la formation des s-tétrazines en présence d’un acide de Lewis

CF4CO,

La réactivité de cette tétrazine vis-a-vis de la micelle PDA-alcéne-PEGjo00 a ensuite été testée dans

différentes conditions.
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Etant donné que la tétrazine modéle n’est pas soluble dans ’eau, un premier essai de réaction sur la
micelle polymérisée a été réalisé dans un mélange eau/THF a température ambiante. L'avancement
de la réaction peut étre suivi par spectroscopie d’absorption UV en contrélant la diminution du pic
d’absorbance a 542 nm qui correspond a la disparition du noyau tétrazine. Cependant, le milieu
réactionnel n’est pas homogéne et aprés une nuit d’agitation, aucune réaction n’est observée. Le
milieu réactionnel a été ultrasoniqué au bras a ultrasons, mais sans résultat probant sur I'activation de
la réaction. En effet, la RMN du proton du mélange réactionnel montre que la fonction allyle est restée
intacte ce qui nous indique que nous ne sommes pas parvenus a fonctionnaliser la micelle dans ces
conditions.

Un deuxiéme essai de cycloaddition entre I'amphiphile lI-1 et la tétrazine-modeéle a alors été réalisé en
solvant organique pur (dichlorométhane). Cependant, ici également nous n’observons pas de réaction,
méme apres trois jours de chauffage a 40 °C (Schéma 9a). Nous avons alors cherché a activer
thermiguement le processus en travaillant dans le dioxane a 110 °C pendant 4 heures (Schéma 9b).
Malheureusement, nous observons ici, une dégradation de la tétrazine.
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Schéma 9 : Conditions de réaction entre la tétrazine modeéle et I'amphiphile DA-alcene-PEG2000

Nous ne sommes pas parvenus a trouver des conditions optimales pour fonctionnaliser la micelle ou
I"amphiphile par réaction click avec la tétrazine modele. Afin d’améliorer la réactivité, nous aurions pu
envisager de préparer des tétrazines appauvries en électrons étant donné qu’il s’agit d’une réaction
de type Diels—Alder a demande inverse d’électrons. Toutefois, nous n’avons pas continué a travailler
sur cette voie de fonctionnalisation et avons opté pour une autre stratégie.

c) 2°mestratégie : fonctionnalisation par réaction thiol-éne

L’autre stratégie de fonctionnalisation des micelles que nous avons envisagée repose sur une réaction
de type thiol-éne. Cette réaction s’opére entre un thiol lié a un principe actif et un alcéne porté par la
micelle. Une premiére réaction a été réalisée avec un thiol modeéle dans des conditions mises au point

par Povie et al.”

qui ne nécessitent pas d’activation photochimique ou thermique. Les amphiphiles
polymérisés ont ainsi été mis en solution dans du dichlorométane en présence de catéchol, de

triéthylborane et d’ester méthylique dérivé de I'acide 3-mercaptopropionique (Schéma 11).

En présence de traces d’oxygene, le triéthylborane joue le réle d‘initiateur de radicaux éthyles qui vont
réagir avec le thiol pour générer le radical soufré correspondant. Ce dernier va s’additionner sur
I'oléfine pour conduire au conjugué thiol-ene attendu. Le catéchol intervient quant a lui dans la
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réparation des processus parasites d’interruption de chaine rencontrés sur les dérivés O-allyl (Schéma
10).

RSH + EL;B = RSBEt, + EtH (1)
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Schéma 10 : Mécanisme de réparation de l'interruption de chaine par le catéchol et le triéthylborane”3

Apres 18 h de réaction, la RMN du proton montre la disparition du signal de I’alcéene libre, ce qui laisse
penser que la fonctionnalisation a effectivement eu lieu.

,{%ﬂ hy, 6 h
—
N Q‘éé\v/'}‘?/, eau

HN
déminéralisée

(o]

|
HS/\/LO/
catéchol, Et:B

—

DCM, t.a., 18 h

Iz

Schéma 11 : Fonctionnalisation de la micelle PDA-alcene-PEG2000-OMe par thiol-ene

La réaction test semblant étre opérante, nous avons préparé un dérivé du chlorambucil portant un
groupement thiol (Figure 22). Le chlorambucil est un agent alkylant, de la famille des moutardes a
I'azote, utilisé dans le traitement de la leucémie lymphoide chronique et des cancers avancés des
ovaires et du sein.”* Une fois lié a la micelle par réaction thiol-éne, le chlorambucil pourra étre libéré
in vivo par hydrolyse de I'ester.
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Figure 22 : Structures du chlorambucil et du dérivé thiol du chlorambucil

Le composé II-15 est obtenu en deux étapes a partir du chlorambucil. La premiére étape consiste a
estérifier I'acide carboxylique du chlorambucil avec le mercapto-alcool II-16. Ce dernier est obtenu par
substitution nucléophile du 2-bromoethanol par le thioacétate de potassium (Schéma 12). La fonction
thiol du dérivé de chlorambucil 1I-15 est démasquée par le traitement de I'acétate 1I-17 avec du
thiomethoxyde de sodium (Schéma 12).
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Schéma 12 : Préparation du dérivé thiol du chlorambucil

La micelle PDA-alcéne-PEGz000 st ensuite engagée dans les mémes conditions que la réaction test,
c’est-a-dire en présence de catéchol, de triéthylborane et de 1I-15 dans du dichlorométhane a
température ambiante pendant une nuit. Cependant, dans ces conditions, la tentative de
fonctionnalisation n’a pas abouti, la RMN du proton montrant un alcene intact aprés une nuit
d’agitation.

La réaction a alors été mise en ceuvre sur I’'amphiphile 1l-1 non assemblé en micelles afin de mettre en
évidence si le manque de réactivité était imputable a I’'assemblage supramoléculaire (Schéma 13).
Malheureusement, ici également la réaction ne conduit pas a la formation de I'adduit chlorambucil-
amphiphile. Apres 20 h de réaction, nous observons seulement la dégradation du dérivé chlorambucil-
thiol. La non-réactivité du systéme s’explique sans doute par le fait que le dérivé thiol du chlorambucil
se dégrade plus rapidement qu’il n’a le temps de réagir avec I’alcéne.
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Schéma 13 : Essai de fonctionnalisation de I'amphiphile avec le dérivé thiol du chlorambucil
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Les conditions que nous avons testées pour la réaction thiol-ene entre un principe actif et la micelle
n’ont pas permis la fonctionnalisation du vecteur nanométrique. D’autres conditions réactionnelles
impliquant des initiateurs de radicaux classiques auraient pu étre mises en ceuvre mais n’ont
cependant pas été testées.

Nous avons jusque-la développé des micelles PEGylées pour cibler passivement les tumeurs car le PEG
est connu pour conférer des propriétés de furtivité aux nano-vecteurs. Toutefois, il existe des
alternatives au PEG décrites dans la littérature qui améliorent également les propriétés
pharmacocinétiques des vecteurs. Nous nous sommes donc intéressés au développement de micelles
poly-diacétyléniques zwitterioniques pour le ciblage des cellules cancéreuses.

lll. Une alternative aux PEG : les micelles zwitterioniques

1) Les micelles zwitterioniques

Le PEG est le polymere hydrosoluble le plus fréquemment utilisé pour rendre les nano-vecteurs
biocompatibles et furtifs in vivo. Toutefois, il a été montré que les dérivés de PEG pouvaient s’oxyder
en présence d'ions métalliques (métaux de transition) et d’oxygéne présents dans les milieux
biologiques. Une réponse immunitaire vis-a-vis du PEG peut également apparaitre, entrainant une
sensibilisation a moyen terme.

Il apparait donc intéressant de pouvoir développer des substituts de PEG pour ['habillage
biocompatibilisant des nano-vecteurs. Nous avons retenu les motifs zwitterioniques pour la
préparation de nano-vecteurs micellaires furtifs. Des zwitterions bio-inspirés comme les
phosphorylcholines, les carboxybétaines, et les sulfobétaines ont déja été mis a profit dans des
formulations nanométriques. Les zwitterions permettent en effet de préparer des nano-vecteurs
biocompatibles dont I'interaction avec les protéines plasmatiques et les cellules est minimisée. C'est,
entre autres, la capacité d’hydratation de la couche superficielle qui joue un réle clef dans la répulsion
des protéines plasmatiques. Les zwitterions s’hydratent mieux que le PEG par solvatation ionique forte
(sept a huit molécules d’eau peuvent se lier a une sulfobétaine vs. une molécule d’eau/unité d’éthyléne
glycol).23

Pour nous affranchir du PEG, nous avons donc développé des micelles zwitterioniques, « simples »
mais polymérisées, capables d’atteindre les tumeurs par effet EPR. Nous avons également développé
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des micelles zwitterioniques pouvant servir de plateforme au greffage covalent d’un principe actif.
Nous avons opté pour I'utilisation d’'un motif de surface de type sulfobétaine qui a déja été utilisé par
Luo et al. pour la préparation de vecteurs zwitterioniques chargés en doxorubicine.”

2) Préparation de micelles zwitterioniques comme plateforme de ciblage passif
a) Les sulfobétaines

Les amphiphiles de type sulfobétaines sont généralement moins solubles dans I'eau que ceux dérivés
de bétaines car leur téte polaire est moins hydrophile. Ces entités zwitterioniques ont le plus souvent
un point (ou température) de Krafft qui correspond a la température au-dessus de laquelle les
surfactants peuvent s’assembler en micelles. En dessous de cette température, les micelles ne peuvent
pas se former. Lorsque la distance entre les deux centres chargés augmente, le caractére hydrophile
augmente et le point de Krafft est abaissé. Cette distance n’est pas nécessairement proportionnelle au
nombre d’atomes de carbone car la chaine liant les deux centres est flexible et peut adopter plusieurs
conformations. Le caractere hydrophile dépend également de I'anion présent. L’anion CO; a un
caractére hydrophile plus important que I'anion SOs; . Pour abaisser le point de Krafft, des sels
inorganiques peuvent étre ajoutés. Par exemple, les amidosulfobétaines avec une chaine hydrophobe
comprise entre 18 et 28 atomes de carbone sont insolubles dans I'eau pure, méme a 100 °C.
Cependant, I'ajout de NaCl permet la solubilisation de ces zwitterions par abaissement du point de
Krafft. C’est la formation d’un sel interne entre la charge positive et la charge négative de la
sulfobétaine qui est a I'origine de la faible solubilité en absence de NaCl. Dans ce cas, peu d’ions libres
peuvent entourer la téte polaire pour apporter |’hydratation ionique nécessaire a la solvatation.
L'utilisation de NaCl permet de réduire cette interaction électrostatique, diminuant ainsi I'attraction
entre les deux charges. Les ions libres dans le groupe de téte peuvent donc s’hydrater, la solubilité est
ainsi augmentée et le point de Krafft diminue (Figure 23). Plus la chaine hydrophobe est grande, plus
le point de Krafft augmente.’®78
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Figure 23 : Représentation schématique de I'abaissement de la température de Krafft par ajout de sels””

Nous avons envisagé la préparation de micelles constituées d’amphiphiles avec une chaine grasse
possédant la fonction diacétylénique polymérisable, et une partie hydrophile sous la forme d’une téte
polaire sulfobétaine. Cette chimie de surface sera évaluée pour sa capacité a « biocompatibiliser » les
micelles qui seront étudiées in vivo.

b) Ciblage passif de tissus tumoraux avec des micelles zwitterioniques
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Des micelles constituées d’amphiphiles DA-zwitt (Figure 24) qui sont stabilisées par polymérisation ont
été préparées et leur biodistribution ainsi que leurs propriétés de ciblage des tumeurs ont été
étudiées.”

Figure 24 : Structure de I'amphiphile DA-zwitt

Trois étapes de synthése sont nécessaires pour obtenir 'amphiphile DA-zwitt a partir de |’acide 10,12-
pentacosadiynoique. La premiére étape est |'activation de I’acide sous forme d’ester de succinimide.
Cet ester est ensuite mis a réagir avec la N,N-diméthylaminopropylamine conduisant a I'amine 11-19.
Enfin, I'alkylation avec la 1,3-propanesultone permet de former I'amphiphile souhaité (Schéma 14).
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Schéma 14 : Synthése de 'amphiphile DA-zwitt”®

Du fait de sa faible solubilité dans I'eau déminéralisée (due a la présence de sels internes entre les
deux charges de la téte polaire)®® cet amphiphile a été assemblé en micelles dans de I'eau contenant
9 mg/mL de NaCl. La CMC des micelles non polymérisées a été mesurée par la méthode de
fluorescence du pyréne et est de 25 mg L. Les micelles ont ensuite été polymérisées sous UV a 254
nm pendant 6 heures pour former des micelles stabilisées (PDA-zwitt, Figure 25) avec un diametre
hydrodynamique de 9 nm tel que mesuré par DLS.

C>CMC
‘N/\/\N/\/\sll @ NacCl 9mg/mL
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Figure 25 : Préparation des micelles PDA-zwitt

Les micelles ont tout d’abord été chargées a 1 % en masse avec un fluorophore correspondant a une
carbocyanine lipophile, le DiR, dont le maximum d’excitation est a 750 nm et le maximum d’émission
a 779 nm. Les micelles rendues fluorescentes ont ensuite été injectées par voie intraveineuse a des
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souris « nude » et leur pharmacocinétique a été étudiée par imagerie de fluorescence proche infra-
rouge. Des échantillons de sang ont été collectés a intervalles réguliers et la fluorescence résiduelle du
plasma a été mesurée. Cette fluorescence correspond a la fraction de micelles toujours circulantes a
un instant T. Comme pour les micelles étudiées précédemment par notre équipe (PDA-NTA et PDA-
PEG), la concentration des micelles au cours du temps évolue selon deux phases et les parametres
pharmacocinétiques ont été calculés a partir d’'un modele a deux compartiments. Les micelles PDA-
zwitt ont ainsi un T1,00de 21 £ 1.2 min et un T12 de 1013 + 360 min. En comparant ces valeurs a celles
obtenues pour les micelles PDA-PEG3so, qui ont un diametre hydrodynamique comparable, on constate
une persistance plus longue des micelles PDA-zwitt dans la circulation sanguine de la souris (T12a est
du méme ordre de grandeur mais Ty, est deux fois plus élevé).

Afin d’étudier la biodistribution des micelles PDA-zwitt et de confirmer leur capacité a cibler de fagon
passive des tissus tumoraux par effet EPR, les micelles chargées avec du DiR ont été injectées dans la
veine caudale de souris « nude » portant des xénogreffes de tumeurs sous-cutanées de la lignée
cancéreuse humaine MDA-MB-231 (cancer du sein). Les expériences in vivo ont été réalisées en
collaboration avec I'équipe du Dr. Frédéric Ducongé du « Molecular Imaging Research Center » -
MIRCen (CEA/Fontenay-aux-Roses). La biodistribution a été évaluée en utilisant I'imagerie planaire
proche infra-rouge. L'intensité du signal de fluorescence augmente rapidement dans I'ensemble du
corps de la souris, laissant penser a une diffusion des micelles dans I'ensemble des tissus. Cette
fluorescence diminue cependant au cours du temps ce qui suggére la mise en place d’une voie
d’excrétion lente des micelles. L'imagerie de fluorescence de la face ventrale et latérale montre une
accumulation forte des micelles au niveau du foie et de la rate 1 h aprés injection. Aucune fluorescence
n’est observée dans la vessie et les reins, ce qui suggere une voie d’élimination hépatobiliaire comme
pour les autres types de micelles polydiacétyléniques étudiées antérieurement au laboratoire. Les
images de fluorescence de la face dorsale (Figure 26) montrent une accumulation préférentielle des
micelles au niveau de la tumeur 24 h apres injection, un contraste important est observable entre la
tumeur et les tissus sains. La fluorescence moyenne au niveau de la tumeur est plus importante que
celle mesurée dans une zone de référence au niveau d’'un muscle de la jambe (Figure 27). Des mesures
de fluorescence ex vivo sur organes isolés ont montré que les micelles s’"accumulaient majoritairement
i) dans le foie, ii) la rate et iii) la tumeur. Ces résultats confirment donc I'accumulation passive des
micelles PDA-zwitt par effet EPR dans le tissu tumoral.
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Avant injection 1h 24 h 48 h 8 jours

.

Figure 26 : Vue dorsale de I'imagerie planaire proche infra-rouge des micelles PDA-zwitt apres injection
intraveineuse a des souris portant des xénogreffes MDA-MB-231 (T : tumeur, M : muscle)”®
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jours
Figure 27 : Evolution de la fluorescence au cours du temps au niveau de la tumeur et du muscle?

Afin de mesurer plus précisément I'accumulation des micelles au niveau de la zone tumorale, des
analyses de fluorescence par tomographie optique diffuse (« free-space fluorescence diffuse optical
tomography » - fDOT) tridimensionnelles ont été réalisées 24 h apres injection. Ces analyses montrent
une distribution non-homogene des micelles au sein de la tumeur, ces dernieres s’accumulent
préférentiellement sous la tumeur, qui est la zone la plus vascularisée du fait de I'angiogenése.

Des analyses histologiques ont ensuite été réalisées ex vivo (Figure 28). 24 h apres injection des

micelles, les souris sont sacrifiées et les tumeurs collectées. Les tissus ont été marqués avec du DAPI
(pour visualiser le noyau des cellules) avant d’étre observés par microscopie en épi-fluorescence (canal
bleu). Dans le modele de xénogreffe utilisé, les cellules cancéreuses utilisées avaient été au préalable
modifiées pour pouvoir exprimer la Green Fluorescent Protein (eGFP : enhanced-GFP). Ce marquage
permet de visualiser facilement ces cellules (canal vert). Les micelles chargées avec le DiR sont quant
a elles visibles sur le canal rouge. Selon les coupes histologiques de la tumeur, les micelles sont
présentes au niveau du tissu tumoral (Figure 28, A). La superposition des images de fluorescence des
micelles, du noyau des cellules et des cellules cancéreuses montre que les micelles sont a la périphérie
de la tumeur et entourent les cellules cancéreuses (Figure 28, D). Une image reconstituée de
I’ensemble de la tumeur (Figure 28, E) montre que les cellules cancéreuses ainsi que les micelles sont
localisées a la périphérie du tissu tumoral, il n’y a pas de diffusion profonde au niveau de la tumeur.
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Figure 28 : Images de microscopie en fluorescence de tranches de tissus tumoraux de MDA-MB-231 GFP 24 h apres injection
des micelles PDA-zwitt. A) canal rouge : DiR (micelles), B) canal vert : GFP (cellules cancéreuses), C) canal bleu : DAPI (noyau
des cellules), D) images de fluorescence superposées de A a C, E) reconstitution de I'ensemble de la tumeur a partir des
images de fluorescence superposées’®

L'accumulation passive au niveau des tissus tumoraux des micelles PDA-zwitt a été confirmée par
imagerie de fluorescence et les analyses montrent une accumulation de ces derniéeres a la périphérie
de la tumeur. Les micelles ne pénétrent cependant pas en profondeur dans les tissus tumoraux. Ce
phénomeéne peut s’expliquer par la pression interstitielle des fluides élevée au niveau des tumeurs.
Cette pression interne induit une circulation des fluides partant de la zone de pression élevée (le cceur
de la tumeur) vers la périphérie de la tumeur, empéchant ainsi la pénétration de certaines formulations
thérapeutiques.®!

Nous avons mis en évidence que ces micelles arrivaient a la périphérie des tumeurs. Elles pourraient
donc trouver leur utilité comme outils pour la chirurgie assistée par imagerie en délimitant le volume
des zones a opérer ou comme vecteurs de médicaments, amenant ces derniers a la périphérie des
tumeurs et donc au contact des cellules cibles.

Nous avons par conséquent souhaité comme pour les micelles PDA-PEG;000 développer des micelles
PDA-zwitt qui possédent un point d’ancrage pour associer un principe actif afin de pouvoir le vectoriser
vers la tumeur sans qu’il y ait de relargage incontrélé. La chimie « click » mise en ceuvre précédemment
(thiol-ene et tétrazine-alcéne) n’ayant pas donné de résultats trés probants, nous nous sommes
orientés vers la réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire de Huisgen. Nous avons donc choisi de
développer des micelles zwitterioniques dotées d'un bras alcyne pouvant étre fonctionnalisé
ultérieurement par réaction de chimie click avec un azoture lié a un principe actif.

c) Micelles zwitterioniques portant un alcyne

Afin de préparer des micelles PDA-zwitterioniques pouvant se lier de maniéere covalente a un principe
actif portant une fonction azoture, nous avons congu un amphiphile avec une téte polaire
zwitterionique de type sulfobétaine portant un bras alcyne. Dans un premier temps, nous nous
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sommes attelés a préparer I'amidosulfobétaine 11-20 (Figure 29) qui posséde un bras alcyne porté par
I"ammonium.

Fonctionnalisable
par chimie click

11-20 L ) \ )

DA-zwitt-alcyne micelles PDA-zwitt-alcyne micelles

Figure 29 : Structure de I'amidosulfobétaine 11-20 et stratégie de fonctionnalisation ultérieure

Cet amphiphile est obtenu en trois étapes de synthese a partir de I'acide 10,12-pentacosadiynoique
activé sous forme d’ester de succinimide Il-7. La premiére étape est le couplage de la 3-(methylamino)
propylamine sur lI-7 pour former I'amide 1I-21 avec un rendement de 83 %. L’amine secondaire 1I-21
est ensuite alkylée en présence de carbonate de potassium et du 4-pentyn-1-yl methanesulfonate IlI-
22, préparé a partir du chlorure de méthanesulfonyle et de 4-pentyl-1-ol. La téte zwitterionique est
finalement obtenue par alkylation de I'amine tertiaire 11-23 avec la 1,3-propanesultone dans le
dichlorométhane pour conduire a 1I-20 (Schéma 15).
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Schéma 15 : Synthése de I'amphiphile 11-20

Une fois I"'amphiphile a disposition, nous avons essayé de 'assembler en micelles. A 5 mg/mL dans
I’eau, cet amphiphile ne se solubilise pas totalement. Le chauffage de la solution n’apporte pas
d’amélioration. Le mélange est traité pendant 30 minutes au bras a ultrasons mais 'amphiphile n’est
pas totalement solubilisé, quelques filaments sont encore présents. Un trouble fort apparait apres 6
heures d’irradiation UV (la solution avait été filtrée au préalable pour éliminer la fraction d’amphiphile
non solubilisée) et la formation de filaments en suspension est observée. La solution est filtrée sur
filtre Nylon 0.2 um et la DLS du filtrat montre des micelles de diamétres polydisperses avec un large
pic centré sur 17 nm en volume. Les micelles ne semblent pas étre trés stables avec I'apparition rapide
de filaments.
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Nous avons alors essayé de préparer des micelles plus diluées a 0,25 mg/mL d’amphiphile dans I'eau.
La suspension est mise au bras a ultrasons pendant 30 minutes mais demeure trouble. Ce résultat
suggere la formation d’agrégats au détriment des micelles. Comme évoqué précédemment, la
présence de NaCl a généralement un effet bénéfique pour la solubilisation de micelles zwitterioniques
en aidant a leur hydratation. Nous avons donc essayé de former des micelles sous ultrasons a 5 mg/mL
dans une solution aqueuse a 9 mg/mL de NaCl. Cependant, nous obtenons ici un gel. Ce dernier est
néanmoins placé sous une lampe UV puis filtré. Une analyse par DLS de la fraction « soluble » montre
des nanoparticules de 100 nm de diamétre (distribution large). Cette taille est tres supérieure a la taille
des micelles attendues. Malgré nos efforts, nous ne sommes jamais parvenus a solubiliser
correctement ces amphiphiles pour former les micelles de taille comprise entre 10 et 20 nm.

La distance entre les centres chargés ayant une influence sur le point de Krafft, nous avons voulu
ajouter une unité carbone afin d’essayer d’améliorer la solubilité des amphiphiles. En effet, le point de
Krafft peut &tre abaissé en augmentant cette distance.”® Le dérivé 11-24, avec 4 atomes de carbone (au
lieu de 3) entre les centres chargés, a ainsi été préparé en remplacant a la derniere étape de synthese
la 1,3-propanesultone par la 1,4-butanesultone (Schéma 16).
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Schéma 16 : Dérivé de 11-20 avec 4 carbones entre les centres chargés

Dans I'eau déminéralisée contenant 9 mg/mL de NaCl I'amphiphile 11-24 (10 mg/mL) ne se solubilise
pas et ce méme apres chauffage a 60 °C et aprés passage au bras a ultrasons. Nous obtenons
systématiquement un échantillon laiteux en mélange avec un résidu solide. Nous ne parvenons pas, ici
non plus, a assembler les micelles a partir de ces unités amphiphiles.

L’ajout d’un carbone entre les deux centres chargés n’ayant pas aidé a la formation des micelles, nous
nous sommes alors demandé si la présence d’'un amide dans la structure de I'amphiphile pouvait géner
la formation des micelles. En effet, 'amide peut étre a |'origine de liaisons hydrogenes qui peuvent
pré-organiser le systeme et donc rendre difficile la mise en solution et I'assemblage des micelles. Un
dérivé sans liaison amide, 1I-25, a été synthétisé (Schéma 17). Il est obtenu en cing étapes a partir de
I'acide 10,12-pentacosadiynoique. La premiere étape consiste a réduire |'acide carboxylique en alcool
avec le tétrahydruroaluminate de lithium dans I'éther éthylique avec un rendement de 83 %. Cette
étape est suivie par une réaction d’Appel avec la triphénylphosphine et le tétrabromométhane pour
obtenir le dérivé bromé 11-27. L'éthylamine réagit sur ce dérivé pour former I’'amine secondaire 11-28
qui est ensuite alkylée avec le 4-pentyn-1-yl methanesulfonate en présence de carbonate de
potassium. Cette étape permet d’introduire la chaine latérale pour une fonctionnalisation ultérieure.
Enfin, la derniere étape avec la 1,3-propanesultone permet de former le composé zwitterionique
souhaité 11-25 (Schéma 17).
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Schéma 17 : Synthese du zwitterion 11-25

5 mg d’amphiphile sont solubilisés dans 0,5 mL de solution de NaCl a 9 mg/mL et mis au bras a ultrasons
pendant 30 minutes. La DLS est mesurée avant polymérisation et montre des micelles de tailles
polydisperses, deux familles de population sont présentes (une de taille centrée autour de 9 nm et une
de taille centrée autour de 21 nm). Lors de la polymérisation des micelles, un précipité se forme.
L'absence de I'amide semble aider a solubiliser 'amphiphile avant I'étape de polymérisation sous UV,
cependant lors de la polymérisation des agrégats se forment.

Apres avoir synthétisé ces amphiphiles nous avons voulu les assembler sous forme de micelles. En
solution aqueuse pure, ces amphiphiles se solubilisent tres difficilement et ne sont pas stables. Compte
tenu de la littérature, nous avons essayé de former des micelles dans une solution de NaCl, cependant
nous ne sommes pas parvenus a obtenir des micelles stables (solutions laiteuses). L’interaction
attractive entre les micelles sulfobétaines peut étre a I'origine de la formation d’agrégats de grande
taille (100-200 nm) ou d’une précipitation indésirable.®2

Plusieurs hypothéses pourraient étre évoquées pour expliquer la « non-formation » de micelles stables

et monodisperses a partir des amphiphiles zwitterioniques portant un bras pentyne. Ce résultat est
surprenant dans la mesure ou des micelles zwitterioniques stables et de morphologie définie avaient
pu étre préparées a partir du dérivé méthylique correspondant. Une des hypothéses concerne la
nature chimique de la chaine latérale qui est ici une chaine a cing atomes de carbone. Ce bras porté
par 'ammonium confere peut-étre un caractere plus « hydrophobe » a la téte polaire ce qui la rend
moins apte a solubiliser I'amphiphile. La présence du bras alcyne peut également étre a I'origine d’une
contrainte stérique plus importante au niveau de la téte polaire entrainant une modification du Critical
Packing Parameter (CPP) et un changement du volume de cette téte. Ce changement implique une
structuration de I'amphiphile autre que sous la forme de micelles. Une derniere hypothese enfin
concerne les interactions ioniques intermoléculaires entre motifs sulfobétaines qui pourraient
conduire a une agrégation des amphiphiles au cours de la polymérisation. Méme si I'absence de lien
amide semble aider a la solubilisation des amphiphiles et a la formation des micelles, celles-ci ne sont
pas monodisperses et aprés polymérisation elles précipitent. Nous ne sommes malheureusement pas
parvenus a préparer des micelles PDA-zwitterioniques portant un bras alcyne en vue d’une
fonctionnalisation ultérieure.

IV. Conclusion
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Les micelles PDA-PEG2000 présentent une meilleure pharmacocinétique et accumulation au niveau des
tumeurs que les micelles PDA-NTA et les micelles PDA-PEGsso. Ces micelles s’accumulent grace a I'effet
EPR au niveau des tumeurs. Une alternative au PEG a été envisagée sous la forme de micelles
zwitterioniques. Nous avons montré que les micelles PDA-zwitt s’"accumulent de maniere passive au
niveau de la périphérie des tissus tumoraux, elles peuvent ainsi étre utilisées comme vecteurs de
médicaments ou comme outil d’aide a la chirurgie.

Différentes tentatives de greffage de maniere covalente d’un principe actif au niveau des micelles PDA-
PEG2000 par I'intégration d’une fonction alcéne terminale ont été abordées mais n’ont pas abouti, que
ce soit par la réaction de click entre une tétrazine et I'alcéne ou par la réaction thiol-ene. Par ailleurs,
nous ne sommes pas parvenus a préparer des micelles zwitterioniques stables que I'on pourrait
fonctionnaliser par chimie click entre un alcyne et un azoture.

Cibler de maniére passive les tissus tumoraux est nécessaire pour parvenir a vectoriser un principe
actif au niveau des tumeurs. Une libération controlée de ce principe actif, en réponse a des stimuli
propres aux tissus et cellules malades, au niveau des cellules cancéreuses le rendrait encore plus
efficace. C’est pourquoi nous avons choisi de travailler sur le développement de micelles sensibles sous
certaines conditions, permettant ainsi une libération controlée des principes actifs.
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Nous avons vu dans le premier chapitre que deux types de stimuli pouvaient étre utilisés pour activer
les vecteurs nanométriques : les stimuli internes et les stimuli externes. L’utilisation d’un stimulus pour
controler la libération d’un principe actif au niveau des cellules cibles permet d’en améliorer I'efficacité
thérapeutique et de réduire ses effets secondaires. Nous avons envisagé de développer deux types de
micelles qui répondent a des stimuli différents. Les premiéres ont été congues pour étre activées sous
I'influence d’un stimulus externe, la lumiére, et les secondes sous un stimulus interne, le pH.

(N Préparation de micelles photoactivables

1) Lalumiére comme stimulus

La lumiére utilisée comme stimulus externe présente pour avantage de pouvoir étre localisée dans le
temps et I'espace mais également activée depuis I’extérieur du systeme. Les procédés photochimiques
sont amorcés par la lumiére mais s’arrétent en absence de source lumineuse, ce qui permet un meilleur
contréle des réactions. Ce mode d’activation est dit « propre » puisqu’il ne nécessite pas de co-
activateur 8%

Nous avons envisagé I'utilisation de la lumiére pour controler la libération d’un principe actif chargé
au cceur des micelles. Notre approche va consister a intégrer des groupements photoclivables dans la
structure des amphiphiles constitutifs des micelles. Parmi les groupements photoclivables étudiés, les
dérivés d’o-nitrobenzyle (0-NB) sont fréguemment utilisés comme groupements protecteurs en
synthése organique ou comme liens photoclivables pour les hydrogels, les copolymeres bloc et les
bioconjugués. Sous irradiation UV, les dérivés alcooliques d’o-NB se clivent par réarrangement en o-
nitrosobenzaldéhyde en libérant un fragment acide carboxylique et un aldéhyde (Schéma 18).8°
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Schéma 18 : Mécanisme de réarrangement photochimique de dérivés d’o-nitrobenzyl en o-nitrosobenzaldéhyde et en acide
carboxyliques®

Le clivage des dérivés d’o-NB se fait en quelques minutes ou quelques heures (selon l'intensité de la
lampe utilisée) lorsqu’ils sont irradiés entre 300 et 365 nm.8® || existe d’autres motifs photoclivables
qui sont présentés dans le Tableau 5.

67



Chapitre 3 : Micelles activables par un stimulus

Tableau 5 : Caractéristiques de certains groupements photoclivables utilisés pour la préparation de copolymeres a blocs
photosensibles83

Position dans le

Groupement photosensible Produits de clivage RN
copolymere a blocs

o} RO Q‘
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Ester de p-méthoxy-phénacyle

Des micelles de polymeéres possédant des groupements photoclivables ont déja été développées dans
la littérature. Selon I'effet recherché, le choix du groupement photosensible et sa localisation au niveau
des micelles de polymeres sont différents (Tableau 5). Les groupements photosensibles peuvent étre
localisés au coeur de la micelle, au niveau de la couronne ou encore a l'interface entre le coeur et la
couronne.® La principale utilisation de ces micelles de polyméres photosensibles est la libération
controlée de principes actifs encapsulés (Figure 30).

Lumiére
—

Figure 30 : Libération déclenchée par la lumiére d’'une molécule encapsulée dans le coeur de micelles de polyméres
photosensibles8®

La lumiére peut ainsi étre utilisée pour déclencher la dissociation irréversible des micelles. Zhao et son
équipe® sont les premiers a avoir décrit la préparation de micelles de polymeéres sensibles a la lumiére
en utilisant des groupements photoclivables de type ester d’o-nitrobenzyle,®® ester de
pyrénylméthyle,® et ester de (diméthylamino)coumarine.®* Ces groupements ont été introduits au
niveau de la chaine polyméthacrylate (PMA) formant ainsi un bloc hydrophobe, la partie hydrophile de

68



Chapitre 3 : Micelles activables par un stimulus

I"amphiphile étant le PEG. Ces copolymeéres a blocs s’assemblent en solution aqueuse sous la forme de
micelles avec une couronne hydrophile PEG et un coeur hydrophobe PMA. Ce cceur incorpore les
groupements photolabiles qui, sous irradiation lumineuse, peuvent s’activer et libérer les acides
carboxyliques formant un bloc poly(acide méthacrylique) (PMAA) issu de la chaine PMA. Le
copolymere a blocs produit PEG-b-PMAA est ainsi complétement hydrophile, ce qui entraine la
déstabilisation des micelles et la libération d’une molécule encapsulée (Figure 31).83
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Figure 31 : Les différents types d’esters photoclivables utilisés pour la préparation de micelles de polymeres
photosensibles83

L'avantage du groupement o-nitrobenzyle est qu’il peut se cliver selon un mécanisme de
réarrangement intra-moléculaire de type Norrish Il. Ce réarrangement correspond formellement a
I’élimination du proton adjacent a I'ester et qui est capté par le groupement nitro (Schéma 18), sans la
participation de molécules de solvant, contrairement au clivage des groupements esters de
pyrénylméthyle.

Méme si l'utilisation d’'un rayonnement UV permet d’activer efficacement ces groupements
photosensibles, les UV ne sont que tres peu pénétrants dans les tissus biologiques a cause de leur forte
diffusion et de leur absorption par I'eau et les substances biologiques présentes dans I'organisme.®
De plus, les UV sont généralement altérants pour les tissus et les cellules.®® Afin de contourner ces
limitations, il pourrait étre envisagé d’utiliser la lumiére proche infrarouge pour activer les
groupements photosensibles. Ces longueurs d’onde sont en effet moins énergétiques (donc moins
altérantes) et peuvent pénétrer en profondeur dans les tissus qui sont « transparents » 8 A>650 nm.%
% Cependant, les groupements o-nitrobenzyle ne sont sensibles qu’a des longueurs d’ondes comprises
entre 300 et 365 nm. Pour permettre leur utilisation in vivo, nous nous sommes attelés a trouver un
moyen de les irradier dans le proche infrarouge tout en conservant la méme réactivité. Une des
approches consiste a utiliser des nanoparticules a conversion ascendante (upconversion nanoparticles,
UCNP) qui peuvent générer des photons dans I'UV lorsqu’elles sont éclairées dans le proche
infrarouge. Une irradiation a deux photons dans I'infrarouge peut aussi étre envisagée, cependant elle
nécessite 'utilisation de lasers a forte puissance pour que I'absorption simultanée de deux photons
puisse se faire. Les réactions sont généralement lentes car les chromophores ont une faible fenétre
d’absorption & deux photons.® %97
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2) Travaux antérieurs de I’équipe : préparation de micelles présentant une
cytotoxicité déclenchée par la lumiére UV
a) Synthese des amphiphiles

Lors du clivage photo-déclenché du groupement o-nitrobenzyle, le sous-produit libéré est un nitroso-
benzaldéhyde. Les composés de ce type sont cytotoxiques® °® car ils forment des adduits covalents
avec de nombreuses protéines possédant des cystéines dans leur structure. Cette interaction inhibe
I’activité enzymatique ou cellulaire des protéines liées.*

Dans des travaux antérieurs de notre équipe, nous avons développé des amphiphiles comportant une
chaine stéaryle hydrophobe liée a un PEG2o00 par un motif o-NB (Figure 32). Ces amphiphiles ont été
assemblés en micelles et utilisés comme pro-drogues photo-sensibles pour inhiber la division
cellulaire.® Les micelles ainsi constituées ont été incubées avec une lignée cellulaire cancéreuse avant
d’étre irradiées pour en déclencher la cytotoxicité.

Figure 32 : Structure chimique de 'amphiphile C1s-NB-PEG

L’amphiphile 111-4 est obtenu en deux étapes a partir de I’acide 3-nitro-4-(bromomethyl)benzoique. La
premiere étape est une réaction d’estérification entre I'acide benzoique et I'alcool stéarylique en
présence de DCC et de DMAP dans le dichlorométhane qui conduit a I'ester IlI-3 avec 61 % de
rendement. Le dérivé acide du PEGyoo IlI-2 qui a été préparé a partir du PEGyo0 en deux étapes
(introduction de I'ester tert-butylique de I'acide bromoacétique et déprotection) est alkylé avec 1l1I-3
en présence de DBU dans I'acétonitrile a 50 °C formant ainsi le diester amphiphile 1lI-4 correspondant
au composé d’intérét avec 66 % de rendement (Schéma 19).
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Schéma 19 : Synthése de 'amphiphile C13-NB-PEG

En solution aqueuse, cet amphiphile s’assemble sous forme de micelles. La CMC a été mesurée en
utilisant la technique d’encapsulation du pyréne, elle est de 85 mg/L.»® Les mesures par diffusion
dynamique de la lumiére montrent que les micelles ont un diamétre d’environ 12 nm.®

b) Dégradation photochimique des micelles

Lorsque ces micelles sont irradiées a 365 nm (100 W, 120 min), une fragmentation de I'amphiphile
s’opeére et conduit a un dérivé du nitrosobenzaldéhyde et a un acide carboxylique PEGylé (Schéma 20).
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Schéma 20 : Produits obtenus apreés irradiation des micelles C15-NB-PEG

O,N

La fragmentation induite par la lumiere de I'amphiphile lll-4 implique un réarrangement des électrons
Tt aromatiques et la cinétique peut étre suivie par spectroscopie d’absorption. Avant irradiation, le
spectre d’absorption des micelles présente un pic a 224 nm et un épaulement a 265 nm qui
correspondent a la transition électronique du NB. Les expériences d’irradiation ont été réalisées a 365
nm sur une solution de micelles & 0.15 mg/mL.2% Le spectre d’absorption est mesuré entre 200 et 500
nm apres 0, 5, 15, 30, 60 et 120 min d’irradiation. Au cours de I'irradiation des micelles, I'intensité du
pic a 224 nm diminue tandis qu’une bande d’absorption a 325 nm apparait (Figure 33). Ce pic a 325
nm suggere la formation d'un systeme aromatique plus délocalisé qui correspond au
nitrosobenzaldéhyde et atteint son maximum apres 2 h d’irradiation.
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Figure 33 : Profil d’absorption des micelles photoclivables irradiées a 365 nm a 0, 5, 15, 60 et 120 min d’irradiation

La dégradation des micelles sous l'irradiation UV a également été mise en évidence en incorporant du
Rouge du Nil au cceur des micelles et en réalisant des mesures de spectroscopie de fluorescence.®
Une solution d’amphiphiles a 150 mg L et 10°® M de Rouge du Nil a été préparée. Aprés encapsulation,
la solution est filtrée sur membrane a 0.22 um et les micelles sont irradiées a 365 nm. La variation de
fluorescence du Rouge du Nil est mesurée par spectroscopie de fluorescence a différents temps (Figure
34). Avant irradiation, le Rouge du Nil présente une forte bande d’émission a 633 nm (ex. a 550 nm)
étant donné que ce fluorophore est trés soluble dans les environnements hydrophobes (le cceur des
micelles ici). Cependant, il répond moins bien quand il est libéré en solution aqueuse et son émission
se décale vers les longueurs d’ondes plus grandes. Ce sont ces propriétés qui ont été utilisées pour
démontrer qualitativement la destruction des micelles apres irradiation a 365 nm. Ainsi, I'intensité du
pic d’émission de fluorescence du Rouge du Nil diminue fortement apres 30 min d’irradiation et ce
processus continue jusqu’a 120 min avec un décalage bathochrome de 6 nm de I'émission. Ce résultat

suggere donc la dégradation des micelles avec la libération concomitante du Rouge du Nil dans I'eau.
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Figure 34 : Profil de fluorescence (excitation a 550 nm) du Rouge du Nil encapsulé dans les micelles C1s-NB-PEG, avant
irradiation (trait plein), aprés 30 min (trait discontinu gris clair), et 120 min (trait discontinu noir) d’irradiation a 365 nm1°
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Nous avons pu montrer que la présence du groupement o-nitrobenzyle permettait la dégradation par
irradiation de micelles constituées des amphiphiles Cis-NB-PEG3000. Nous pouvons donc envisager
d’utiliser ces micelles comme pro-drogues nanométriques activables pour la libération controlée d’un
agent cytotoxique (dérivé nitrosobenzaldéhyde). Nous avons réalisé dans un premier temps des études
in vitro afin de vérifier si les micelles s’internalisent dans les cellules et si elles avaient la capacité
d’induire une cytotoxicité apres irradiation a 365 nm.

c) Internalisation cellulaire et cytotoxicité

L'internalisation cellulaire des micelles C1s-NB-PEG a été étudiée. Les micelles ont été chargées a
hauteur de 5% en masse avec du DiO, une carbocyanine lipophile fluorescente qui présente un
maximum d’excitation de 484 nm et un maximum d’émission a 501 nm. Les micelles chargées en DiO
ont été ensuite incubées avec des cellules cancéreuses de la lignée MDA-MB-231. Aprés 12 h
d’incubation, la microscopie de fluorescence montre la présence de vésicules intracellulaires réparties
uniformément dans la cellule (canal vert). Cette expérience nous a permis de montrer que les micelles
étaient internalisées de facon efficace dans les cellules, reste a savoir si elles peuvent devenir
cytotoxiques sous l'influence d’un stimulus lumineux (Figure 35).

Figure 35 : Microscopie de fluorescence a champ large de cellules MDA-MB-231 incubées pendant 12 h en présence de
micelles chargées avec du DiO (a) ou en absence de micelles (b). Canal bleu (colorant de Hoechst - noyau) et canal vert (DiO
- micelles) 100

L'effet cytotoxique des micelles lorsqu’elles sont irradiées a 365 nm a été étudié par le test
colorimétrique MTT (methyl-thiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide). Trois expériences ont été
conduites en paralléle : i) les micelles C1s-NB-PEG ont été incubées avec les cellules sans étre irradiées,
ii) les micelles ont été irradiées pendant 1 h avant incubation avec les cellules et enfin iii) des micelles
ont été incubées dans un premier temps avec les cellules puis irradiées a 365 nm pendant 1 h. Dans
chaque cas, les cellules ont été incubées pendant 12 h avec des concentrations de micelles variant de
0.2 32 40 uM. Ces tests ont pu montrer que les micelles non irradiées n’étaient pas toxiques jusqu’a une
dose d’environ 10 uM. En ce qui concerne les micelles qui ont été irradiées avant d’étre incubées avec
les cellules, une cytotoxicité est observée a des concentrations supérieures a 6 UM, les micelles ont
dans ce cas une ICspde 38 uM. Enfin, les micelles, irradiées aprés avoir été incubées avec les cellules,
présentent une cytotoxicité forte avec une valeur d’ICspde 1.7 uM (Figure 36).1%

L'absence de toxicité cellulaire lorsque les micelles n’ont pas été irradiées comparée a la cytotoxicité
observée des micelles lorsqu’elles sont irradiées met en évidence que la mort cellulaire est provoquée
par les produits de photo dégradation des micelles. Lorsque les micelles sont irradiées avant d’étre

Y oe

incubées avec les cellules, le dérivé nitrosobenzaldéhyde est généré a I'extérieur des cellules et est
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moins altérant. Par contre, lorsque les micelles sont irradiées apres incubation avec les cellules, la
photo dégradation se produit au coeur des cellules, libérant ainsi I'entité nitrosobenzaldéhyde au
contact de la machinerie cellulaire et avec une cytotoxicité plus importante.
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Figure 36 : Résultats des tests MTT pour les micelles incubées avec les cellules MDA-MB-231 a) sans irradiation, b) aprés
irradiation, c) avant irradiation190

Ces micelles peuvent ainsi étre utilisées pour inhiber de maniéere contrélée la prolifération des cellules
cancéreuses. Cependant, l'utilisation de I'UV pour des applications in vivo n’est pas adaptée. C'est
pourquoi nous avons souhaité combiner les micelles photoclivables a des particules a conversion
ascendante afin de pouvoir nous affranchir d’'une excitation dans 'UV et travailler avec des longueurs
d’ondes dans le domaine du proche infrarouge. Nous avons également envisagé |'approche a deux
photons pour déclencher la fragmentation/cytotoxicité du composé o-nitrobenzyle.

3) Adaptation de nos micelles aux besoins in vivo
a) Les nanoparticules a conversion ascendante

Les réactions de clivage photochimique des photochromes sont classiquement sensibles a la lumiére

8 mais pas aux rayonnements proches infrarouge qui sont moins

UV qui est de grande énergie,
énergétiques. Les nanoparticules a conversion ascendante (UCNP) dopées avec des lanthanides
peuvent représenter une alternative a l'utilisation du rayonnement UV. En effet, la conversion
ascendante de photons correspond a un processus optique non linéaire au cours duquel des photons
(au moins deux) du proche infrarouge peuvent étre absorbés et réémis a des longueurs d’ondes plus
courtes sous forme d’un seul photon de plus forte énergie.’® Les nanoparticules a conversion
ascendante ont la propriété d’émettre de la lumiére de forte énergie dans le visible ou I’'UV lorsqu’elles
sont excitées dans le proche infrarouge.'%? Ces nanoparticules ont été décrites dans la littérature pour

la premiére fois en 2000.1°® En 2009, un premier exemple de I'utilisation d’'UCNP pour activer une
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réaction photochimique est décrit.!® Contrairement & I’excitation par absorption a deux photons,
I’excitation des UCNP par la lumiere proche infrarouge ne nécessite pas une source laser trés puissante
et se fait par absorption séquentielle et multiple avec de vrais niveaux d’énergie.® Les deux UCNP les
plus efficaces sont les systéemes NaYF4: Yb/Tm (matrice nanocristalline de -phase NaYF, dopée avec
Yb®* et Tm3*) et NaYF4: Yb/Er. Les UCNP comportant du Tm3* émettent dans le bleu et I'UV sous
excitation a 980 nm alors que celles contenant Er®* émettent dans la lumiére verte et rouge (excitation
3 980 nm). Le mécanisme de conversion ascendante des UCNP Tm3* et Er3* sensibilisées avec Yb3 est
présenté dans la Figure 37. Les activateurs de la conversion ascendante de la photoluminescence sont
Er* et Tm3*, Yb3* étant le sensibilisateur.””

Energie 10°cm™)
= o NN
© O o o O O

Figure 37: Diagramme des niveaux d’énergie de la conversion ascendante de photon dans les UCNP Er3* et Tm3*
sensibilisées avec Yb3* 97

Des vecteurs nanométriques photolabiles sous UV et incorporant des UCNP ont déja été décrits dans
la littérature. Ainsi, des micelles de copolymeéres a bloc (PEO-b-PNBMA) incorporant un groupement
0-NB ont été utilisées pour encapsuler des UCNP (NaYF4: Yb/Tm). Aprés irradiation a 980 nm, les UCNP
émettent des photons dans I'UV, ce qui conduit au clivage des groupements o-NB et a la dissociation
des micelles car le bloc polyméthacrylate devient hydrophile ce qui perturbe I'assemblage micellaire
étant donné que I'équilibre hydrophile-hydrophobe nécessaire a la formation des micelles est rompu
(Figure 38).%®

75



Chapitre 3 : Micelles activables par un stimulus

A NIR(980nm)

g
A

v 980 nm g qs ¢
CHsf-0—CHy-Clg}0 ~C—CClp=C CH3{-0-CHy-CHp}0—C—~CfCHp—=C )|
CH3 Cc=0 > CH3 C=0
NaYF,:TmYb N P
(I3H2 Nanoparticules cceur-couronne CHO
ON ON.
OCH3 OCH;
OCH; OCH3

Figure 38 : A) Illustration de la libération d’une molécule encapsulée dans des micelles de copolymeéres par une excitation

dans le proche infrarouge d’UCNP B) Réaction photochimique des blocs de copolymeéres PEO-b-PNBMA en présence d’UCNP
84,96

Les UCNP semblent donc étre prometteuses pour pouvoir utiliser des groupements sensibles a la
lumiére UV tout en irradiant dans le proche infrarouge. Nous avons donc choisi de développer des
micelles chargées avec des UCNP afin de pouvoir utiliser notre systéme de vectorisation micellaire in
vivo.

b) Micelles photosensibles chargées avec des UCNP

Afin de pouvoir travailler dans le domaine du proche infrarouge nous avons envisagé d’encapsuler
dans les micelles photosensibles des nanoparticules a conversion ascendante NaGdF.: 18% Yb/0.5%
Tm, qui ont été préparées par I'équipe du Dr. Wei Zheng du Fujian Institute of Research on the
Structure of Matter, a Fuzhou (Chine). Ces nanoparticules ont un diametre de 16 nm et sont ligandées
par de I'acide oléique qui permet leur mise en suspension dans le cyclohexane (Figure 39). Aprés
irradiation a 980 nm, les UCNP émettent des photons a différentes longueurs d’onde dans I'UV
(notamment a 365 nm) ce qui pourrait permettre de cliver le motif 0-NB présent dans les micelles et
induire un effet cytotoxique par la génération de I'entité nitrosobenzaldéhyde (Figure 40). Le spectre
d’émission des UCNP a été mesuré dans I’équipe du Dr. Thierry Gacoin, au laboratoire de Physique de
la Matiére Condensée de I'Ecole Polytechnique a Palaiseau. Nous avons enregistré le spectre
d’émission des nanoparticules aprés excitation a8 980 nm en irradiant avec un laser a8 6 W/cm?. Les pics
majoritaires d’émission sont a 475 et 450 nm mais nous observons également un pic d’émission
minoritaire a 365 nm (Figure 41).
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Figure 40 : Principe de fonctionnement des micelles photoclivables chargées avec des UCNP
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Figure 41 : Spectre d’émission des UCNP aprés excitation a 980 nm (densité de puissance du laser : 6 W/cm?)

Dans un premier temps nous avons tenté d’encapsuler les UCNP dans les micelles photoclivables Cis-
NB-PEG qui ont été décrites précédemment. Pour ce faire nous ajoutons une solution d’"UCNP dans le
cyclohexane a une solution aqueuse de micelles qui est ensuite traitée au bras a ultrasons jusqu’a
évaporation du cyclohexane. Cependant, au cours des essais d’encapsulation dans I’eau, nous
observons un dép6t correspondant aux nanoparticules non suspendues au fond du pilulier. Ce résultat
laisse penser que les UCNP ligandées par de I'acide oléique ne s’encapsulent pas ou tres peu dans les
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micelles C13-NB-PEG. Une analyse MET réalisée apres filtration de la solution de micelles sur filtre Nylon
0.2 um (Figure 42) montre que des UCNP semblent s’étre encapsulées dans les micelles. Afin de
quantifier la quantité d’'UCNP encapsulée, le contenu en Gd (métal présent dans les UCNP) de la
suspension colloidale a été dosé par ICP-MS. Deux encapsulations successives ont été réalisées afin de
vérifier si I'efficacité d’encapsulation pouvait étre améliorée (Tableau 6). Nous constatons que deux
encapsulations successives permettent d’augmenter la charge encapsulée (1,5 fois plus d’UCNP
encapsulées lors de la deuxieme encapsulation). Cependant, la quantité d’'UCNP encapsulée est tres
faible. Ce résultat pourrait étre mis sur le compte d’un encombrement stérique de la chaine PEG qui
empéche une encapsulation efficace des nanoparticules.

Figure 42 : Image MET des UCNP chargées dans les micelles photoclivables de base (C15-NB-PEG)

Tableau 6 : Résultats du dosage du Gd aprés encapsulation dans les micelles

Micelles Gd (en ppb)
Micelles C1s-NB-PEG 1% encapsulation 1689
Micelles C1s-NB-PEG 2°™ encapsulation 2552

Nous avons donc congu un nouvel amphiphile (photoclivable) qui incorpore une autre téte polaire. Par
homologie avec les travaux antérieurs de I'équipe, nous avons choisi une téte nitrilo-triacétique (NTA)
car ces motifs, lorsqu’ils sont incorporés a des micelles, permettent généralement de trés bien
disperser en solution aqueuse des nanoparticules et des composés moléculaires.'*>* Nous avons donc
synthétisé un nouvel amphiphile photoclivable IlI-5 avec une téte polaire NTA (Figure 43).
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Figure 43 : Structure des amphiphiles photoclivables C1s-NB-PEG et C13-NB-NTA

La téte polaire NTA protégée par des groupements tert-butyles 111-8 a été obtenue en trois étapes. La
premiere étape est une réaction de trans-estérification entre I'acétate de tert-butyle et le groupement
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acide de la N-benzyloxycarbonyl-L-lysine en présence d’acide perchlorique. Apres deux jours de
réaction a température ambiante, I'ester tert-butylique Ill-6 est obtenu avec 53 % de rendement.
L'amine primaire de lll-6 est ensuite di-alkylée avec du bromoacetate de tert-butyle dans I'acétonitrile
a reflux. Enfin, le groupement carboxybenzyle est déprotégé par hydrogénation en présence d’une
guantité sous-stoechiométrique de palladium pour donner IlI-8 dans lequel I'amine est libre (Schéma
21).
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Schéma 21 : Synthése de la téte polaire protégée IlI-8

La partie « basse » lll-9 de 'amphiphile C1s-NB-NTA a été préparée par amidation de I'acide 3-nitro-4-
(bromométhyl)benzoique par I'octadécylamine en présence de DCC et de DMAP (Schéma 22). Cette
étape fonctionne avec un rendement de 37 % et permet d’introduire la partie lipophile de I'amphiphile
C1s-NB-NTA. Il est a noter que I'on observe au cours du processus, une réaction secondaire d’addition
de I'amine sur le site électrophile bromé.

Le couplage de la téte NTA protégée Il1-8 (préparée précédemment) avec la partie « basse » 1lI-9 est
ensuite réalisé. Cette réaction s’opere a température ambiante en présence de triéthylamine. Une
derniere étape de déprotection des trois acides carboxyliques de la téte NTA par du TFA nous permet
enfin d’obtenir I'amphiphile photoclivable IlI-11 (Schéma 22).
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Schéma 22 : Synthése de I'amphiphile C15-NB-NTA
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Les micelles ont ensuite été assemblées dans de lI'eau basique (pH 12) afin de déprotoner
intégralement la téte polaire (qui devient alors moins « compacte ») pour conférer a I'amphiphile un
parameétre d’empilement critique inférieur a 0.33. A une concentration dans I'eau de 10 mg/mL les
micelles Cis-NB-NTA ont un diametre d’environ 9 nm, tel que mesuré par DLS. Nous avons ensuite
vérifié que ces dernieres se dégradent bien par irradiation a 365 nm. Les micelles ont été diluées a
0.075 mg/mL et ont été irradiées pendant 2 h a 365 nm. Le spectre d’absorption a été mesuré a 0, 5,
15, 30, 60 et 120 min. Un pic d’absorption apparait a 325 nm au cours de l'irradiation (Figure 44a), il
correspond a la formation du nitrosobenzaldéhyde. Le rapport des absorbances A(s2s nm)/A (224 nm) au
cours du temps (Figure 44b) confirme I'apparition d’un nouveau pic a 325 nm et montre que la
cinétique de dégradation atteint un palier au bout de 100 min d’irradiation.
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Figure 44 : a) Profil d’absorption des micelles modifiées irradiées a 365 nm a0, 5, 15, 30, 60 et 120 min d’irradiation, b)
Rapport des absorbances A(3zs nm)/A (224 nm) €n fonction du temps d’irradiation a 365 nm

L'encapsulation des nanoparticules a conversion ascendante est réalisée en ajoutant des UCNP
suspendues dans le cyclohexane a une solution aqueuse de micelles Cis-NB-NTA. Le mélange est
soniqué au bras a ultrasons pendant 10 minutes. Cette opération est répétée trois fois. Aprés
sonication, des dépots d’UCNPs sont toujours visibles dans les piluliers. La solution est filtrée sur filtre
Nylon 0.2 um et le contenu en Gd de la suspension colloidale a ensuite été dosé par ICP-MS afin de
pouvoir évaluer 'efficacité de I’encapsulation dans les micelles.

Deux encapsulations successives ont été réalisées comme pour les micelles C13-NB-PEG afin de forcer
la prise en charge des UCNP par les micelles. Le Tableau 7 montre les résultats obtenus. Les
encapsulations successives, comme pour les micelles C1s-NB-PEG, permettent de charger plus d’"UCNP
gu’une encapsulation simple (1,8 fois plus). De plus, les micelles C1s-NB-NTA encapsulent environ 200
fois plus d’"UCNP que les micelles C1s-NB-PEG.
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Tableau 7 : Résultats du dosage du Gd apres encapsulation dans les micelles C1g-NB-NTA

Micelles Gd (en ppb)
Micelles C1s-NB-NTA 1% encapsulation 302 787
Micelles C1s-NB-NTA 2é™¢ encapsulation 559 724

L'image MET de la solution de micelles ayant encapsulé des UCNP confirme I’encapsulation des
particules dans les micelles C1s-NB-NTA (Figure 45).

(v ¢ More oM
e la M md
= s . ey %

Figure 45 : Image MET des UCNP chargées dans les micelles photoclivables modifiées (C1s-NB-NTA)

Apres avoir vérifié que les micelles constituées de I'amphiphile C1s-NB-NTA encapsulent les UCNP de
maniere plus efficace que les micelles C1s-NB-PEG, nous avons souhaité vérifier que la conversion
ascendante des nanoparticules permettait la dégradation des micelles suite a une irradiation dans le
proche infrarouge a 980 nm. Dans un premier temps nous nous sommes assuré que le systeme de
micelles Cis-NB-NTA chargées avec des UCNP se dégradait toujours a la suite d’une irradiation a
365 nm. Lors de l'irradiation a 365 nm nous observons bien I'apparition d’'une nouvelle bande a 325
nm, confirmant la dégradation de I'amphiphile, et la cinétique d’irradiation atteint un plateau au bout
de 2 heures. Ayant confirmé que I'amphiphile se dégrade apreés irradiation a 365 nm en présence des
UCNP, nous avons réalisé I'expérience en irradiant a 980 nm.

La solution de micelles constituées de I'amphiphile C1s-NB-NTA a 10 mg/mL et chargées avec les UCNP
ont été irradiées avec un laser a 980 nm (puissance de 1,2 W pour un faisceau de diamétre 5 mm,
densité de puissance de 6 W/cm?). Des mesures du spectre d’absorption ont été réalisées a 0, 5, 15,
30, 60 et 120 min d’irradiation. Cependant, quel que soit le temps d’irradiation, nous n’observons pas
de dégradation photo-induite des micelles. En effet, lorsque le rapport des absorbances Azs nm)/A (224
nm) €st tracé, nous n’observons aucune variation de ce rapport (Figure 46). Méme apres 15 h
d’irradiation a 980 nm, la courbe d’absorbance se superpose avec celle obtenue avant irradiation
montrant que les micelles demeurent intactes.
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Figure 46 : Rapport des absorbances A (325 nm)/A (224 nm) au cours du temps lors de I'irradiation des micelles C1s-NB-NTA
chargées avec des UCNP a 980 nm

Ce résultat parait surprenant dans la mesure ou nous avions observé dans la série d’expériences
préliminaires une émission des UCNP a 365 nm lorsqu’elles étaient irradiées a 980 nm. Cependant,
nous avions également observé que I'intensité de ce pic d’émission était relativement faible. De plus,
le laser utilisé ici est de faible puissance (1,2 W). Il est donc probable que le nombre de photons reémis
a 365 nm ne soit pas suffisant pour ammorcer la coupure photoinduite des micelles. N'ayant pas trouvé
de banc laser de plus forte puissance, nous nous sommes résignés et avons orienté notre approche
vers une activation a deux photons des micelles.

c) Irradiation a deux photons des micelles C13-NB-PEG

L’absorption simultanée de deux photons a été étudiée théoriquement en 1930 par Goppert-Mayer et
a été démontrée expérimentalement en 1961.1% Ce phénoméne d’absorption a deux photons ne
s’observe qu’avec des lasers pulsés de forte intensité, générant instantanément une densité
importante de photons. Ce phénomeéne permet I'acces a un état excité suite a I’'absorption simultanée,
par une molécule dans un état donné, de deux photons dont la somme des énergies correspond a la
différence d’énergie entre I’état initial et I'état excité de la molécule.'® Ce processus peut donc étre
utilisé pour la dégradation de molécules sensibles a 'UV en irradiant a deux photons dans le visible ou
le proche infrarouge.

Nous avons souhaité vérifier si les micelles photoclivables C1s-NB-PEG pouvaient se dégrader selon un
mécanisme a deux photons. Une solution de micelles a 6 mg/mL dans de I'eau déminéralisée a été
chargée a 2.8 uM en rouge du Nil et irradiée a 740 nm. Les expériences d’irradiation a deux photons
ont été réalisées par les Dr. Frédéric Bolze et Alexandre Specht de I'Université de Strasbourg. La
solution de micelles a été irradiée pendant 1 h avec un laser de puissance 400 mW (laser titane saphir)
émettant un rayonnement monochromatique a 740 nm. La libération du Rouge du Nil du cceur de la
micelle a été suivie au cours du temps en mesurant la baisse d’intensité de fluorescence et le décalage
bathochrome de I’émission du fluorophore. Les valeurs obtenues ont été comparées a une valeur de
référence correspondant a 100 % de colorant libéré en ajoutant du DMSO a la solution micellaire a la
fin de I'expérience. Nous observons apres 1 h d’irradiation 90 % de photolyse des micelles. Toutefois,
le laser utilisé étant de forte puissance, un effet thermique n’est pas a exclure. En effet, le composé
amphiphile est construit de part et d’autre du motif o-nitrobenzyle par des liens esters qui pourraient,
par échauffement localisé, étre hydrolysés. Afin de pouvoir discriminer entre un effet photochimique
et un effet thermique, des expériences complémentaires doivent étre réalisées en analysant par
exemple les produits de dégradation. Si des acides carboxyliques PEGylés ou a chaine grasse sont
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identifiés par spectrométrie de masse, cela voudra dire qu’un effet thermique est responsable de
I’hydrolyse et donc de la dissociation des micelles. Nous pouvons également envisager la synthése d’'un
analogue non-photoactivable du composé Cis-NB-PEG en remplagant le motif o-nitrobenzyle central
par un groupement benzyle « neutre ». Si ce composé, une fois assemblé en micelles et chargé en
Rouge du Nil, se dégrade également a 740 nm, cela voudra dire qu’il y a un effet thermique
prédominant. Les expériences de contréle sont en cours, en collaboration avec I'équipe
Strasbourgeoise.

Nous avons donc développé dans cette partie des micelles qui sont capables de se dégrader sous
I'influence d’un stimulus lumineux a 365 nm et de libérer un composé cytotoxique. La transposition
des micelles a une utilisation in vivo implique de pouvoir irradier les échantillons dans le proche
infrarouge. Cependant, nous avons été confrontés a des limitations d’ordre technique avec un laser de
trop faible puissance qui n’a pas été en mesure d’activer la dégradation des micelles. La validation du
systéme UCNP-micelles sous irradiation NIR demande donc encore quelques ajustements que nous
n’avons malheureusement pas pu mettre en ceuvre. Toutefois, le mode d’activation a deux photons
semble étre prometteur au vu des premiers résultats obtenus.

En paralléle du développement de micelles répondant a un stimulus externe, nous avons également
travaillé sur des micelles capables de répondre a un stimulus interne qui serait propre aux cellules
cancéreuses. Nous avons ainsi envisagé de construire des micelles sensibles au pH.

Il. Préparation de micelles sensibles au pH

1) Bibliographie

Nous avons vu dans le premier chapitre que le pH extracellulaire dans les tumeurs solides était plus
acide (environ 6,5-7,2) que le pH sanguin (7,4 a 37 °C). Par ailleurs, le pH au niveau des endosomes est
compris entre 5,5-6,0 et celui des lysosomes est de 4,5-5,0.1% 197 Cette différence de pH entre les

tumeurs et le milieu physiologique peut étre mise a profit pour déclencher la libération contrélée d’un
principe actif encapsulé dans un nano-vecteur. Ce phénomene a déja été exploité dans la littérature
pour construire des nano-vecteurs sensibles au pH. Ces vecteurs sont stables dans la circulation
sanguine mais se dégradent lorsqu’ils sont internalisés dans les cellules cancéreuses.'®” Les nano-
vecteurs s’accumulent passivement au niveau des tumeurs grace a |'effet EPR et l'internalisation
cellulaire se fait classiquement par endocytose. Les nano-vecteurs passent alors d’endosomes
précoces a des endosomes tardifs puis a des lysosomes dont le pH est acide. Au niveau des lysosomes,

la plupart des médicaments sont hydrolysés.1®

Nous avons souhaité exploiter cette propriété liée au pH pour développer des vecteurs nanométriques
qui soient capables non seulement de transporter des principes actifs médicamenteux et de les libérer
au contact de la cible, mais également capables de servir d’outils d'imagerie activables par le pH. L'idée
étant d’incorporer dans la structure du nano-vecteur une sonde pro-fluorescente dont I’émission sera
modulée par la coupure sélective d’une liaison chimique en milieu acide.

Les amphiphiles mis en ceuvre au laboratoire sont classiquement constitués d’'une chaine polaire
PEGylée et d’une chaine lipophile. Les deux unités seront reliées ici par un motif cis-aconityle qui est
sensible au pH et qui pourra libérer en milieu acide un naphtalimide fluorescent (Figure 47).
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Figure 47 : Structure chimique de I'ampbhiphile sensible au pH et sa dégradation en milieu acide (référence des longueurs
d’ondes : Lee et a/'%)

Le lien sensible au pH choisi est le lien cis-aconityle. Ce lien a déja été employé par Sun et ses collegues
pour créer des systémes de copolymeéres a blocs sensibles au pH pour libérer des principes actifs.1°
Leur copolymeére a été préparé en reliant les fragments PEG et PDLLA (poly(D,L-lactide) par un lien cis-
aconityle qui se réarrange en milieu acide. L'amphiphile PEG-PDLLA a été assemblé sous la forme de
nanoparticules qui s’accumulent préférentiellement au niveau des tumeurs. Le léger caractere acide
de la matrice tumorale (pH = 6,5-7,0) déclenche I’hydrolyse de I'amide, libérant ainsi le fragment PEG
de la nanoparticule. Cette libération a pour effet d’augmenter le potentiel zeta de la nanoparticule ce
qui facilite son internalisation cellulaire (Figure 48).11°
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Figure 48 : A) Structure de I"'amphiphile et son clivage en milieu acide, B) Illustration de I'augmentation de I'internalisation
cellulaire aprés dégradation10

Faible densité de PEG
Fort potentiel zeta

Nous avons choisi de transposer cette approche et d’utiliser le lien cis-aconityle en association avec
une sonde fluorescente, le 4-amino-1,8-naphtalimide. Cette sonde lorsqu’elle est libre présente de
bonnes propriétés spectroscopiques avec une longueur d’'onde d’émission a 540 nm (exc. 428 nm)
pour des motifs similaires décrits dans la littérature (Figure 47).2%° Par contre lorsque le groupement
4-amino est engagé dans un lien amide, I'émission de fluorescence est décalée avec une longueur
d’onde d’émission a 472 nm (valeurs issues de motifs similaires décrits dans la littérature).® Sous
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I'influence d’un stimulus acide, le lien amide reliant le cis-aconityle et le 4-amino-1,8-naphtalimide
devrait se couper pour libérer la sonde pro-fluorescente. Ce type d’approche permettra de visualiser
sélectivement l'internalisation et le clivage du vecteur nanométrique dans les cellules cibles par
révélation de la fluorescence a 540 nm.

Le mécanisme possible de la dégradation du lien cis-aconityle est décrit en Figure 49.

(o] +
R r1O, NHR; RO NHR,
G S T o SN
RZ RZ Rz
o} o o
.
R 0 rt O NHzRs
| O + NHRs Slow | o + HA
R2 RZ
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Figure 49 : Mécanisme de dégradation possible des dérivés amides d’acide maléiquell!

2) Synthése de 'amphiphile sensible en milieu acide

Nous avons choisi de préparer un amphiphile incorporant une unité PEGsso car la synthése est plus
facile de mise en ceuvre que celle d’amphiphiles incorporant un PEG de plus haut poids moléculaire.
De plus nous ne souhaitons dans un premier temps que réaliser des expériences in vitro, nous n’avons
donc pas besoin des propriétés de circulation prolongée dans le sang obtenues classiquement avec les
PEG2000. La synthése de I'amphiphile peut étre divisée en deux volets qui correspondent aux deux
fragments clés : la partie hydrophile qui incorpore la sonde fluorescente et la partie hydrophobe qui
incorpore le lien sensible au pH.

a) Syntheése de la partie hydrophile

La partie hydrophile de 'amphiphile est constituée d’un naphtalimide portant une chaine PEGsse. Elle
est obtenue en deux étapes a partir de I'anhydride 4-nitro-1,8-naphtalique (Schéma 23).

Le PEGsso-NH; conférant I’hydrophilie a I'amphiphile a été préparé en trois étapes a partir du PEGsso
commercial. Une premiére étape de tosylation a permis d’introduire un groupement partant qui est
déplacé par I'azoture de sodium. L’azoture est ensuite réduit en amine par hydrogénation catalytique
en présence de palladium sur charbon. Le rendement sur ces trois étapes est de 66 %.

Avec le PEGsso-NH; en mains, nous avons formé I'imide 1lI-15 en faisant réagir I'lanhydride 4-nitro-1,8-
naphtalique avec le PEGssg-amine dans I'éthanol a reflux. Le groupement nitro est ensuite réduit en
amine en présence de palladium sur charbon sous atmosphére d’hydrogene. Le rendement sur ces
deux étapes est de 70 %.
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NaNj, Nal
TsCl, TEA, DCM H,O/acetone 1:1
HO/\(\/O\%\O/ _— O/\(\/ \/)1/1\0/ ——— N /\(\/ \%\o
ta., 22 h reflux, 18 h
11-12 1-13
82 % 99 %
Hy
EtOH/HCI 95:5
Pd/C 5 wt%
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EtOH Pd/C 5 wt%
-,
reflux, 4 h OO ta. 16 h OO n-16
74 % 94 %
im-15 NO2 NH,

Schéma 23 : Synthése de la partie hydrophile de 'amphiphile et du naphtalimide

b) Synthése de la partie lipophile

Ayant synthétisé la partie hydrophile, nous nous sommes ensuite consacrés a la préparation de la
partie lipophile 1I-17 comportant un anhydride maléique qui sera utilisé pour le greffage au
naphtalimide. Le couplage de ces deux parties devrait conduire au composé amphiphile espéré I111-18
(Figure 50).

Tl
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Figure 50 : Structure de I'amphiphile cible 11I-18

Pour préparer IlI-17, nous avons tout d’abord synthétisé un anhydride maléique (111-20) possédant un
acide carboxylique terminal qui permettra une fonctionnalisation ultérieure avec une chaine grasse
lipophile. Pour obtenir cet anhydride, nous avons réalisé une réaction de Horner-Wadsworth-Emmons
entre le diméthyl-2-oxoglutarate et le triéthyl-2-phosphonoacétate selon une procédure décrite par
Kang.''! Le triester est ensuite hydrolysé a chaud dans une solution hydro-alcoolique de potasse pour
conduire a I'anhydride maléique souhaité (Schéma 24). Cet anhydride est obtenu sous la forme d’un
mélange avec I'anhydride hydrolysé (forme ouverte) dans un ratio de 1:3.
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Schéma 24 : Synthése de I'anhydride 111-20

Plusieurs conditions de réaction ont été testées afin de tenter de former I'ester 1lI-17. Cependant

aucune n’a donné de résultat satisfaisant (Tableau 8). Des conditions d’estérification entre I'alcool

stéarylique et I'acide ont été essayées : I'activation sous forme de chlorure d’acide ou avec les agents

de couplage EDC et DCC n’ont pas fonctionné. Les conditions de Mitsunobu n’ont pas non plus permis

de conduire au produit attendu, tout comme les conditions d’estérification de Yamaguchi. Nous avons

alors voulu alkyler I'acide avec le 1-bromo-octadecane (obtenu en réalisant une réaction d’Appel sur

I’octadecanol), mais cette méthode n’a pas permis d’accéder au composé souhaité.

Tableau 8 : Conditions réactionnelles testées

0]

o a) Conditions d'estérification o

OH -
Ow b) Conditions d'alkylation
111-20

-

(0]

O;j/\)kowe

3 3 17
Partenaire de réaction Conditions Résultats
1) Chlorure d’oxalyle, DMF, DCM, 15 Pas de produit formé. Dégradation
a) min a 0°C puis 2,5 h a t.a. des produits de départ
HO™ 7 2) 1I-21, DCM, pyridine, 2 h, t.a.
m-21 Refl10
EDC,HCI, THF, reflux, 2,5 h Alcool de départ intact
DCC, DMAP, DCM, t.a., 1] Alcool de départ intact
PPhs, DIAD, DCM, t.a., 12 h Détection de la masse de
I’'anhydride ouvert en masse intro-
directe, cependant tres faible
guantité
TEA, TCBC, DMAP, toluene, t.a., 2 h Dégradation des produits de
départ
b) DBU, DCM, 50 °C, 18 h Trés peu de conversion, masse de
Br e I’anhydride ouvert détectée, pas
22 isolable
K,COs, DMF, t.a., 12 h Produit de départ récupéré

Une nouvelle stratégie a alors été envisagée en modifiant |égerement la structure de la partie lipophile.

Nous avons ainsi souhaité synthétiser le composé 111-23 (Figure 51) sur lequel la chaine grasse est déja

accolée a I'anhydride. Cette molécule différe de I'anhydride précédant par I'absence de lien ester sur

la chaine grasse.
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(@]
~ (0]
4

n-23

Figure 51 : Structure de I'anhydride 111-23

La syntheése de cet anhydride débute avec la préparation de I'intermédiaire imide 111-25 (Schéma 25).
La premiere étape consiste a préparer un ester de Barton en activant I'acide stéarique sous la forme
d’un chlorure d’acide et en couplant ce dernier avec le N-oxyde de 2-mercaptopyridine. Le rendement
de cette étape est quantitatif. Une décarboxylation de Barton en une étape est ensuite réalisée en
présence de N-phénylmaléimide sous irradiation lumineuse avec une lampe a mercure pour conduire
a I-25, selon un protocole décrit par Mangin (Schéma 25).1'? Sous l'effet de la lumiére, un
réarrangement radicalaire se produit conduisant a la décarboxylation de I'ester de Barton et a la
libération du radical alkyle et du radical de la 2-mercaptopyridine (Schéma 26). Ces radicaux sont
ensuite piégés par l'alcene du N-phénylmaléimide et le composé 11I-25 est obtenu avec 70 % de

rendement.

1) chlorure d'oxalyle, DMF,
DCM, t.a,,3h Q\
2pem [
t.a., 30 min ’T‘ s

o ONa DCM, hv

ta 1.15h
WOH o \/WJ\

100 % 70 % 1 S
acide stéarique 111-24 N=— 11-25
\_/

Schéma 25 : Préparation de I'imide 111-25

0 = 0 = . - |
‘ hv ’ -CO, R + N
N E—— R%&% + NS ———
Qe S
s) $ :

Schéma 26 : Décarboxylation de I’ester de Barton sous activation photochimique

Cet intermédiaire doit ensuite étre traité en milieu alcalin pour induire une élimination de la thio-
pyridine et une hydrolyse du maléimide pour accéder a I'anhydride souhaité. L'imide 1lI-25 a ainsi été
traité dans un premier temps par LiOH puis chauffé a reflux dans de I'anhydride acétique. Cependant
nous n’avons récupéré que du produit de départ et du produit d’élimination simple mais pas de
composé qui corresponde a I'anhydride cible 111-27 (Schéma 27).

o) N; 1) LiOH (aq), THF, t.a.,, 16 h o : o
2) Ac,0, reflux, 3 h N o
(6] o =
X 14
b1

N S
= 11-25 -26 n-27
L/

Schéma 27 : Conditions réactionnelles pour la préparation de I'anhydride 111-27

14
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Des conditions d’hydrolyse un peu plus fortes ont alors été utilisées sur 1lI-25 pour essayer d’obtenir
I’anhydride. Le milieu réactionnel a été chauffé a reflux dans un mélange THF/MeOH en présence d’une
solution aqueuse a 30 % massique de KOH puis chauffé a 80 °C dans un mélange AcOH/Ac,0 1:1. Dans
ces conditions réactionnelles nous observons la formation de I'anhydride souhaité mais en trés faible
proportion. De plus, ce composé n’a pas pu étre isolé. Nous observons également la formation de
I"amide 111-28 qui est un intermédiaire de la transformation de 111-25 en 111-29 (Schéma 28).

Q 1) THF/MeOH 1:2, KOH 30 %
O N reflux, 12 h Ow_0
o 2) HCl wo
14

14 3) AcOH/Ac,0 1:1, 80 °C
24h

I-25 HO,C HN I1I-28
=0
14

Schéma 28 : Conditions de réaction pour préparer I'anhydride 111-29

Nous n’avons pas réussi a préparer I'anhydride lipophile nécessaire pour la construction de
I"amphiphile sensible au pH. Cependant, certaines étapes peuvent étre optimisées pour préparer ce
composé et les conditions d’hydrolyse en présence de THF/MeOH et de KOH 30 % semblent jusqu’a
présent étre les plus prometteuses bien que I'anhydride ne se forme qu’en faible quantité.

Etant donné que nous rencontrons des difficultés & synthétiser I'anhydride & partir du maléimide IlI-
25 mais que nous obtenons I'amide intermédiaire 111-28 avec le lien cis-aconityl désiré (Schéma 28),
nous pourrions envisager de transposer la réaction de décarboxylation de Barton sur un dérivé de
maléimide directement accolé au fragment naphtalimide PEGylé 11l-16 (Schéma 29). Cette approche,
si elle fonctionne, offre I'avantage de pouvoir introduire la chaine grasse et le motif acido-sensible de
fagon simultanée sur le composé amphiphile. Nous avons donc appliqué la réaction de décarboxylation
de Barton a la partie hydrophile naphtalimide dont I'amine est fonctionnalisée sous la forme d’un
maléimide 11I-30. Ce composé est ensuite traité par irradiation avec une lampe a mercure pendant 1 h
et en présence de I'ester de Barton. Cependant, seuls 0,5 équivalents de 111-30 semblent avoir réagi.
Selon la spectrométrie de masse le produit s’est formé, il n’a toutefois pas pu étre isolé (Schéma 29).

D

1-24

AcOH reflux DCM hv
t.a.
37%
n-16 1-30 /i/\?gmm

\

O

Schéma 29 : Réaction de décarboxylation de Barton sur le maléimide formé a partir de la partie hydrophile
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L’amide 11I-28 présente une structure similaire a I'amphiphile ciblé (Figure 52). Nous avons donc étudié
la possibilité de former I’'anhydride en milieu acide. Toutefois, nous ne sommes pas parvenus a former
I’anhydride bien que 111-28 ait été chauffé a 80 °C dans un mélange AcOH/Ac,0 pendant 24 h ou encore
chauffé a reflux dans une solution aqueuse de HCl 2 M. Seul 'amide 111-28 a été récupéré. Etant donné
la similitude de la structure de I'amide 11I-28 avec I'amphiphile ciblé (Figure 52) et les difficultés
rencontrées pour obtenir la coupure de la liaison amide en conditions acides et ce, méme apres I'avoir
porté a reflux dans HCI 2 M, nous sommes amenés a penser que I'amphiphile que nous ciblons pourrait
ne pas étre sensible au pH acide. Dans la littérature, le réarrangement des liaisons cis-aconityles ont
majoritairement été décrits avec des amines aliphatiques.'’® Or dans notre cas 'amine engagée est
aromatique et peut ne pas étre assez basique pour I'étape de protonation nécessaire a la
fragmentation du lien chimique en milieu acide. Nous avons donc mis le projet en suspens.

om0~
(0] N o

HN O
OO HO,C _~

HN__O (

8
HOzC\;Q\/ﬁg\ 111-28

Amphiphile cible
Figure 52 : Structures de I'amphiphile ciblé et I'amide I1I-28

1. Conclusion

En ce qui concerne le projet de micelles photoactivables, nous avons préparé des micelles capables
d’encapsuler efficacement des nanoparticules a conversion ascendante composées de NaGdF,: 18%
Yb/0.5% Tm. Les différents essais de photoactivation dans le proche infrarouge (980 nm) ne nous ont
pas permis d’induire la fragmentation souhaitée de la micelle par émission de photons a 365 nm. Ce
résultat décevant a été mis sur le compte de la faible intensité du laser utilisé qui ne permet pas la
production d’un flux continu de photons UV. Ce flux est en effet nécessaire pour activer le processus
photoinduit. Par ailleurs, les premiers essais d’absorption a 2 photons semblent étre prometteurs
puisque nous observons la dégradation de la micelle sous rayonnement lumineux a 740 nm. Les
conditions réactionnelles doivent toutefois encore étre optimisées et des expériences de contréle
doivent étre réalisées afin de s’assurer que I'effet observé n’est pas attribuable a une simple activation
thermique.

Pour ce qui est des micelles sensibles au pH acide, la synthése proposée n’a pas pu aboutir puisque
nous avons été confrontés a de nombreux écueils dans la préparation de notre composé amphiphile.
Nous avons néanmoins pu obtenir un composé modele (I11-28) qui est un mime du composé acido-
sensible cible dans la mesure ou il incorpore une amine aromatique (aniline) liée a un lien cis-aconityle.
Ce composé a été utilisé pour étudier la faisabilité d’une coupure induite en milieu acide.
Malheureusement, quelles que soient les conditions acides utilisées, nous n’observons pas de
fragmentation du lien cis-aconityle. Ce résultat a été attribué a la basicité moindre des dérivés
d’anilines qui empéche leur protonation et la coupure qui en découle.
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Ces nano-vecteurs sont congus pour s’accumuler au niveau des tumeurs par un ciblage « passif ». Afin
d’améliorer le ciblage des cellules cancéreuses et I'internalisation cellulaire des nano-vecteurs et donc
des principes actifs véhiculés par ces derniers, il faut procéder a un ciblage « actif » en fonctionnalisant
la surface des nano-vecteurs avec des ligands de ciblage. Cet aspect est développé dans le chapitre
suivant.
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Chapitre 4 : Ciblage actif des cellules cancéreuses
avec les micelles PDA-PEG2000
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Nous avons montré dans les chapitres précédents que les micelles PDA-PEG2000 présentaient les
meilleures propriétés pharmacocinétiques pour des études in vivo réalisées antérieurement par notre
équipe. Ces micelles s’accumulent de maniére passive au niveau des tissus tumoraux. Afin d’améliorer
leurs propriétés de ciblage, nous avons envisagé de les fonctionnaliser avec des ligands qui peuvent
interagir avec des récepteurs spécifiques surexprimés a la surface des cellules cancéreuses et ainsi
améliorer leur internalisation. Nous avons choisi de fonctionnaliser les micelles avec deux familles de
ligands différents : la biotine et un aptameére pour étudier le ciblage actif que pourrait conférer ces
molécules.

l. Fonctionnalisation des micelles avec la biotine

1) Bibliographie

La biotine est un promoteur de croissance cellulaire qui est importé massivement par les cellules car,
outre son réle dans la synthése de novo de lipides, la biotine intervient également dans |'activation de
la synthese des protéines nécessaires a la croissance et a la viabilité cellulaire. Les récepteurs a la
biotine sont de ce fait souvent surexprimés a la surface des cellules cancéreuses qui ont une demande
accrue en biotine du fait de leur croissance rapide.’®® La présence des récepteurs assure une
internalisation continue qui est nécessaire au développement des cellules.* Des études récentes ont
ainsi montré que les récepteurs a la biotine sont surexprimés (dans une proportion comparable et
méme supérieure a celle des récepteurs au folate) au niveau de plusieurs lignées cellulaires

cancéreuses.!# 115

Parmi les équipes qui ont déja travaillé sur |'utilisation de la biotine comme ligand destiné au ciblage
des cellules cancéreuses, I'équipe de Patrick Couvreur a développé des nanoparticules biodégradables

116 13 fonctionnalisation des

de poly(alkyl cyanoacrylate) PACA fonctionnalisées en surface.
nanoparticules a été réalisée par une réaction de chimie click catalysée au cuivre entre une biotine
possédant un bras alcyne et une chaine PEG portant un azoture. Les polyméres amphiphiles sont
ensuite assemblés en solution aqueuse sous forme de nanoparticules (Figure 53). Ces derniéres ont
été préparées avec 10 % de biotine a leur surface et chargées avec de la rhodamine B qui est un
fluorophore qui a été utilisé pour suivre l'internalisation cellulaire des nanoparticules. L'étude a
montré que les nanoparticules fonctionnalisées avec de la biotine s’internalisent mieux dans les
cellules MCF-7 (qui surexpriment les récepteurs a la biotine) que les nanoparticules nues. L'absence
d’internalisation des nanoparticules aprées incubation a 4 °C avec les cellules suggere un mécanisme
actif de type endocytose. Les auteurs ont réalisé une expérience contrdle en incubant les cellules avec
les particules fonctionnalisées en présence d’une solution a 2 mM de biotine libre, destinée a saturer
les récepteurs. lls ont alors observé une diminution du taux d’internalisation des particules,
démontrant ainsi que le processus était effectivement médié par les récepteurs a la biotine (Figure
54).116

Afin d’améliorer les propriétés des micelles PDA-PEG,000 déja développées au laboratoire, nous avons
fonctionnalisé leur surface avec de la biotine et étudié leur capacité a cibler activement une population
cellulaire exprimant le récepteur a la biotine.
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Figure 53 : Préparation de nanoparticules fluorescentes de poly(alkyl cyanoacrylate) PEGylées foncionnalisées avec de la
biotine (VB7)116
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Figure 54 : Fluorescence de la rhodamine B dans les cellules aprés incubation pendant 5 h de 100 pg/mL de nanoparticules
NO (non fonctionnalisées avec de la biotine) et N1 (fonctionnalisées avec de la biotine) avec des cellules MCF-7 a 4 et 37 °C
en présence et en absence de biotine libre!16

2) Préparation des micelles PDA-PEG2000 fonctionnalisées avec de la biotine

Deux stratégies ont été envisagées pour fonctionnaliser les micelles avec de la biotine : i) une
fonctionnalisation de I'amphiphile avant assemblage en micelles suivi d’'une polymérisation et ii) une
polymérisation des micelles suivie d’une fonctionnalisation post-assemblage. L'option de

96



Chapitre 4 : Ciblage actif des cellules cancéreuses avec les micelles PDA-PEG2000

fonctionnaliser les amphiphiles avec la biotine, de les assembler ensuite sous la forme de micelles et
de les polymériser permet un meilleur controle du taux de fonctionnalisation en biotine. La
polymérisation et fonctionnalisation post-assemblage nécessite quant a elle de pouvoir doser la
biotine a la surface des micelles pour connaitre le taux de recouvrement.

a) Stratégie de fonctionnalisation avant assemblage et polymérisation des micelles

Nous avons synthétisé I'amphiphile DA-PEG:q00-biotine IV-5 (Figure 55) afin d’incorporer le ligand dans
la structure de I'amphiphile avant assemblage en micelles. Grace a cette approche nous pouvons
envisager d’avoir un contréle fin de la stoechiométrie en biotine a la surface de nos micelles en
mélangeant par exemple I'amphiphile biotine avec un amphiphile simple DA-PEG,000-OMe (sans
biotine) dans différentes proportions. Selon le ratio initial en amphiphile biotine, nous aurons des
micelles plus ou moins recouvertes de ligands.

N=N N
N—" H

_ g O/\%O\/K/

4 43

Z V-5
11

Figure 55 : Structure de I'amphiphile DA-PEG,gp0-biotine

L'amphiphile DA-PEG,q00-biotine IV-5 est obtenu grace a une réaction clé de cycloaddition catalysée au
cuivre entre une biotine portant un bras azoture et le DA-PEG2o00-alcyne. Nous nous sommes attelés a
la préparation des deux partenaires de la réaction de click. La biotine-azoture est préparée a partir de
la biotine commerciale qui est activée sous forme d’ester de succinimide IV-1. Une réaction
d’amidation avec la 2-azidoéthanamine IV-2 (préparée a partir de la 2-bromoéthanamine) est ensuite
réalisée et conduit a I'azoture IV-3 avec un rendement de 45 % sur les deux étapes (Schéma 30).
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BrH,N~ >

NaNj i 75°C, 44 h
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HN” O NH O‘T/j HN" NH HN” N
H > < H DCC H—Z——ﬁ-H \__ TEA Hﬁ“
oy —_——— > o oy
S DMF, t.a., 42 h S DMF, ta., 21 h S
o 53 % o 4 84 % o]
IV-1 g
OH O\Nﬁ V-3 HN\\\
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0 3

Schéma 30 : Préparation de la biotine-azoture

Ayant le partenaire azoture en mains, il nous faut préparer 'amphiphile PEGylé avec une terminaison
alcyne avant de pouvoir procéder a la réaction de couplage. Pour ce faire nous avons utilisé un
amphiphile PEGylé présentant une fonction hydroxyle fonctionnalisable. Nous avons donc utilisé
I"amphiphile DA-PEG2000-OH qui était disponible au laboratoire. L’'amphiphile DA-PEG;000-OH est alkylé
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avec du bromure de propargyle dans le THF a température ambiante en présence d’hydrure de sodium
pour former I'amphiphile DA-PEGyu0-alcyne. Ce dernier est ensuite engagé dans une réaction de
chimie click catalysée au cuivre pour conduire a 'amphiphile DA-PEG;g00-biotine (Schéma 31). Le ligand
1 qui a été utilisé pour cette étape est un dérivé du TBTA qui est un ligand soluble dans I’eau. Ce ligand
est un bon stabilisant du cuivre dans son état d’oxydation +1,'7 il permet de rendre la réaction de
cycloadditon 1,3-dipolaire plus efficace. La préparation du ligand 1 a été décrite par Wang et ses
collaborateurs.'® La triéthanolamine est utilisée comme base. La conversion de la réaction click est
totale mais nous obtenons un rendement isolé qui est faible (25 %). Ce mauvais rendement a pour
origine les difficultés rencontrées lors de la purification de 'amphiphile qui est extrémement polaire.
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Schéma 31 : Préparation de I'amphiphile DA-PEG,g00-biotine

L’amphiphile biotinylé IV-5 a ensuite été assemblé en micelles qui présentent 100 % de biotine a leur
surface. Pour ce faire, une solution de I'amphiphile DA-PEGyno-biotine a 10 mg/mL dans I'eau
déminéralisée a été préparée et irradiée sous UV a 254 nm pendant 6 h. Nous avons vérifié par DLS
gue les micelles se formaient bien et nous avons observé une population dont le diametre est centré
sur 15 nm. Afin de nous assurer que la biotine est restée intégre au cours du processus de
photopolymérisation, une RMN du proton de la micelle dans le DMSO-ds a été enregistrée apres
irradiation a 254 nm. Nous observons sur le spectre *H une modification des signaux des protons portés
par la biotine. En effet, les signaux correspondants aux protons adjacents a I'atome de soufre
disparaissent tout comme ceux des protons adjacents a I'urée. Ces observations nous laissent penser
gue la biotine ne supporte pas la photopolymérisation. Ce résultat est surprenant dans la mesure ou
avant de nous lancer dans cette stratégie, nous avions étudié la stabilité de la biotine sous irradiation
a 254 nm. Cependant, comme la biotine n’est pas soluble dans I'eau nous avons d{ étudier sa
dégradation dans un solvant organique (DMSO). Nous avions ainsi réalisé une irradiation a 254 nm de
la biotine dans le DMSO deutéré pendant 6 heures et n’avons pas observé d’altération.

98



Chapitre 4 : Ciblage actif des cellules cancéreuses avec les micelles PDA-PEG2000

Pour nous rapprocher au mieux des conditions de polymérisation des micelles (solution agqueuse) nous
avons synthétisé un analogue PEGylé de la biotine, qui est hydrosoluble (Schéma 32). Le composé a
été préparé selon la méme voie de synthése que I'amphiphile précédent en utilisant le di(ethylene
glycol) éthyl éther a la place du DA-PEGyg00. La biotine PEGylée a été mise en solution dans I'eau et
irradiée sous UV a 254 nm. L’avancement de la réaction a été suivi par RMN et LCMS. Nous constatons
ici également qu’apres 6 h d’irradiation les signaux caractéristiques de la biotine disparaissent avec la
formation de nouveaux produits qui ont été détectés en spectrométrie de masse (de masse molaire
454 g/mol, 442 et 386 g/mol) mais que nous ne sommes pas parvenus a identifier. Cette expérience
contréle nous indique que la biotine se dégrade effectivement dans I'eau sous irradiation UV a 254

nm.
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Schéma 32 : Préparation du composé modéle

La stratégie de fonctionnalisation des amphiphiles avec de la biotine avant I’'assemblage des micelles
n’est pas optimale car la biotine se détériore au cours de I'étape de polymérisation. Il nous a donc fallu
nous tourner vers I'option 2 qui consiste a fonctionnaliser les micelles aprés leur assemblage et leur
polymérisation.

b) Stratégie de fonctionnalisation aprés assemblage et polymérisation des micelles

Nous avons souhaité préparer des lots de micelles fonctionnalisées par différents taux de biotine en
surface. Nous avons ainsi assemblé des micelles mixtes en associant des amphiphiles DA-PEG2000-OMe
simples et DA-PEG,o00-alcyne fonctionnels dans les proportions molaires correspondant aux taux de
biotine souhaités, a savoir 0, 10, 25 et 50 %. Ces micelles ont ensuite été stabilisées par polymérisation
en les irradiant sous UV a 254 nm pendant 6 h (Schéma 33). Nous avons vérifié par RMN du proton que
la fonction alcyne libre restait intacte (et donc ultérieurement disponible) lors de la polymérisation
(doublet en a de I'alcyne a 4.22 ppm dans le DMF-d5).

O. eau déminéralisée
Z 7 OMB R1, Rz R —
_— hv,6h
=
1 R¢: Me

R, : alcyne

Schéma 33 : Préparation des micelles PDA-PEG000-OMe/alcyne

Les fonctions alcynes libres a la surface des micelles sont ensuite fonctionnalisées par chimie click
catalysée au cuivre (0.1 équiv.) en présence d’un léger excés (1.3 équiv.) de biotine-azoture (par
rapport aux fonctions alcynes) (Schéma 34). Le ligand (BimC4A)s a été utilisé ici pour stabiliser le cuivre
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dans son état d’oxydation +1. A |a fin de la réaction, le milieu réactionnel est traité avec une solution
d’EDTA afin d’éliminer au maximum le catalyseur métallique, puis filtré sur une colonne d’exclusion
stérique afin d’éliminer les réactifs en exces. Il est a noter que les sels de cuivre résiduels peuvent
poser des problemes de toxicité lors des tests in vitro. Nous avons ainsi vérifié par ICP-MS que nous
parvenions a réduire significativement la quantité de cuivre par le traitement a I'EDTA a l'issue de la
réaction. Nous avons mis en évidence par RMN du proton de la micelle fonctionnalisée, la présence
des signaux caractéristiques de la biotine (protons de I'urée et adjacents a I'urée) et du proton porté
par le triazole. Le taux de fonctionnalisation des micelles est ensuite validé par la méme technique
RMN en observant, pour chacun des lots traités, la disparition totale des protons en a de I'alcyne. Si
I’on considére qu’une micelle PEGylée est classiquement constituée d’environ 100 unités amphiphiles,
tel que mesuré précédemment au laboratoire sur des systémes apparentés par des techniques de
diffusion statique de la lumiére, nous avons préparé 4 lots de micelles contenant respectivement 0,
10, 25 et 50 unités biotine a leur surface.
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Schéma 34 : Fonctionnalisation des alcynes a la surface des micelles avec de la biotine

De cette maniére, nous avons pu préparer des micelles PDA-PEG2000-OMe/biotine avec des taux de
greffage en ligand de 0, 10, 25 et 50 %. Ces micelles ont un diametre d’environ 7 nm selon la DLS. Nous
constatons que les micelles obtenues aprées fonctionnalisation avec de la biotine sont plus compactes
gu’avant leur fonctionnalisation. Cette observation pourrait avoir pour origine I’hydrophobicité
intrinseque de la biotine qui provoque un repliement partiel de la téte polaire vers le coeur de la
micelle.

3) Internalisation cellulaire des micelles PDA-PEG2q00-biotine

L’étude in vitro de I'internalisation des micelles fonctionnalisées avec de la biotine a été faite sur une
lignée de cellules cancéreuses MCF-7 qui surexprime le récepteur a la biotine. Ces expériences ont été
réalisées en collaboration avec I’équipe du Dr. Frédéric Ducongé (CEA/MIRCen). Afin d’étudier leur
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internalisation cellulaire par cytométrie de flux, les micelles ont été chargées avec du DiO a 1 % en
masse. La présence du fluorophore au cceur des micelles permettra de suivre leur devenir en
interaction avec les cellules. Dans une premiere expérience, l'internalisation des micelles en fonction
du temps et du taux de recouvrement en biotine a été évaluée (Figure 56). Les micelles qui ont un taux
de biotine de 25 % en surface sont celles qui semblent s’internaliser le mieux dans les cellules, suivies
de celles portant 10 % de biotine en surface. Les micelles présentant 50 % de biotine en surface ont un
comportement comparable a celui des micelles nues (sans biotine) sans accélération de
I'internalisation. Il semble donc y avoir un taux de biotine optimal pour favoriser I'internalisation des
micelles. Ce taux optimal semble étre voisin de 25 %, dans notre cas.
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Figure 56 : Internalisation des micelles fonctionnalisées avec de la biotine, chargées avec du DiO, en fonction du temps
d’incubation avec des cellules MCF-7

Afin de vérifier que l'internalisation des micelles fonctionnalisées avec de la biotine passe
effectivement par l'intermédiaire des récepteurs a la biotine, une expérience de saturation des
récepteurs a été réalisée. Les micelles sont ainsi co-incubées avec de la biotine libre a 2 mM (Figure
57) (dans un mélange DMSO/PBS). L'excés de biotine libre dans le milieu devrait venir saturer les
récepteurs correspondants et inhiber le transport des micelles si celui-ci s’effectue par le bais de ces
récepteurs. Les résultats obtenus au cours de cette expérience montrent que, quel que soit le taux de
recouvrement en biotine de nos micelles, il y a un ralentissement de la cinétique d’internalisation.
Nous observons en effet environ deux fois moins de micelles biotinylées internalisées en présence de
la biotine libre dans le milieu. Par contre, I'influence de la biotine sur I'internalisation des micelles nues
(0 %) semble étre négligeable. Dans cette série d’expériences nous observons également une
« supériorité » de la micelle a 25 % en biotine qui est mieux internalisée que ses congénéres a 10 et 50
%. La présence de biotine libre dans le milieu sature donc effectivement les récepteurs et diminue leur
disponibilité vis-a-vis des ligands a la surface des micelles. L’internalisation se fait donc bien par les
récepteurs a la biotine.
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Figure 57 : Internalisation des micelles dans les cellules MCF-7 apres 90 minutes d’incubation avec biotine libre (en rouge)
et sans biotine libre (en bleu)

Contrairement a ce a quoi on pourrait s’attendre, ce n’est pas en mettant plus de ligand en surface des
micelles que I'on améliore forcément leur taux d’internalisation et une charge optimale en biotine
semble exister (25 %). Cette observation avait déja été faite dans la littérature pour des micelles de
polymeére (PLA-b-PEG) fonctionnalisées avec de la biotine ou de I'acide folique. Les auteurs ont observé
gu’il y avait un taux optimal de ligands compris entre 10 et 20 mol %.%° Plusieurs hypothéses peuvent
étre évoquées pour tenter de rationaliser ce taux optimal en ligands: i) au-dela d’'un certain
pourcentage surfacique de ligands, il se crée des interactions moléculaires entre les biotines qui
empéchent leur reconnaissance par les récepteurs cellulaires, ii) une autre explication pourrait étre
qgue la présence de trop de biotine a la surface des micelles induise une interaction multiple d’une
micelle unique avec plusieurs récepteurs de la méme cellule. Cette interaction multiple réduit le

nombre de micelles liées et leur internalisation.!*®

Nous avons pu montrer que la fonctionnalisation des micelles PDA-PEG2o0 avec de la biotine
permettait d’améliorer leur internalisation cellulaire. Nous avons également pu voir qu’il fallait
travailler avec un taux de fonctionnalisation « optimal » de 25 %. La micelle fonctionnelle étant
internalisée préférentiellement, nous avons cherché a la valoriser pour délivrer une cargaison
médicamenteuse et induire un effet thérapeutique sélectif.

4) Effet thérapeutique

Le paclitaxel est I'un des anticancéreux le plus utilisé car son activité anti-cancéreuse est importante
(ICso comprise entre 2.5 et 7.5 nM).22° || agit comme poison du fuseau mitotique en inhibant la
dépolymérisation des microtubules, bloquant ainsi le mécanisme de la mitose. Nous avons donc essayé
de I'encapsuler dans nos micelles biotinylées mais n’avons réussi qu’a encapsuler au mieux 1 % en
masse de PTX. De plus, nous observons au cours de cette étape la formation d’agrégats de 100 nm de
diametre. Nous avons donc essayé d’encapsuler dans nos micelles d’autres molécules actives. Pour
que ces dernieres s’encapsulent de maniere significative, il faut prendre en considération leur
coefficient de partage octanol/eau (log(P)) qui doit étre élevé. Nous avons donc réalisé la synthése de
dérivés de médicaments anticancéreux connus, I'épipodophyllotoxine et le chlorambucil, pour les
rendre plus lipophiles et ainsi permettre leur encapsulation dans les micelles.
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Le composé 4’-DMEP est un inhibiteur de toposisomérase 11,12 il a une ICso de 0.31 puM sur la lignée
cellulaire HL60. Il s’agit d’un intermédiaire clé dans la préparation de podophyllotoxines.??2 Nous avons
donc préparé un dérivé a chaine grasse IV-8 de I'épipodophyllotoxine 4’-DMEP pour pouvoir
I’encapsuler dans les micelles. Ce dérivé est obtenu a partir de la 4’-DMEP grace a une réaction de
Mitsunobu avec I'alcool stéarylique en présence de triphénylphosphine et de DIAD (Schéma 35).
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Schéma 35 : Préparation du dérivé a chaine grasse de I'épipodophyllotoxine

Le deuxiéme principe actif lipophile dont nous avons réalisé la synthése est le chlorambucil. Comme
nous I'avons vu dans le chapitre 2, le chlorambucil est un agent alkylant, de la famille des moutardes a
I'azote, utilisé dans le traitement de la leucémie lymphoide chronique et des cancers avancés des
ovaires et du sein.”* Le dérivé a chaine grasse du chlorambucil est obtenu par estérification du
chlorambucil avec I'alcool stéarylique en présence de DCC et de DMAP (Schéma 36).

Cl Cl
Schéma 36 : Préparation du dérivé a chaine grasse du chlorambucil

Avant d’encapsuler ces composés dans nos micelles biotinylées, nous avons évalué leur cytotoxicité
par un test MTT sur les cellules MCF-7. |l s’agit d’un test colorimétrique permettant de quantifier les
cellules vivantes aprés qu’elles ont été incubées avec des composés dont on souhaite mesurer I'activité
cytotoxique par exemple. Ce test utilise le sel MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) soluble dans I'eau qui est réduit par les cellules vivantes en formazan,
qui est insoluble dans I'eau. La quantité de précipité formée est donc proportionnelle a la quantité de
cellules vivantes. Une lecture de I'absorbance a 560 nm dans le DMSO permet de déterminer la
qguantité de cellules vivantes. Aprés une nuit d’incubation des composés avec les cellules, le test
colorimétrique est réalisé.

Nous avons dans un premier temps testé les composés 4’-DMEP et chlorambucil non modifiés afin de
vérifier que le test MTT était valide et que I'on observe bien de la cytotoxicité sur la lignée MCF-7. Les
résultats du test montrent que le 4’-DMEP et le chlorambucil sont effectivement cytotoxiques avec
une ICsp mesurée de 20 uM et 80 uM, respectivement. Par contre, les analogues lipophiles perdent
presque entierement leur potentiel cytotoxique puisque le dérivé du 4’-DMEP n’impacte aucunement
la croissance cellulaire, méme aux concentrations les plus élevées étudiées (60 uM). Il en est de méme
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pour le dérivé de chorambucil qui perd totalement sa toxicité lorsqu’il est modifié par une chaine
grasse.

Les dérivés gras de chlorambucil et de 4’-DMEP n’étant pas actifs sur la lignée cellulaire MCF-7, nous
avons cherché une molécule active qui serait intrinsequement lipophile. Nous avons ainsi identifié le
tamoxiféne qui est un principe actif dont le log(P) = 7. Ce composé posséde une activité cytotoxique
sur la lignée cellulaire MCF-7 avec une ICso de 24.8 pM.13

Nous avons ainsi encapsulé le tamoxiféne dans des micelles fonctionnalisées avec 25 % de biotine en
surface et dans les micelles sans biotine en surface. L'encapsulation a été réalisée en solubilisant le
tamoxiféene dans du chloroforme, et en en ajoutant un volume défini a la solution de micelles. Le
mélange est ensuite passé au bras a ultrasons trois fois 10 minutes et filtré sur filtre 0.22 um. Le
tamoxifene encapsulé est dosé par LCMS apres dissociation de la micelle en phase organique et la taille
des micelles est mesurée par DLS. Un taux de chargement de 5 % massique en principe actif a pu étre
obtenu et les micelles ont un diameétre de 13 nm.

Les tests de cytotoxicité ont été réalisés dans le laboratoire du Dr. Guillaume Pinna (CEA/SBIGEM). Les
cellules MCF-7 ont été incubées pendant 72 h avec soit i) du tamoxiféne libre, ii) des micelles vides
(biotinylées ou non), iii) des micelles chargées en tamoxiféne (biotinylées ou non). Le nombre de
cellules vivantes a été évalué a I'aide d’un marqueur fluorescent des noyaux : le colorant de Hoechst.
Les résultats pour la survie cellulaire sont représentés en Figure 58.

Selon ce test MTT, le tamoxifene présente une ICso de 13 uM et son activité est conservée dans les
micelles PDA-PEG,000-OMe. L’activité cytotoxique du tamoxiféne chargé a 5 % en masse dans les
micelles est la méme qu’il y ait ou non de la biotine en surface des vecteurs. Nous n’observons donc
pas de gain apporté par la présence de la biotine. Les concentrations en micelles auxquelles nous
devons travailler ici sont comprises entre 0.007 et 0.74 mg/mL. Ce sont des concentrations
relativement élevées qui conduisent a une cytotoxicité propre a la micelle. Nous observons cependant
gue les micelles biotinylées sont moins toxiques que les micelles non biotinylées, ce qui est surprenant.
Si 'on parvenait a encapsuler une molécule plus active que le tamoxiféne au cceur des micelles nous
n’observerions pas ce phénomeéne de toxicité parasite lié aux micelles car nous travaillerions a des
concentrations micellaires plus faibles.
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Figure 58 : Survie cellulaire des cellules MCF-7 aprés 72 h d’incubation avec du tamoxiféne, des micelles PDA-PEG3000
chargées avec 5 % en masse de tamoxiféne, des micelles PDA-PEG;o0o vides, des micelles PDA-PEG;qg0-Biotine/OMe 25/75,
des micelles PDA-PEGaq00-Biotine/OMe 25/75 chargées avec 5 % en masse de tamoxiféne

Nous ne sommes pas parvenus a encapsuler un anticancéreux puissant tel que le paclitaxel dans nos
micelles. L'encapsulation du tamoxifene, qui est moins actif, ne permet pas de tirer bénéfice de la
présence de biotine a la surface des micelles pour I'internalisation préférentielle dans les cellules étant
donné qu’une forte concentration de micelles est nécessaire pour arriver a une concentration de
tamoxifene active. Une cytotoxicité des micelles est alors observée. Nous ne pouvons donc pas évaluer
I"amélioration de I'effet thérapeutique des micelles en présence de biotine a leur surface. Toutefois,
nous avons pu montrer que la présence de biotine en surface des micelles favorisait leur accumulation
dans les cellules cancéreuses. Ces micelles peuvent donc étre utilisées comme outil de diagnostic
spécifique des cellules cancéreuses lorsqu’on y incorpore un élément rapporteur.

Outre la biotine, nous avons également étudié une autre famille de composés pour le ciblage actif et
avons évalué les propriétés de ciblage conférées par un aptamere.
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Il. Fonctionnalisation des micelles avec un aptamére

1) Bibliographie

Un aptameére est un oligonucléotide monocaténaire qui est capable de se lier a une cible moléculaire
telle qu’une protéine.'?* Les aptaméres sont composés d’une courte séquence d’ARN ou d’un simple
brin d’ADN et peuvent, lorsqu’ils sont dans leur conformation tridimensionnelle unique, se lier a leur
cible avec une grande spécificité et une grande affinité.’?> Les aptaméres ont été découverts en 1990
par Tuerk et Gold'?® et Ellington et Szostak!?’. lls sont identifiés et sélectionnés par SELEX (Systematic
Evolution of Ligands by EXponential enrichment). Lors d’un SELEX, une librairie aléatoire
d’oligonucléotides est synthétisée et leur affinité sur une cible est étudiée. Le but est de sélectionner
les oligonucléotides se liant avec la plus haute affinité sur une cible. Des techniques de séparation,
comme la chromatographie d’affinité en gel natif, permettent d’isoler les oligonucléotides d’intérét
qui sont ensuite amplifiés par PCR. Ces oligonucléotides correspondent aux aptaméres.126- 128

Ces composés sont considérés comme des anticorps chimiques, ils présentent des fonctions similaires
aux anticorps.’?® Des aptameéres ont déja été greffés a la surface de nanovecteurs afin de conférer 3
ces derniers des propriétés de ciblage actif. Ainsi, Xing et ses collégues ont préparé des liposomes
fonctionnalisés avec I'aptameére AS1411 dans le but de traiter spécifiquement le cancer du sein avec
de la doxorubicine. Les études in vitro ont montré de bonnes propriétés de ciblage et un fort taux
d’internalisation. De plus, des études réalisées sur des souris portant des xénogreffes de cancer du
sein ont montré que les liposomes fonctionnalisés avec I'aptameére pénétraient mieux dans les tissus

129 L'

tumoraux. équipe d’Elias Fattal a également fonctionnalisé des liposomes avec des aptameres

interagissant avec les récepteurs CD44.13° Ces récepteurs sont surexprimés dans de nombreuses
tumeurs et font partie des marqueurs de la surface des cellules souches cancéreuses. Les auteurs ont
montré que les liposomes fonctionnalisés avec I'aptamere se liaient spécifiguement aux cellules
cancéreuses qui surexpriment les récepteurs CD44 (Figure 59).
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Figure 59 : Internalisation cellulaire de liposomes avec et sans aptamere dans les cellules NIH3T3 qui ne sur-expriment pas
le récepteur CD44 et les cellules A549 et MDA-MB-231 qui surexpriment le récepteur CD44130

Nous avons souhaité fonctionnaliser nos micelles avec I'aptamére ACE4G qui cible I’Annexine A2 qui
est surexprimée a la surface de certaines lignées de cellules cancéreuses, comme la lignée MCF-7. Ce
travail a été réalisé en collaboration avec I'équipe du Dr. Frédéric Ducongé (CEA/MIRCen).
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2) Fonctionnalisation des micelles PDA-PEG2q00 avec I'aptameére ACE4G

La fonctionnalisation de nos micelles PDA-PEG,000 avec I'aptamere ACEAG a été réalisée en deux
étapes. Le précurseur de cet aptameére a été synthétisé sous forme d’ADN par Eurogentec puis amplifié
par PCR afin d’ajouter une séquence permettant une hybridation ultérieure a un oligonucléotide
(spacer G). Une transcription in vitro a ensuite été réalisée permettant I'obtention de I'aptameére
proprement dit sous la forme d’'un ARN modifié qui a été purifié par PAGE.

Tout d’abord les micelles sont fonctionnalisées avec un oligonucléotide, le spacer G qui posséde 31
bases et qui est terminé par un groupement azido. C’'est sur cet oligonucléotide que I'aptamere ACE4G
sera ensuite hybridé (Schéma 37). Cette hybridation est rendue possible car I'aptameére a été élongé
par PCR avec une séquence complémentaire de celle du spacer G (qui sera porté par la micelle). Les
micelles sont fonctionnalisées avec le spacer G selon la méme stratégie que celle employée pour leur
fonctionnalisation avec la biotine. Une réaction de chimie click catalysée au cuivre entre
I'oligonucléotide présentant une fonction azoture et les micelles polymérisées présentant des
fonctions alcynes libres en surface est réalisée. Les micelles obtenues ont un diamétre d’environ 12
nm. L’hybridation de la micelle-spacer G avec I'aptamére a été ensuite réalisée par nos collaborateurs
biologistes dans une solution tampon Tris-EDTA a 60 °C.

/\/\
NS 3 oligonucleotide
1) CuSOQ,, triéthanolamine N /.\/\
2) (BimC4A); P S .
3) ascorbate de Na 5 3
H,0, sans DNase, t.a., 16 h
Hybridation

avec Faptamére

oligonucleotide

aptameére

Schéma 37 : Préparation des micelles fonctionnalisées avec I'aptamere ACE4G

Afin de mettre en évidence la fonctionnalisation effective des micelles avec I'oligonucléotide et son
hybridation avec I'aptameére, les micelles ont été déposées sur un gel d’agarose et une migration
électrophorétique a été réalisée (Figure 60). Le gel d’électrophorése a 2 % d’agarose avec du gelRed 1
X, est placé dans un champ électrique de 100 V pendant environ 30 min. Le gelRed est un colorant
d’acides nucléiques qui permet de révéler sous UV les composés présents sur le gel d’électrophorése.
La premiére colonne du gel correspond aux marqueurs de taille moléculaire (de 50 pdb a 300 pdb). La
2%™e colonne aux micelles contréle PDA-PEG;o00-alcyne/PDA-PEG2000-OMe 50:50. On observe ici une
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légere migration de ces derniéres vers la cathode bien qu’elles ne soient normalement pas chargées.
La 3%™ colonne correspond au spacer G seul et la 4™ colonne correspond a I'aptamére ACE4G. Nous
observons pour les deux oligonucléotides (spacer G et aptamere) une migration vers I'anode car leur
charge globale est négative. Le spacer G qui a un poids moléculaire plus faible que I'aptamere migre
plus loin dans le gel d’agarose.

Les micelles qui ont été fonctionnalisées avec I'oligonucléotide présentent, apres migration sur gel
d’électrophorése (5°™ colonne), une bande correspondant au spacer G non lié et une nouvelle bande
qui correspond aux micelles fonctionnalisées avec I'oligonucléotide, elles migrent également vers
I’'anode. De méme aprés hybridation avec 'aptamére (6™ colonne), une bande correspondant a
I'aptamere non lié, ainsi qu’une bande de plus haut poids moléculaire correspondant aux micelles
hybridées avec I'aptamere apparaissent. Cette bande nous indique que I’hybridation de I'aptameére
avec les micelles fonctionnalisées fonctionne. Cependant, nous ne connaissons pas le taux de
fonctionnalisation initial de la micelle, car la réaction de chimie click entre I'oligonucléotide et la
micelle n’est pas totale. Nous sommes ainsi parvenus a fonctionnaliser les micelles avec I'aptamére
ACEAG. Nous avons ensuite étudié leur internalisation cellulaire afin de voir si ce ligand apportait des
propriétés de ciblage.

CTRL micelles : i
RS

Dépot

Micelles avec

oligonucléotide _rlE_k— Micelles avec

ACE4AG . aptameére

Spacer G @ L :l

Figure 60 : Résultats de fonctionnalisation des micelles avec I'oligonucléotide Spacer G et d’hybridation avec I'aptamére
ACE4G
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3) Internalisation cellulaire des micelles PDA-PEG2000-aptameére

Afin d’étudier I'internalisation des micelles fonctionnalisées avec I'aptamere ACE4G dans les cellules
MCF-7, les micelles ont été chargées avec du DiO (fluorophore hydrophobe) a 1 % en masse avant
|’étape d’hybridation. Les cellules MCF-7 sont incubées pendant 30 minutes avec différents lots de
micelles. Le suivi de I'internalisation des micelles fluorescentes a été réalisé par cytométrie en flux qui
nous indique que les micelles fonctionnalisées avec I'aptamére ACE4G s’internalisent deux fois mieux
gue celles sans aptameére ou celles fonctionnalisées avec un aptameére controle. Cet aptamere contréle
est un aptamere « neutre » qui ne reconnait pas I'annexine-A2. La présence de I'aptameére ciblant
ACEAG apporte donc bien un effet de reconnaissance aux micelles (Figure 61).

L.U. of
fluorescence
4500
4000
3500
3000
2500
2000

1500
1000
500
0 T T T T
Cells CTRL

micelles micelles + CTRL aptamére + aptameére

Figure 61 : Internalisation cellulaire des micelles avec ou sans aptamere sur la lignée MCF-7. Différentes micelles ont été
incubées avec les cellules : des micelles PDA-PEG2000-OMe/alcyne 50:50 non fonctionnalisées (CTRL micelles), des micelles
fonctionnalisées avec I'oligonucléotide (Oligo micelles), des micelles fonctionnalisées avec I'oligonucléotide hybridées avec
un aptamere ne ciblant pas I'annexine A2 (Oligo micelles + CTRL Aptamere) et enfin, des micelles fonctionnalisées avec
I’'aptamére ACE4G (Oligo micelles + aptamére).

1l. Conclusion

Nous sommes parvenus a préparer des lots de micelles fonctionnalisées a 0, 10, 25 et 50 % de biotine
en surface. Les études d’internalisation cellulaire sur la lignée cellulaire MCF-7 ont montré que la
présence de biotine favorisait l'internalisation cellulaire des micelles. Toutefois, un taux de
fonctionnalisation optimal de 25 % a été observé. En effet, un excés de fonctionnalisation en biotine
fait perdre I'effet recherché. Nous avons également montré que l'internalisation cellulaire était liée
aux récepteurs a la biotine. Nous ne sommes pas parvenus a évaluer le bénéfice thérapeutique que
pourraient conférer ces micelles étant donné que nous ne sommes pas parvenus a les charger avec un
cytotoxique puissant. Nous avons également préparé des micelles fonctionnalisées avec I'aptamere
ACEA4G qui reconnait I'annexine A2. Les études in vitro ont également montré que la présence du ligand
apportait un bénéfice dans I'internalisation cellulaire des micelles.

Nous pouvons donc envisager d’utiliser ce type de micelles pour vectoriser des principes actifs de
maniere plus spécifique vers les cellules cancéreuses et ainsi en réduire les effets secondaires. Des
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outils de diagnostic peuvent aussi étre développés sur la base de ces mémes plateformes en les
associant a des fluorophores ou des agents de contraste utiles en imagerie.
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Nous avons vu dans les chapitres précédents que les micelles pouvaient cibler les tissus tumoraux par
I'intermédiaire de I'effet EPR et interagir sélectivement avec des cellules cancéreuses lorsqu’elles sont
fonctionnalisées avec un ligand de surface. Outre leur réle thérapeutique et en fonction de la cargaison
transportée, les micelles peuvent également servir d’outils d’imagerie. En effet, le réservoir central et
la périphérie des micelles peuvent étre aménagés de telle sorte qu’ils puissent transporter
sélectivement vers une cible des agents de contraste utiles pour le diagnostic. Nous avons ainsi
envisagé de développer des micelles pour I'imagerie biomédicale par résonance magnétique (IRM).
Deux types d’approches ont été explorés, I'IRM du proton et I'IRM du fluor.

(N Micelles chargées avec du gadolinium pour I'IRM du proton

1) Bibliographie

L'imagerie par résonance magnétique est un des outils de diagnostic efficace qui compte parmi les plus
utilisés pour 'imagerie biomédicale.’3% 132 || s’agit d’'un mode d’exploration non invasif qui est utilisé
pour imager les structures anatomiques du corps et s’avere étre trés utile pour la détection et la
caractérisation de tissus mous pathologiques tels que les tumeurs cancéreuses solides. Cet outil
d’imagerie ne fait pas intervenir de rayonnements ionisants et fournit une image en 3D avec une haute
résolution spatiale et un fort contraste.® L'IRM « conventionnelle » repose sur |'observation de la
résonance magnétique nucléaire des protons de I'eau qui constitue environ 70 % d’un organisme.
L'intensité du signal observé va dépendre non seulement de la concentration en eau mais aussi du
temps de relaxation des spins nucléaires des protons de I'eau. Il est ainsi possible d’obtenir une image
de la répartition en eau dans le corps du patient.

Afin d’améliorer la sensibilité et la qualité de I'image, des agents de contraste peuvent étre utilisés
dans le but d’augmenter I'intensité des signaux des tissus malades par rapport aux tissus sains.'** Le
contraste en IRM dépendant des différences dans les temps de relaxation et de la densité des protons

11 qui modifient le vitesse de

de l'eau, il peut étre exalté par la présence d’agents de contraste
relaxation longitudinale (1/71) et la vitesse de relaxation transversale (1/72) des protons de I'eau
présente dans I'environnement de 'agent de contraste. Cet effet permet I'augmentation du contraste
des tissus d’intérét.’®® Les agents de contraste sont classés comme étant des agents de type Tiou T
selon leurs mécanismes de relaxation et leurs propriétés magnétiques. Les plus utilisés sont des
complexes de I'ion gadolinium (Gd*) avec des ligands polyaminocarboxylates.’3> Le paramagnétisme
du Gd entraine I'augmentation de la vitesse de relaxation Ry (1/T1) des protons de I'eau.t3% 133136 | og
agents de contraste au Gd générent un contraste positif en augmentant l'intensité du signal. Par
contre, lorsque (1/T2) augmente, l'intensité du signal diminue et on parle de contraste négatif tel

qu’observé avec les particules d’oxyde de fer qui sont des agents de contraste de type 7,133 137

La relaxivité d’'un agent de contraste est un critére essentiel pour I'IRM, plus sa valeur est élevée,
meilleur est I'agent de contraste. La relaxivité correspond a la capacité de I'agent de contraste a
modifier le taux de relaxation des protons de I'eau environnante. Elle s’exprime en mMs?! et varie
selon que I'agent de contraste est lié a une structure moléculaire/macromolécule ou non. Elle dépend
aussi du champ magnétique. Cependant, les ions Gd qui sont de bons agents de contraste avec une
relaxivité élevée, ne peuvent étre administrés tels quels car ils sont toxiques. lls interferent en effet
avec les canaux calciques et les sites de liaison des protéines. La dose létale des ions Gd** est de 0,2
mmol/kg.38
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Cette toxicité associée au métal peut étre atténuée par complexation de I'ion avec des ligands.
Cependant, méme si la complexation est robuste, une libération in vivo des ions Gd** par des processus
de transmétallation ne peut étre exclue. La fibrose systémique néphrogene est I'un des effets
secondaires causés par les agents de contraste au gadolinium. Il apparait donc important de
développer de nouveaux agents de contraste au Gd, en les rendant plus stables et en facilitant leur

élimination rapide aprés 'examen.!®

Nous avons choisi d’adapter la structure des micelles polymérisées que nous développons au
laboratoire pour y incorporer des ions Gd et faire de I'imagerie par résonnance magnétique en ayant
a l'esprit plusieurs prérequis : i) les micelles doivent permettre d’amener localement une forte
concentration en gadolinium (— meilleur signal), ii) elles doivent complexer fortement le métal afin
d’éviter son relargage intempestif (— toxicité amoindrie), iii) I'association du métal a une
macromolécule (micelles) devrait ralentir le mouvement de rotation des complexes (— augmentation
de la relaxivité).13% 13

2) Préparation des micelles gadolinium

Il existe aujourd’hui un grand nombre d’agents de contraste commerciaux qui sont préparés a base de
gadolinium ligandé. Ces derniers sont utilisés en routine pour réaliser des diagnostics chez 'homme.
Parmi les différentes formulations disponibles, le Dotarem®, développé par les laboratoires Guerbet,
est un produit qui associe I'acide 1,4,7,10-tétraazacyclododecane-1,4,7,10-tétraacétique (également
connu sous I'abréviation DOTA) et des sels de gadolinium. Ce complexe étant particulierement stable
in vivo (log(K) = 25,3)*38 nous avons envisagé de I’associer a nos micelles. Dans un premier temps, hous
avons préparé un amphiphile simple DA-DOTA qui incorpore une chaine grasse polymérisable et une
téte polaire complexante. Le but ici étant de vérifier que nous parvenons bien a assembler des
systemes micellaires polymérisés chargés avec du gadolinium dont le signal IRM pourra étre détecté
in vivo. Une fois cette validation faite, nous pourrons nous atteler a I’'assemblage d’autres micelles plus
biocompatibles avec notamment des propriétés de furtivité in vivo en y incorporant des unités PEG par
exemple.

a) Préparation de 'amphiphile DA-DOTA

La synthese de I'amphiphile DA-DOTA est réalisée en trois étapes a partir de I'ester de succinimide
dérivé de l'acide 10,12-pentacosadiynoique. La premiére étape est la réaction d’amidation de
I’éthyléne diamine avec I’ester activé dans le DCM qui conduit a 'amine primaire V-1. La diamine est
utilisée ici en exces (10 équivalents) afin d’éviter sa double substitution. V-1 est ensuite engagé dans
une deuxiéme réaction d’amidation avec le DOTA protégé sous la forme de tri-tert-butyle ester en
présence d’EDC/HOBt et de TEA. Le diamide V-2 est obtenu avec un rendement de 61 %. Enfin, les
groupements carboxyliques sont déprotégés en présence de TFA dans le DCM pour conduire a
I"amphiphile V-3 (Schéma 38) avec un rendement quantitatif sur cette derniere étape.
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Schéma 38 : Préparation de I'amphiphile DA-DOTA

L’amphiphile ayant été synthétisé, il nous reste a complexer le gadolinium avec la téte DOTA. Pour ce
faire, nous avons envisagé deux approches : i) La premiére est d’assembler les amphiphiles sous la
forme de micelles, de les stabiliser par polymérisation puis de charger le DOTA avec du Gd; ii) la
deuxiéme stratégie va consister a chélater le gadolinium a I'unité amphiphile, la purifier et 'assembler
sous la forme de micelles. Cette derniére approche présente I'avantage de pouvoir construire des
micelles dont nous pourrons contréler finement le chargement en Gd en faisant varier de maniere
contrélée, au sein d’'une méme micelle, la proportion d’amphiphiles dont les tétes sont
fonctionnalisées et complexées au métal.

b) Premiére approche : chélation du Gd aprés assemblage et polymérisation des micelles

Dans le cadre de la premiere stratégie nous avons assemblé I'amphiphile V-3 sous forme d’une solution
de micelles a 10 mg/mL dans de I'eau déminéralisée. La solution est soniquée au bras a ultrasons
pendant 10 min avant d’étre irradiée a 254 nm pendant 6 h pour conduire aux micelles polymérisées
(Schéma 39). Avant polymérisation les micelles ont un diametre centré autour de 7,5 nm en volume,
aprées polymérisation elles ont un diamétre autour de 7 nm tel que mesuré par diffusion dynamique
de la lumiére. Les tétes DOTA de ces micelles polymérisées sont ensuite chargées avec du gadolinium
en les incubant avec une solution de GdCl; (6H,0). Il est important, au cours de cette étape, de
controler de maniére continue le pH et de I‘ajuster a une valeur de 5,5 par ajout de KOH 0,1 M. En
effet, une chute importante de la valeur du pH pourrait entrainer la protonation de la téte DOTA, ce
qui aurait pour conséquence d’inhiber la complexation. Le sel de gadolinium est ajouté par fractions
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qui correspondent a 0,2 équivalents de GdCls; (6H,0) par rapport a la quantité d’amphiphiles dans les
micelles. Aprés chaque ajout, le milieu réactionnel est agité pendant 1 h a 60 °C, puis nous vérifions si
du Gd libre est présent ou non par l'utilisation d’un indicateur coloré, I'Arsenazo Ill. Le test
colorimétrique avec I’Arsenazo Il a été réalisé selon des protocoles décrits dans la littérature : a 20 pL
d’une solution a 6 10* M d’Arsenazo lll dans du tampon acétate sont ajoutés 5 pL du milieu pour lequel
nous souhaitons savoir si du Gd libre est présent. La couleur de la solution d’Arsenazo Il vire du violet
au vert en présence Gd libre. 140 141

Les ajouts successifs de 0,2 équivalents de gadolinium sont arrétés lorsque nous détectons la présence
de Gd libre par le dosage a I'Arsenazo lll. L'excés de Gd est ensuite éliminé par ajout d’une résine
complexante (Chelex-100) a la solution de micelles. On laisse agir la résine pendant 2 h a température
ambiante avant de la filtrer sur une membrane Nylon 0,2 um. La solution de micelles M1 contient
donc des assemblages supra-moléculaires dont les tétes polaires sont complexées a du Gd. Le contenu
en métal (Gd) a pu étre mesuré par ICP-MS apres avoir digéré pendant une nuit, une aliquote de la
solution micellaire dans HNOs, La valeur mesurée en gadolinium est de 3,5 mM. Cette mesure nous
indique que toutes les tétes DOTA ne sont pas complexées et que nous avons environ 10 tétes sur 25
qui sont associées au métal. Ce non recouvrement total de la micelle par le gadolinium pourrait avoir
pour origine I'encombrement stérique de la micelle qui empéche I'accessibilité du métal a la téte
complexante. Le diamétre des micelles chargées en gadolinium est de 11 nm.

GdCl3,6H,0
60°C,17 h

Schéma 39 : Préparation des micelles PDA-DOTA chargées en Gd3* selon la 1% stratégie (micelles M1)

c) Deuxieme approche : assemblage des micelles a partir d’'un amphiphile DA-DOTA-Gd

Nous avons également préparé des micelles fonctionnalisées avec du Gd selon la deuxieme stratégie
qui consiste a charger le métal sur I'unité amphiphile avant I'assemblage en micelles. L'amphiphile V-
3 a été complexé avec du Gd en solution aqueuse dont le pH est ajusté a 5,5. Le mélange est chauffé a
60 °C pendant 17 h en présence de 0.5 équivalents de GdCl; 6H,0O (Schéma 40). La solution aqueuse
est ensuite lyophilisée et I'amphiphile complexé au gadolinium (V-4) est purifié par LC-MS préparative.
Les micelles sont ensuite assemblées (10 mg/mL en amphiphile-Gd) et polymérisées par irradiation a
254 nm pendant 6 h. Nous nous sommes assurés que cette étape de photopolymérisation n’induisait
pas de décomplexation du métal. Un dosage de la solution micellaire polymérisée a I'Arsenazo ||
indique qu’il n’y a pas de Gd libre.

Nous avons ainsi obtenu une solution de micelles M2 contenant 7,9 mM de Gd (mesuré par ICP-MS)
dont le diamétre est centré sur 7 nm en volume selon la DLS. Nous constatons que les micelles
obtenues sont un peu plus compactes que celles obtenues par la premiere approche.
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Schéma 40 : Préparation de I'amphiphile DA-DOTA-Gd

La stratégie qui consiste a former les micelles aprés avoir préalablement chargé les amphiphiles avec
du gadolinium permet d’avoir des micelles avec une concentration plus importante en contrastophore
que la stratégie de chélation aprés assemblage des micelles. C’'est cette méthode qui sera retenue pour
la préparation des lots ultérieurs. Nous avons tout de méme étudié les propriétés en IRM des micelles
issues des deux différentes approches.

3) Etude des propriétés IRM des micelles chargées avec du Gd

La relaxivité des différents échantillons a été mesurée par le Dr. Andreas Volk de I'institut Curie a Orsay
en utilisant un instrument opérant avec un champ magnétique de 9,4 Tesla (Tableau 9). La mesure de
la relaxivité r; repose sur la relation de base :

Ri([C]) = R1o + r1[C] (E1)

Avec R; la vitesse de relaxation longitudinale de I'eau (R; = 1/Ti); T:le temps de relaxation
longitudinale ; Cla concentration d’agent de contraste ; et Ripla vitesse de relaxation longitudinale des
protons de I'’eau en absence d’agent de contraste.

La mesure de la relaxivité se fait en deux étapes. La premiére consiste a mesurer les temps de
relaxation T; de plusieurs échantillons de concentrations C différentes. Pour ce faire, une technique de
RMN dite « inversion récupération » est utilisée. Pour chaque concentration le signal RMN (S) est
enregistré en fonction d’'une série de délais (délais d’inversion TI), permettant d’obtenir T; selon la
relation :

S(T1) = So(1-2Aexp(-TI/T1) (E2)
So: signal RMN a I'état d’équilibre, A : facteur de correction

Concretement, cela se fait en mesurant le signal RMN de tubes dans lesquels sont placés des solutions
a différentes concentrations en agent de contraste. Dans notre cas, nous utilisons un assemblage de 7
tubes de RMN de 5 mm de diametre pour effectuer la mesure de T; a 6 concentrations différentes de
micelles M1 (contenant de 0,11 a 3,5 mM de Gd) ainsi que pour I'eau (tube central) (Figure 62). Le
signal RMN est mesuré pour chaque tube en fonction du délai d’inversion et la courbe S(T/) est tracée
pour chaque concentration, permettant de déterminer le T; de chaque concentration (Figure 63).
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Figure 62 : Assemblage de tubes RMN pour la mesure de T, pour 6 concentrations différentes et I'eau

" » " - - -

50x50 mm (128x128); 32-bit. 64K | 50x50 mm (128x128); 32-bit. 64K 50x50 mm (128x128); 32-bit 64K | 50x50 mm (128x128); 32-bit, 64K

50x50 mm (128x128); 32-bit; 64K 50x50 mm (128x 32-bit, 64K

» ol » o ) od P slice.. — o X

50x50 mm (128x128); 32-bit 64K | 50x50 mm (128x128); 32-bit; 64K 50x50 mm (128 bit; 6 50x50 mm (128x128); 32-bit, 64K | 50x50 mm (128x128); 32-bit: 64K 50x50 mm (128x128); 32-bit; 64K

*
0 / ——16
0 2 4 6 8 10 12 14 16
-5000 td
F 4
10000
-15000

Figure 63 : Images IRM permettant la mesure du signal IRM en fonction de T/ des différents échantillons (12 T/ ont été
utilisés ici) et les courbes S(T/) qui en résultent

Une fois que T; est déterminé pour chacune des concentrations, la droite R; en fonction de Cest tracée,
et permet de déterminer la valeur de r;. Nous avons obtenu des relaxivités de 4,9 et 5,2 mMs pour
les micelles M1 et M2 respectivement (Tableau 9). Ces valeurs sont a comparer a celle du complexe
Gd-DOTA (3 mM1s?) qui est classiquement utilisé comme outil d’imagerie in vivo. Les micelles-Gd M2
ont une relaxivité 1,7 fois supérieure a celle du DOTA-Gd. Cette supériorité des micelles par rapport
au complexe Gd-DOTA est attribuée a I'abaissement des vitesses de rotation du métal complexé dans
la formulation micellaire. En effet, contrairement aux petits chélates (ex. Gd-DOTA) qui ont une
rotation libre en solution, le mouvement rotationnel des complexes de Gd macromoléculaires (ex. Gd-
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micelle) est abaissé ce qui impacte directement la relaxivité observée. Ces résultats sont
particulierement encourageants étant donné que plus la relaxivité est importante, meilleur est le
contraste en IRM.

Tableau 9 : Mesures des relaxivités

Echantillon Relaxivité (mMs)

Micelles M1 4,9

Micelles M2 5,2
Gd-DOTA 3

Nous avons donc réussi a préparer un systeme vecteur qui semble prometteur pour pouvoir étre
détecté par imagerie IRM in vivo. Nous pourrions donc envisager d’utiliser nos micelles (sous réserve
gu’elles soient circulantes) pour la visualisation et le diagnostic de tumeurs cancéreuses.

Un calcul rapide montre que la proportion de micelles accumulées au niveau des tumeurs solides
pourra probablement étre détectée par la technique d’IRM. En effet, lorsque 1 mg de micelles est
injecté par voie intraveineuse a des souris xénogreffées, environ 5 % de la dose (soit 0,05 mg) se
retrouvent classiquement accumulés dans la tumeur par effet EPR. Ces 0,05 mg correspondent a
environ 4 10® moles de Gd (solution de départ a 10 mg/mL en micelles et [Gd] = 7.9 mM). Si 'on
considére un volume moyen de tumeur de 200 uL, nous aurons dans ce volume une concentration en
Gd-micellaire de 0,2 mM. La technique IRM utilisée permet la détection in vivo de 10 uM de Gd. Nous
sommes donc confiants quant au potentiel en imagerie IRM de nos micelles. Cependant, les
expériences d’imagerie in vivo n‘ont pas pu étre réalisées pour le moment car il est nécessaire de
définir au préalable un protocole précis d’expérience animale et d’obtenir les autorisations
administratives légales. Cette procédure est en cours.

La formulation micellaire que nous avons préparée présente les avantages déja mentionnés plus tot,
a savoir une capacité a amener localement une forte concentration de Gd (ce sera vérifié par les tests
in vivo) et une augmentation de la relaxivité par I'abaissement de la vitesse de rotation du systeme.

En fonction des résultats obtenus in vivo, nous pourrons ajuster les propriétés de nos micelles,
notamment de furtivité, en préparant des micelles mixtes qui incorporeront un mélange d’amphiphiles
DOTA-Gd (pour le signal d’'imagerie) et d‘amphiphiles PEGylés (pour la furtivité).

En parallele de cette approche pour I'IRM du proton, nous avons également travaillé au
développement de micelles pour I'IRM du fluor.
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Chapitre 5 : Les micelles comme outils de diagnostic par IRM

Il. Micelles fluorées pour I'IRM du fluor

1) LU'IRM du fluor

Contrairement a l'utilisation d’agents de contraste pour I'IRM du proton, ou la détection est dite
indirecte car le signal observé correspond a la modification de la relaxation de I’eau environnante du
contrastophore, lorsqu’on fait de I'lRM du fluor c’est le signal de I’halogéne lui-méme qui est mesuré.
Il s’agit d’une détection directe.

L’IRM du °F présente certains avantages en comparaison avec I'IRM du H. Cet atome présente des
propriétés RMN favorables, faisant de lui un noyau prometteur pour I'imagerie. En effet, le noyau *°F
a une abondance naturelle de 100 %, sa sensibilité RMN est presque équivalente (83 %) a celle du H,
son rapport gyromagnétique y est de 40,08 MHz/T (alors que celui du H est de 42,58 MHz/T) et il
posséde un spin de %.142 143 pgr ailleurs, le corps humain présente trés peu de fluor endogéne qui est
essentiellement localisé au niveau des os et des dents. Ce fluor endogene est de plus difficile a
visualiser in vivo car immobilisé dans une phase solide entrainant un temps de relaxation T, court et
un signal non détectable en IRM. L'utilisation d’une sonde fluorée est donc intéressante puisque si
un signal est observé in vivo, il ne peut avoir pour origine que le fluor incorporé dans la sonde

d’imagerie.’*

De nombreux agents de contraste fluorés ont déja été développés pour I'IRM, il s’agit principalement
de perfluorocarbones ou de perfluoropolyéthers administrés sous la forme de nanoémulsions dont la
taille est comprise entre 100 et 200 nm.'* De par la force de la liaison C-F, I’électronégativité
importante et la faible polarisabilité du fluor, les perfluorocarbones présentent une stabilité
importante. Ces composés ne sont pas métabolisés et nécessitent I'utilisation de surfactants pour les
solubiliser dans I'eau.'# 3 Les agents de contraste principalement utilisés en études précliniques et
cliniques sont des émulsions contenant du perfluoro[15]-5éther-couronne®®, un mélange de
polymeéres linéaires de perfluoropolyéthers'*’” (commercialisé sous le nom de CellSense)'*, ou encore
du bromure de perfluorooctyle*® (PFOB, Figure 64) qui est le premier perfluorocarbone linéaire a avoir
été utilisé pour I'IRM in vivo du systéme réticuloendothélial.1*® Chen et son équipe ont par exemple
préparé des nanoparticules de PFOB et les ont utilisées pour marquer des cellules souches. Ces cellules
marquées ont été injectées dans le muscle squelettique de souris avant d’étre observées par IRM du
fluor a 11,7 T (Figure 65).1°

F
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FWF
F FFFFFF

Figure 64 : Structure chimique du PFOB
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Cellules marquées

Marqueurs

Figure 65 : a) Injection locale des cellules marquées avec des nanoparticules de PFOB (vert) ou de PFPE (rouge) dans le
muscle squelettique de la cuisse d’une souris avant analyse IRM, b) détection a 11,7 T des cellules PFOB, c) détection a 11,7
T des cellules PFPE, d) combinaison de I'IRM du fluor et du proton (fluor en couleur et proton en nuances de gris) montrant

la présence de PFOB dans la jambe gauche et de PFPE dans la jambe droite!>0

L'utilisation de sondes fluorées est donc avantageuse pour améliorer le contraste en IRM et une sonde
idéale doit présenter les caractéristiques suivantes : i) elle doit posséder un grand nombre d’atomes
de fluor (— exaltation du signal), ii) étre synthétisée et formulée facilement, iii) étre stable, iv) ne pas
8tre toxique, et v) avoir un spectre RMN simple.* Nous avons ainsi choisi de développer un systéme
micellaire fluoré qui aurait des caractéristiques favorables pour I'|RM.

Les « meilleures » micelles jusqu’a présent développées au laboratoire sont constituées d’'une couche
périphérique a base d’éthers de polyéthylene glycol. Cette couche protége les micelles de
I’opsonisation, permet de les rendre furtives et de prolonger leur temps de circulation sanguine. Nous
avons ainsi choisi d’adapter la structure de nos micelles afin de pouvoiry incorporer du fluor 19 et faire
de l'imagerie par résonnance magnétique. Ces micelles seront assemblées a partir d’unités
amphiphiles constituées d’une partie hydrophobe a base de chaines perfluorées et d’'une partie
hydrophile a base de PEG. La cohésion des objets micellaires sera assurée ici, non pas par une
polymérisation, mais par des interactions hydrophobes simples classiquement rencontrées avec les
chaines perfluorées. Ces interactions n’étant pas de nature lipophile, les amphiphiles endogéenes de
I'organisme tels que les phospholipides ne peuvent pas interagir avec la structure micellaire et la
déstabiliser. Le coeur de la micelle pourra en outre servir de réservoir pour la prise en charge de
molécules a activité thérapeutique et qui seraient elles-mémes fluorées.

La conception de ces micelles fluorées doit prendre en compte un pré-requis qui est leur capacité a
amener localement une forte concentration en fluor afin d’exalter le signal IRM. Toutefois, les chaines
perfluorées linéaires constitutives du coeur de la micelle présentent des atomes de fluor qui sont non
équivalents et qui résonnent a des fréquences différentes. Cette disparité dans les fréquences peut
entrainer non seulement 'apparition d’artéfacts de déplacements chimiques mais également des
couplages F-F pouvant causer une atténuation du signal. C’'est la raison pour laquelle nous avons
envisagé d’encapsuler dans les micelles fluorées un agent de contraste capable de résonner a une
fréquence unique. Nous avons ainsi sélectionné le Perfecta (Figure 66). Ce composé est un éther
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ramifié qui comporte 36 atomes de fluor qui sont tous magnétiquement équivalents et qui conduisent
donc a un signal unique en RMN du fluor. Ce composé a récemment été utilisé dans la littérature par
Tirotta et ses collegues qui ont préparé une émulsion de lécithine/huile de carthame contenant du
Perfecta.!® L’émulsion a été utilisée pour marquer des cellules dendritiques (par incubation) qui ont
par la suite été injectées dans le muscle d’une souris (utilisé comme un fantome) et visualisées par IRM
du fluor aprés 10 min d’acquisition. Cette sonde semble donc étre un bon candidat agent de contraste
pour I'IRM du fluor 19.

FsC CF3  F3C CFy

FaC—X Y-CF,
o) o
D
FaC—A »—CF3

FsC CF3  F;C CF,4
Figure 66 : Structure chimique de la sonde superfluorée Perfecta

Nous avons ainsi choisi d’assembler des micelles fluorées dans lesquelles nous allons encapsuler du
Perfecta pour avoir accés a des formulations nanométriques biocompatibles pour I'imagerie in vivo.

2) Préparation des micelles et encapsulation du Perfecta

Les micelles que nous avons choisi d’assembler sont constituées d’unités amphiphiles comportant une
chaine perfluorée hydrophobe et un éther de polyéthyléne glycol hydrophile. Les deux parties sont
reliées par un simple lien éther (Figure 67).

FF
/O%O%O\NCF:i
6
* FF
Figure 67 : Structure chimique de I'amphiphile C14-perfluoré-PEG;000

Cet amphiphile était déja disponible au laboratoire, il avait été synthétisé en deux étapes (Schéma 41)
par le Dr. Agathe Bélime, une ancienne post-doctorante de notre équipe. La premiere étape consiste
a mésyler I'alcool terminal du PEG2000-OMe en présence de chlorure de mésyle et de triéthylamine
dans le DCM. Une substitution nucléophile du mésylate est ensuite réalisée par le *H,'H-perfluoro-1-
tetradecanol en présence d’hydrure de sodium a 70 °C. Le rendement de cette derniere étape est de
50 %.

FF

HOMC&
MsCl, TEA e
bk e bohon sty bbb
43 DCM, ta., 48 h THF, 70 °c 48h

90 % 50 %

Schéma 41 : Synthése de I'amphiphile C14-perfluoré-PEGzo00
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L'amphiphile est ensuite assemblé sous la forme de micelles en préparant une solution aqueuse a 10
mg/mL d’amphiphile et en la traitant au bras a ultrasons pendant 10 minutes. Les micelles obtenues
ont un diameétre centré autour de 14,7 nm en volume. La RMN du fluor dans le D,0O de la solution
micellaire montre deux populations principales de signaux a -83.1 et -123.0 ppm intégrant
respectivement pour 3 et 24 atomes de fluor. La concentration micellaire critique a été mesurée par
la méthode de tension de surface, elle est de 58 mg/L (Figure 68). Cette faible valeur mesurée pour la
CMC nous conforte dans I'idée de pouvoir utiliser nos assemblages in vivo dans la mesure ou la
cohésion de la micelle sera encore assurée dans des conditions de forte dilution (dans la circulation
sanguine par ex.).
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Figure 68 : Détermination de la CMC des micelles fluorées par la mesure de tension de surface

Les micelles ainsi assemblées ont été utilisées pour encapsuler du Perfecta qui a été préparé selon le
protocole de la littérature en condensant le pentaerythritol avec le perfluoro-tert-butanol dans les
conditions de Mitsunobu.}* 10 mg de Perfecta en poudre sont ainsi ajoutés a 1 mL d’une solution
d’amphiphile a 10 mg/mL. La suspension est traitée au bras a ultrasons pendant 10 minutes avant
d’étre filtrée sur une membrane 0,2 um.

La micelle chargée a ensuite été caractérisée par RMN du fluor. Le spectre RMN a été réalisé dans |'eau
deutérée et montre trois signaux caractéristiques a -72.3, -83.2 et -123.1 ppm (Figure 69). Alors que
les signaux a -83.2 et -123.1 ppm sont associés a la micelle, le signal unique et intense a -72.3 ppm
correspond au Perfecta. L'intégration des signaux nous indique que le Perfecta a été encapsulé dans
un rapport de 1:1 massique avec la micelle, c’est-a-dire qu’un gramme de micelles peut prendre en
charge un gramme de Perfecta.

Des mesures de diffusion de la lumiere montrent que les micelles chargées ont un diametre de 21,5
nm. On observe donc un léger gonflement des micelles suite a I'encapsulation du Perfecta. Ce résultat
n’est pas surprenant en tant que tel puisque nous avons mis en évidence que le chargement de la
micelle était conséquent. Le Perfecta occupant un volume propre au cceur de la micelle il provoque
donc cet effet de dilatation.

Les micelles-Perfecta ont été étudiées par rapport a leurs propriétés de résonnance magnétique. Cette
évaluation a été réalisée dans le cadre d’une collaboration avec I’équipe du Dr. Sébastien Mériaux du
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laboratoire Neurospin (CEA/Saclay). Les tests préliminaires d’IRM du °F serviront a jauger du potentiel
de cette nouvelle formulation.

19F NMR (376 MHz, DEUTERIUM OXIDE) &
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Figure 69 : Spectres 1°F-RMN des micelles fluorées chargées avec du Perfecta

3) Expériences en IRM-1F

Les imageries par résonnance magnétique du fluor ont été réalisées a Neurospin sur différents
échantillons : i) du Perfecta encapsulé dans les micelles, ii) des micelles vides dans I'eau, iii) du Perfecta
dans le chloroforme + quelques gouttes d’hexafluoroisopropanol pour la solubilisation, et iv) de
I’hexafluoroisopropanol dans du chloroforme. Les expériences ont été réalisées sur un imageur avec
une antenne °F et opérant a 7 Tesla.

Les différentes solutions de composés fluorés ont été préparées avec des concentrations connues, et
afin d’avoir un élément de comparaison, nous avons calculé pour chacun des lots les concentrations
en élément fluor. Une premiere série d’expériences montre que I’'hexafluoroisopropanol et le Perfecta
peuvent étre tres facilement détectés par la technique d’'imagerie. Ce résultat met en évidence la
capacité de lI'imageur et de la séquence développée par les RMNistes a détecter le fluor a des
concentrations relativement fortes ([*°F]>5 M). Lorsque la micelle est imagée seule, nous ne détectons
pas de signal. Ici la concentration en fluor est de 0,1 M avec plusieurs résonnances possibles (donc
moins de signal a une fréquence donnée) pour les différents atomes de fluor répartis dans la chaine
fluoro-carbonée. Enfin, lorsque les micelles-Perfecta ont été imagées, nous avons eu l'agréable
surprise de pouvoir visualiser le Perfecta encapsulé au cceur des micelles. En effet, méme si I'intensité
du signal est encore modeste, nous observons aprés 40 s d’acquisition (Figure 70) une image distincte,
la concentration en fluor étant 5 fois supérieure a celle des micelles vides.
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Micelles (10 mg/mL) avec Perfecta
[*¥F]=0,47 M

Hexafluoroisopropanol dans CHCls
[F]=52M

Perfecta + Hexafluoroisopropanol
dans CHCls
[*F]=5,4M

Micelles (10 mg/mL)
[®¥F]=0,1M

Figure 70 : Séquence IRM a 7 T acquise avec une antenne surfacique 1°F (Tx/Rx) avec 2 averages en séquence RARE des
échantillons de micelles chargées avec du Perfecta ou non dans I’eau, du Perfecta avec I'hexafluoroisopropanol dans le
chloroforme et de I’hexafluoroisopropanol dans le chloroforme

Le temps de relaxation T, de la micelle-Perfecta a également été mesuré en utilisant une séquence
MSME et 24 TE (temps d’échos) et TR = 5000 ms. T, s’obtient d’apres la courbe du signal de résonance
magnétique en fonction du temps d’échos (Figure 71). Nous obtenons une valeur de T,de 184 ms pour
les micelles chargées avec du Perfecta. Cette valeur est comparable avec celle obtenue dans la
littérature pour la nanoémulsion de Perfecta (74,4 mM en Perfecta) qui est de 182 ms.#

MR signal (a,u.)

et »[vl_'.
| M (TE) = M.:,(’xp(@

TE (ms)
Figure 71 : Détermination de T,

Les micelles chargées avec du Perfecta répondent aux critéres énoncés précédemment puisqu’elles
possedent un grand nombre d’atomes de fluor magnétiquement équivalents, permettant un signal
unique et distinct. La valeur de T> mesuré est proche de celle mesurée pour une nanoémulsion du
Perfecta décrite dans la littérature, ce qui nous conforte sur le potentiel IRM de notre systeme
micellaire. Les micelles chargées avec I'agent de contraste vont maintenant étre étudiées in vivo afin
de confirmer leur potentiel en tant qu’outil nanométrique pour I'imagerie biomédicale.

1l. Conclusion

Nous avons préparé deux types de contrastophores micellaires pour l'imagerie par résonance
magnétique. Des micelles polymérisées contenant du gadolinium ont été assemblées et évalués en
imagerie du proton. Les résultats obtenus montrent que la formulation micellaire offre un gain notable
en ce qui concerne la concentration locale en élément rapporteur (Gd) et I'exaltation de la relaxivité
des protons de I'eau environnante par empéchement de la libre rotation du complexe DOTA-Gd. Nous
observons en effet une relaxivité améliorée d’un facteur 1,7 par rapport a celle du DOTA-Gd. Des
études in vivo doivent encore étre réalisées afin de valider le potentiel des micelles en imagerie

biomédicale.
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D’autre part, des micelles fluorées ont été préparées pour I'imagerie du fluor non radioactif. Ces
micelles ont été chargées avec un élément rapporteur (le Perfecta) qui présente la particularité de ne
porter que des atomes de fluor qui résonnent tous a une seule et méme fréquence. Cette spécificité
autorise la détection d’un signal unique et intense qui a pu étre visualisé sur un imageur a 7 T. Nous
envisageons également ici d’exploiter ces micelles pour de I'imagerie IRM in vivo. Ces études sont en

cours.
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Nous avons au cours de cette thése développé des formulations micellaires capables de cibler
spécifiqguement les cellules cancéreuses dans le but de concevoir des outils pour la thérapie et le
diagnostic.

Dans une premiéere partie, nous avons montré que des micelles constituées d’une chimie de surface
zwitterionique présentaient une biocompatibilité et une furtivité in vivo comparable aux micelles
PEGylées classiquement utilisées jusqu’a présent. Ces formulations nanométriques incorporent une
chimie de surface globalement neutre qui les rend compactes, furtives et leur conféere une
biocompatibilité accrue in vivo. Une biodistribution des micelles chargées avec un fluorophore
émettant dans le proche infra-rouge a été réalisée chez le petit animal. Les résultats obtenus montrent
que ces micelles s’accumulent de facon passive au niveau de la périphérie des tumeurs. Cette
accumulation sélective permet de délimiter visuellement le volume de la masse tumorale et pourrait
trouver son utilité dans la chirurgie assistée par imagerie de fluorescence en sécurisant I'exérése tout
en préservant les structures tissulaires saines.

Dans une deuxiéme partie, nous avons conc¢u des systemes micellaires « intelligents » capables de
libérer une cargaison médicamenteuse sous l'influence d’un stimulus. Nous avons ainsi préparé des
micelles photosensibles qui, par activation UV, libérent une entité cytotoxique. Nous avons essayé de
transposer ce systéme pour pouvoir 'utiliser in vivo en y associant des nanoparticules a conversion
ascendante (UCNP) qui sont excitables dans le proche infra-rouge. Des expériences préliminaires
d’irradiation des UCNP encapsulées montrent que nous sommes limités par la puissance du laser
utilisé. Une alternative pour dissocier la micelle serait de réaliser une excitation a deux photons. Les
études sont en cours. Nous avons d’autre part également souhaité développer des micelles qui soient
capables de se dissocier aux pH acides classiquement rencontrés dans les tissus tumoraux. Nous ne
sommes toutefois pas parvenus a finaliser notre synthése d’amphiphile acido-sensible.

Dans une troisieme partie, nous avons préparé des systemes micellaires fonctionnalisés avec de la
biotine ou de I'aptamére ACE4G. Ces micelles ont été congues de telle sorte a pouvoir cibler de maniéere
active les cellules cancéreuses. Nous avons montré que linternalisation cellulaire des micelles
fonctionnalisées avec ces ligands était meilleure qu’en I'absence de ligands sur une lignée cancéreuse
MCF-7. Nous avons également mis en évidence que l'internalisation des micelles était médiée par
I'interaction entre le ligand et son récepteur. Il existe un taux de fonctionnalisation optimal qui est de
25 % (pour la biotine) puisque c’est ce recouvrement de surface qui nous donne les meilleurs résultats
en termes de cinétique d’internalisation.

Dans le dernier chapitre, nous avons étudié des systémes micellaires pour I'imagerie par résonance
magnétique du proton et du fluor. Deux types d’agents de contraste ont été développés dont des
micelles incorporant du gadolinium pour I'IRM du proton. Le métal a été associé aux micelles par
I'intermédiaire d’'une téte polaire DOTA. Des résultats préliminaires montrent que la formulation
micellaire-Gd contient une concentration importante en gadolinium ce qui est favorable au contraste
en imagerie. La relaxivité induite par la micelle-Gd est également 1,7 fois supérieure a celle du DOTA-
Gd. Un deuxieme type de micelle a été développé pour I'IRM du fluor. La formulation est constituée
de micelles PEGylées perfluorées qui ont été chargées avec un élément rapporteur moléculaire (le
Perfecta) qui présente 36 atomes de fluor magnétiquement équivalents. Les premiers résultats
obtenus sur un imageur a 7 Teslas nous indiquent que le Perfecta peut étre détecté dans la micelle a
des concentrations telles que des expériences in vivo ont été programmées.
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Les réactifs chimiques ont été achetés et utilisés sans purification supplémentaire. Le
dichlorométhane a été distillé sur CaH, avant utilisation et le THF a été distillé en présence de sodium
et de benzophénone avant utilisation.

Les chromatographies sur colonne ont été réalisées sur gel de silice (230-240 mesh, Merck). Les
chromatographies sur couche mince ont été faites sur des plaques de type Silice Merck 60 Fjs4 sur
support de verre. Elles ont été révélées sous UV et/ou aprés immersion dans une solution éthanolique
a5 % d’acide phosphomolybdique ou une solution aqueuse de permanganate de potassium.

Les spectres RMN ont été enregistrés sur un spectrometre Bruker Avance 400 dont les fréquences de
résonance du proton, du carbone et du fluor sont 400.13 MHz, 100.62 MHz et 376.50 MHz,
respectivement. Les déplacements chimiques & sont exprimés en ppm. Les RMN du proton sont
référencées de cette maniere : déplacement chimique (6 ppm), multiplicité (s = singulet, d = doublet,
t = triplet, g = quadruplet, quin = quintuplet, m = multiplet, br.s. = signal large), constante de couplage
(Hz) et intégration.

Les spectres de masse ont été enregistrés avec un spectroméetre Waters Micromass ZQ 2000 ESI.

Les spectres infra-rouges ont été mesurés sur un appareil Perkin-Elmer 2000 FT-IR. Les longueurs
d’ondes sont reportées en cm™ & leur intensité maximale.

Les spectres UV ont été enregistrés sur un spectrometre Varian Carry 50 Scan.
Les mesures DLS ont été réalisées avec un Zetasizer Nano Serie de la société Malvern.

Les réactions photochimiques ont été réalisées avec une lampe UV Heraus a basse pression de mercure
(254 nm), une lampe UV Heraus a moyenne pression de mercure couvrant une large gamme de
longueur d’onde munie d’un tube a immersion en quartz et d’un tube de réfrigération en quartz ou
une lampe Fisher Bioblock Scientific monochromatique (365 nm).

Les expériences d’irradiation a 980 nm ont été réalisées avec un laser titane saphir (Ti:Saph) de
Spectra-physics modéle Tsunami en régime picoseconde avec une densité de puissance de 6 W/cm?,

La préparation des micelles par sonication est réalisée a I'aide d’une sonde a ultrasons Branson Sonifier
450 (60 W, 20 kHz).

Chapitre 2 : Ciblage passif des tumeurs avec les micelles polydiacétyléniques
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l. Syntheése

(S)-3-(allyloxy)-2-((tert-butoxycarbonyl)amino)propanoic acid (l1-2)

\/\O/\)J\OH
HN (0]
\lé
oj<
A une suspension de de NaH a 95 % (136 mg, 5.37 mmol, 2.2 équiv.) dans le DMF (2.5 mL) est ajoutée
au goutte a goutte une solution de Boc-serine (500 mg, 2.44 mmol, 1 équiv.) dans le DMF (5mL) a0 °C.
Aprés 20 min, du bromure d’allyle (250 puL, 2.93 mmol, 1.2 équiv.) est ajouté et le refroidissement est
retiré pour laisser le mélange revenir a t.a. Le milieu réactionnel est agité a t.a. sous azote pendant 66
h. Le DMF est évaporé. Le résidu est repris dans de I'eau et extrait avec Et,0 trois fois. La phase aqueuse
est acidifiée a pH = 1 avec du HCl 1 M a 0 °C et est extraite avec EtOAc (x 3). Les phases organiques

sont rassemblées, lavées a la saumure, séchées sur MgSQ,, filtrées et évaporées a sec. Une huile jaune
(123 mg, 0.51 mmol) est obtenue.

Rendement : 21 %

'H-NMR (400 MHz, CDCls3) & (ppm) 5.73-5.96 (m, 1H), 5.41 (d, J= 7.14 Hz, 1H), 5.14-5.33 (m, 2H), 4.44
(br.s., 1H), 4.02 (d, J = 5.67 Hz, 2H), 3.90 (m, J = 6.40 Hz, 1H), 3.67 (dd, J = 3.84, 9.51 Hz, 1H), 1.32-1.59
(m, 9H) en adéquation avec le produit attendu.

13C-NMR (100 MHz, CDCl;) & (ppm) 155.8, 133.8, 117.8, 80.3, 72.4, 69.5, 53.7, 28.3

Masse (MeOH) : ESI(+), m/z = 246.1 [M+H]", ESI(-), m/z = 244.2 [M-H]
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Partie expérimentale

(S)-3-(allyloxy)-2-aminopropanoic acid (11-3)
O

V\O%OH
NH,

Le produit II-2 (116 mg, 0.47 mmol) est solubilisé dans du DCM (5 mL) puis du TFA (1 mL) est ajouté.
Le milieu réactionnel est agité a t.a. sous azote pendant 16 h puis évaporé a sec. Le résidu est repris
dans de I'acétone et évaporé trois fois. Le produit est obtenu sous forme d’huile (192 mg, 0.47 mmol).

Rendement :>99 %

H-NMR (400 MHz, D,0) & (ppm) 5.77-5.98 (m, 1H), 5.16-5.37 (m, 2H), 4.24 (dd, J = 3.29, 4.76 Hz, 1H),
4.01-4.11 (m, 2H), 3.98 (dd, /= 4.76, 11.16 Hz, 1H), 3.86 (dd, J = 3.29, 11.16 Hz, 1H) en accord avec le
produit attendu.

Masse (MeOH) : ESI(+), m/z = 146.0 [M+H]*, ESI(-), m/z = 144.0 [M-H]
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Partie expérimentale

Poly(ethylene glycol)methyl ether tosylate (masse moyenne 2000 g/mol) (I1-4)

Ts. /\/QO\/% -
0 9

Du PEG2000 monomethylether (1 g, 0.5 mmol, 1 équiv.) et du chlorure de tosyle (476 mg, 2.5 mmol, 5
équiv.) sont solubilisés dans du DCM (14 mL). De la TEA (340 L, 2.5 mmol, 5 équiv.) est ajoutée (pH >
10). Le milieu réactionnel est agité a t.a. sous azote pendant 23 h. Le milieu réactionnel est ensuite
lavé trois fois avec HCI 1 M et une fois avec de la saumure. La phase organique est séchée sur MgS0,,
filtrée et évaporée a sec. Le résidu brut obtenu (1.236 g) est solubilisé dans un minimum de DCM et
est précipité dans I'éther trois fois. Le produit est obtenu sous forme de solide blanc (941 mg, 0.44
mmol).

Rendement : 87 %

1H-NMR (400 MHz, CDCl3) & (ppm) 7.72-7.84 (m, J = 8.42 Hz, 2H), 7.28-7.39 (m, J = 8.23 Hz, 2H), 4.07-
4.21 (m, 2H), 3.50-3.86 (m, 174H), 3.38 (s, 3H), 2.44 (s, 3H) en accord avec le produit attendu.

Masse (MeOH) : ESI(+), m/z = 2146 [M+Na]*
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Partie expérimentale

Poly(ethylene glycol) methyl ether azide (masse moyenne 2000 g/mol) (11-5)

(0} e
ot

A une solution de I1-4 (1.037 g, 0.49 mmol, 1 équiv.) dans un mélange eau/acétone (1:1, v/v, 10 mL)
sont ajoutés, par portions, de I'azoture de sodium (159 mg, 2.45 mmol, 5 équiv.) et de I'iodure de
sodium (7 mg, 0.049 mmol, 0.1 équiv.). Le milieu réactionnel est chauffé a reflux pendant 19 h.
L'acétone est évaporée. La phase aqueuse restante est extraite au DCM trois fois. Les phases
organiques sont rassemblées, lavées a la saumure, séchées sur MgSQ,, filtrées et évaporées a sec. Le
produit est obtenu sous forme de solide blanc (934 mg, 0.47 mmol).

Rendement : 96 %
1H-NMR (400 MHz, CDCl5) & (ppm) 3.43-3.83 (m, 174H), 3.34-3.42 (m, 5H)

Masse (MeOH) : ESI(+), m/z = 2017 [M+Na]*
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Partie expérimentale

Poly(ethylene glycol) methyl ether amine (masse moyenne 2000 g/mol) (11-6)

oy
o

A une solution de 11-5 (888 mg, 0.45 mmol, 1 équiv.) dans un mélange EtOH/HCI (95:5, v/v, 10 mL) est
ajouté du Pd/C 5 wt% (96 mg, 0.045 mmol, 0.1 équiv.). Le mélange est mis sous azote puis agité a t.a.
sous 1 atm de H; pendant 3.33 h. Le milieu réactionnel est filtré sur célite et concentré sous vide. Un
solide blanc (1.312 g) est obtenu et solubilisé dans du DCM et une solution aqueuse de NaHCOs;
saturée. La phase aqueuse est extraite trois fois au DCM. Les phases organiques sont rassemblées et
lavées avec de la saumure. La phase organique est séchée sur MgSQ,, filtrée et évaporée a sec. Le
produit est obtenu sous forme de solide blanc (688 mg, 0.35 mmol).

Rendement : 78 %

1H-NMR (400 MHz, CDCl3) & (ppm) 3.47-3.89 (m, 174H), 3.37 (s, 3H), 3.02-3.12 (m, 2H) en accord avec
le produit attendu.

Masse (MeOH) : ESI(+), m/z = 1969 [M+H]*, m/z = 1991 [M+Na]*
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Partie expérimentale

DA-O-allyl-L-serine (11-8)

s

N (0]
= 7N o
Z
1M

Du 1-(10,12-Pentacosadiynoyloxy)-2,5-pyrrolidinedione (222 mg, 0.47 mmol, 1 équiv.) est solubilisé dans
du DMF (2 mL). II-3 (192 mg, 0.47 mmol, 1 équiv.) est solubilisé dans du DMF (3 mL), de la TEA (600 pL
,6.4 mmol, 14 équiv.) est ajoutée, la solution devient rose trouble, de I'eau (1 mL) est ajoutée, la
solution devient limpide (pH 10). Le tout est ajouté a la solution précédente dans le DMF. De I'eau (400
uL) est ajoutée, le milieu réactionnel est agité a t.a. sous azote (pH 12) pendant 4.5 h. Le milieu
réactionnel est concentré et le résidu est lavé avec une solution agueuse de HCI 2 M. La phase aqueuse
est extraite trois fois avec du DCM. Les phases organiques sont rassemblées, lavées a la saumure,
filtrées et évaporées a sec. Le produit est obtenu sous forme de solide blanc (229 mg, 0.46 mmol).

Rendement : 97 %

'H-NMR (400 MHz, CDCls3) & (ppm) 6.32 (d, /= 7.14 Hz, 1H), 5.76-5.94 (m, 1H), 5.16-5.32 (m, 2H), 4.66—
4.78 (m, 1H), 4.03 (d, J = 5.67 Hz, 2H), 3.94 (dd, J = 3.75, 9.79 Hz, 1H), 3.68 (dd, J = 4.12, 9.61 Hz, 1H),
2.18-2.30 (m, 6H), 1.57-1.70 (m, 2H), 1.45-1.56 (m, 4H), 1.16-1.45 (m, 26H), 0.88 (t, J = 6.77 Hz, 3H)
en accord avec le produit attendu.

Masse (MeOH) : ESI(+), m/z = 502.6 [M+H]*, m/z = 524.6 [M+Nal*, ESI(-), m/z = 500.6 [M-H]
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Partie expérimentale

Amphiphile DA-alcéne-PEG;o00 (11-1)
J

o o
o
= 7 N o
= HN 97
11

Le produit I1-8 (50 mg, 0.1 mmol, 1 équiv.), 'EDC,HCI (21 mg, 0.11 mmol, 1.1 équiv.) et le HOBt (20 mg,
0.15 mmol, 1.5 équiv.) sont mélangés dans du DCM (1.5 mL). Le produit 11-6 (210 mg, 0.11 mmol, 1.1
équiv.) dans du DCM (1.5 mL) est ajouté sous azote. Le pH est de 4, de la TEA (40 pL, 0.3 mmol, 3 équiv.)
est ajoutée (pH 12). Le milieu réactionnel est agité a t.a. sous azote pendant 22 h. Le milieu réactionnel
est évaporé a sec. Le brut est solubilisé dans du DCM, lavé avec une solution aqueuse de NaHCOs, la
phase aqueuse est extraite trois fois au DCM. Les phases organiques sont lavées avec NH4Cl saturé puis
de la saumure, séchées sur MgSQ,, filtrées et évaporées a sec. 231 mg sont obtenus. Le résidu brut est
solubilisé dans du DCM et est purifié sur colonne de silice (DCM/MeOH 95:5 = 90:10). Le produit pur
est obtenu (79 mg, 0.09 mmol).

Rendement : 92 %

'H-NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm) 6.86 (br. s., 1H), 6.43 (d, J = 6.22 Hz, 1H), 5.77-5.94 (m, 1H), 5.15-
5.28 (m, 2H), 4.46-4.57 (m, 1H), 4.02 (t, /= 5.31 Hz, 2H), 3.77-3.88 (m, 2H), 3.51-3.75 (m, 183H), 3.43—
3.50 (m, 4H), 3.35-3.41 (m, 3H), 2.14-2.31 (m, 6H), 1.61 (d, J = 7.32 Hz, 2H), 1.43-1.58 (m, 4H), 1.36
(br.s., 4H), 1.17-1.32 (m, 22H), 0.87 (t, J = 6.77 Hz, 3H) en accord avec le produit attendu.

13C-NMR (100 MHz, CDCl5) & (ppm) 173.1, 170.0, 134.0, 71.9, 70.6, 70.5, 70.3, 69.4, 39.4, 36.5, 29.6,
29.5, 29.3,29.2,29.2, 29.1, 28.8, 28.3, 25.5, 22.7, 19.2, 14.1 certains signaux sont absents.

Masse (MeOH) : ESI(+) m/z = 1227 [M+2H]**, m/z = 2475 [M+Na]*
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Partie expérimentale

tert-butyl 4-cyanobenzylcarbamate (11-10)”°

CN

NH

A

o~ "0

Du 4-(aminomethyl)benzonitrile-HCI (500 mg, 3 mmol, 1 équiv.) est dissous dans du toluéne et évaporé
(2 x 2 mL). Du Boc,0 (720 mg, 3.3 mmol, 1.1 équiv.) est ajouté. Du DCM (0.5 mL) et de la TEA (1.1 mL,
8.2 mmol, 2.7 équiv.) sont ajoutés. Un dégagement gazeux est observé lorsque le milieu réactionnel
est mis au bain a ultrasons. Du DCM (0.5 mL) est ajouté pour solubiliser un peu plus les réactifs. Le
milieu réactionnel est agité a t.a. sous azote pendant 1.5 h. Le milieu réactionnel est évaporé a sec. Un
solide blanc est obtenu. Le solide est dissous dans du DCM et est lavé a I'eau deux fois. La phase
organique est séchée sur MgSQ,, filtrée et évaporée. Le produit est obtenu sous forme de solide blanc
(617 mg, 2.61 mmol).

Rendement : 85 %

1H-NMR (400 MHz, CDCl3) 5 (ppm) 1.46 (s, 9 H) 4.37 (d, J = 5.85 Hz, 2 H) 4.95 (br. s., 1 H) 7.32-7.45 (m,
2H) 7.53-7.69 (m, 2 H) en accord avec le produit attendu.

13C-NMR (100 MHz, CDCls) § (ppm) 184.0,179.3, 165.0, 155.9, 150.3, 146.7, 144.6, 132.4,127.8,127.2,
118.8,111.1, 80.1, 44.2, 28.3, 27.4 en adéquation avec la littérature’®, les C quaternaires ne ressortent

pas tres bien.

Masse (MeOH) : ESI(+), m/z = 233.0 [M+H]*
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Partie expérimentale

tert-butyl 4-(6-methyl-1,2,4,5-tetrazin-3-yl)benzylcarbamate (11-11)7°

BN

NN
N__N

NH

A

(X e}

Le produit 1I-10 (232 mg, 1 mmol, 1 équiv.) et Ni(OTf), (178 mg, 0.5 mmol, 0.5 équiv.) sont introduits
dans un tube micro-ondes et mis sous azote. De I'acétonitrile (525 pL, 10 mmol, 10 équiv.) est ajouté
ainsi que de I’hydrazine monohydrate (2.4 mL, 50 mmol, 50 équiv.). Le tube est scellé et chauffé a 60
°C sous azote pendant 24 h. Le milieu réactionnel est dilué avec de I'acétate d’éthyle. NaNO, (1.4 g, 20
mmol, 20 équiv.) dans de I'eau (5 mL) est ajouté au milieu réactionnel. Une solution aqueuse de HCI 1
M est ajoutée au goutte a goutte a la solution précédente jusqu’a ce que le pH atteigne 3. Une fois que
le dégagement gazeux est achevé, la solution est extraite avec EtOAc trois fois. Les phases organiques
sont rassemblées, lavées a I'eau deux fois puis une fois avec une solution saturée de NaCl. La phase
organique est séchée sur MgS0,, filtrée et évaporée a sec. Le résidu brut obtenu (301 mg) est solubilisé
dans du DCM et est purifié sur silice (100 % DCM -> DCM/Et,0 97:3). Le produit est obtenu sous forme
de solide rose (137 mg, 0.46 mmol).

Rendement : 46 %

1H-NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm) 8.48-8.61 (d, J = 8.23 Hz, 2H), 7.43-7.56 (d, J = 8.23 Hz, 2H), 4.97
(br. s., 1H), 4.44 (d, J = 6.04 Hz, 2H), 3.09 (s, 3H), 1.35-1.54 (s, 9H)

3C-NMR (100 MHz, CDCls) &(ppm) 167.2, 163.9, 155.9, 143.9, 130.7, 128.1, 128.0, 79.8, 77.3, 77.2,
76.7,44.3,28.4,21.1

Masse (MeOH) : ESI(+), m/z = 302.0 [M+H]*, m/z = 246.0 [M-tBu+H]*

En accord avec la littérature.”®
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Partie expérimentale

(4-(6-methyl-1,2,4,5-tetrazin-3-yl)phenyl)methanaminium (11-12)

A

NN
N__N

@
NH3

Le produit 11-11 (121 mg, 0.4 mmol) est solubilisé dans du DCM (5.5 mL) puis du TFA (5.5 mL) est ajouté.
La réaction est agitée pendant 1.25 h sous azote a t.a. Le milieu réactionnel est évaporé a sec, mis sous
la rampe a vide. Le résidu est solubilisé dans du DCM et évaporé deux fois. Un solide rose (123 mg, 0.4
mmol) est obtenu (sels de TFA).

Rendement:>99 %

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 8.46-8.59 (d, J= 8.42 Hz, 2H), 8.35 (br. s., 2H), 7.69-7.77 (m, J=
8.60 Hz, 2H), 4.19 (br. s., 2H), 3.01 (s, 3H)

13C-NMR (100 MHz, DMSO-d¢) & (ppm) 167.3, 163.0, 138.4, 132.0, 129.8, 127.7, 42.0, 40.1, 39.9, 39.7,
39.3, 39.1, 38.9, 30.7 en accord avec la littérature.

Masse (MeOH) : ESI(+), m/z = 202.0 [M+H]*

En accord avec la littérature.”
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Partie expérimentale

2,5-dioxopyrrolidin-1-yl-2-phenylacetate (11-13)
(0]
o
(6]
o)

Le NHS (212 mg, 1.84 mmol, 1 équiv.) est dissous dans du DMF (12 mL). La solution est refroidie a 0 °C
et du DCC (413 mg, 2 mmol, 1.1 équiv.) et de I'acide phenylacétique (250 mg, 1.84 mmol, 1 équiv.) sont
ajoutés. Le mlieu réactionnel est agité a 0 °C pendant 2 h, sous azote, puis a t.a. pendant 19 h. Le
précipité qui s’est formé est filtré sur coton et lavé au DMF. Le filtrat est lavé avec une solution saturée
de NaHCOs; aqueuse, de I'eau est ajoutée pour solubiliser le précipité qui s’est formé, et le tout est
extrait avec EtOAc trois fois. Les phases organiques sont combinées, lavées a I'eau, séchées sur MgSQO,,
filtrées et évaporées a sec. Le brut est solubilisé dans un mélange de DCM et de MeOH et est pré-
absorbé sur silice puis purifié sur colonne avec une élution 100 % DCM. Le produit pur (268 mg, 1.14
mmol) est obtenu.

Rendement : 62 %
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d¢) & (ppm) 7.23-7.43 (m, 5H), 4.11 (s, 2H), 2.81 (s, 4H)

Masse (MeOH) : ESI(+), m/z = 233.9 [M+H]*
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Partie expérimentale

N-(4-(6-methyl-1,2,4,5-tetrazin-3-yl)benzyl)-2-phenylacetamide (11-9)

L

NN
N.__N

NH

Le produit 1I-12 (40 mg, 0.19 mmol, 1 équiv.) et 1I-13 (86 mg, 0.37 mmol, 1.9 équiv.) sont solubilisés
dans du DMF (3.8 mL). De la TEA (260 pL, 1.9 mmol, 10 équiv.) est ajoutée. Le milieu réactionnel est
agité a t.a. sous azote pendant 19 h. Le milieu réactionnel est évaporé a sec. Le brut est solubilisé dans
du DCM et est purifié par colonne de silice. Le gel de silice est préparé avec cyclohexane/EtOAc 8:2
puis I’élution est faite avec cyclohexane/EtOAc 5:5. Un solide rose (34 mg, 0.11 mmol) est obtenu.

Rendement : 56 %

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 8.70 (t, J = 6.04 Hz, 1H), 8.36-8.43 (d, J = 8.23 Hz, 2H), 7.50 (d, J
= 8.42 Hz, 2H), 7.18-7.35 (m, 5H), 4.40 (d, J = 6.22 Hz, 2H), 3.52 (s, 2H), 2.99 (s, 3H) en accord avec le
produit attendu.

Masse (MeOH) : ESI(+), m/z = 320.1 [M+H]*, ESI(-), m/z = 318.4 [M-H]"
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Partie expérimentale

S-(2-hydroxyethyl) ethanethioate (I1-16)

0]

HO_~g L

Du thioacetate de potassium (2.26 g, 0.020 mol, 1.2 équiv.) est dissous dans de |'acétone (48 mL) (tout
n’est pas solubilisé). Du 2-bromoethanol (1.2 mL, 0.017 mol, 1 équiv.) est ajouté lentement. Le milieu
réactionnel est agité a t.a. sous azote. Un léger dégagement de chaleur est observé au cours de la
réaction. Le milieu réactionnel devient orange. Aprés 24 h de réaction, le milieu réactionnel est filtré
sur fritté. L'acétone est évaporée. Le résidu est dissous dans du DCM et est lavé a I'eau et a la saumure.
La phase organique est séchée sur MgS0,, filtrée et évaporée a sec. Un liquide orange (1.959 g, 0.019
mol) est obtenu.

Rendement : 96 %

1H-NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm) 3.76 (g, J = 5.92 Hz, 2H), 3.08 (t, J = 6.04 Hz, 2H), 2.36 (s, 3H), 2.03
(t, /=5.95 Hz, 1H) en accord avec le produit attendu.

Masse (MeOH) : ESI(+), m/z = 121.0 [M+H]*
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Partie expérimentale

2-(acetylthio)ethyl 4-(4-(bis(2-chloroethyl)amino)phenyl)butanoate (11-17)

o
O\/\S)J\
CI\/\N o

Cl

Du DCC, (163 mg, 0.79 mmol, 1.1 équiv.) est ajoutée a une solution de II-16 (84 mg, 0.70 mmaol,
1 équiv.), de chlorambucil (212 mg, 0.70 mmol, 1 équiv.) et de DMAP (8 mg, 0.066 mmol, 0.1 équiv.)
dans du DCM (4 mL) a 0 °C. La réaction est agitée a 0 °C pendant 30 min puis a t.a. sous azote pendant
18 h. Le milieu réactionnel est filtré sur fritté de porosité 4 pour éliminer la dicyclohexylurée formée.
Le filtrat est lavé avec une solution aqueuse de HCl 0.5 M deux fois, puis a I'eau, puis deux fois avec
une solution de NaHCOs; saturée. La phase organique est séchée sur MgSQ,, filtrée et évaporée a sec.
Le mélange brut obtenu (huile + solide, 297 mg) est solubilisé dans du DCM et est purifié sur colonne
de silice (DCM 100 %). Une huile incolore (183 mg, 0.51 mmol) est obtenue.

Rendement : 64 %

1H-NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm) 7.01 - 7.11 (m, J = 8.42 Hz, 2H), 6.57—6.67 (m, J = 8.60 Hz, 2H), 4.17
(t, J = 6.50 Hz, 2H), 3.66-3.75 (m, 4H), 3.57-3.66 (m, 4H), 3.13 (t, J = 6.50 Hz, 2H), 2.56 (t, J = 7.59 Hz,
2H), 2.35 (s, 3H), 2.32 (t, J = 7.50 Hz, 2H), 1.90 (t, J = 7.59 Hz, 2H)

13C-NMR (100 MHz, CDCl3) § (ppm) 194.9, 173.2, 144.2,130.6,129.7,112.2,62.6, 53.6, 40.4, 33.9, 33.4,
30.5, 27.9, 26.6

Masse (MeOH) : ESI(+), m/z = 406.2 [M+H]*
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Partie expérimentale

2-mercaptoethyl 4-(4-(bis(2-chloroethyl)amino)phenyl)butanoate (11-15)

O
CI\/\N (6]

Cl

A une solution de 1I-17 (122 mg, 0.30 mmol, 1 équiv.) dans du MeOH (3 mL) est ajouté NaSMe 1 M
dans le MeOH (300 pL, 0.30 mmol, 1 équiv.). La réaction est agitée a t.a. sous azote pendant 10 min (le
produit s’hydrolyse rapidement et la réaction ne peut pas étre amenée jusqu’a conversion totale du
produit de départ). Le milieu réactionnel est versé dans une solution aqueuse de HCl a 0.1 M (20 mL).
La phase aqueuse est extraite au DCM. Les phases organiques sont lavées a la saumure, séchées sur
MgSOQ,, filtrées et évaporées a sec. Le résidu brut obtenu (huile, 112 mg) est solubilisé dans du DCM et
est purifié sur colonne de silice (DCM 100 %). Le produit est obtenu sous forme d’huile (22 mg, 0.15
mmol). Le produit de départ non déprotégé a pu étre aussi récupéré par colonne. Le rendement est
calculé a partir de la quantité de produit de départ qui a été consommée.

Rendement : 49 %

H-NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm) 7.05-7.15 (d, J = 8.42 Hz, 2H), 6.57-6.71 (d, J = 8.78 Hz, 2H), 4.21 (t,
J=6.59 Hz, 2H), 3.69-3.79 (m, 4H), 3.60-3.67 (m, 4H), 2.76 (td, J = 6.66, 8.46 Hz, 2H), 2.59 (t, J = 7.50
Hz, 2H), 2.37 (t, J = 7.50 Hz, 2H), 1.94 (q, J = 7.41 Hz, 2H)

Masse (MeOH) : ESI(+), m/z = 364.2 [M+H]*
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Partie expérimentale

pent-4-yn-1-yl methanesulfonate (11-22)

O
0%

Du MsCl (620 pL, 8.07 mmol, 1.5 équiv.) est ajouté a une solution de 4-pentyl-1-ol (500 pL, 5.38 mmol,
1 équiv.) et de TEA (1.45 mL, 10.8 mmol, 2 équiv.) dans du DCM (30 mL) a 0 °C. Le milieu réactionnel
est ensuite agité pendant 2.5 h a t.a. sous azote. Le milieu réactionnel est lavé deux fois a I'eau et une
fois avec de la saumure. La phase organique est séchée sur MgSQ,, filtrée et concentrée sous vide. Un
liquide orange (898 mg, 5.38 mmol) est obtenu.

Rendement : 100 %

1H-NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm) 4.35 (t, J = 6.13 Hz, 2H), 3.02 (s, 3H), 2.36 (dt, J = 2.65, 6.82 Hz,
2H), 2.01 (t, J = 2.65 Hz, 1H), 1.95 (quin, J =6.50 Hz, 2H) en accord avec le produit attendu.
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Partie expérimentale

N-(3-(methylamino)propyl)pentacosa-10,12-diynamide (11-21)

g \\

1

Du 1-(10,12-Pentacosadiynoyloxy)-2,5-pyrrolidinedione (1.191 g, 2.53 mmol, 1 équiv.) est dissous dans
du DCM (13 mL). De la 3-(Methylamino)propylamine (2.6 mL, 25.3 mmol, 10 équiv.) et de la TEA (3.4
mL, 25.3 mmol, 10 équiv.) sont ajoutés et le milieu est agité a t.a. sous azote, a I'abri de la lumiere
pendant 17 h. Le milieu réactionnel est lavé a I'’eau et extrait avec du DCM. La phase organique est
lavée avec de la saumure. Les phases organiques sont rassemblées, séchées sur MgSQ,, filtrées et
évaporées a sec. Une poudre blanche (929 mg, 2.1 mmol) est obtenue. Le produit est utilisé tel quel
pour la suite et considéré comme pur.

Rendement : 83 %

1H-NMR (400 MHz, CDCls sur alumine basique) J (ppm) 6.73 (br. s., 1H), 3.32-3.40 (m, 2H), 3.28 (br. s,
1H), 2.72-2.79 (m, 2H), 2.50 (s, 3H), 2.23 (t, J = 7.04 Hz, 5H), 2.11-2.20 (m, 2H), 1.79 (quin, J = 6.31 Hz,
2H), 1.56-1.67 (m, 3H), 1.45-1.55 (m, 5H), 1.21-1.42 (m, 32H), 0.84—0.90 (m, 3H) quelques signaux

supplémentaires par rapport au produit attendu, le produit est tout de méme considéré comme pur
et engagé tel quel dans I'étape suivante.

Masse (MeOH) : ESI(+), m/z = 445 [M+H]*
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N-(3-(methyl(pent-4-yn-1-yl)Jamino)propyl)pentacosa-10,12-diynamide (11-23)

11-21 (900 mg, 2 mmol, 1 équiv.), 11-22 (486 mg, 3 mmol, 1.5 équiv.) et du carbonate de potassium (415
mg, 3 mmol, 1.5 équiv.) sont dissous dans du THF (26 mL). Le milieu réactionnel est agité a 60 °C sous
azote pendant 67 h. Le milieu réactionnel est lavé a I’eau, extrait au DCM. La phase organique est lavée
avec de la saumure, séchée sur MgSQ,, filtrée et évaporée a sec. Le résidu brut obtenu (1.2 g) est
dissous dans du DCM et purifié par colonne de silice. Le gel de silice est préparé dans DCM/MeOH 99:1
et 0.5 % en volume de NH,OH. Le dépot est réalisé, I'élution est faite avec DCM/MeOH 98:2 et 0.5%
en volume de NH4OH. L’élution est faite progressivement jusqu’a DCM/MeOH 95:5 une fois que les
premieres impuretés sont sorties. Un solide (318 mg, 0.62 mmol) est obtenu.

Rendement : 31 %

'H-NMR (400 MHz, CDCl3) & (ppm) 6.88 (br. s., 1H), 3.30-3.37 (m, 2H), 2.47-2.56 (m, 4H), 2.19-2.29
(m, 9H), 2.10-2.17 (m, 2H), 1.97 (t, J =2.65 Hz, 1H), 1.66-1.78 (m, 4H), 1.56-1.65 (m, 2H), 1.45-1.55
(m, 4H), 1.17-1.41 (m, 26H), 0.84-0.90 (m, 3H). En accord avec le produit attendu.

13C-NMR (100 MHz, CDCls) & (ppm) 172.91, 83.81, 77.55, 77.41, 68.66, 65.23, 65.17, 56.99, 56.59,
41.78, 16.22-39.36, 14.09

Masse : ESI(+), m/z = 511 [M+H]", ESI(-), m/z = 509 [M-H]
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3-(methyl(pent-4-yn-1-yl)(3-(pentacosa-10,12-diynamido)propyl)ammonio)propane-1-sulfonate (ll-
20)

SHO,

11-23 (273 mg, 0.53 mmol, 1 équiv.) est dissous dans du DCM (5 mL) sous azote. De la 1,3
propanesultone (194 mg, 1.59 mmol, 3 équiv.) dans du DCM (5.6 mL) est additionnée lentement a la
solution précédente. Le milieu réactionnel est agité a t.a. sous azote a I'abri de la lumiére (pH 8)
pendant 22.5 h. De la 1,3 propanesultone (194 mg, 1.59 mmol, 3 équiv.) est ajoutée et le milieu
réactionnel est agité a t.a. pendant 18 h. De la 1,3 propanesultone (155 mg, 1.27 mmol, 2.4 équiv.) est
ajouté au milieu réactionnel et le tout est agité a t.a. pendant 24 h. Le milieu réactionnel est concentré
et séché sous vide. La RMN du proton montre qu’il ne reste plus de produit de départ (pas de pic a
6.88 ppm). Le résidu est solubilisé dans du DCM et précipité dans I'éther, deux fois. Le produit (186
mg, 0.3 mmol) est récupéré.

Rendement : 56 %

'H-NMR (400 MHz, CDCl3) & (ppm) 7.67 (t, J=5.85 Hz, 1H), 3.68-3.83 (m, 2H), 3.42-3.53 (m, 2H), 3.29-
3.42 (m, 4H), 3.10 (s, 3H), 2.88-2.96 (m, 2H), 2.33-2.41 (m, 2H), 2.17-2.30 (m, 8H), 2.13 (t, /= 2.56 Hz,
1H), 2.03-2.09 (m, 2H), 1.93-2.03 (m, J = 8.40 Hz, 2H), 1.18-1.65 (m, 34H), 0.83-0.92 (t, 3H) en accord
avec le produit attendu.

13C-NMR (100 MHz, CDCl;) & (ppm) 174.7,81.3,79.3,77.7,77.4,71.5, 66.0, 65.4, 65.4, 60.8, 48.8, 47.5,
41.6, 41.1, 37.0, 36.4, 35.9, 33.9, 33.0, 32.1, 29.8, 29.6, 29.5, 29.5, 29.2, 29.2, 29.0, 28.5, 25.9, 22.8,
22.6,19.4,19.0,15.7,15.4,14.3

Masse : ESI(+), m/z = 633.5 [M+H]*
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Partie expérimentale

4-(methyl(pent-4-yn-1-yl)(3-(pentacosa-10,12-diynamido)propyl)ammonio)butane-1-sulfonate (lI-
24)

S0,

N
& 7 ”/\/\N\
=
11
X

11-23 (100 mg, 0.2 mmol, 1 équiv.) est dissous dans de I'acétone (0.2 mL) sous azote. De la 1,4
butanesultone (100 uL, 1 mmol, 5 équiv.) dans de I'acétone (0.2 mL) est ajoutée a la solution
précédente. Le milieu réactionnel est chauffé a reflux (65 °C) sous azote pendant 72 h. Le milieu
réactionnel est évaporé a sec, le résidu est dissous dans du DCM et précipité deux fois dans I'éther. Le
solide est récupéré et est trituré dans I’éther. Du produit sous forme de solide (18.8 mg, 0.03 mmol)
est obtenu.

Rendement : 15 %
'H-NMR (DMSO-de) : & (ppm) 7.88 (m, 1H), 3.46 (br. s., 12H), 3.35 (t, J = 6.50 Hz, 1H), 3.14-3.28 (m,
4H), 3.04-3.14 (m, 2H), 2.95 (s, 3H), 2.66 (td, J = 1.83, 3.66 Hz, 1H), 2.30-2.38 (m, 2H), 2.20-2.30 (m,

4H), 2.05 (t, J = 7.50 Hz, 2H), 1.82 (d, J = 7.87 Hz, 2H), 1.75 (br. s., 3H), 1.51-1.65 (m, 3H), 1.37-1.51 (m,
5H), 1.15-1.35 (m, 18H), 0.80—0.89 (m, 3H)

Masse (MeOH) : ESI(+), m/z = 647 [M+H]*, m/z = 669 [M+Na]*
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pentacosa-10,12-diyn-1-ol (11-26)

y T OH
=
1

De I'acide pentacosa-10,12-diynoique (1 g, 2.67 mmol, 1 équiv.) est solubilisé dans de I'éther anhydre
(50 mL). La solution est refroidie a 0 °C dans un bain de glace puis LiAlH4 (304 mg, 8.01 mmol, 3 équiv.)
est ajouté par portion sous azote. Le milieu réactionnel devient violet, il est agité a t.a. sous azote
pendant 1.5 h. Au-dessus d’un bain de glace, une solution de NaOH a 15 % massique dans I'eau (300
pL) puis de I'eau (900 pL) sont ajoutés. Le précipité rose est filtré sur célite. Le filtrat est lavé deux fois
avec HCl 1 M aqueux, la phase organique est séchée sur MgSQ,, filtrée et évaporée a sec. Un solide
blanc (802 mg, 2.22 mmol) est obtenu.

Rendement : 83 %

H-NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm) 0.84-0.91 (m, 3 H), 1.19-1.42 (m, 28 H), 1.44-1.60 (m, 6H), 2.24 (t,
J=6.95Hz, 4 H), 3.64 (t, J = 6.59 Hz, 2H). En adéquation avec le produit attendu et la littérature.'

13C-NMR (100 MHz, CDCl;5) & (ppm) 77.6, 77.5, 65.2, 63.1, 32.8, 31.9, 29.6, 29.6, 29.5, 29.4, 29.3, 29.1,
29.0, 28.8, 28.8, 28.3, 28.3, 25.7,22.7,19.2, 14.1

Masse : ESI(+), m/z = 361.3 [M+H]*, ESI(+), m/z = 383.3 [M+Na]*
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1-bromopentacosa-10,12-diyne (11-27)

4 ; Br

Z
11

Le produit 11-26 (500 mg, 1.39 mmol, 1 équiv.) et de la triphénylphosphine (546 mg, 2.08 mmol, 1.5
équiv.) sont solubilisés dans du DCM (3 mL) sous azote. Du tetrabromomethane (690 mg, 2.08 mmol,
1.5 équiv.) est ajouté par petites portions. Le milieu réactionnel est agité pendant 40 min a t.a. Aprés
ajout d’eau froide (2 mL), la phase organique est séparée (le lavage a I'eau permet d’éliminer les sels
PPhsBr* et CBr3’), séchée sur MgS0, et purifiée sur un plug de silice (pour éliminer PPh30O formée) élué
avec DCM 100 %. Le produit (567 mg, 1.37 mmol) est obtenu sous forme d’un liquide jaune.

Rendement : 97 %

1H-NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm) 0.88 (t, J = 7.40 Hz, 3 H), 1.19-1.45 (m, 28 H), 1.45-1.55 (m, 4 H),
1.85 (quin, J = 8.40 Hz, 2 H), 2.24 (t, J = 6.68 Hz, 4 H), 3.40 (t, J = 6.86 Hz, 2 H).

13C-NMR (100 MHz, CDCls) § (ppm) 77.5, 77.3, 65.3, 65.2, 33.9, 32.8, 31.9, 29.6, 29.6, 29.5, 29.3, 29.2,
29.1, 28.9, 28.8, 28.7, 28.6, 28.3, 28.2, 28.1, 22.7,19.1, 14.1

Masse (MeOH, DCM) : ESI(+), m/z = 423 [M+H]*, m/z = 425 [M+H+2]*
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N-ethylpentacosa-10,12-diyn-1-amine (11-28)

Z NN
=
1
Le produit 11-27 (150 mg, 0.36 mmol, 1 équiv.) est introduit dans un ballon de 50 mL sous azote, de
I’éthylamine a 2 M dans le THF (9 mL, 18 mmol, 50 équiv.) est ajoutée a -78 °C. Le mélange est agité a
-78 °C pendant 10 min puis il est agité a t.a. sous azote pendant 21 h. Le milieu réactionnel est
concentré, le résidu est solubilisé dans Et,O et une solution de 5 % en masse de NaOH aqueux est
ajoutée. La phase organique est lavée avec cette solution puis la phase aqueuse est extraite avec Et,0.
Les phases organiques sont rassemblées, séchées sur MgSO, filtrées et concentrées. La RMN du proton
montre qu’il reste du produit de départ (50% de conversion). De I'éthylamine a 2 M dans le THF (9 mL,
18 mmol, 50 équiv.) est ajoutée a t.a. sous azote. Le mélange est agité a t.a. sous azote pendant 48 h.
Le milieu réactionnel est évaporé a sec. Le résidu est solubilisé dans Et;O et une solution de 5 % en
masse de NaOH aqueux. La phase organique est lavée avec cette solution, la phase aqueuse est extraite
avec Et,0. Les phases organiques sont rassemblées, séchées sur MgSQ, filtrées et concentrées. Selon
la RMN du proton dans le chloroforme deutéré sur alumine basique, la conversion est de 90 %, le
produit est formé, il y a des impuretés et il reste du produit de départ. Le produit est utilisé tel quel
pour la suite. 155 mg d’un produit huileux orange sont obtenus.

Masse : ESI(+), M+H, m/z = 388,5
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N-ethyl-N-(pent-4-yn-1-yl)pentacosa-10,12-diyn-1-amine (11-29)

// 7 N/\
=
1
Z

Le produit 11-28 (140 mg, 0.32 mmol, 1 équiv.), II-22 (91 mg, 0.56 mmol, 1.8 équiv.) et du carbonate de
potassium (78 mg, 0.48 mmol, 1.5 équiv.) sont dissous dans du THF (1.6 mL). Le milieu réactionnel est
agité a 70 °C sous azote pendant 24 h. Le milieu réactionnel est lavé a I'eau et extrait au DCM. La phase
organique est séchée sur MgSQ,, filtrée et concentrée. Le résidu brut (190 mg) est solubilisé dans
DCM+NH4OH 0.5 % et purifié sur colonne de silice (DCM 100 % -> DCM/MeOH 97:3). Un liquide foncé
(50 mg, 0.11 mmol) est obtenu.

Rendement : 34 % (sur deux étapes)

1H-RMN (400MHz, CDCl; sur alumine basique) & (ppm) 2.45-2.56 (m, 4H), 2.39 (br. s., 2H), 2.18-2.27
(m, 6H), 1.94 (t, J = 2.65 Hz, 1H), 1.19-1.72 (m, 36H), 1.01 (t, J = 7.14 Hz, 3H), 0.83—0.92 (m, 3H).
Correspond au produit souhaité.

Masse (MeOH) : ESI(+), m/z = 454 [M+H]*
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3-(ethyl(pent-4-yn-1-yl)(pentacosa-10,12-diyn-1-yl)Jammonio)propane-1-sulfonate (11-25)

S0,

*\/M\N/\

=

11 S\
N\

11-29 (42 mg, 0.09 mmol, 1 équiv.) est dissous dans du DCM (0,9 mL) sous azote. De la 1,3
propanesultone (43 mg, 0.35 mmol, 3.9 équiv.) dans du DCM (0.9 mL) est ajoutée goutte a goutte a la
solution précédente. Le milieu réactionnel est agité a t.a. sous azote pendant 48 h. Il reste du produit
de départ. De la 1,3-ropanesultone (43 mg, 0.35 mmol, 3.9 équiv.) dans du DCM (0.9 mL) est ajoutée
goutte a goutte a la solution précédente. Le milieu réactionnel est agité a t.a sous azote pendant 6 h.
Aucune amélioration n’est observée. Le milieu réactionnel est évaporé a sec. Le résidu brut est dissous
dans du DCM et purifié sur colonne de silice (DCM 100 % + 0.5 % NH4OH -> DCM/MeOH 9:1). Le produit
est obtenu sous forme d’un solide huileux (21 mg, 0.036 mmol).

Rendement : 40 %

'H-NMR (400 MHz, CDCls sur alumine basique) & (ppm) 3.71-3.80 (m, 2H), 3.31-3.43 (m, 4H), 3.11-
3.20 (m, 2H), 2.95 (t, J = 6.13 Hz, 2H), 2.37-2.45 (m, 2H), 2.21-2.28 (m, 4H), 2.12-2.21 (m, 2H), 2.07 (t,
J=2.56 Hz, 1H), 1.89-2.05 (m, 2H), 1.17-1.76 (m, 37H), 0.81-0.92 (m, 3H) en accord avec le produit
attendu.

Masse (MeOH) : ESI(+), m/z = 576 [M+H]*, m/z = 1152 [2M+H]*
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Il. Assemblage et fonctionnalisation des micelles

Protocole général d’assemblage des micelles et de leur polymérisation :

Une solution a 10 mg/mL d’amphiphiles est mise au bras a ultrasons pendant 10 min. La solution est
ensuite transférée dans un cristallisoir et mise sous UV a 254 nm (a une distance de 10 cm de la lampe
environ) pendant 6 h. La solution est alors filtrée sur filtre Nylon 0.2 um et la taille des micelles est
analysée en DLS.

Micelles PDA-alcéne-PEG2000 :

Elles sont préparées selon le protocole précédent. La taille des micelles est mesurée avant et aprés
polymérisation par DLS. Les micelles ont un diamétre centré sur 12.5 nm en volume avant
polymérisation (Figure 72) et 10 nm aprés polymérisation (Figure 73).

Size Distribution by Volume

Volume (%)

Size (d.nm)

Figure 72 : Mesure de la taille des micelles DA-alcéne-PEGzo00 par DLS

Size Distribution by Volume

Volume (%)

100 1000 10000
Size (d.nm)

Figure 73 : Mesure de la taille des micelles PDA-alcéne-PEG;q00 par DLS

159



Partie expérimentale

Fonctionnalisation des micelles PDA-alcéne-PEG2oq0 avec I’ester méthylique de I’acide 3-
mercaptopropionique

Catéchol,
Et:B, DCM

ta., 18h

Solution d’ester méthylique de I'acide 3-mercaptopropionique : 50 uL de 3-Mercaptopropionic Acid
Methyl Ester sont dilués dans 1.450mL de DCM.
Solution de catéchol : 9.7 mg de catéchol sont solubilisés dans 1 mL de DCM.

Du PDA-alcéne-PEG2o00 (5 mg, 0.002mmol, 1 équiv.) lyophilisé est solubilisé dans du DCM (0.5 mL). De
la solution de catéchol (50 uL, 0.0048 mmol, 2.4 équiv.) et de la solution de thiol (11 uL, 0.003 mmol,
1.5 équiv.) préparées sont ajoutés. Du triéthylborane (10 pL, 0.0048 mmol, 2.4 équiv.) est ajouté. Un
peu d’air est laissé entrer dans le ballon puis le milieu réactionnel est agité a t.a. sous azote pendant
18 h. Le solvant est évaporé. Le résidu est repris dans 1 mL d’eau déminéralisée. La solution est mise
au bras a ultrasons pendant 10 min puis filtrée sur filtre Nylon 0.2um. La solution est purifiée par
dialyse contre de I'eau (cut-off de la membrane de dialyse : 10 kDa) pendant deux jours. Apres
lyophilisation, une RMN du proton est réalisée et montre la disparition des protons de I'alcéne libre.

DLS : en volume diamétre centré sur 13.5nm, épaulement vers les plus grandes tailles (Figure 74).

Size Distribution by Valume
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Size (d.nm)

Figure 74 : Mesure DLS de la taille des micelles PDA-alcéne-PEG;000 fonctionnalisées avec I'ester méthylique de I'acide 3-
mercaptopropionique
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Partie expérimentale

Chapitre 3 : Micelles activables par un stimulus
. Synthése

Poly(ethylene glycol) methyl ether tert-butyl ester (masse moyenne 2000 g/mol) (111-1)
SOy
(o]

Du PEG3000 monomethylether (500 mg, 0.25 mmol, 1 équiv.) est solubilisé dans du THF (7 mL). Du NaH
60 % dans I'huile (50 mg, 1.25 mmol, 5 équiv.) est ajouté. Le milieu réactionnel est mis au bain a
ultrasons jusqu’a obtenion d’un trouble blanc homogene. Le milieu réactionnel est agité a t.a. pendant
35 min. Du tBu-bromoacetate (180 uL, 1.25 mmol, 5 équiv.) est ensuite ajouté. Le milieu réactionnel
est agité a t.a. sous azote pendant 60 h. Le milieu réactionnel est neutralisé avec une solution de HCI
ag a 2 M au-dessus d’un bain de glace. Le milieu réactionnel est extrait trois fois au DCM, les phases
organiques sont séchées sur MgS0,, filtrées et évaporées a sec. Le résidu est dissous dans du DCM et
précipité dans I'éther deux fois. Le produit est obtenu sous forme de solide blanc (493 mg, 0.24 mmol).

Rendement : 95 %
1H-NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm) 4.02 (s, 2H), 3.60-3.86 (m, 176H), 3.38 (s, 3H), 1.47 (s, 9H)

Masse (MeOH) : ESI(+), m/z = 2107 [M+Nal*, m/z = 2124 [M+K]*
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Poly(ethylene glycol) methyl ether carboxylic acid (masse moyenne 2000 g/mol) (l1I-2)

HO. %O\/} -
LGN

111-1 (493 mg, 0.24 mmol) est dissous dans du DCM (20 mL) et du TFA (10 mL) est ajouté. Le milieu
réactionnel est agité a t.a. sous azote pendant 1 h puis il est évaporé a sec. Le résidu est dissous dans
de l'acétone et évaporé a sec. Le résidu brut est dissous dans du DCM et précipité dans I'éther trois
fois. Un solide blanc (401 mg, 0.20 mmol) est obtenu.

Rendement : 82 %
1H-NMR (400 MHz, CDCl5) & (ppm) 4.15 (s, 2H), 3.42-3.84 (m, 176H), 3.37 (s, 3H)

Masse (MeOH) : ESI(+), m/z = 2050 [M+Na]*
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octadecyl 4-(bromomethyl)-3-nitrobenzoate (lli-3)

Br.

O,N

A une solution d’acide 3-nitro-4-(bromomethyl)benzoique (200 mg, 0.77 mmol, 1 équiv.), d’alcool
stéarylique (208 mg, 0.77 mmol, 1 équiv.) et de DMAP (9.4 mg, 0.077 mmol, 0.1 équiv.) dans du DCM
(3 mL) est ajouté du DCC (159 mg, 0.77 mmol, 1 équiv.) dans du DCM (1 mL) sous azote a 0 °C. Le milieu
réactionnel est agité a 0 °C pendant 1 h puis a t.a. sous azote pendant 20 h. La dicyclohexylurée formée
est filtrée sur coton, le filtrat est évaporé a sec. Le résidu brut est solubilisé dans du DCM et pré-
absorbé sur silice pour étre purifié sur colonne de silice (hexane 100 % -> hexane/EtOAc 9:1). Le produit
isolé (240 mg, 0.47 mmol) est obtenu.

Rendement : 61 %

'H-NMR (400 MHz, CDCls3) & (ppm) 8.65 (d, J = 1.83 Hz, 1H), 8.25 (dd, J = 1.65, 8.05 Hz, 1H), 7.67 (d,
J=8.05 Hz, 1H), 4.85 (s, 2H), 4.36 (t, J = 6.68 Hz, 2H), 1.73-1.83 (m, 2H), 1.28-1.49 (m, 8H), 1.25 (s,
24H), 0.84-0.91 (m, 4H), en accord avec le produit attendu.

13C-NMR (100 MHz, CDCl;) & (ppm) 164.0, 148.0, 136.9, 134.1, 132.8, 132.1, 126.5, 66.2, 31.9, 29.7,
29.6, 29.6, 29.5, 29.4, 29.2, 28.6, 27.9, 25.9, 22.7, 14.1

Masse (MeOH) : ESI(+), m/z= 534 [M+Nal*, m/z = 536 [M+Na+2]*, ESI(-), m/z = 510 [M-H]', m/z = 512
[M-H+2] en accord avec le produit attendu.

IR: 1717.76 cm™ (carbonyle de Iester), 1533.82 cm™?, 1334.52 cm™ (nitro aromatique), 1293.22 cm™?,
1262.60 cm™ (C-O ester)
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Amphiphile photosensible C15-NB-PEG (111-4)

omﬂ o/\/<0¢94\30/

O,N

0”0 g

Les produits 1lI-2 (264 mg, 0.13 mmol, 1 équiv.) et llI-3 (83 mg, 0.16 mmol, 1.2 équiv.) sont mis en
solution dans de I’ACN (4 mL). Du DBU (20 pL, 0.13 mmol, 1 équiv.) dans de I’ACN (1 mL) est ajouté au
goutte a goutte a la solution précédente. La solution passe de blanche a rose-orange. Le milieu
réactionnel est chauffé a 50 °C sous azote pendant 19 h. Le milieu réactionnel est évaporé a sec. Le
résidu brut est dissous dans du DCM et lavé a I'’eau. La phase aqueuse est extraite deux fois avec du
DCM. Les phases organiques sont rassemblées, séchées sur MgSQ,, filtrées et évaporées a sec. Le
solide est dissous dans du DCM et lavé avec une solution saturée de K,COs, la solution devient orange.
La phase organique est lavée a I'eau, séchée sur MgSQ,, filtrée et évaporée a sec. Le solide obtenu (268
mg) est dissous dans du DCM et est précipité dans I'éther trois fois. Un solide blanc (210 mg, 0.09
mmol) est obtenu.

Rendement : 66 %

'H-NMR (400 MHz, CDCl5) & (ppm) 8.73 (d, J = 1.83 Hz, 1H), 8.29 (dd, J = 1.74, 8.14 Hz, 1H), 7.70 (d,
J=8.05Hz, 1H), 5.64 (s, 2H), 4.37 (t, J = 6.77 Hz, 2H), 4.29 (s, 2H), 3.52—3.84 (m, 176H), 3.38 (s, 3H),
1.72-1.84 (m, 2H), 1.15-1.50 (m, 30H), 0.78-0.92 (m, 3H) en accord avec le produit attendu.

Masse (MeOH) : ESI(+), m/z = 1260.3 [M+K+Na]**
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tert-butyl 2-amino-6-(((benzyloxy)carbonyl)amino)hexanoate (l11-6)

Dok f kL
OENWﬁjO

A une suspension (laiteuse) de N-benzyloxycarbonyl-L-Lysine (1 g, 3.6 mmol, 1 équiv.) dans du tert-
butyl acetate (12 mL) est ajouté HCIO,4 (460 uL, 5.6 mmol, 1.6 équiv.) (la solution devient incolore et
limpide, réaction exothermique). Le milieu réactionnel est agité a t.a. sous azote pendant 22 h. Le
milieu réactionnel est extrait avec de I'eau et une solution aqueuse de HCI 0.5 N. Les phases aqueuses
sont rassemblées et le pH est ajusté a9 avec une solution de K;CO5 a 10 % dans |’eau. La phase aqueuse
résultante est extraite au DCM trois fois. Les phases organiques sont rassemblées, séchées sur MgSQOa,,
filtrées et évaporées a sec. Une huile incolore (646 mg, 1.9 mmol) est obtenue.

Rendement : 53 %

'H-NMR (400 MHz, CDCl5) & (ppm) 7.28-7.40 (m, 5H), 5.01-5.20 (m, 2H), 4.75-4.89 (m, 1H), 3.29 (t, J
=6.04 Hz, 1H), 3.20 (g, J = 6.59 Hz, 2H), 1.35-1.76 (m, 15H) en accord avec le produit attendu.

Masse (MeOH) : ESI(+), m/z = 337.2 [M+H]*
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Partie expérimentale

di-tert-butyl-2,2'-((6-(((benzyloxy)carbonyl)amino)-1-(tert-butoxy)-1-oxohexan-2-
yl)azanediyl)diacetate (lll-7)
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-6 (626 mg, 1.9 mmol, 1 équiv.) est dissous dans de I'acétonitrile (13 mL) (suspension laiteuse).
NaHCO3(353 mg, 4.2 mmol, 2.2 équiv.) et du tert-butyl-bromoacetate (840 uL, 5.7 mmol, 3 équiv.) sont
ajoutés. Le milieu réactionnel est agité a reflux sous azote pendant 18 h. Le milieu réactionnel est
concentré sous vide. Le résidu est repris dans I’eau et extrait avec EtOAc deux fois. La phase organique
est lavée avec une solution de saumure deux fois, séchée sur MgSQ,, filtrée et évaporée évaporée a
sec. Le résidu brut est solubilisé dans du DCM et est purifié sur colonne de silice (hexane/EtOAc 8:2).
Une huile (819 mg, 1.44 mmol) est obtenue.

Rendement : 76 %

1H-NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm) 7.28-7.42 (m, 5H), 5.08 (s, 2H), 3.35-3.54 (m, 4H), 3.29 (t, J = 7.50
Hz, 1H), 3.10-3.24 (m, 2H), 1.38-1.68 (m, 33H) en accord avec le produit attendu.

Masse (MeOH) : ESI(+), m/z = 565.5, [M+H]*
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Partie expérimentale

di-tert-butyl 2,2'-((6-amino-1-(tert-butoxy)-1-oxohexan-2-yl)azanediyl)diacetate (111-8)
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Du Pd/C5 wt% (151 mg, 0.071 mmol, 0.05 équiv.) est ajouté a une solution de IlI-7 (800 mg, 1.42 mmol,
1 équiv.) dans du MeOH (16 mL). Le milieu réactionnel est agité a t.a. sous 1 atm de H, pendant 3 h. Le
milieu réactionnel est filtré sur célite, le filtrat est évaporé a sec sous vide. Une huile incolore (616 mg,
0.071 mmol) est obtenue.

Rendement:>99 %

'H-NMR (400 MHz, CDCl3) 8 (ppm) 3.38-3.55 (m, 4H), 3.30 (t, J = 7.50 Hz, 1H), 2.67 (t, J = 6.77 Hz, 2H),
1.22-1.73 (m, 33H) en accord avec le produit attendu.

Masse (MeOH) : ESI(+), m/z = 375.4 [M-Boc+H]", ESI(-), m/z = 373.2 [M-Boc-H]"
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Partie expérimentale

4-(bromomethyl)-3-nitro-N-octadecylbenzamide (111-9)

Br.
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A une solution d’acide 3-nitro-4-(bromomethyl)benzoique (600 mg, 2.32 mmol, 1 équiv.), et de DMAP
(30 mg, 0.12 mmol, 0.05 équiv.) dans du DCM (4 mL) sont ajoutés du DCC (476 mg, 2.30 mmol, 1 équiv.)
dans du DCM (4 mL) sous azote a 0 °C. De I'octadecylamine (626 mg, 2.32 mmol, 1 équiv.) dans du
DCM (11 mlL) est ensuite ajoutée. Le milieu réactionnel est agité a t.a. sous azote pendant 48 h. Le
précipité est filtré sur fritté de porosité 4, le filtrat est évaporé a sec. Le résidu brut est solubilisé dans
du DCM et est pré-absorbé sur silice pour étre purifié sur colonne (hexane/EtOAc 95:5 -> hexane/EtOAc
7:3). Un solide blanc (433 mg, 0.86 mmol) est obtenu.

Rendement : 37 %

1H-NMR (400 MHz, CDCl3) & (ppm) 8.30-8.47 (m, 1H), 7.94-8.11 (m, 1H), 7.67 (d, J = 8.05 Hz, 1H), 6.15
(br.s., 1H), 4.85 (s, 2H), 3.37-3.54 (m, 2H), 1.25-1.72 (s, 32H), 0.88 (t, / = 6.68 Hz, 3H) en accord avec
le produit attendu.
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Partie expérimentale

C15-NB-NTA-Boc (111-10)
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Le produit 111-9 (430 mg, 0.84 mmol, 1 équiv.) est solubilisé dans du DCM (33 mL). Le produit I11-8 (344
mg, 0.80 mmol, 1 équiv.) dans du DCM (2.430 mL) est ajouté au goutte a goutte. De la TEA (110 pL,
0.84 mmol, 1 équiv.) est ajoutée, le pH est de 10, le milieu réactionnel est agité a t.a. sous azote
pendant 4.5 h. Le milieu réactionnel est évaporé a sec. Le brut est solubilisé dans du DCM et est purifié
sur colonne (élution DCM 100% -> DCM/MeOH 96:4). Une mousse jaune (276 mg, 0.34 mmol) est
obtenue.

Rendement : 40 %

H-NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm) 8.31 (d, J = 1.83 Hz, 1H), 8.00 (dd, J = 1.83, 8.05 Hz, 1H), 7.79 (d, J =
8.05 Hz, 1H), 6.25 (s, 1H), 4.09 (s, 2H), 3.39-3.54 (m, 6H), 3.30 (t, J = 7.41 Hz, 1H), 2.61 (t, J = 6.50 Hz,
2H), 1.20-1.69 (m, 65H), 0.82-0.91 (m, 3H) en accord avec le produit attendu.

Masse (MeOH) : ESI(+), m/z = 861 [M+H]*, m/z = 883 [M+Na]*, ESI(-), m/z = 859 [M-H], m/z = 895
[M+CI]
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Partie expérimentale

Amphiphile C13-NB-NTA (l111-11)
H
N\/\/IN\)J\OH
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Le produit 11I-10 (265 mg, 0.31 mmol) est solubilisé dans du DCM (11 mL) puis du TFA (5.5 mL) est
ajouté. Le milieu réactionnel est agité a t.a. sous azote pendant 6.75 h. Le milieu réactionnel est
évaporé a sec et le résidu est repris dans de I'acétone et évaporé trois fois. Le résidu brut (440 mg) est
repris dans de I'eau (pH = 1). Le mélange est centrifugé, le lavage a I'eau est répété deux fois, le solide
est récupéré. Un solide blanc (199 mg, 0.29 mmol) est obtenu.

Rendement : 93 %

H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 8.86 (t, J = 5.49 Hz, 1H), 8.60 (d, J = 1.46 Hz, 1H), 8.26 (d, J = 7.50
Hz, 1H), 7.88 (d, J = 7.32 Hz, 1H), 4.45 (br. s., 2H), 3.19-3.47 (m, 7H), 2.97 (br. s., 2H), 1.23-1.63 (m,
38H), 0.76—0.93 (m, 3H) en accord avec le produit attendu.

13C.NMR (100 MHz, DMSO-dg) & (ppm) 174.4, 174.2, 163.4, 148.2, 136.3, 133.1, 132.4, 123.8, 65.0,
54.9,47.5,47.4,40.1,31.3,29.3,29.1, 28.9, 28.8, 28.7, 26.5, 25.4, 22.8, 22.1, 14.0

Masse (MeOH) : ESI(+), m/z = 693 [M+H]*, ESI(-), m/z = 691 [M-H]"
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Partie expérimentale

PEGsso-nitro-naphtalimide (111-15)
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111-14 (241 mg, 0.43 mmol, 1 équiv.) et de I'anhydride 4-nitro-1,8-naphthalique (104 mg, 0.43 mmol, 1
équiv.) sont solubilisés dans de I'EtOH (5 mL). Le milieu réactionnel est chauffé a reflux sous azote
pendant 3.75 h. Le milieu réactionnel est évaporé a sec. Le brut est solubilisé dans un mélange
DCM/MeOH 9:1 et purifié sur colonne de silice (DCM/MeOH 9:1). Une huile (250 mg, 0.32 mmol) est
obtenue.

Rendement : 74 %

H-NMR (400 MHz, CDCl3) & (ppm) 8.84 (d, J = 8.60 Hz, 1H), 8.73 (d, J = 7.32 Hz, 1H), 8.69 (d, J = 8.05
Hz, 1H), 8.41 (d, J = 7.87 Hz, 1H), 7.99 (t, J = 7.96 Hz, 1H), 4.44 (t, J = 5.95 Hz, 2H), 3.83 (t, / = 5.85 Hz,
2H), 3.49-3.73 (m, 40H), 3.37 (s, 3H) en accord avec le produit attendu.

13C-NMR (100 MHz, CDCl5) § (ppm) 163.3, 132.5,129.9, 129.9, 129.3, 129.1, 123.9, 123.7, 122.9, 71.9,
70.5,70.5,70.1, 67.7,59.0, 53.4, 39.5

Masse (MeOH) : ESI(+), m/z = 807.9 [M+Na]*
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Partie expérimentale

PEGsso-amino-naphtalimide (111-16)
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A une solution de 111-15 (213 mg, 0.27 mmol, 1 équiv.) dans 'EtOH (2 mL) est ajouté du Pd/C 5 wt %.
(57 mg, 0.027 mmol, 0.1 équiv.). Le mélange est mis sous azote, puis le milieu réactionnel est agité a
t.a. sous 1 atm de H; pendant 16.5 h. Le milieu réactionnel est filtré sur célite. Le filtrat est évaporé a
sec. Une huile (191 mg, 0.25 mmol) est obtenue.

Rendement : 94 %

'H-NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm) 8.52 (d, J = 7.14 Hz, 1H), 8.31 (d, J = 8.23 Hz, 1H), 8.15 (br. s., 1H),
7.57 (t,J = 7.78 Hz, 1H), 6.81 (d, J = 8.42 Hz, 1H), 5.33-5.56 (m, 2H), 4.41 (t, J = 5.95 Hz, 2H), 3.83 (t, J =
5.85Hz, 2H), 3.47-3.74 (m, 44H), 3.44 (d, J=3.66 Hz, 2H), 3.36 (s, 3H) en accord avec le produit attendu.

13C-NMR (100 MHz, CDCl3) & (ppm) 164.7, 164.0, 133.9, 131.4, 124.6, 119.9, 109.2, 71.9, 70.6, 70.5,
70.4,70.3, 70.3, 68.2, 59.0, 38.9 il manque des signaux aromatiques.

Masse (MeOH) : ESI(+), m/z = 777.8 [M+Na]*, m/z = 400.5 [M+2Na]*, ESI(-), m/z = 753.8 [M-H]
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Partie expérimentale

Poly(ethylene glycol) methyl ether tosylate (Masse moyenne 550 g/mol) (111-12)

Ts\o/\éo\/\/\ﬁ/

Du PEGssp monomethylether (1 mL, 1.9 mmol, 1 équiv.) et du chlorure de tosyle (1.8 g, 9.7 mmol, 5.1
équiv.) sont solubilisés dans du DCM (20 mL). De la TEA (1.3 mL, 9.7 mmol, 5.1 équiv.) est ajoutée. Le
milieu réactionnel est agité a t.a. sous azote pendant 21.5 h. Le milieu réactionnel est lavé trois fois
avec une solution aqueuse de HCl 1 M et une fois avec de la saumure. La phase organique est séchée
sur MgSQ,, filtrée et évaporée a sec. Le résidu brut obtenu (2.5 g) est solubilisé dans du DCM et est
purifié sur colonne de silice (DCM/MeOH 9:1). Une huile marron (1,12 g, 1.6 mmol) est obtenue.

Rendement : 82 %

1H-NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm) 7.73—7.83 (d, J = 8.42 Hz, 2H), 7.29-7.39 (d, J = 8.60 Hz, 2H), 4.15 (t,
J=5.31Hz, 2H), 3.46-3.74 (m, 46H), 3.37 (s, 3H), 2.44 (s, 3H)

Masse (MeOH) : ESI(+), m/z = 737.8 [M+Na]*
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Partie expérimentale

Poly(ethylene glycol) methyl ether azide (Masse moyenne 550 g/mol) (llI-13)
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A une solution de IlI-12 (1.07 g, 1.5 mmol, 1 équiv.) dans un mélange eau/acétone (1:1, v/v, 30 mL)
sont ajoutés par portions de I'azoture de sodium (488 mg, 7.5 mmol, 5 équiv.) et de 'iodure de sodium
(22 mg, 0.15 mmol, 0.1 équiv.). Le milieu réactionnel est chauffé a reflux pendant 18 h. L’acétone est
évaporée. La phase aqueuse restante est extraite au DCM trois fois. Les phases organiques sont
rassemblées, lavées a la saumure, séchées sur MgSQ,, filtrées et évaporées a sec. Un liquide brun-
orange (887 mg, 1.5 mmol) est obtenu.

Rendement:>99 %

1H-NMR (400 MHz, CDCl3) § (ppm) 3.57-3.78 (m, 44H), 3.51-3.56 (m, 2H), 3.34-3.43 (m, 5H) en accord
avec le produit attendu.

Masse (MeOH) : ESI(+), m/z= 608.7 [M+Na]*
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Partie expérimentale

Poly(ethylene glycol) methyl ether amine (Masse moyenne 550 g/mol) (I11-14)
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A une solution de 11I-13 (863 mg, 1.47 mmol, 1 équiv.) dans un mélange EtOH/HCI (95:5, v/v, 30 mL)
est ajouté du Pd/C5wt% (319 mg, 0.15 mmol, 0.1 équiv.). Le mélange est d’abord mis sous atmosphére
d’azote puis agité a t.a. sous 1 atm de H; pendant 17 h. Le milieu réactionnel est filtré sur célite et
concentré sous vide. Le résidu est repris dans du DCM et est lavé avec une solution aqueuse de K,COs;
(10 %). La phase aqueuse est extraite avec du DCM trois fois, les phases organiques sont séchées sur
MgSOQ,, filtrées et évaporées a sec. Une huile incolore (659 mg, 1.2 mmol) est obtenue.

Rendement : 80 %

1H-NMR (400 MHz, CDCl3) & (ppm) 3.60-3.68 (m, 40H), 3.53-3.56 (m, 6 H), 3.37 (s, 3H), 2.89 (t, /= 5.21
Hz, 2H), 2.08 (br. s., 2H) en accord avec le produit attendu.

Masse (MeOH) : ESI(+), m/z = 560.6 [M+H]*
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Partie expérimentale

(2)-1-ethyl-2,4-dimethylbut-1-ene-1,2,4-tricarboxylate (111-19)

A une solution de triethyl phosphonoacetate (1.345 mL, 6.8 mmol, 1.2 équiv.) dans du THF anhydre
(28 mL) est ajouté du NaH 95 % (217 mg, 8.6 mmol, 1.5 équiv.) a 0 °C sous azote, par portions. Une fois
le dégagement de dihydrogéne terminé, du dimethyl-2-oxoglutarate (830 pL, 5.7 mmol, 1 équiv.) est
ajouté, entrainant la formation d’'un précipité qui se dissout au cours de la réaction. Le milieu
réactionnel est agité sous azote a 0 °C pendant 20 min. Une solution saturée de NH4Cl est ajoutée au
goutte a goutte au milieu réactionnel (7 mL). Le THF est évaporé et le résidu aqueux est extrait avec
de I'EtOAc trois fois. Les phases organiques sont rassemblées, lavées a I’eau puis a la saumure, séchées
sur MgSQ,, filtrées et évaporées a sec. Le résidu brut huileux (1.757 g) est dissous dans un mélange
hexane/EtOAc 8:2 et est purifié sur colonne de silice (hexane/EtOAc 8:2). Une huile incolore (1.367 g,
6.7 mmol) est obtenue.

Rendement : 98 %

1H-NMR (400 MHz, CDCl3) & (ppm) 5.88 (t, J = 1.46 Hz, 1H), 4.17 (q, J = 7.14 Hz, 2H), 3.82 (s, 3H), 3.69
(s, 3H), 2.64-2.71 (m, 2H), 2.50-2.57 (m, 2H), 1.27 (t, J = 7.14 Hz, 3H)

13C-NMR (100 MHz, CDCl;) &6 (ppm) 168.6, 164.7, 147.2, 121.3, 115.0, 60.9, 52.4, 51.9, 31.5,29.2, 14.1

Masse (MeOH) : ESI(+), m/z = 245.1 [M+H]*, ESI(-), m/z = 243.1 [M-H]"
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Partie expérimentale

3-(2,5-dioxo-2,5-dihydrofuran-3-yl)propanoic acid (111-20)
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Le produit 111-19 (1.319 g, 5.4 mmol) est dissous dans une solution de KOH 1.6 M dans EtOH/H,0 1:1
(17 mL), le milieu réactionnel devient jaune. Le milieu réactionnel est chauffé a reflux pendant 1 h.
L’éthanol est évaporé, la solution est acidifiée a pH 2 avec HCI 37 % puis extraite avec EtOAc deux fois.
La phase organique est séchée sur MgSQ,, filtrée et évaporée a sec. Un solide blanc (798 mg, 4.7 mmol)
est obtenu.

Rendement : 87 %
1H-NMR (400 MHz, D,0) & (ppm) 5.95 (t, J = 1.28 Hz, 1H), 2.54—2.72 (m, 4H)
BBC-NMR (100 MHz, D,0) d(ppm) 176.6,173.1, 168.6, 149.9, 120.2, 31.43, 28.77

Masse (H,0) : ESI(+), m/z= 171.1 [M+H]*, anhydride ouvert : ESI(+), m/z= 189.1 [M+H]*, ESI(-), m/z=
187.1 [M-H]
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Partie expérimentale

1-bromooctadecane (111-22)
Br/\(\/ﬁe

De I'alcool stéarylique (200 mg, 0.74 mmol, 1 équiv.) et de la triphénylphosphine (291 mg, 1.11 mmol,
1.5 équiv.) sont solubilisés dans du DCM anhydre (4 mL) sous azote. Du tétrabromométhane (368 mg,
1.11 mmol, 1.5 équiv.) est ajouté par petites portions. Le milieu réactionnel est agité a t.a. sous azote
(il devient jaune puis se décolore au cours de la réaction) pendant 25 min. De I'eau (2 mL) est ajoutée.
La phase organique est séparée, séchée sur MgSQ,, puis purifiée sur plug de silice. Un solide (199 mg,
0.60 mmol) est obtenu.

Rendement : 81 %

1H-NMR (400 MHz, CDCl3) & (ppm) 3.41 (t, J = 6.86 Hz, 2H), 1.85 (m, 2H), 1.36-1.47 (m, 2H), 1.18-1.36
(m, 28H), 0.82-0.92 (t, J = 6.95 Hz, 3H)

13C-NMR (100 MHz, CDCls) 5 (ppm) 34.1, 32.8, 29.7, 29.5, 28.8, 28.2, 22.7, 14.1
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Partie expérimentale

2-thioxopyridin-1(2H)-yl stearate (l11-24)
o
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A une solution d’acide stéarique (569 mg, 2 mmol, 1 équiv.) dans du DCM anhydre (10 mL) sont ajoutés
du chlorure d’oxalyle (341 pL, 4 mmol, 2 équiv.) et 1 goutte de DMF, un dégagement gazeux est
observé. Le milieu réactionnel est agité a t.a. sous azote pendant 3 h. Le milieu réactionnel est évaporé
a sec et le résidu est solubilisé dans du DCM anhydre (10 mL). Du N-oxyde de 2-mercaptopyridine sous
forme de sel de sodium (313 mg, 2.1 mmol, 1 équiv.) est ajouté. Le milieu réactionnel devient jaune
vif, il est agité a t.a. sous azote a I’abri de la lumiére pendant 30 min. Le milieu réactionnel est filtré
rapidement sur coton. Le filtrat est évaporé. Un solide jaune (819 mg, 2 mmol) est obtenu.

Rendement : 100 %
Chlorure d’acide :

1H-NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm) 2.84-2.91 (m, 2H), 1.66-1.75 (m, 2H), 1.17-1.40 (m, 28H), 0.82—
0.92 (m, 3H)

Ester de Barton 111-24 :

'H-NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm) 7.64-7.76 (m, 1H), 7.55 (td, J = 0.75, 7.09 Hz, 1H), 7.05-7.24 (m,
1H), 6.55-6.70 (m, 1H), 2.71 (t, J = 7.50 Hz, 2H), 1.81 (quin, J = 7.50 Hz, 2H), 1.18-1.34 (m, 28H), 0.87
(t, /= 6.68 Hz, 3H) en accord avec le produit attendu.
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Partie expérimentale

3-heptadecyl-1-phenyl-4-(pyridin-2-ylthio)pyrrolidine-2,5-dione (l11-25)

Le produit 11I-24 (360 mg, 0.92 mmol, 1 équiv.), et du N-phénylmaléinimide (797 mg, 4.6 mmol, 5
équiv.) sont solubilisés dans du DCM (6 mL) et irradiés avec une lampe de tungsténe a 100 W pendant
1 h. Le milieu réactionnel est évaporé a sec. Le résidu brut obtenu (1.1 g) est solubilisé dans du DCM,
pré-absorbé sur silice et purifié sur colonne (cyclohexane 100 % -> cyclohexane/EtOAc 7:3). Un solide
blanc (337 mg, 0.64 mmol) est obtenu.

Rendement : 70 %

1H-NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm) 8.29 (d, J = 4.94 Hz, 1H), 7.45 - 7.58 (m, 3H), 7.33 - 7.43 (m, 3H),
7.22(d, J = 8.05 Hz, 1H), 7.02 (dd, J = 5.49, 6.95 Hz, 1H), 3.90 (d, J = 5.67 Hz, 1H), 3.23 (td, J = 5.21, 8.78
Hz, 1H), 1.99-2.17 (m, 1H), 1.73-1.91 (m, 1H), 1.48-1.65 (m, 2H), 1.15-1.37 (m, 28H), 0.79-0.94 (m,

3H) en accord avec le produit attendu et la littérature.?

13C-NMR (100 MHz, CDCls5) & (ppm) 177.3, 174.4, 156.0, 149.0, 136.6, 132.5,129.1, 128.4, 126.4, 126.3,
122.1,120.2,47.1,46.9, 31.9, 30.7, 29.7, 29.6, 29.6, 29.5, 29.4, 29.3, 26.5, 22.7, 14.1 en accord avec la
littérature.

Masse (DCM/MeOH) : ESI(+), m/z = 523.5 [M+H]*, m/z = 545 [M+Na]*, m/z = 1067 [2M+Na]*, ESI(-),
m/z =521 [M-H]
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Partie expérimentale

Il. Assemblage des micelles et protocoles d’irradiation

Assemblage des micelles photosensibles

Amphiphiles Ci1g-NB-PEG2000: Une solution a 10 mg/mL d’amphiphiles dans I'eau est préparée par
agitation au vortex puis elle est filtrée sur filtre Nylon 0.2 um. Les micelles obtenues ont un diamétre
centré autour de 13 nm en volume d’aprés les mesures DLS.

Amphiphiles Cis-NB-NTA : Une solution a 10 mg/mL en amphiphiles est préparée en solubilisant
I"amphiphile dans une solution aqueuse de NaOH a pH 12, elle est mise au bras a ultrasons 10 min puis
filtrée sur membrane Nylon 0.2 um. Les micelles ont un diametre centré autour de 9 nm en volume.

Encapsulation des UCNP

A une solution de 10 mg/mL de micelles photosensibles est ajoutée une solution d’UCNP dans le
cyclohexane. La solution est soniquée au bras a ultrasons pendant 10 min. L'opération est reproduite
une deuxiéme fois (deux encapsulations successives). La solution est ensuite filtrée sur membrane
Nylon 0.2 um. Le Gd des UCNP est dosé par ICP-MS. Les micelles chargées avec des UCNP ont un
diameétre centré autour de 95 nm.

Protocoles d’irradiation des micelles photosensibles

Une solution de micelles est irradiée a 365 nm dans une cuve de quartz a une distance de 10 cm de la
lampe. Pour l'irradiation a 980 nm la solution est irradiée dans une cuve de quartz avec un laser de
densité de puissance 6 W/cm?.

Encapsulation rouge du Nil dans les micelles C1s-NB-PEG2000

L'amphiphile C1s-NB-PEG2000 (12 mg) est solubilisé dans de I'eau déminéralisée (2 mL). La solution est
filtrée sur membrane Nylon 0.2 pum. Les micelles ont un diamétre centré autour de 11.3 nm en volume.

Unesolution de rouge du Nil a 0.1 mg/mL dans I'EtOH (10 pL ) est ajoutée a une solution de micelles (1
mL) et mis au bras a ultrasons trois fois 10 min. La solution est filtrée sur filtre Nylon 0.2 um. [Rouge
du Nil] = 2.8 uM (dosage par mesure de I'absorbance a 553 nm dans EtOH, un échantillon de la solution
de micelles (20 pL) est dilué avec de I'EtOH (180 uL)). Micelles de diamétre centré autour de 16.6 nm
en volume.
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Chapitre 4 : Ciblage actif des cellules cancéreuses avec les micelles PDA-PEG2000
1. Synthése

2-azidoethanamine (IV-2)

NSNS

Du 2-bromoethylamine hydrobromide (1 g, 4.9 mmol, 1 équiv.) et de I'azoture de sodium (952 mg,
14.6 mmol, 3 équiv.) sont dissous dans de I'eau (4 mL). Le milieu réactionnel est chauffé a 75 °C
pendant 44 h. Le milieu réactionnel est refroidit a t.a. KOH (1.6 g) et Et,O (4 mL) sont ajoutés. La
solution est extraite trois fois avec Et;0. La phase organique est séchée sur MgSQ0,, filtrée, et
concentrée. Un liquide incolore (358 mg, 3.14 mmol) est obtenu.

Rendement : 64 %

1H-NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm) 3.37 (t, J = 5.58 Hz, 2H), 2.89 (t, J = 5.67 Hz, 2H), 1.44 (s, 2H) en

accord avec le produit attendu et la littérature.’?
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Biotine-NHS (IV-1)

De la (D)-Biotine (200 mg, 0.819 mmol, 1 équiv.) et du N-hydroxysuccinimide (94 mg, 0.819 mmol, 1
équiv.) sont dissous dans du DMF anhydre (6 mL) (solubilisation aprés chauffage). Du DCC (220 mg,
1.06 mmol, 1.3 équiv.) est additionné et la solution est agitée a température ambiante pendant 42 h.
La dicyclohexylurée est filtrée, le filtrat est concentré et le résidu est précipité dans Et;0. Le précipité
blanc est lavé a I'isopropanol deux fois. Apres recristallisation dans I'isopropanol, une poudre blanche
(147.8 mg, 0.43 mmol) est obtenue.

Rendement : 53 %

1H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) & (ppm) 6.42 (s, 1H), 6.36 (s, 1H), 4.25 - 4.33 (m, 1H), 4.15 (m, J = 4.39
Hz, 1H), 3.10 (m, 1H), 2.76-2.87 (m, 5H), 2.67 (t, J = 7.41 Hz, 2H), 2.55 (m, 1H), 1.57—1.70 (m, 3H), 1.34—
1.55 (m, 3H) en accord avec le produit attendu.
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Biotine-N; (1V-3)

N3

Les produits IV-1 (37 mg, 0.108 mmol, 1 équiv.) et IV-2 (93 mg, 0.216 mmol, 2 équiv.) sont dissous dans
du DMF (2 mL) puis de la TEA (160 uL, 1.2 mmol, 11.1 équiv.) est additionnée. La solution est agitée
sous N3 a t.a. pendant 21 h. Le milieu réactionnel est concentré sous vide et le résidu est purifié sur
colonne de silice (EtOAc/MeOH 5:1). Une poudre blanche (28.2 mg, 0.091 mmol) est obtenue.

Rendement : 84 %

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 8.04 (t, J = 5.49 Hz, 1H), 6.43 (s, 1H), 6.36 (s, 1H), 4.30 (m, 1H),
4.10-4.15 (m, 1H), 3.22 (m, 2H), 3.06-3.12 (m, 1H), 2.82 (dd, J=5.12, 12.44 Hz, 1H), 2.53-2.57 (m, 1H),
2.07 (t, J = 7.41 Hz, 2H), 1.20-1.66 (m, 6H) un signal pour 2 protons se trouve sous le pic de I'eau, en
accord avec le produit attendu.

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 172.38, 162.67, 61.01, 59.17, 55.39, 49.98, 38.14, 35.12, 28.19,
28.03, 25.14. En adéquation avec la littérature®, le signal & 39.9 ppm manque, il est sans doute sous
le pic du solvant.

Masse (EtOH) : ESI(+), m/z = 313.3 [M+H]*, ESI(-), m/z = 311.2 [M-H]"
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DA-PEG;o00-alcyne (IV-4)

=
o F
%\/\(\#O“/L/
=
11

Du DA-PEG2000-OH (300 mg, 0.128 mmol, 1 équiv.) est dissous dans du THF anhydre (5 mL), sous azote.
Du NaH a 60 % dans I'huile (15 mg, 0.384 mmol, 3 équiv.) est introduit lentement. Le mélange est agité
pendant 30 min a t.a. sous azote, la solution est orange. Du bromure de propargyle (100 uL, 0.898
mmol, 7 équiv.) est ajouté, lentement, et le milieu réactionnel est agité a t.a. sous azote (la solution
est devenue brune) pendant 22 h. De 'eau est ajoutée au milieu réactionnel, le THF est évaporé et le
milieu réactionnel est extrait quatre fois au DCM. Les phases organiques sont séchées sur MgSQ,,
filtrées et évaporées a sec. Le solide est dissous dans du DCM, précipité dans Et,0 froid puis trituré
dans I’éther. Un solide (214 mg, 0.09 mmol) est obtenu.

Rendement : 70 %

'H-NMR (400 MHz, CDCl3) & (ppm) 4.18-4.22 (d, J = 2.56 Hz, 2H), 3.42-3.81 (m, 180H), 3.41-3.49 (m,
2H), 2.42-2.45 (t, J = 2.38 Hz, 1H), 2.24 (t, J = 6.95 Hz, 4H), 1.45-1.61 (m,6), 1.22-1.36 (m, 28H), 0.88
(t, /=6.59 Hz, 3H) en accord avec le produit attendu.

1H-NMR (400 MHz, DMF-d5) : le CH, en alpha de I'alcyne vrai sort sous forme d’un doublet a 4.23 ppm

Masse : ESI(+), m/z = 2403 [M+Na]*, m/ z= 2419 [M+K]*, m/z = 1191 [M+2H]*, m/z = 1213 [M+2Na]%,
m/z = 1221 [M+K+Na]**
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Amphiphile DA-PEG;q00-Biotine (IV-5)

Les produits IV-4 (50 mg, 0.021 mmol, 1 équiv.), IV-3 (7.9 mg, 0.025 mmol, 1.2 équiv.), le ligand 1 (1
mg, 2.1.10° mmol, 0.1 équiv.) et de I'ascorbate de sodium (4.2 mg, 0.021 mmol, 1 équiv.) sont
introduits dans un ballon poire de 5 mL. De I'eau dégazée (65 pL) et du tBuOH dégazé (275 uL) sont
ajoutés, le tout est solubilisé au bras a ultrasons. Une solution de triéthanolamine dans de |'eau
dégazée (50 mg/mL, 60 pL, 0.021 mmol, 1 équiv.) est ajoutée puis une solution de sulfate de cuivre
pentahydraté dans de 'eau dégazée (5 mg/mL, 100 pL, 2.1 103 mmol, 0.1 équiv.) est ajoutée. La
réaction est agitée a t.a. sous azote pendant 16 h. Le milieu réactionnel est lavé avec une solution
aqueuse saturée de NH4Cl, extrait au DCM, puis la phase organique est lavée a I'eau et a la saumure.
La phase organique est séchée sur MgSQ,, filtrée et évaporée a sec. Le résidu brut est solubilisé dans
du DCM et purifié par colonne en phase normale au combiflash (colonne de 4 g, 100 % DCM a
DCM/MeOH 9:1, fractions de 4 mL). Un solide (14 mg, 0.005 mmol) est obtenu.

Rendement : 25 %

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 8.04 (s, 1H), 7.96 (t, J = 5.67 Hz, 1H), 6.41 (s, 1H), 6.36 (s, 1H),
4.51 (s, 2H), 4.39 (t, J = 6.22 Hz, 2H), 4.27-4.34 (m,1H), 4.11 (m, 1H), 3.41-3.72 (m, 182H), 3.08 (m,
1H), 2.82 (dd, J=5.12,J=12.26 Hz, 1H), 2.57-2.63 (m, 1H), 2.27 (t, /= 6.9 Hz, 4H), 2.02 (t, J = 7.50 Hz,
2H), 1.13-1.51 (m, 40H), 0.80—-0.88 (m, 3H), il manque le signal du CH; en alpha de I'amide, il est peut-
étre sous le signal de I'eau.

Masse (MeOH): ESI(+), m/z = 1347 [M+2H]%*, ESI(+), m/z = 1391 [M+2Na]%*, ESI(+), m/z = 906
[M+Na+2H]?**
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3-(2-(2-ethoxyethoxy)ethoxy)prop-1-yne (IV-6)
/\O/\/O\/\O\

A une solution de NaH 60 % dans I’huile (320 mg, 8 mmol, 2 équiv.) dans du THF (11 mL) refroidie dans
un bain de glace est ajoutée une solution de di(ethylene glycol) ethyl ether (0.540 mL, 4 mmol, 1
équiv.) dans le THF (8 mL). Le milieu réactionnel est agité pendant 15 min et du bromure de propargyle
(80 % dans le toluéne, 0.5 mL, 4.4 mmol, 1.1 équiv.) est ajouté au-dessus du bain de glace. Le milieu
réactionnel est ensuite agité a t.a. sous azote pendant 18 h. Le milieu réactionnel est neutralisé avec
de I'’eau au-dessus d’un bain de glace. Le THF est évaporé, le résidu est extrait au DCM, lavé a I'eau et
a la saumure. La phase organique est séchée sur MgSQ,, filtrée et évaporée. Le résidu liquide brut
obtenu (795 mg) est solubilisé dans un mélange DCM/EtOAc/MeOH et est pré-absorbé sur silice et
purifié sur colonne de silice (hexane 100 % -> hexane/EtOAc 50:50). Un liquide jaune (556 mg, 3.2
mmol) est obtenu.

Rendement : 81 %

1H-NMR (400 MHz, CDCl3) & (ppm) 4.16 - 4.22 (m, 2H), 3.62 - 3.74 (m, 6H), 3.56 - 3.62 (m, 2H), 3.52 (q,
J=7.30Hz, 2H), 2.38 - 2.44 (m, 1H), 1.20(t, J = 6.77 Hz, 3H) en adéquation avec le produit souhaité.
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N-(2-(4-((2-(2-ethoxyethoxy)ethoxy)methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)ethyl)-5-((3a$,4S,6aR)-2-
oxohexahydro-1H-thieno[3,4-d]imidazol-4-yl)pentanamide (1V-7)

\/OV\O/\/O\/&\

Les produits IV-6 (14 mg, 0.04 mmol, 1 équiv.), IV-3 (15 mg, 0.048 mmol, 1.2 équiv.), le ligand 1 (2 mg,
4103 mmol, 0.1 équiv.) et de I'ascorbate de sodium (8 mg, 0.04 mmol, 1 équiv.) sont introduits dans
un ballon de 5 mL. De I'eau dégazée (180 uL) et du tBuOH dégazé (500 pL) sont ajoutés, le tout est
solubilisé au bain a ultrasons. Une solution de triethanolamine dans de I'eau dégazée (50 mg/mL, 120
uL, 0.04 mmol, 1 équiv.) est ajoutée puis une solution de sulfate de cuivre pentahydraté dans de I'eau
dégazée (5 mg/mL, 200 L, 4 103 mmol, 0.1 équiv.) est ajoutée. Le milieu réactionnel devient jaune. La
réaction est agitée a t.a. sous N, pendant 19 h. Le milieu réactionnel est évaporé a sec. Le résidu brut
est solubilisé dans du DCM et du MeOH et est pré-absorbé sur silice et purifié par colonne (DCM 100
% -> DCM/MeOH 9:1). Un solide blanc (11.3 mg, 0.02 mmol) est obtenu.

Rendement : 49 %

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 8.04 (s, 1H), 7.92-8.01 (m, 1H), 6.42 (s, 1H), 6.36 (s, 1H), 4.52 (s,
2H), 4.40 (t, J = 6.22 Hz, 2H), 4.27-4.34 (m, 1H), 4.13 (m, 1H), 3.36-3.60 (m, 12H), 3.09 (m, 1H), 2.82
(dd, J=5.03, 12.35 Hz, 1H), 2.59 (m, 1H), 2.03 (t, / =7.32 Hz, 2H), 1.19-1.51 (m, 6H), 1.09 (t, J = 7.04 Hz,
3H) en adéquation avec le produit attendu.

Masse (MeOH) : ESI(+), m/z = 485.3 [M+H]*, ESI(-), m/z = 483.5 [M-H]
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Epipodophyllotoxine a chaine grasse (IV-8)

Sous azote, de la triphénylphosphine (393 mg, 1.5 mmol, 1.2 équiv.), du 1-octadecanol (405 mg, 1.5
mmol, 1.2 équiv.) et du DIAD (295 pL, 1.5 mmol, 1.2 équiv.) sont ajoutés a une suspension de 4’-DMEP
(500 mg, 1.25 mmol, 1 équiv.) dans du DCM anhydre (5 mL). Le milieu réactionnel est agité a t.a sous
azote pendant 3.5 h. HCI 0.1 M (3 mL) est ajouté au milieu réactionnel qui est extrait avec Et,0 trois
fois. Les phases organiques sont rassemblées et lavées a la saumure, séchées sur MgSQ0,, filtrées et
évaporées a sec. Le résidu brut est solubilisé dans un mélange Et,0O/cyclohexane 1:1 et purifié sur
colonne de silice (Et0/cyclohexane 1:1 -> Et,0/cyclohexane 7:3). Un solide (255 mg, 0.39 mmol) est
obtenu.

Rendement : 31 %

'H-NMR (400 MHz, CDCl5) & (ppm) 6.87 (s, 1H), 6.56 (s, 1H), 6.27 (s, 2H), 6.00 (d, J = 1.28 Hz, 1H), 5.97
(d, J=1.28 Hz, 1H), 4.87 (t, J = 3.75 Hz, 1H), 4.61 (d, J = 5.12 Hz, 1H), 4.34—4.40 (m, 2H), 3.90 (t, J = 6.95
Hz, 2H), 3.72 (s, 6H), 3.27 (dd, J = 5.12, 14.09 Hz, 1H), 2.78-2.90 (m, 1H), 1.66-1.77 (m, 3H), 1.36-1.46
(m, 3H), 1.16-1.35 (m, 29H), 0.83-0.91 (m, 3H) en adéquation avec le produit attendu.

13C-NMR (100 MHz, CDCls) & (ppm) 175.0, 152.8, 148.5, 147.5, 136.8, 134.7, 132.1, 110.6, 108.9, 108.5,
101.6, 73.5, 67.6, 66.8, 56.4, 43.9, 40.5, 38.2, 31.9, 30.1, 29.7, 29.7, 29.5, 29.4, 25.8, 22.7, 14.1

Masse (MeOH) : ESI(+), m/z = 675.8 [M+Na]*, ESI(-), m/z = 651.7 [M-H]

189



Partie expérimentale

Dérivé a chaine grasse du chlorambucil (1V-9)

oI

Cl

Du DCC (151 mg, 0.73 mmol, 1.1 équiv.) est ajoutée a une solution d’alcool stéarylique (178 mg, 0.66
mmol, 1.1 équiv.), de chlorambucil (200 mg, 0.66 mmol, 1 équiv.) et de DMAP (8 mg, 0.066 mmol, 0.1
équiv.) dans du DCM (4 mL) a 0 °C. La réaction est agitée a 0 °C pendant 30 min puis a t.a. sous azote
pendant 24 h. Le milieu réactionnel est filtré sur fritté de porosité 4 pour éliminer la dicyclohexyl urée
formée. Le filtrat est lavé avec HCI 0.5 M deux fois puis a I'’eau puis avec NaHCOs puis a la saumure. La
phase organique est séchée sur MgSO,, filtrée et évaporée a sec. Le résidu brut est solubilisé dans du
DCM et est purifié sur colonne de silice (DCM 100 %). Un solide blanc (285 mg, 0.57 mmol) est obtenu.

Rendement : 78 %

1H-NMR (400 MHz, CDCl3) & (ppm) 6.98-7.15 (m, 2H), 6.53—6.70 (m, 2H), 4.05 (t, J = 6.77 Hz, 2H), 3.66—
3.73 (m, 4H), 3.58-3.66 (m, 4H), 2.51-2.59 (m, 2H), 2.31 (t, J = 7.50 Hz, 2H), 1.85-1.95 (m, 2H), 1.57—
1.66 (m, 2H), 1.18-1.39 (m, 30H), 0.84—0.91 (m, 3H) en accord avec le produit attendu.

Masse (DCM/MeOH) : ESI(+), m/z = 556.7 [M+H]*, m/z = 578.7 [M+Na]*
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Il. Préparation des micelles

Procédure de formation des micelles PDA-PEG;q00-alcyne/OMe (10:90 ; 25:75 ; 50:50 ; 0:100)

Un mélange d’amphiphiles IV-4 et DA-PEG,000-OMe dans les proportions molaires souhaitées est mis
en solution dans de I'eau déminéralisée de sorte a avoir une concentration totale en amphiphiles de
10 mg/mL. La solution est soniquée pendant 30 minutes au bras a ultrasons puis irradiées sous UV a
254 nm pendant 6 h. Le volume de la solution est ajusté au volume initial puis elle est filtrée sur
membrane Nylon 0.2 um. Les tailles des micelles sont mesurées par DLS. Elles ont chacune un diameétre
centré sur 9.5 nm en volume.

Procédure de fonctionnalisation des micelles avec de la biotine

1.3 équivalents de IV-3, 0.2 équivalents de ligand (BimC4A)3 et 3 équivalents de Na-ascorbate sont
introduits dans un ballon de 5 mL. 1.5 mL (1 équivalent d’alcyne) de micelles (a 10 mg/L) sont ajoutés,
la solution est soniquée pour solubiliser la biotine-Ns, la solution est dégazée. 1 équivalent de
triéthanolamine sont ajoutés a partir d’'une solution de triéthanolamine dans de I'eau dégazée (5
mg/mL). 0.1 équivalents de CuSQ,, 5 H,0 prélevés a partir d’une solution de CuSQO4, 5 H,0 dans de I'eau
dégazée (1 mg/ mL) sont ajoutés a la solution. Le milieu réactionnel est agité a t.a. sous azote pendant
16 h. 10 équiv. d’"HEDTA sous forme d’une solution aqueuse a 0.05 M sont ajoutés et le milieu
réactionnel est agité a t.a. pendant 24 h. Le milieu réactionnel est ensuite purifié sur colonne
d’exclusion stérique de type NAP-25 de GE-Healthcare. La concentration en micelles est recalculée a
partir du facteur de dilution issu de cette purification. Nous vérifions par LCMS I'absence de biotine
libre et nous vérifions par RMN du proton dans le DMF-d; que tous les alcynes ont été fonctionnalisés
avec de la biotine. La taille des micelles est mesurée par DLS (Tableau 10).

Tableau 10 : Diamétre des différents lots de micelles

Type de micelles Diamétre (en volume) (nm)
PDA-PEG:q00-biotine/OMe 10:90 6
PDA-PEG;q00-biotine/OMe 25:75 6
PDA-PEG:q00-biotine/OMe 50:50 7

Encapsulation du tamoxiféne

A une solution de 5 mg/mL de micelles (100 % PDA-PEG,000-OMe ou PDA-PEG,g00-Biotine/OMe 25:75)
est ajouté 10 % en volume d’une solution de tamoxifene dans le chloroforme dont la quantité en
tamoxifene correspond a 5 % en masse de la quantité de micelles. Le mélange est traité au bras a
ultrasons trois fois 10 minutes, filtré sur membrane PVDF 0.22 uM. La quantité de tamoxifene
encapsulé est dosée par LC-MS aprés avoir prélevé 10 L de la solution de micelles et I'avoir diluée
avec 90 uL de MeOH et est de 5 %. Les micelles obtenues ont un diametre centré sur 13 nm selon la
DLS.

Fonctionnalisation des micelles avec I’oligonucléotide Spacer G

Le méme protocole que celui de la fonctionnalisation des micelles avec la biotine est suivi avec pour
différence que seuls 0.2 équivalents d’oligonucléotide pour 1 équivalent d’alcyne sont introduits dans
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unvolume de 0.1 mL (micelles a 10 mg/mL). La réaction est faite dans de I’eau sans DNases tout comme
la préparation des micelles. La purification est réalisée sur NAP-5. Nous avons vérifié que
I'oligonucléotide a bien été greffé sur les micelles par électrophorése par I'équipe du Dr. Frédéric
Ducongé (électrophoreése sur gel d’agarose, 1 % agar). Le diamétre des micelles est centré sur 13 nm
en volume d’apres les mesures DLS.

Procédure d’encapsulation du DiO dans les micelles

A une solution de micelles est ajouté une solution de DiO dans I'EtOH a 5 mg/mL (le volume ajouté est
calculé de sorte a ajouter 1 % de DiO en masse par rapport a la masse de micelles dans la solution). La
solution est mise au bras a ultrasons trois fois 10 minutes puis filtrée sur filtre Nylon 0.2 um. Les tailles
des micelles sont mesurées par DLS et consignées dans le Tableau 11.

Tableau 11 : Tailles des micelles (mesures DLS)

Type de micelles chargee-s a 1 % en masse avec Diamétre (en volume) (nm)
du DiO
PDA-PEG2000-OMe 12
PDA-PEGzooo-biOtine/OMe 50:50 12
PDA-PEG;q00-biotine/OMe 25:75 11
PDA-PEGzooo-biOtine/OMe 10:90 9.5
PDA-PEG;o00-oligonucléotide/alcyne/OMe 14

Hybridation de I’aptameére sur les micelles fonctionnalisées avec I'oligonucléotide

Ces expériences sont réalisées par I'équipe du Dr. Frédéric Ducongé. L'hybridation est réalisée dans
une solution de Tris-EDTA 1x et MgCl, (respectivement, 1x et 6 mM final), le programme d'hybridation
est : 60 °C pendant 10 min et puis -1 °C/sec jusqu'a 25 °C. Le succés de I'hybridation est vérifié par
électrophorese sur gel d’agarose.
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1. Tests biologiques

Culture cellulaire MCF-7

Les cellules MCF-7 sont cultivées dans du RPMI complété (RPMI + 10 % SVF + 1 % PS) dans des flasques
adhérentes. Pour récupérer les cellules, le milieu est aspiré, la flasque est lavée avec du PBS, de la
trypsine est ajoutée, la flasque est mise 5 min a l'incubateur. Du milieu de culture est utilisé pour
transférer dans un tube Falcon. Centrifugation a 1250 tours/min pendant 7 min. Le surnageant est
aspiré et le culot est repris dans du milieu de culture.

Test MTT sur la lignée de cellules MCF-7

Des plaques de 96 puits sont préparées avec 5000 cellules/puits contenues dans 50 pL de milieu de
culture et mises a incuber a 37 °C pendant 24 h. 50 uL de composés dilués dans PBS + Ca + Mg sont
ajoutés, et mis a incuber a 37 °C pendant une nuit. Le milieu est aspiré, 100 puL de MTT a 0,5 mg/mL
(dilution d’une solution a 5 mg/mL dans PBS+Ca+Mg dans le milieu de culture) sont ajouté et mis a
incuber a 37 °C pendant 4 h. Le milieu est aspiré, 50 uL de DMSO sont ajoutés et incubation pendant
10 min a 37 °C. Lecture de 'absorbance a 560 nm. Les solutions méres des composés a tester son
préparées dans le DMSO et sont diluées dans le PBS + Ca + Mg de maniere a avoir 1 % en DMSO dans
la solution finale.

Protocole internalisation cellulaire micelles : ces expériences sont réalisées par
Nam NGUYEN QUANG (équipe du Dr. Frédéric Ducongé)

Micelles biotinylées :
Matériel :

- 6 plagues de 12 puits, culture cellulaire de MCF-7 pendant 3 jours, Vf = 500 puL de RPMI
complété SVFi 10 % et Antibiotiques 1 % ; les cellules étaient a 80 % de confluence

- 900 pg de chagque micelles dans un Vf de 9 mL de DPBS Mg?*/Ca%

- Trypsine-EDTA 1 x

Protocole :

Le milieu des puits est aspiré. Lavage de 1mL avec du DPBS -/-. 500 uL de solution de micelles sont
ajoutés dans chaque puits (100 pg/mL). Chaque plaque correspond a un temps d'incubation (30, 60,
90, 120, 180, 240 min) a 37 °C. Le milieu d'incubation est ensuite aspiré. 2 lavages de 1 mL sont réalisés
avec du DPBS -/-. 100 pL de trypsine sont ajoutés dans chaque puits. Incubation 3 min a 37 °C. 300 uL
de DPBS -/- complémenté avec du SVFi 10 % sont ajoutés pour inactiver la trypsine. Aspiration-
refoulement pour décoller les cellules. Elles sont collectées dans des tubes eppendorfs, posés dans un
bac a glace puis passées au cytometre

Internalisation cellulaire aprés 90 min d’incubation et expérience de compétition avec de la biotine

Matériel :

- 3 plaques de 12 puits, culture cellulaire de MCF-7 pendant 3 jours, Vf =500 uL de RPMI
complété SVFi 10 % et Antibiotiques 1 % ; les cellules étaient a 100 % de confluence
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- solution DPBS Mg?*/Ca?" et biotine 2 mM pH 7,36

- 150 pg de chaque micelles dans un Vf de 1,5 mL du DPBS Mg**/Ca?

- 150 pg de chaque micelles dans un Vf de 1,5 mL de solution de biotine a 2 mM
Protocole :

Pour la plaque « pré incubation avec de la biotine »
- le milieu des puits de la plaque "pré incubation" est aspiré. Lavage de 1 mL avec du DPBS -/-
- 500 pL de solution de biotine sont ajoutés a chaque puits de la plaque "préincubation"
- incubation de la biotine 1 ha 37 °C
- le milieu des puits est aspiré
- 500 pL de solution de micelles avec biotine sont ajoutés dans chaque puits (100 pug/mL)
- Incubation 90 min a 37 °C
- Le milieu d'incubation est ensuite aspiré. 2 lavages de 1 mL sont réalisés avec du DPBS -/-
- 100 pL de trypsine sont ajoutés dans chaque puits. Incubation 3 mina 37 °C

- 100 uL de DPBS -/- complémenté avec du SVFi 10 % sont ajoutés pour inactiver la trypsine
- aspiration-refoulement pour décoller les cellules. Elles sont collectées dans des tubes
eppendorfs, posés dans un bac a glace.

- passage au cytométre

Pour la plaque sans pré incubation
- le milieu des puits est aspiré. Lavage de 1 mL avec du DPBS -/-
- 500 uL de solution de micelles sans biotine est ajouté dans chaque puits (100 ug/mL)
- Incubation 90 min a 37 °C
- Le milieu d'incubation est ensuite aspiré. 2 lavages de 1 mL sont réalisés avec du DPBS -/-
- 100 L de trypsine sont ajoutés dans chaque puits. Incubation 3 mina 37 °C
- 100 uL de DPBS -/- complémenté avec du SVFi 10 % sont ajoutés pour inactiver la trypsine
- aspiration-refoulement pour décoller les cellules. Elles sont collectées dans des tubes
eppendorfs, posés dans un bac a glace.
- passage au cytomeétre

Pour la plaque témoin
- le milieu des puits est aspiré. Lavage de 1 mL avec du DPBS -/-
- 3 puits incubés avec 500 pL de DPBS Mg?*/Ca?* pendant 90 min
- 3 puits incubés avec 500puL de solution biotine 2 mM pendant 60 + 90 min
- Le milieu d'incubation est ensuite aspiré. 2 lavages de 1 mL sont réalisés avec du DPBS -/-
- 100 pL de trypsine sont ajoutés dans chaque puits. Incubation 3 mina 37 °C
- 100 uL de DPBS -/- complémenté avec du SVFi 10 % sont ajoutés pour inactiver la trypsine
- aspiration-refoulement pour décoller les cellules. Elles sont collectées dans des tubes
eppendorfs, posés dans un bac a glace.
- passage au cytomeétre
- Trypsine-EDTA 1 X
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Micelles fonctionnalisées avec un aptamere :

Internalisation cellulaire aprés 30 min d’incubation des micelles fonctionnalisées avec I'aptameére
ACEAG

Tableau 12 : Internalisation cellulaire des micelles fonctionnalisées avec I'aptamére ACEA4G :

Micelles PDA-
Echantillon ACE4G ACEASCIG _Micelles PEGa000
oligonucléotide alcyne/OMe
50:50
[aptameére]voulve
ou [micelles]voulue 10 nM 10 nM 25 pg/mL 25 pg/mL
pour les controles
Vmicelles (IJ-L)
[micelles
oligonucléotide] =
1 mg/mL et [PDA- / / 12,5 2,5
PEG2000-
alcyne/OMe
50/50] =5 mg/mL
Vmélange aptamere-
micelles
[aptaméreliotale = 21,2 21,2 / /
0,236 uM
Vorss Mg*'/Ca’™ 373,8 373,8 382,5 392,5
(L)
VtRNA (IJ.L) 5 5 5 5
Vi (uL) 400 400 400 400

Cellules utilisées : MCF-7. Taille de la flask : 150 cm?

Enlever le surnageant de la flask. Laver avec 5 mL de DPBS--/--. Ajouter 1 mL de Verséne. 5 min incubation
a 37 °C puis aspiration refoulement pour détacher les cellules. transvaser dans Falcon 50 avec 5 mL de
milieu complet (RPMI). Centrifugation swing out 1000 rpm (maximum 200-300 g) 5 min a 4 °C. Enlever le
surnageant. Ajouter 500 puL de DPBS Mg**/Ca?*. Prendre un échantillon de 50 pL de cellules, ajouter 50uL
de DPBS et compter les cellules au FACS.

Ajouter les cellules dans les tubes de mixture préparés plus haut (Tableau 12). Incubation des cellules 30
min a 37 °C. Ajouter 5mL de DPBS Mg?**/Ca?". Centrifugation swing out 1000 rpm (maximum 200-300 g) 5
min & 4 °C. Enlever le surnageant. Ajouter 5mL DPBS Mg?*/Ca?*. Centrifugation swing out 1000 rpm
(maximum 200-300 g) 5 min & 4 °C. Compléter a 200uL avec du DPBS Mg?*/Ca?*. Aspirer/refouler. Analyse
FACS (cytometre accuri C6). Garder les échantillons dans la glace pendant I'analyse.
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Chapitre 5 : Les micelles comme outils de diagnostic par IRM
. Synthése

N-(2-aminoethyl)pentacosa-10,12-diynamide (V-1)

O

/\/NHZ
= "N
=
1

Du 1-(10,12-Pentacosadiynoyloxy)-2,5-pyrrolidinedione (500 mg, 1.06 mmol, 1 équiv.) est dissous dans
du DCM anhydre (6 mL). De I’éthylénediamine (0,7 mL, 10.6 mmol, 10 équiv.) est ajoutée rapidement
et le milieu réactionnel est agité a t.a. sous Ny, a I'abri de la lumiére pendant 6 h. Le milieu réactionnel
est lavé a I'eau et a la saumure. La phase organique est séchée sur MgSQ,, filtrée et évaporée a sec.
Un solide blanc (417 mg, 1.06 mmol) est obtenu.

Rendement : 100 %

H-NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm) 5.90 (br. s., 1H), 3.30 (q, J = 5.73 Hz, 2H), 2.83 (t, J = 5.85 Hz, 2H),
2.24 (t,J = 6.95 Hz, 4H), 2.15-2.21 (m, 2H), 1.14-1.70 (m, 32H), 0.80-0.93 (m, 3H)

Masse (MeOH) : ESI(+), m/z = 417.6 [M+H]*
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tri-tert-butyl 2,2',2"-(10-(2-ox0-2-((2-(pentacosa-10,12-diynamido)ethyl)amino)ethyl)-1,4,7,10-
tetraazacyclododecane-1,4,7-triyl)triacetate (V-2)

O
OtBng
(0]
H //\
~_N N
=7 7 ” \ﬂ/\ N \> OtBu
N\JN \/&O

o
OtBu

Du DOTA-tris-tBu-ester (100 mg, 0.17 mmol, 1 équiv.), V-1 (71 mg, 0.17 mmol, 1 équiv.), de I'EDC,HCI
(3 mg, 0.19 mmol, 1.1 équiv.) et de 'HOBt (35 mg, 0.26 mmol, 1.5 équiv.) sont mis en solution dans du
DCM (2 mL). De la TEA (23 uL, 0.17 mmol, 1 équiv.) est ajoutée. Le milieu réactionnel est agité a t.a.
sous azote pendant 15 h. Le milieu réactionnel est évaporé a sec. Le résidu est repris dans du DCM,
lavé a I'eau et a la saumure. La phase organique est séchée sur MgSQ,, filtrée et évaporée a sec. Le
résidu brut est solubilisé dans du DCM et purifié sur colonne de silice (DCM 100 % -> DCM/MeOH 9:1).
Un solide blanc pateux (100 mg, 0.10 mmol) est obtenu.

Rendement : 61 %

1H-NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm) 9.15 (br. s., 1H), 8.43 (br. s., 1H), 3.36-3.50 (br. s., 9H), 2.29-2.40
(m, 4H), 2.15-2.29 (m, 6H), 1.41-1.55 (m, 29H), 1.25-1.33 (s, 26H), 0.84—-0.92 (m, 3H) tous les signaux
ne sont pas visibles, présence de signaux larges a cause des amines

Masse (MeOH) : ESI(+), m/z = 994 [M+Nal*, ESI(-), m/z = 970 [M-H], ESI(-), m/z = 1005 [M+CI]
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DA-DOTA (V-3)

O
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Le produit V-2 (96 mg, 0.10 mmol) est solubilisé dans du DCM (4 mL) et du TFA (2 mL) est ajouté. Le
milieu réactionnel est agité a t.a. sous azote pendant 10 h. Le milieu réactionnel est évaporé a sec, le
résidu est repris dans de l'acétone, et évaporé. Cela est répété trois fois puis le résidu est repris dans
le DCM et évaporé a sec. Une d’huile/cire (93 mg, 0.10 mmol) est obtenue. Le produit est obtenu sous
forme de sels de TFA.

Rendement : quantitatif

1H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) & (ppm) 8.61 (br. s., 1H), 7.90 (t, J = 5.21 Hz, 1H), 4.10 (br. s., 2H), 3.87
(br.s., 2H), 3.48-3.08 (br.'s, 23H ), 2.76 (d, J = 4.21 Hz, 2H), 2.27 (t, J = 6.86 Hz, 4H), 2.06 (t, J = 7.50 Hz,
2H), 1.37-1.56 (m, 6H), 1.21-1.37 (m, 28H), 0.77-0.90 (m, 3H) en adéquation avec le produit attendu

Masse (MeOH) : ESI(+), m/z= 804 [M+H]*, m/z= 825 [M+Nal*, ESI(-), m/z= 802 [M-H]
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DA-DOTA-Gd (V-4)
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A V-3 (0.21 mmol, 1 équiv.) dans de I'eau déminéralisée (2 mL) (le pH est ajusté & 5.5 avec des solutions
aqueuses de KOH 0.1 M et HCl dilué) est ajouté du Gadolinium (lll) chloride hydrate (35 mg, 0.10 mmol,
0.5 équiv.), le pH est ajusté a 5.5 avec KOH 0.1 M. Le milieu réactionnel est chauffé a 60 °C pendant
17 h. L’'eau est évaporée. La moitié du résidu brut est purifiée par LCMS préparative sur une Colonne
Waters XSelect Fluorophényl 150 x 19 mm en 5 microns (élution : H,O/ACN 95:5 -> ACN 100 %). Un
solide blanc (25 mg, 0.05 mmol) est obtenu.

Rendement : 25 %

Masse (eau) : ESI(+), m/z = 958.6 [M+H]*, ESI(-), m/z = 956.3 [M-H]

199



Partie expérimentale

Poly(ethylene glycol) methyl ether mesylate (masse moyenne 2000 g/mol) (V-5)

/O\/%\Oﬁ\/OMs
44

Du PEG2000 monomethylether (2 g, 1 mmol, 1 équiv.) est solubilisé dans du DCM anhydre (20 mL). De
laTEA (0.670 mL, 5 mmol, 5 équiv.) est ajoutée et du chlorure de mésyle (600 mg, 5.3 mmol, 5.3 équiv.)
de. Le milieu réactionnel est agité a t.a. sous azote pendant 48 h. Le milieu réactionnel est lavé avec
une solution aqueuse de HCl 1 M trois fois puis avec de la saumure. La phase organique est évaporée
a sec, reprise dans un minimum de DCM et de I'éther froid est ajouté. Le produit est récupéré par
précipitation. Un solide (1.8 g, 0.9 mmol) est obtenu.

Rendement : 90 %

1H-NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm) 4.34-4.41 (m, 2H), 3.46-3.87 (m, 178H), 3.38 (s, 3H), 3.08 (s, 3H)
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Amphiphile Cis-perfluoré-PEG2o00 (V-6)

R F
ove\o/t/o%(zsca

Du perfluoro-1-tetradecanol (1 g, 1.4 mmol, 4.2 équiv.) est séché sous rampe a vide et solubilisé dans
du THF anhydre (5 mL). Du NaH 60 % dans I’huile (40 mg, 1.4 mmol, 4.2 équiv.) est lavé trois fois au
pentane et séché. La solution de perfluoro-1-tetradecanol dans le THF est ajoutée, le milieu réactionnel
est agité a 70 °C pendant 30 minutes. V-5 (700 mg, 0.33 mmol, 1 équiv.) dans du THF anhydre (5 mL)
est ajouté et le milieu réactionnel est agité a 70 °C sous azote pendant 48 h.

Le THF est évaporé, le résidu est repris dans du DCM, filtré sur célite. Le filtrat est évaporé, puis le
résidu est repris dans un minimum de DCM et est précipité dans de I'éther froid. De la poudre blanche
(450 mg, 0.7 mmol) est récupérée.

Rendement : 50 %

®F-NMR (D,0) & (ppm) —83.13,-123.03
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Il. Préparation des micelles

Assemblage des micelles a partir de 'amphiphile DA-DOTA

30 mg de V-3 sont solubilisés dans 3 mL d’eau déminéralisée. La solution est soniquée au bras a
ultrasons pendant 10 min puis mise sous a UV 254nm pendant 6 h. La solution est ensuite filtrée sur
filtre Nylon 0.2 um. Le diamétre mesuré par DLS est centré sur 7 nm en volume.

Protocole de détermination de la présence de Gd non chélaté avec I’Arsenazo Il

Prélever 5 pL du milieu a doser et y ajouter 20 pL d’une solution d’Arsenazo Ill a8 6 10* M dans du
tampon acétate. Si la solution devient verte c’est qu’il y a du Gd libre.

Assemblage des micelles a partir de ’amphiphile DA-DOTA-Gd

10 mg de V-4 sont solubilisés dans 1 mL d’eau déminéralisée. La solution est soniquée 10 min au bras
a ultrasons puis irradiée sous UV a 254 nm pendant 6 h. Elle est ensuite filtrée sur filtre Nylon 0.2 um.
Un dosage avec l'indicateur coloré Arsenazo Il montre qu’il n’y a pas de Gd libre. Le Gd est dosé par
ICP-MS. 7.9 mM de Gd sont dans la solution. Le diamétre des micelles est de 7 nm en volume selon les
mesures DLS.

Chélation du Gd sur les micelles PDA-DOTA

A 2 mL (0.025 mmol, 1 équiv.) de micelles PDA-DOTA a 10 mg/mL (le pH est ajusté a 5,5 avec des
solutions aqueuses de KOH a 0.1 M et de HCI dilué) sont ajoutés 25 pL (0.005 mmol, 0.2 équiv.) d’'une
solution de Gadolinium (lll) chloride hydrate (7 mg) dans de I’eau (100 pL), une vérification avec de
I’Arsenazo lll est réalisée a chaque ajout pour voir s’il y a du Gd non chélaté. Le milieu réactionnel est
chauffé a 60 °C pendant 1 h jusqu’a disparition du Gd libre. 25 pL (0,005 mmol, 0,2 équiv.) de la solution
de Gd sont ajoutés, le pH est ajusté a 5.5 avec KOH 0.1 M. Le milieu réactionnel est chauffé a 60 °C
pendant 1 h. 25 pL (0.005 mmol, 0.2 équiv.) de la solution de Gd sont ajoutés, le pH est ajusté a 5.5
avec KOH 0.1 M. Le milieu réactionnel est chauffé a 60 °C pendant 12 h. Le milieu réactionnel est
refroidi a t.a. Les 2.8 mL de milieu réactionnel sont ajoutés a 60 mg de Chelex-100. La solution est
agitée at.a. pendant 2 h. La solution est filtrée sur filtre Nylon 0.2 um. Le dosage a I’Arsenazo Ill montre
gu’il n’y a pas de Gd libre. La concentration en micelles finale est de 7 mg/mL, leur diamétre est centré
sur 11 nm en volume et la concentration en Gd est de 3.5 mM. La concentration en Gd est mesurée
par ICP-MS.

202



Partie expérimentale

Dosage du Gd par ICP-MS

50 pL de la solution a doser sont ajoutés a 1 mL de HNOs. Aprés une nuit, le volume est complété a 5
mL avec de I'’eau et I’échantillon est dosé.

Assemblage des micelles fluorées et chargement avec du Perfecta

Une solution a 10 mg/mL d’amphiphiles fluorées est traitée au bras a ultrasons pendant 10 minutes
puis filtrée sur filtre Nylon 0.2 pm. Elles ont un diameétre de 14.7 nm. A 1 mL de cette solution sont
ajoutés 10 mg de Perfecta sous forme de solide, I'encapsulation est réalisée par traitement pendant
10 minutes au bras a ultrasons. La solution est filtrée sur filtre Nylon 0.2 um. Les micelles obtenues ont
une taille de 21.5 nm. Une RMN du fluor montre que tout le Perfecta a été encapsulé dans les micelles.

Détermination de la CMC des micelles fluorées par mesure de la tension de surface

La tension de surface de solutions de micelles fluorées a différentes concentrations est mesurée
(Tableau 13). Les courbes de la tension de surface en fonction de la concentration en micelles sont
tracées (Figure 72). La CMC correspond a l'intersection entre les deux droites. Elle est de 58 mg/L.

Tableau 13 : Tension de surface des différentes solutions de micelles fluorées

[micelles] . Moyenne
(mg/mL) tension de surface (mN/m) (mN/m)
1 45,5 45.6 45.7 45.6
0.5 46.2 46.2 46.3 46.2
0.125 48.2 48.3 48.4 48.3
0.063 47.7 47.9 47.8 47.8
0.0313 52.1 52 52 52.0
0.0156 55.9 55.7 55.8 55.8
0.0078 59.2 59.1 59 59.1
65

§ 60

[ E y =-193,92x + 59,389

=~ 2 _

g 55 R*=0,9457

3

250 y =-2,9874x + 48,329

e

8 45 \

40 T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

[micelles] (mg/mL)

Figure 75 : Détermination de la CMC des micelles fluorées
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Résumé: De nombreux traitements anti-
cancéreux ont été découverts au cours des
dernieres années. Cependant, ces derniers sont
souvent responsables d'effets secondaires du
fait de leur manque de spécificité.

Le but de cette étude est de développer des
formulations nanométriques de micelles pour
améliorer le ciblage des cellules malades par
ciblage passif et/ou actif. Les micelles peuvent
étre utilisées en tant que transporteurs de
médicaments afin de les amener aux cellules
cibles sans atteindre les organes sains.

Des micelles polymérisées ont été développées
pour cibler de maniére passive les tissus
tumoraux.

Des micelles sensibles a certains stimuli comme
la lumiére ou le pH ont également été
préparées pour assurer une libération
controlée de principes actifs.

Afin de conférer aux micelles des propriétés de
ciblage actif, elles ont été fonctionnalisées par
des ligands de ciblage. Les ligands présents a la
surface du transporteur permettent un ciblage
actif des cellules qui sur-expriment certains
récepteurs.

Enfin des micelles ont été développées pour
pouvoir les utiliser comme agents de contraste
en IRM.

Title : Design and synthesis of micelles for the diagnosis and therapy of tumors
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Abstract : Many drugs directed against cancer
have been discovered over the past few years.
However, the latter often induce severe side
effects due to their lack of specificity.

The aim of this study is to develop nanometric
micellar formulations in order to improve the
passive and/or active targeting of diseased
cells. The micelles can be used as drug carriers
to deliver drugs without affecting healthy
organs.

Polymerized micelles have been developed in
order to passively target tumor tissues.

Micelles sensitive to some stimuli such as light
or pH have been prepared in order to ensure a
controlled release of active compounds.

In order to achieve active targeting, micelles
were functionnalized with targeting ligands.
These ligands at the carrier’s surface are
responsible for active targeting of cells
overexpressing some receptors.

Some micelles have also been developed in
order to be used as contrast agents in RMI.

Université Paris-Saclay
Espace Technologique / Immeuble Discovery
Route de I'Orme aux Merisiers RD 128 / 91190 Saint-Aubin, France

216



