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Résumé

Afin d’améliorer la sélectivité de la radiothérapie dans le cadre du traitement de certains
cancers, nous proposons |'utilisation de nanoparticules radiosensibilisantes fonctionnalisées
pour le suivi par imagerie médicale. Ces objets dont la composition permet de combiner
imagerie multimodale et activité thérapeutique télécommandée ouvrent la voie vers la
thérapie guidée par imagerie. L'effet radiosensibilisant pourra étre généré au moment le
plus opportun, déterminé a partir des données fournies par I'imagerie. Ce travail de these
consistait a concevoir, synthétiser des nanoparticules d’or recouvertes de ligands
macrocycliques, connus pour leur fort pouvoir complexant d’ions d’intérét pour I'imagerie
(Gd* pour IRM, In®* pour la TEMP et ®*Cu®* pour la TEP). Le potentiel des différentes
nanoparticules, a jouer le réle d’agent de contraste multimodal (IRM, imagerie nucléaire) et

d’agent radiosensibilisant a été évalué.

L'étude de biodistribution par imagerie TEMP/CT chez des souris a montré une libre
circulation des nanoparticules et une élimination rénale avec une présence modérée des
nanoparticules dans le foie qui n’est, cependant, pas due a un phénomene d’opsonisation.
L’étude par IRM du cerveau de rats portant un gliosarcome a indiqué une accumulation
significative des nanoparticules AU@TADOTAGA-Gd*" au sein de la tumeur. Enfin le co-

Scu® (complexées par les ligands

marquage des nanoparticules d’or par Gd* et
macrocycliques) a permis de suivre ces objets, chez le méme animal, aprés injection
intraveineuse, a la fois par TEP et IRM dont la combinaison bien que trés recherchée est
rarement mise en oceuvre. Cette étude a confirmé la libre circulation, I’élimination rénale, la

légere capture hépatique et 'accumulation au sein de la tumeur (carcinome mammaire).

Le caractere radiosensibilisant de la suspension de nanoparticule AU@TADOTAGA a été
confirmé par le suivi de croissance tumorale aprés traitement par irradiation MRT
(microfaisceaux) 15 minutes apres l'injection des nanoparticules par voie intratumorale. Le
gain thérapeutique de la mise en ceuvre de ce traitement a ensuite été validé par une
irradiation MRT 24 heures aprés l'injection intraveineuse des nanoparticules a des rats

portant un gliosarcome (tumeur radiorésitante dans un organe radiosensible).

Ce travail a montré que les nanoparticules d’or recouvertes de ligands macrocycliques de

type DOTA présentent un fort potentiel pour la radiothérapie guidée par imagerie.



Abstract

The original properties of nanoparticles make them extremely attractive in the field of
oncology. In fact, nanoparticles can be designed for combining imaging and therapy with
only one object. Therefore, multifunctional platforms are very promising for image-guided
therapy, which constitutes an important step towards personalization of treatment. This
consists of stimulating the therapeutic activity of the nanoparticles when their accumulation
is high within the tumor zone and low in healthy tissues. A higher selectivity of the treatment
is therefore expected. The aim of this PhD work was to synthesize gold nanoparticles coated
by macrocyclic ligands, known for their high complexing aptitude of ions widely used for
imaging (Gd*" for MRI, !In*" for SPECT and ®*Cu®* for PET). The potential of those

nanoparticles to combining imaging multimodalities and radiosenzitation was evaluated.

Biodistribution study by SPECT/CT has shown free circulation, renal elimination and a
moderate retention by the liver of the nanoparticles. However, this retention is not due to
the opsonisation processus. The MRI study of rats’ brain carrying a gliosarcoma has shown
an accumulation of nanoparticles Au@TADOTAGA—Gd3+ in the tumor. Moreover, the co-
labeling of these nanoparticles by Gd** and ®*Cu®* was successfully performed. As a result,
PET/MRI images, a much researched combination but rarely achieved, were acquired on the
same animal after intravenous injection of the co-labeled nanoparticles. This study has
confirmed the free circulation, renal elimination, low hepatic capture and tumor

accumulation (carcinoma).

The radiosensitizing character of nanoparticles Au@TADOTAGA was confirmed by the follow
up of tumor growth after a treatment by MRT (microbeam irradiation) 15 minutes after
intratumoral injection of nanoparticles. The therapeutic gain of this treatment has been
validated by MRT 24 hours after intravenous injection of nanoparticles to rats carrying

gliosarcoma (radioresistant tumor in radiosensitive organ).

Owing to their composition, these gold nanoparticles coated by macrocyclic ligand (DOTA-

like) exhibit therefore a high potential for image-guided radiotherapy.



Table des matieres

GOSN . ettt b e e e e b e s ehe bbb ee e b s s 12
INtroduction BENEAIAle.......ccccvuiiiineiieiinne s s essss s sassssassasssessasssnessasssassssassasssnssnssss snssssns 16
1. Chapitre 1 : Nanoparticules d’or pour le traitement du cancer.........cccceecverrveeerreerceerseenene 22
000 B [ 4 o o [¥ ot o T o DU PO OO P PSP PO PR TROPPRRP 24
i R W - Ta Lo o I [ A ol U 1= USRI 25
1.2.1. Généralités sur les NaNoPartiCules..........cccoovcviei i 25
1.2.2. Synthese des différents types de nanoparticules.........ccccvevvviieeieiieeeeecieee e 27
1.2.2.1.  Propriétés inédites des nanoparticules d’or .........cccceecveeeeeiiieee e, 27
1.2.2.2.  LeS € NANOSPNEIES M wuveiieiiiiiii ittt ettee ettt e e e e e s bae e s s earn e e e essreeae s 29
1.2.2.3. Les nanoparticules de type coeur-coquille ......coirriniiiiiiieiiei e, 30
1.2.2.4. Les NanOobATONNELS ......ooviiiiiiiiieieeeeeee s 31
1.2.2.5. Les nanostructures de forme compleXe......ccccceeeeiecciiiiieeee e 32

0SS TR 0 o Vol [o - 1T PP 34
13,1, LeS TUMBUIS ciiiiiiii ittt et e e e s s baa e 34
13,10, GENEIalites....ueiiiiiie i 34
1.3.1.2.  Naissance d'UNe TUMEUI .......cccuiiiiiriiiieee e 35
1.3.1.3. Développement : 'angiogeNESE . ...c.cccceiciiiiieiee ettt e e 36
1.3.1.4.  Physiologie des TUMEBUIS......cccciviiieei ettt ee et e e e e eeearrereeeeeeeeeanes 37
1.3.2. Formulation des nanoparticules pour la thérapie........ccccceeeieiccciiiiiee e, 39
1.3.2.1.  Voie d’'adminiStration ..........cceceeiienieriieneceere e 39
1.3.2.2. TOXICHTG .ttt st ettt s e et e it e b e e neeeneas 40
1.3.2.3.  Biodistribution et élimination........c.cccoceeriiriienieieeee e 41

1.4. Les propriétés intrinseques de I'or au service de I'imagerie et de la radiothérapie .... 43



1.4.1. Les particules d’or : agents de contraste pour I'imagerie X ......ccccccvvveeeeciveeeennnen. 43

1.4.2.  Laradiosensibilisation.........ccoocuiiiiiiiiiiii e 45
1.5. Les nanoparticules d’or : agent de contraste radiosensibilisant ............cccccceeennnnnnnn. 47
1.5.1. Principe et propriétés de 'IRM ........ccccueiiiiiiiie et 48
1.5.2.  Principe de I'imagerie NUCIEQAIre .......cccuueviiiiiiie et e 50
1.5.3. Agent de contraste multimodal.......ccccooeumiiiiiiiiii e 52
1.6. Lathérapie gUId@e Par iIMABEII€ ....cuueiiieciiieiecieeee et e s e e e rae e e e saaaea s 53
1.7.  Présentation du travail de theSe .........ccooiiiiiiiiiiiii e 57
Chapitre 2 : Synthése et caractérisation.........cccceveerrervererceennreseensseecseeesseessnneesaeessssessssssssessens 66
2% P [ i o To [ AT o S PRSPPSO OP P PP 67
2.2. Synthése des nanoparticules d’or recouvertes de ligands macrocycliques ................. 69
2.2.1.  Ligands MaACrOCYCIIQUES ......uuuiiieiiei ettt e e e e e e e e e s cerrre e e e e e e s e nnrreaeeeeeeeens 69
2.2.2. Préparation des différentes nanoparticules.........cccccceveeeeeicciiiieeeee e, 71

2.2.2.1. Synthése des nanoparticules Au@DTDOTA, Au@TADOTA et Au@TADOTAGA

71

2.2.2.2. PUFIfICATION...ciiiieiiie e 72
2.2.2.3.  Solution iNJECLADIE ..o 73
2.2.3.  Complexation du gadoliniUm .........oocieiiiieiiee e et e e 73
2.2.4. Radiomarquage des NanoPartiCUlEs ........ccceeeviecciiiiiiei et 74
2.2.4.1. Complexation de I'indium 111 ...ccooiiiriiieeiiiiiiiieeeee e 74
2.2.4.2.  Complexation du CUIVIE B4 .......ccoo ettt e e e 75

P B O =T =] 4 171 o o PR PRUROPRPROTRN 75
2.3.1. Spectrophotomeétrie UV ViSiDle........cccuviiiiieeiie et 76
2.3.2.  Microscope électronique a tranSmMiSSiON..........cccvvvereeieeeieiieiirrereeeeeeeeenrrreeeeeeeeens 76
2.3.3. Mesure du diametre hydrodynamique et du potentiel Zéta.........ccccovcveeeernnneennn. 76



2.3.4. Etude de la complexation de G e 76

2.3.5.  LYOPhiliSAtION ...eeiiiiieeeee e e 77
2,308, AT G ittt et h et et e e sh e e et e e sht e e beeeheeebeenreeereenaeeea 77
2.3.7. Evaluation de stabilité en milieu biologique SIMUlé...........cccceeeriiieiiniiieee e, 77
2.3.8.  Profils NMRD €t relaXiVite.......cccoueiriiiiiiiiiiiieeiieeseee et 78
2.4, RESUILAtS €1 diSCUSSIONS. ..ccueiriiiiiieeiiiete ettt ettt r e s e sneesneeens 79
D TR - 11 11 o F TP PRSP PP PRRPPRROP 95
Chapitre 3 : Nanoparticules pour lI'imagerie médicale.........ccuuevureveirrneecneccsisencecsnneseennns 100
3.1, INEFOAUCTION. ettt 101
3.2. Agent de contraste pour I'imagerie nucléaire TEMP .........ccccoiieiiiiiieeecciieee e 102
3,210 PrOtOCOIE .o et 102

S 3070 0t S Y o1 4= U PP PP PPPPO 102
3.2.1.20 TEMP/CT ettt st sttt b 102
3.2.1.3.  BiodiStribution @X VIVO .....c.ceeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee et 103
3.2.1.4.  ANAIYSE ICP-EQOS.....ccc oottt ettt e et e e e e e e e s taraee e e e e e e s ennnrrneeeas 103
3.2.2.  RESUItats et diSCUSSION .....cciiuiiiiiiiiiiie e 104
3.3, Agentde contraste POUr I'IRM ......ccii i e e e e evrea e e e e 110
3.3, 1. PrOtOCOIE ... 110
303,100 ANIMAUX ettt ettt ettt e h e e et he e e be e bt e e beenneeereas 110
33,12, IRV e e ne s 110
3.3.2.  RESUItats et diSCUSSION .....eiiuiiiiiiiiiiieeeee et 111
3.4. Agent de contraste bimodal TEP/IRM.......cccouuiiieiiiieeeeiieee et eereee e eeeareee e e 115
341, PrOtOCOI@ ..ot 115
3t Y o1 4= U PO PP 115
340,20 TEP/IRM ottt sttt sttt st nb et ae et e et saeenae et 116



I . TR 1V o - 1 Y27 [ S 116

3.4.2.  RESUItats et diSCUSSION .....eeiuiiiiieieetee et 116

TR T = 11 -1 o DO OO SR PSRRI 122
Chapitre 4 : Nanoparticules comme agent radiosensibilisant..........c.cccccevvviviivniinsenseisensennns 126
4.1, INErOQUCTION...coiiiiiiiiie e e 127
4,11, BEUAES IN VITIO weeeieiiieiiiie ettt ettt sttt e st e s e s e e 130
B.1.2. PrOtOCOIE et 130
4.1.3.  REsUltats et diSCUSSION ......eeiiiiiiiiriieie e 131
4.2, EtUde in VIVO PAr IMRT ..ooiiiiiiie ettt et e e st e e et e e e s aba e e s e e araeeeesnnaeeaean 133
4.2.1. Etude de la dégradation des nanoparticules aprés MRT.........cccoccvveeeiiiieeeeennnen. 134
4.2.2.  Injection iNtratuUmOorale........ccociieeieiieee et e e e e enaes 135
4.2.2.1. ProtOCOIE .....eeiiiiiiiiiiecee e 135
4.2.2.2.  REsUItats et diSCUSSION......c.eereiiiiiiriieieeeee e e 137
4.2.3. INJeCtion INTraVEINSEUSE ......cvviviiiiieieieiereeeeereeerererererereeererererererrrerrererrra 142
4.2.3.1. ProtOCOIE ...eeiiiiee e e 142
4.2.3.2.  REésultats et diSCUSSION.....c.cuetiiiiiiiiiiiiiie e 144

A3, BIlAN e sttt e b e he e e b e nae e e reeaee 147
CoNCIUSION GENEIANE.......cciieeiiiiiiceiicccircriresirer e resss e s ss e s s se s s s e s s s s s s s e s s s s sssssssssssssssssssssssssssssssssasnsannnn 150

11



Glossaire

Abréviation

ADN
Au

RGD

Da

DLS
DMEM
DTDTPA
DTPA

DOTA

EDC

Effet EPR

ESRF

Gd

Gy

In
ICP-MS

ICP-OES

Signification

Acide désoxyribonucléique

Or

Pentapeptide cyclique composé du motif « arginine-glycine-acide
aspartique »

Densité

Dalton

Diffusion dynamique de la lumiere

Milieu de culture (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)

Dérivé dithiolé du DTPA

Acide diéthylénetriamine pentaacétique

Acide 2,2',2",2""-(1,4,7,10-tétraazacyclododécane-1,4,7,10-
tétrayl)tetraacétique
N-[3-(diméthylamino)propyl]-N"-éthylcarbodiimide

Effet d’augmentation de la rétention par perméabilité (enhanced
permeability and retention effect)

Installation européenne de rayonnement synchrotron (European
Synchrotron Radiation Facility)

Gadolinium

Gray

Indium

Spectrométrie de masse par torche a plasma

Spectrométrie d’émission atomique par torche a plasma

12



ILS
IRM

keV

kg

mosmol
MRT

ng

nm

NHS
PBS
PEG

TEP (PET)

pH

TEMP(SPECT)

uv

Augmentation de la durée de vie (Increase of LifeSpan)
Imagerie par résonance magnétique

Kilo-électronvolt

Kilogramme

Mole par litre

Milliosmoles

Radiothérapie par microfaisceaux (Microbeam Radiation Therapy)
Nanogramme

Nanométre

N-hydroxysuccinimide

Tampon phosphate (Phosphate Buffer Solution)
Polyéthyléene glycol

Tomographie par émission de positons (Positron Emission
Tomography)

Potentiel Hydrogéne

Tomographie par émission monophotonique (Single-Photon Emission

computed tomography)
Tesla
Ultraviolet

Numéro atomique

13



Remarque

Certaines parties du Chapitre 1 et de I'introduction générale sont extraites d’une revue qui
sera publiée prochainement par les Techniques de I'Ingénieur et d’une revue déja publiée

dans I’ACS Books.
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Introduction générale

Le traitement des tumeurs cancéreuses constitue un réel enjeu de santé publique qui,
depuis de nombreuses années, mobilise la communauté scientifique. Différentes voies et
stratégies ont été explorées. Si, dans certaines formes de cancer, des avancées significatives
ont été observées, d’autres formes résistent a I'arsenal thérapeutique développé jusqu’a
présent (chirurgie, chimiothérapies et/ou radiothérapie). Le cas des glioblastomes (tumeur
du cerveau la plus fréquente) est emblématique car la survie des patients actuellement
soignés n’est pas meilleure que celle observée il y a déja trente ans. La réussite du
traitement nécessite de préférence I'éradication totale et exclusive de la tumeur. Or,
I'ablation totale d’'une tumeur requiert une localisation trés précise difficile a obtenir. La
connaissance de sa position exacte s’avére également indispensable dans le cadre de sa
destruction par radiothérapie classique afin d’épargner les tissus sains (le rayonnement
étant focalisé sur la position supposée de la tumeur). Malgré I'efficacité de la radiothérapie,
des effets secondaires importants demeurent en raison de la non-sélectivité du
rayonnement. Les tissus sains environnants sont donc détruits au méme titre que les tissus

cancéreux.

Afin de contourner ces difficultés, des protocoles thérapeutiques basés sur un systeme
binaire ont été proposés. Leur principe réside dans I'accumulation sélective d’agents
thérapeutiques inoffensifs dans les zones a traiter et la mise en ceuvre d’un stimulus
physique. La conjonction spatiale et temporelle de ces deux composantes va induire une
cascade de réactions physiques trés énergétiques et toxiques conduisant a la destruction des
tumeurs. La radiothérapie[1-3] (avec la thérapie photothermique [4-6] et la thérapie
photodynamique [7-9]) fait probablement partie de la stratégie la plus étudiée s’inscrivant
dans ce cadre. Cependant le développement de cette stratégie bute sur la difficulté a la fois
a cibler spécifiquement les zones a traiter et a accumuler une quantité suffisante d’agents
thérapeutiques. En raison de leur caractére moléculaire, ces agents ne permettent pas de
remplir ces conditions car ils ne sont pas assez sélectifs (du fait de leur diffusion dans
I’ensemble de I'organisme facilitée par leur faible taille) et sont trop facilement éliminés de
I'organisme. Une solution pourrait venir de l'intense activité de recherche consacrée au

domaine des nanoparticules [10] [11].
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Le vif engouement au sujet des structures nanométriques, c’est-a-dire d’objets aux
formes variables dont une des trois dimensions est comprise entre 1 et 100 nm, provient de
leurs propriétés originales qui peuvent étre exploitées pour des applications biomédicales.
En prenant le matériau massif de méme composition comme référence, la réduction de la
taille jusque dans le domaine nanométrique s’accompagne de |'apparition de nouvelles
propriétés intrinseques (fluorescence dépendante de la taille, propriétés optiques
modulables des nanoparticules d’or reposant sur la résonance de plasmon). La réduction de
la taille se traduit, en raison de la frustration des atomes de surface, par une tres forte
sensibilité (réactivité chimique) des nanoparticules a leur environnement qui est supposée
étre a 'origine de la toxicité de certaines nanostructures. D’autre part, le co(t énergétique
de la création de surface inhérente a I’élaboration de nanoparticules se paye au détriment
de la stabilité colloidale. Cette propension spontanée des nanoparticules a s’oxyder, se
dissoudre ou encore s’agglomérer, qui limite leur champ d’application, peut étre contrée par
une fonctionnalisation appropriée de la surface. Dés lors que la toxicité et I'agglomération
associées a la réduction de la taille sont minimisées, la taille des nanoparticules constitue un
précieux atout pour les applications in vivo. Les nano-objets les plus petits (1-2 nm) sont
suffisamment volumineux pour ne pas franchir les barriéres biologiques des tissus sains
(contrairement a la plupart des molécules) et suffisamment petits pour franchir I'épithélium
poreux des vaisseaux sanguins des tumeurs solides. Les nanoparticules semblent donc

parfaitement adaptées pour le ciblage des tumeurs solides.

Les objets nanométriques ont également attiré I’attention par leur faculté a rassembler
dans un si petit volume plusieurs propriétés complémentaires par un choix approprié des
constituants.  Cette  caractéristique permet [I’élaboration de  nanoparticules
multifonctionnelles dont le comportement peut étre finement controlé par la taille, la forme
et la composition. La variété qui en découle a permis d’envisager un large éventail

d’applications dans le domaine de la nanomédecine.

Parmi le grand nombre de nanoparticules développées pour des applications
biomédicales, les nanoparticules d’or paraissent extrémement attrayantes [11].Tout
d’abord, I’élément or est un métal noble par excellence, trés peu sensible aux agressions
chimiques extérieures. Ensuite, il est connu pour présenter une biocompatibilité adaptée

aux applications biomédicales bien que la question de la toxicité liée a la taille nanométrique
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peut se poser dans certains cas [12]. Ensuite, les nanoparticules d’or possedent des
propriétés optiques modulables dépendant de la taille, de la forme et de I'environnement
diélectrigue. Cette propriété est beaucoup utilisée dans le cadre de la thérapie
photothermique et de I'imagerie [4]. De plus, I'or, en raison d’un numéro atomique élevé
(Z(Au) =79), est caractérisé par une densité et une section efficace d’absorption des photons
X et y trés élevées. Cette propriété, indépendante de la taille, confere aux nanoparticules
d’or un comportement d’agent de contraste pour la tomodensitométrie X et un effet
radiosensibilisant exploitable pour la radiothérapie [13][14]. Enfin, les deux méthodes de
synthése principales décrites par Brust et Frens, sont relativement simples a mettre en
ceuvre. La premiére consiste en une réduction d’un sel d’or par un réducteur fort en
présence de ligands thiolés alors que la méthode de Frens meéne a la formation de
nanoparticules stabilisées par des ions citrates en utilisant le réducteur citrate de sodium sur
le sel d’or [15][16] . La fonctionnalisation de ces nanoparticules d’or, qui peut étre réalisée
relativement aisément pendant ou aprés la synthése, permet d’enrichir la palette de
propriétés. Par un choix approprié des constituants utilisés pour la synthése de
nanoparticules d’or multifonctionnelles, il est alors possible, malgré la taille réduite,
d’intégrer au sein d’'un méme objet une activité thérapeutique et des fonctions d’imagerie.
La conception de tels objets ouvre la voie a la thérapie guidée par imagerie qui devrait
permettre une médecine personnalisée par une adaptation du traitement a chaque cas

particulier [10].

Dans cet objectif de réaliser la radiothérapie guidée par imagerie, les nanoparticules
Au@DTDTPA composées d’un cceur d’or et d’'une couche organique de DTDTPA permettant
la complexation de gadolinium ou de radionucléides pour I'imagerie médicale ont été mises
au point au sein de I'équipe. Ces nano-objets innovants, une fois injectés par voie
intraveineuse, ont présenté un effet thérapeutique significatif suite a leur activation par un
rayonnement X. De plus, le suivi de la biodistribution de ces nanoparticules a pu étre réalisé

par IRM, SPECT et tomodensitométrie X.

Ce travail de theése consistait a modifier ces objets trés prometteurs pour la
radiothérapie guidée par imagerie en remplacant la couche organique, constitué du ligand
linéaire DTDTPA, par un ligand macrocyclique. En effet, depuis peu, I'utilisation du complexe

de gadolinium DTPA-Gd (utilisé en tant qu’agent de contraste IRM en clinique) fait I'objet de
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restriction. Pour cause, la possibilité d’un relargage du gadolinium a été montrée lors de
récentes études, ce qui pose probléme en raison de la toxicité de cet élément sous forme
libre. L'utilisation de différents macrocycles (dérivé du DOTA) a donc pour objectif
d’améliorer la complexation des différents éléments pour l'imagerie et notamment le
gadolinium. Les nouvelles nanoparticules ainsi synthétisées ont été caractérisées et leur

aptitude a étre employée pour la radiothérapie guidée par imagerie a été évaluée.

Ce manuscrit qui rassemble les principaux résultats de mon travail de thése consacré
au développement de nanoparticules multifonctionnelles pour la radiothérapie guidée par

imagerie se présente de la maniere suivante :

e Suite a une introduction générale, le chapitre 1 résume les principales données
bibliographiques décrivant le contexte de cette étude. Ce chapitre décrit les
différents types de nanoparticules d’or existant ainsi que les parameétres des
tumeurs nécessaires a connaitre pour leur traitement. Enfin, les propriétés
propres aux nanoparticules d’or et leur fonctionnalisation pour I'imagerie sont

expliquées en détaillant les principales techniques d’'imagerie médicale.

e Le chapitre 2 présente la synthése et la caractérisation des nouvelles

nanoparticules obtenues en se basant sur les nanoparticules Au@DTDTPA.

e Le chapitre 3 décrit les différents résultats d’imagerie in vivo rendant compte de
la biodistribution des nanoparticules et de leur aptitude a étre utilisées comme

agent de contraste multimodal.
e Le chapitre 4 présente les résultats de radiosensibilisation in vitro et in vivo des
nanoparticules pour évaluer l'effet thérapeutique (par combinaison avec la

radiothérapie par microfaisceaux MRT) chez des rats portant un gliosarcome 9L.

e Ce manuscrit se termine par une conclusion générale qui ouvre sur de nouvelles

perspectives a explorer.
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1.1. Introduction

Méme si elle est restée longtemps inconsciente, I’utilisation des nanoparticules remonte
a fort longtemps. En effet, nous pouvons recenser la premiére application des

nanoparticules sur la coupe romaine de Lycurgue au 4" siécle. Au fil du temps, les
nanoparticules ont continué d’étre utilisées uniquement a des fins décoratives. Puis, c’est en

1857 que Michael Faraday publie la premiére synthése scientifique de colloides d’or [1].

Un fort engouement concernant la recherche sur les nanoparticules a lieu depuis ces
deux dernieres décennies. En effet, en raison de leurs dimensions extrémement faibles, ces
nano-objets possédent de nouvelles propriétés pouvant étre exploitées dans de nombreux

domaines tels que la catalyse, I'électronique et surtout le domaine biomédical.

L'utilisation de Ila nanotechnologie pour des applications médicales, la
nanomédecine, est extrémement prometteuse en raison de la taille réduite des nano-objets
qui permet une exploration du vivant jusqu’au niveau cellulaire. Cela rend les nanoparticules
particulierement intéressantes pour une utilisation en tant qu’agent de contraste pour
I'imagerie médicale ou bien comme agent thérapeutique. Le deuxiéme atout majeur des
nanoparticules, notamment pour le domaine biomédical, est d’apporter plusieurs
fonctionnalités en un seul objet en jouant sur I'assemblage de différents éléments de
maniére a obtenir un nano-objet multifonctionnel. Le choix de I'or comme constituant du
nano-objet est trés intéressant en raison de nombreux paramétres comme la
biocompatibilité, la propension a absorber un rayonnement X ou encore les nombreuses
propriétés optiques modulables des nanoparticules d’or. Cette étude sera donc limitée aux

nanoparticules constituées d’or.

Cependant, la petite taille des nanoparticules constitue aussi un inconvénient. En
effet, il existe des problémes liés a I'inhalation non désirée des nano-objets qui peuvent
franchir les barriéres biologiques. De plus, lors d’une utilisation biomédicale, la taille réduite
et les nouvelles propriétés qui en découlent peuvent induire une toxicité rendant nécessaire
un contréle minutieux de nombreux facteurs comme la taille, la charge, la chimie de surface

qui vont exercer un impact sur la stabilité colloidale et la biodistribution.

24



Le caractere multifonctionnel concentré dans un objet de taille réduite ouvre de
nouvelles voies, notamment dans le domaine de l'oncologie. En effet, une fois les
caractéristiques spécifiques de la tumeur bien connues, il est possible de synthétiser des
nanoparticules qui vont exploiter les parametres physiologiques de celle-ci pour s’y
accumuler de maniére passive. En outre, en adaptant la composition complexe de ce type de
nanoparticules, celles-ci peuvent a la fois jouer le r6le d’agent de contraste et permettre
d’améliorer I'effet de la radiothérapie afin d’accéder a un guidage de la radiothérapie par
I'imagerie. Cela constitue une étape extrémement importante pour la personnalisation du
traitement et s’avere extrémement prometteur pour la radiothérapie dans des zones

radiosensibles tel que le cerveau.

Ce chapitre a pour objectif de décrire le contexte de cette étude en analysant les
différentes stratégies explorées pour la conception d’agents d’imagerie et/ou de thérapie a
partir de nanoparticules d’or. Pour cela, un état des lieux sur les différents types de
nanoparticules d’or ainsi que leur méthode de synthese est réalisé. Vient ensuite une
description des parametres et contraintes physico-bio-chimiques des tumeurs solides. Puis,
les principales propriétés des nanoparticules d’or sont décrites avant et apres
fonctionnalisation, pour finir sur la thérapie guidée par imagerie afin d’apporter une

nouvelle solution pour la thérapie de tumeurs difficiles a traiter.

1.2. Les nanoparticules

1.2.1. Généralités sur les nanoparticules

Le terme « nanoparticule » englobe une multitude d’objets de formes et de tailles
extrémement variées. Il convient donc de définir précisément ce terme. Juridiguement une
nanoparticule est un objet, peu importe la forme, dont au moins une de ses dimensions est

comprise entre 1 et 100 nanometres [2].

C’est cette taille extrémement faible, qui fait des nano-objets, des outils trés intéressants
pour le domaine biomédical. En effet par comparaison, ces objets sont du méme ordre de

grandeur que les biomolécules et plus petits que les cellules (Figure 1.1).
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Cette taille réduite leur permet de circuler librement dans le corps humain sans risque
de provoquer une embolie (les capillaires des poumons, les plus fins, présentent un diametre
minimal de 5 um). De plus, les nanoparticules peuvent s’échapper du systéme sanguin au
niveau de certains épithéliums comportant une perméabilité accrue, comme ceux localisés

au niveau des tumeurs. Enfin, certaines nanoparticules peuvent pénétrer dans les cellules.

Water Glucose Antibody Virus Bacteria Cancer cell A period Tennis ball

> Y & &

10 1 10 10° 10°
1 | | | |

Nanometers | | | |

10° 107 10°
| | |
I | I

& N
anodevices:
ﬁ" Nanopores
% Dendrimers

[' ~ Nanotubes
Quantum dots

Nanoshells

Figure 1.1 Comparaison de I'ordre de grandeur des nanoparticules et des constituants biologiques [3]

Il existe deux approches pour produire ces nouveaux outils : I'approche top-down et
I'approche bottom-up. La premiére consiste a « sculpter » un échantillon macroscopique
pour arriver a une dimension nanométrique. C'est le cas par exemple, de la synthese de
nanoparticules métalliques par ablation laser (LASis). La deuxiéme approche consiste a
organiser des structures originales a partir d’éléments nanoscopiques (atomes ou
groupements d’atomes) par des procédés physico-chimiques comme la synthése par
réduction. L'approche bottom-up semble donc la plus intéressante d’un point de vue

chimique [4].

La recherche active sur les nano-objets a mené a une importante diversité de
nanoparticules. Nous pouvons citer les liposomes, les nanoparticules d’oxyde de fer, les

guantums dots, les nanoparticules de type cceur coquille, les dendrimeéres, les nanotubes de
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carbone, les nanoparticules métalliques, les nanoparticules polymeéres et des combinaisons

des différentes compositions précitées (figure 1.2).

Quantum Dot Nanoshell Gold
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Perfluorocarbon Nanotube Dendrimer

Figure 1.2 Représentation des principaux types de nanoparticules [5]

Cependant, cette étude traitera uniquement des nanoparticules constituées d’or, en
raison des caractéristiques intéressantes apportées par cet élément qui seront décrites par

la suite.

1.2.2. Synthése des différents types de nanoparticules

En se limitant a I'élément or, il n’en demeure pas moins une grande diversité de
nanoparticules d’or sur le plan de la forme. Nous pouvons citer les spheéres, les nanoshells

(coeur-coquille), les nanobatonnets et enfin les nanoparticules de formes complexes.

1.2.2.1. Propriétés inédites des nanoparticules d’or

L'or sous forme de nanoparticules présente des propriétés nouvelles extrémement

intéressantes pour de nombreuses applications. C'est le cas notamment du pouvoir
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catalytique qui a été découvert pour les nanoparticules d’or de faible taille [6][7]. En outre,
les nanoparticules d’or ont suscité un fort engouement en raison de leurs propriétés

optiques modulables inédites.

La modularité des propriétés optiques des nanoparticules d’or est reflétée par la large
palette de couleurs offerte par les suspensions de ces objets. En effet, I'or métallique est
jaune a I'échelle macroscopique alors qu’une suspension de nanoparticules d’or d’une
dizaine de nanomeétres de diamétre est rouge et une suspension de nanobatonnets d’or de
30 nm de longueur et 5 nm de diameétre est bleue. Cette modification de la couleur avec la
taille et la forme est attribuée au phénomene de résonance de plasmons de surface localisés
qui est observé dans les particules métalliques dont la taille est inférieure a la longueur
d’onde du rayonnement incident. L’oscillation collective des électrons libres de la bande de
conduction induite par le champ électromagnétique incident est alors fortement confinée
dans la particule. La séparation des charges qui en résulte crée un dipdle oscillant. Lorsque la
fréquence d’oscillation de ce dipole est identique a celle du rayonnement incident, il se
produit une forte absorption du rayonnement. Il s’agit de la résonance de plasmon de
surface localisée dont la fréquence (et donc celle du rayonnement absorbé) dépend de la
taille, de la forme et de I'environnement diélectrique des nanoparticules et de la distance
interparticulaire. Le controle de ces parameétres est a I'origine de I'engouement pour les
nanoparticules a base d’or car il permet de moduler la résonance de plasmon et donc
d’adapter la longueur d’onde d’absorption (et de diffusion) a I'application visée, par

exemple, par un décalage vers le proche infrarouge [8].

Ce décalage spectral est particulierement intéressant pour les applications in vivo car les
photons du proche infrarouge pénétrent plus profondément les tissus biologiques (2 cm)
gue ceux du visible (quelques millimetres). D’autre part, I'autofluorescence des tissus
biologiques est nettement moins intense dans le domaine spectral du proche infrarouge. Ces
propriétés ont ouvert la voie a de nouvelles techniques de thérapie (thérapie

photothermique) ou d’imagerie (imagerie photoacoustique).

Ces deux techniques (figure 1.3) nécessitent l'utilisation d’agents photothermiques
qui sont généralement des chromophores, ou des molécules fluorescentes. Apres excitation

des électrons provoquée par I'absorption d’un faisceau proche infrarouge, le retour a un
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état stable passe par une décroissance non radiative qui s’accompagne d’une augmentation
de I'énergie cinétique. Il en résulte un échauffement local qui permet, selon les parameétres
d’excitation, de réaliser soit de la thérapie soit de l'imagerie (irradiation plus courte
induisant un train d’ondes ultrasonores par des phénomenes d’expansion et de compression

des tissus tout en évitant un échauffement cytotoxique).

Thérapie Photothermique Imagerie photoacoustique

Rayonnement

EiEBEkE [B Rayonnement

proche IR
IR continue

. :‘:& =
Echauffement cytotoxique Echauffement modéré Ultrasons

Figure 1.3 Principe de la thérapie photothermique et imagerie photoacoustique

L'efficacité de ces nouvelles techniques d’imagerie et de thérapie a été montrée en
utilisant différentes formes de nanoparticules composées d’or comme les nanoparticules
cceur-coquille [9][10][11], les nanobatonnets [12][13][14] ou encore les nanoparticules de

formes complexes [15] décrites par la suite.

1.2.2.2. Les « nanosphéres »

La forme la plus simple a laquelle nous pensons immédiatement en parlant de
nanoparticules est la sphére. Cependant, cette forme sphérique constitue uniquement une
approximation. En effet, I'or cristallise dans un réseau cubique a faces centrées et forme
ainsi un objet polyédrique pouvant étre assimilé a une sphére. La synthese des

« nanosphéres » d’or consiste a réduire en milieu mono ou biphasique un sel d’or par des
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agents chimiques ou par d’autres techniques (photochimique, électrochimique). Cette
réduction a lieu en présence de molécules qui ont pour role de contréler la croissance et

assurer la stabilité colloidale.

Deux méthodes sont principalement utilisées dans la littérature. L'approche décrite
par Brust consiste a réduire I'acide tétrachloroaurique (HAuCl,) par un réducteur fort, le
tetrahydruroborate de sodium (NaBH,) en présence de ligands thiolés. Ceux-ci vont jouer le
role d’agent stabilisant tout en contrdlant la croissance des nanoparticules d’or [16][17].
L’autre méthode, développée par Frens (suite aux travaux de Turkevitch), consiste a réduire
HAuCl, par un réducteur doux, le citrate de sodium, a chaud. Celui-ci joue également le réle
d’agent stabilisant dont I'efficacité est limitée par la propension des ions citrates a se
déssorber. En effet, une couche d’ion citrate va assurer la stabilité colloidale en s’adsorbant
a la surface des particules en croissance [18]. Ces deux méthodes meénent a des
nanoparticules différentes. La méthode de Frens produit des particules citratées d’un
diameétre allant de 10 a 150 nm en modifiant le rapport réducteur/sel d’or, alors que la
méthode de Brust aboutit a une suspension de nanoparticules plus stable, plus concentrée
et de taille réduite allant de 2 a 10 nm. De plus cette technique permet I'obtention de
nanoparticules déja fonctionnalisées en choisissant le ligand thiolé adapté a I'application

souhaitée lors de la synthese.

Ces deux stratégies sont a la base de la synthése de la plupart des nanoparticules

d’or. En les adaptant, il est possible d’obtenir d’autres types de nano-objets d’or.

1.2.2.3. Les nanoparticules de type coeur-coquille

Nous pouvons mentionner un autre type de nanoparticules d’or de forme sphérique,
les nanoparticules de type cceur-coquille. Elles sont composées d’une fine couche d’or
entourant un cceur de composition diverse. Le cceur de silice, formant ainsi les particules
SiO,@Au, est le plus répandu [11]. Mais nous pouvons aussi citer des cceurs de cuivre [19]
ou d’argent [20]. Cependant, le coeur diélectrique des nanoparticules SiO,@Au confére a ces

objets des propriétés complétement différentes des objets composés d’un coeur métallique.
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L'une des premieres équipes a avoir synthétisé les nanoparticules coeur-coquille est
celle de Halas. Cette équipe a fonctionnalisé des nanoparticules sphériques de silice avec des
organosilanes (3-Aminopropyltriéthoxysilane) créant ainsi une surface aminée permettant le
greffage des nanoparticules d’or. La coquille d’or d’épaisseur uniforme a été produite grace
a une réduction de I'acide tétracholoaurique par NaBH; dans une solution aqueuse de
carbonate de calcium. Les nanoparticules d’or en surface servent alors de site de nucléation
[21]. Certains parametres peuvent étre modifiés comme le type de nanoparticules formant
le cceur ainsi que le type de fonctionnalisation pour greffer les nanoparticules d’or, mais le
principe de base en quatre étapes reste le méme : synthese du cceur et des nanoparticules
d’or, fonctionnalisation, greffage des nanoparticules d’or sur le coeur et enfin réduction pour

obtenir une couche uniforme (figure 1.4).

Organosilanes

O -

X :NH,, SH
O : Nanoparticule d’or

Figure 1.4 Synthése des nanoparticules d’or de type cceur-coquille [22]

1.2.2.4. Les nanobatonnets

Il est possible d’obtenir d’autres types de nanoparticules en modifiant la forme. C’'est
le cas des nanobatonnets (figure 1.5). Il existe deux approches pour synthétiser ces nano-

objets, soit en utilisant un moule rigide soit en présence de surfactants.

Dans le premier cas, les nanoparticules sont synthétisées a l'intérieur des pores de
matériaux a base d’oxydes [23] ou de membranes a pores cylindriques (diamétre de pores
de quelgues nanometres a 100 nanometres) [24]. Cette méthode possede I'avantage de
réaliser des nanobatonnets de diametre tres faible (3 nm). De plus, en raison de la
monodispersité des pores d’'une membrane, les nanoparticules obtenues présentent toutes

la méme taille. Cependant, cette technique reste complexe. En effet, le controle de Ia
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longueur des nanobatonnets n’est pas aisé. De plus une dissolution du support est
nécessaire pour obtenir les nano-objets. Le rendement de ce type de synthese, est en outre,

trés faible [25].

La seconde méthode repose sur l'utilisation de surfactants pour contrdler la
croissance anisotrope des particules durant la réduction. En milieux aqueux, le tensioactif le

plus fréquemment utilisé est le bromure d'hexadécyltriméthylammonium (CTAB) [26].

Figure 1.5 Image TEM de nanobatonnets [15]

1.2.2.5. Les nanostructures de forme complexe

Des formes moins conventionnelles que la sphére et le cylindre ont pu étre obtenues
en jouant sur les conditions de croissance ou en utilisant un moule préformé (figure 1.6).
Parmi ces formes complexes, nous pouvons citer les nanostars qui présentent un coeur
possédant des bras a la maniere d’'une étoile, les nanohexapodes constitués d’'un noyau
octaédrique dont les sommets sont prolongés par des excroissances allongées et les

nanocages d’or.

La synthese des nanostars et des nanohexapodes repose sur le méme principe que
les nanobatonnets : elle requiert I'utilisation de surfactants pour controler la croissance
anisotrope. Les particules utilisées comme site de nucléation sont sphériques pour les
nanostars et octaédriques pour les nanohexapodes. D’autres méthodes permettent de
contréler la cinétique de croissance afin de synthétiser ces nanoparticules de formes
complexes telles que I'adsorption de molécules sur des facettes spécifiques (de la méme
maniére que lors de la synthése des nanobatonnets) ou la modification de la valeur du pH
[27][28].
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Figure 1.6 Image TEM de nanostars (A), nanohexapodes (B) et nanocages d’or (C) [15] [29]

Les nanocages d’or sont des structures cubiques synthétisées a partir de cubes
d’argent. Au contact de Au®" (oxydant puissant), 'argent métallique s’oxyde et passe en
solution sous forme d’ions Ag®. Dans le méme temps, 'or métallique se dépose sur les

nanocubes d’argent qui apres dissolution totale donneront naissance aux nanocages d’or.

Nous venons de voir qu’il est possible de réaliser une grande diversité de nanoparticules
d’or en maitrisant la synthese de maniére a obtenir des formes différentes. De plus la taille
des nano-objets peut étre modulée en modifiant la quantité de réducteur et/ou de ligand
par rapport a la quantité d’or ou en jouant sur la taille des pores lorsqu’une membrane est
utilisée pour la synthése de nanobatonnets. Ces objets présentent un fort intérét pour une
utilisation dans le domaine de I'oncologie, en raison de leurs propriétés optiques modulables

qui peuvent étre exploitées pour I'imagerie photoacoustique et la thérapie photothermique.

S’il est possible de modifier les caractéristiques des nanoparticules pour les adapter au
traitement d’une tumeur solide, les moyens de contréler la physiologie de la tumeur pour
favoriser sa destruction sont tres limités. Elle se présente comme une contrainte imposée et
variable pour chaque cas de tumeur. Il s’avere donc indispensable de posséder une
connaissance précise de la physiologie des tumeurs afin de rendre leur traitement plus
efficace en adaptant le comportement des nanoparticules (biodistribution, mode d’imagerie,

efficacité thérapeutique).
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1.3. Oncologie

1.3.1. Les tumeurs

1.3.1.1. Généralités

Le terme cancer regroupe plusieurs maladies résultant d’une prolifération cellulaire
excessive et anormale qui entraine, par conséquent, une surpopulation de cellules pouvant

se disséminer dans |'organisme.

Le cancer est une des préoccupations de santé publique majeures de ces derniéres
années. Bien que la mortalité par cancer ait diminué ces vingt derniéres années, il demeure
en France la premiére cause de mortalité (plus d’'un déces sur 4) chez les hommes et la
deuxieme chez les femmes apres les maladies cardio-vasculaires. La survie relative (survie
nette que I'on observerait si le cancer était I'unique cause de déces possible) est de 5 ans
avec une variation allant de 6 a 95 % en fonction du type de cancer et le stade au moment

du diagnostic [30].

En effet, nous pouvons dénombrer pas moins de 200 types de cancers différents,

pouvant étre classés différemment, notamment en quatre catégories :

e Les cancers « solides », les plus fréquents (90% des cancers humains), qui se
développent dans les tissus autres que le sang.

e Les cancers « liquides » (hémopathies malignes) qui se développent dans le
sang (p.e. leucémie) ou dans le systéme lymphatique (p.e lymphome)

e Les cancers « métastatiques » qui de développent dans un ou plusieurs autres
tissus éloignés de la tumeur primaire d’origine

e Les cancers secondaires consécutifs a un traitement [31]

Les cancers les plus fréquents chez 'homme sont par ordre croissant ceux du
poumon, de la prostate et colorectaux alors que, pour la femme, ce sont les cancers du sein,
puis colorectaux et du col de I'utérus (figure 1.7) [32] [33]. En raison d’une prédominance

des cancers solides, nous nous limiterons a ceux-ci.
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Figure 1.7 Diagramme statistiques des types de cancers et leur mortalité en 2012

Les facteurs favorisant les cancers sont multiples comme [|'alimentation et les
habitudes. Nous pouvons citer le tabac et I'alcool qui favorisent respectivement les cancers
du poumon et du foie. Mais aussi les infections causées par certains virus, bactéries ou
parasites comme le papillome a l'origine du cancer des organes sexuels. Ou encore,
I’environnement professionnel pouvant exposer les personnes a des solvants ou des

rayonnements (UV, X ou gamma) [34].

Au vu du nombre croissant de cancers, de la mortalité élevée et des nombreux
facteurs le favorisant, 'amélioration de la thérapie demeure un enjeu capital. Pour cela, une
bonne compréhension du processus de développement, de croissance ainsi que la

physiologie des tumeurs est nécessaire.

1.3.1.2. Naissance d’une tumeur

Les tumeurs malignes sont décrites comme étant monoclonales, c’est-a-dire que
chaque tumeur nait a partir d’'une seule cellule exposée a des agents cancérogénes. Suite a

cette étape d’initiation la cellule, va se diviser et va entrainer la création d’une tumeur.

Cela est possible du fait qu’il existe trois différences majeures entre les cellules cancéreuses

et les cellules saines :
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e Les cellules saines ont pour caractéristique de se diviser mais pas indéfiniment, c’est la
mort programmée. L'une des premieres étapes de la création d’un cancer, que I'on
appelle I'immortalisation, est la levée de ce phénomeéne. La cellule acquiert une capacité
de prolifération infinie.

e La deuxieme différence est I'autonomisation. Une cellule saine ne peut se multiplier
seulement si elle en recoit I'ordre par le biais de substance inhibitrice ou stimulante. La
cellule cancéreuse, quant a elle, est autonome.

e Et enfin, le développement de cellules saines est influencé par les cellules voisines. En
effet, les cellules saines cessent de se développer lorsqu’elles entrent en contact avec
leurs voisines contrairement aux cellules cancéreuses qui possédent une capacité

d’infiltration.

Les cellules cancéreuses se multiplient donc, sans prendre en considération les
« instructions » de I'organisme et des cellules voisines, alors que le nombre de cellules saines
restent constant (homéostasie). Il en résulte la formation d’une tumeur primitive

représentant environ 1 milligramme de tissu qui va, par la suite, se développer [34] [35].

1.3.1.3. Développement : I'angiogenése

De la méme maniere que l'organisme, la tumeur a besoin d’apports spécifiques pour
se développer. Pour croitre jusqu’a 1 3 2 mm?>, les cellules tumorales regoivent I'oxygéne par
diffusion passive. Au-dela de cette taille, cet apport devient insuffisant, provoquant alors un
manqgue d’oxygénation. Cette hypoxie demeure un puissant activateur du phénomene
d’angiogenese qui consiste a la mise en place, par le biais de nombreux facteurs de
croissance (notamment le facteur de croissance vasculaire endothéliale, VEGF), d’un réseau
vasculaire. Ces nouveaux vaisseaux (néovaisseaux) permettent un apport en oxygéne et
nutriment, entretenant ainsi la croissance tumorale [34]. Ce réseau vasculaire étant
chaotique, les tumeurs ne sont pas correctement perfusées. En effet il subsiste des zones
insuffisamment vascularisées qui présentent une hypoxie. Cette hétérogénéité entretient

alors en permanence la formation de nouveaux vaisseaux (figure 1.8).
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Figure 1.8 Mécanisme de I’angiogenése tumorale [36]

Ce phénomene est primordial pour la croissance et la survie de la tumeur. De ce fait,

les médiateurs de I'angiogenése constituent une cible importante dans le cas de certaines

stratégies de thérapie anticancéreuse [37-39].

1.3.1.4. Physiologie des tumeurs

La physiologie des zones tumorales est différente de celle des tissus sains. Comme

nous venons de le voir, le phénoméne d’angiogenese permet la création de néovaisseaux.

Par comparaison aux vaisseaux irriguant les tissus sains, la structure de ces néovaisseaux

comporte des différences notables qui peuvent étre exploitées pour la thérapie. En effet, la

vascularisation est désorganisée, les vaisseaux sanguins qui irriguent les tumeurs se

caractérisant par une distribution en diametre et une répartition spatiale hétérogenes. De

plus, ils sont poreux et perméables. En effet, une fenestration différente (atteignant

plusieurs centaines de nanomeétres) par rapport aux tissus sains les caractérise.
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Le flux sanguin est aussi différent de celui des vaisseaux sains. Ces propriétés
structurales ajoutées au faible drainage lymphatique, caractéristique de nombreuses
tumeurs, peuvent favoriser une accumulation préférentielle des nanoparticules dans la zone
tumorale. Contrairement aux molécules, les nanoparticules sont en effet suffisamment
grosses pour éviter leur extravasation des vaisseaux sains caractérisés par un espace entre
les cellules épithéliales trés réduit et suffisamment petites pour s’échapper des néovaisseaux
qui irriguent les tumeurs. Ce phénoméne, appelé effet EPR (Enhanced Permeability and
Retention effect), rend les nanoparticules trés intéressantes par rapport aux molécules dans
le traitement des cancers car il permet un ciblage passif des tumeurs solides alors que les

molécules ont tendance a diffuser dans I'ensemble de I'organisme.

En outre, les tumeurs ont pour particularité d’étre constituées de cellules
caractérisées par une surexpression anormale de certains récepteurs en raison d’un
métabolisme accru. Cette surexpression engendre la possibilité de cibler de maniere active
ces cellules a I'aide de molécules spécifiques (protéines, anticorps, peptides, aptameres...)
qui ont une affinité particuliere pour ces récepteurs. Il est important de souligner que ce
ciblage, dit actif, ne peut jouer que sur les mécanismes de rétention des nanoparticules au
sein de la tumeur et se trouve étre efficace uniquement si les nanoparticules possedent les
parameétres adaptés permettant une accumulation significative par effet EPR dans un

premier temps.

La physiologie des tumeurs solides peut donc étre exploitée pour accumuler
préférentiellement des nanoparticules par ciblage passif (effet EPR) et ciblage actif (figure
1.9). La formulation des nanoparticules nécessite en plus de cette considération, la prise en
compte d’autres parametres telles que la voie d’administration, la toxicité ou encore

I’élimination.
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Figure 1.9 Principe du ciblage actif et passif d’'une tumeur par des nanoparticules

1.3.2. Formulation des nanoparticules pour la thérapie

1.3.2.1. Voie d’administration

L'administration d’agents thérapeutiques, dans notre cas les nanoparticules, peut
étre réalisée par voie orale, transmuqueuse, percutanée, pulmonaire ainsi que par voie
parentérale. Chacune de ces voies d’administration présente des atouts et des inconvénients

et doit étre adaptée au composé ainsi qu’au type et a la localisation de la tumeur.

La voie intraveineuse semble la mieux adaptée car elle garantit une biodisponibilité
totale en permettant l'acces des agents d’imagerie et de thérapie a I'ensemble de
I'organisme. Le risque de modification des agents est limité contrairement a la voie orale, ce
qui rend la posologie plus précise. Dans le cas d’injection de nanoparticules d’or recouvertes
de citrate, il a été démontré que la voie intraveineuse est la voie qui présente le moins de

toxicité par rapport a la voie orale et intrapéritonéale [40].
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Cependant cette conclusion n’est pas généralisable et doit étre nuancée car les
résultats observés dépendent non seulement du coeur de la nanoparticule (or, argent, semi-
conducteurs, oxydes métalliques...) mais également de la forme (sphéres, batonnets, cubes,
prismes de formes diverses) et de la nature des ligands (organique, inorganique, polymere,
anionique, cationique, neutre...) présents a la surface pour assurer la stabilité colloidale et

I'apport de propriétés complémentaires.

La voie parentérale intratumorale semble la plus pratique pour acheminer les agents
au sein d’une tumeur solide. En effet, la question de la biodistribution des nanoparticules ne
se pose plus. Cela limite cependant le type de tumeurs accessibles car seules les tumeurs
cutanées ou peu profondes peuvent étre traitées par ce moyen d’injection a moins d’avoir
recours a des procédés encore plus invasifs. D’autre part, ce mode d’administration peut

conduire a la dissémination préjudiciable de cellules cancéreuses.

La connaissance de la structure des tumeurs solides et le choix de la voie
d’administration sont donc indispensables pour la conception de nano-objets. Cependant, il

reste un point capital a prendre en compte qui est la toxicité des nanoparticules.

1.3.2.2. Toxicité

Plusieurs facteurs sont a considérer en ce qui concerne la toxicité des nanoparticules.
L’aspect le plus évident est la toxicité intrinseque de I'objet qui est liée aux constituants de la
particule. Méme si la protection par une couche de polymeére stable et résistante d’'un cceur
renfermant des éléments toxiques (cas des quantums dots) a été proposée afin d’exploiter
les propriétés de ces objets dans le cadre d’applications biomédicales [41], il semble plus
prudent de proscrire les éléments identifiés comme toxiques et de préférer les éléments
connus pour étre biocompatibles. La biocompatibilité et la formidable stabilité chimique de
I'or métalligue en font un excellent candidat. La chimie de surface (c’est-a-dire le
comportement chimique de la surface, « nue » ou fonctionnalisée) doit également étre prise
en compte. En effet, la charge de surface joue un role trés important sur la toxicité de
I'objet. Les particules chargées positivement sont en général toxiques [42]. Dans le cas de
nanoparticules de charge apparente nulle, le fort risque d’agrégation résultant de cette

absence de charge constitue un réel danger d’embolie.
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Le second aspect a prendre en compte est l'influence de la réduction de la taille sur
I'effet de la toxicité. Si la taille des nanoparticules constitue un atout pour les applications
biomédicales, elle peut également représenter un obstacle car elle est le principal facteur
susceptible de rendre ces objets toxiques. Les nanoparticules sont en effet caractérisées par
une réactivité et une interactivité avec I'’environnement accrues par rapport a une particule

macroscopique qui peuvent étre a I’origine de modifications déléteres [43].

Enfin, le troisieme aspect qu’il ne faut pas négliger est la forme. Une étude a par
exemple montré que la morphologie des nanoparticules d’oxyde de cuivre (sphérique,
batonnet, fuseau) induit des effets significatifs sur la toxicité in vitro. Il en ressort que la
forme sphérique est, dans le cas de ce type de nanoparticules, celle qui semble montrer le

moins de cytotoxicité [44].

La toxicité dépend donc certainement de la nature, de la taille, de Ia
fonctionnalisation et de la forme des nanoparticules. Les connaissances en matiére de
nanotoxicologie restant actuellement limitées et au vu de la tres grande diversité des
nanoparticules existantes, nous ne pouvons pas généraliser les conclusions. L'étude de la
toxicité au cas par cas, et avec des outils appropriés aux spécificités de la chimie colloidale,

semble alors plus appropriée.

1.3.2.3. Biodistribution et élimination

L’élimination des nano-objets constitue également un point essentiel a prendre en
compte. Celle-ci nécessite d’étre compléte et rapide. Dans le cas d’objets dont la
dégradation libérerait des sous-produits toxiques, le processus d’élimination devra préserver
I'intégrité des nanoparticules. Comme elle repose sur un passage passif des nanoparticules a
travers les tissus poreux spécialisés des reins (filtration sans dégradation), I’élimination
rénale s'impose donc comme la seule voie d’élimination a exploiter pour les nanoparticules
non-biodégradables (cas de I'or) ou libérant des sous-produits toxiques (cas des QD). En
revanche, la voie d’élimination hépatobiliaire peut conduire a une libération de produits
secondaires toxiques dans le foie [45] [46] [47]. En effet, elle implique la capture des
nanoparticules par les hépatocytes dont le métabolisme peut engendrer la dégradation des

nanoparticules.
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La conception des nanoparticules doit donc prendre en compte les parametres favorisant
un ciblage passif via I'effet EPR, tout en assurant une élimination rénale. Ces différents
paramétres sont la taille, la chimie et la charge de surface. De maniere générale, nous
pouvons noter qu’une charge positive est souvent suivie d’'une capture hépatique causée par
le phénomene d’opsonisation alors qu’une charge neutre ou négative assure une élimination
rénale si la taille est adaptée [48]. Ce sont les protéines plasmatiques ou opsonines
(chargées négativement) qui sont responsables du processus d’opsonisation. En adhérant a
la surface des nanoparticules, elles favorisent la capture et la phagocytose par les cellules du
systeme réticulo-endothélial (SRE) qu’on trouve en tres grand nombre dans le foie et la rate.
Le diametre hydrodynamique joue un réle important en méme temps pour la voie
d’élimination et pour la biodistribution. Un diamétre supérieur a 10 nm conduit a une
capture hépatique par les cellules de Kupffer [46] alors qu’un diameétre hydrodynamique
inférieur a environ 6 nm conduit en général a une élimination rénale qui diminue
obligatoirement le temps de demi-vie plasmatique quelle que soit la charge [49] . La charge
joue en revanche un role sur la voie d’élimination lorsque la taille des nanoparticules est
comprise entre 6 et 10 nm. L’élimination de ces nanoparticules par voie rénale semble étre

favorisée si elles sont chargées négativement.

L’élimination rénale impose une taille limite pour les nanoparticules qui ne peut pas
excéder 10 nm. Cette contrainte de taille compromet donc l'utilisation des nanoparticules de
type cceur-coquilles, nanobatonnets ou de formes complexes. Bien que ces nanostructures
possedent toutes un réel potentiel pour la thérapie guidée par imagerie, une telle
application risque d’étre entravée en raison de leurs dimensions excessives favorisant
I'opsonisation qui conduit a la capture de ces particules par les tissus riches en cellules
phagocytiques (foie, rate). Afin de privilégier I'élimination par voie rénale et d’éviter la
capture par les tissus sains du systeme réticulo-endothélial, la réduction de la taille semble
inévitable. Cependant, elle se fera au détriment des propriétés optiques car le phénomene
de résonance de plasmon sur lequel reposent I'imagerie photoacoustique et la thérapie
photothermique sera alors observé a des longueurs d’onde plus faibles qui ne traversent pas
les tissus biologiques contrairement au rayonnement proche infrarouge. L'utilisation de
nanoparticules plus petites nécessitera donc de mettre en ceuvre d’autres modes d’imagerie

et de thérapie.
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1.4. Les propriétés intrinseques de I'or au service de

I’'imagerie et de la radiothérapie

L'or métallique, en plus de montrer une stabilité chimique importante et une
biocompatibilité méme a I'échelle nanométrique, possede des propriétés trés intéressantes
[50][51]. En effet, en raison d’une densité importante (d = 19,3) et du numéro atomique
élevé de I'élément Au (Z = 79), il possede une section efficace d’absorption du rayonnement
X tres importante. Cela fait de I'or un matériau trés prometteur pour des applications
impliquant I'imagerie X et la radiothérapie. C'est ce qu’a montré Hainfeld et son équipe,
pionniers dans l'utilisation des nanoparticules d’or pour I'imagerie X et/ou la radiothérapie

[50,52].

1.4.1. Les particules d’or : agents de contraste pour I'imagerie
X

L'imagerie X est une technique incontournable de |'imagerie médicale. Elle fut
découverte en 1895 et jusqu’au milieu du XXéme siécle, elle est restée la seule technique
d’imagerie médicale disponible. Le principe se fonde sur I'atténuation différentielle d’un
faisceau de rayon X (25-150keV) par les tissus de l'organisme. Le faisceau, apres avoir
traversé le patient, est recueilli sur une plaque photographique ou un détecteur de photons
avant d’étre révélé ou converti en signaux numériques. La tomodensitométrie X (scanner ou
CT) a révolutionné I'imagerie X car, par reconstruction d’une série d’images 2D obtenues a
partir de la rotation du tube a rayons X, cette technique fournit des images
tridimensionnelles (figure 1.10). Le principal avantage du scanner repose sur sa résolution
spatiale extrémement précise de I'ordre de 50 micrométres. De plus, cette technique
permet de visualiser le squelette et d’imager rapidement I'organisme entier. Par contre,
cette méthode d’imagerie est pénalisée par un faible contraste et présente le défaut d’étre

ionisante.
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Figure 1.10 Appareil de tomodensitométrie X [53]

Pour réaliser ce type d’imagerie, I'utilisation d’'un agent de contraste est parfois
nécessaire. Les agents de contraste utilisés lors des examens cliniques renferment un ou
plusieurs motifs tri-iodobenzene. Comme I'élément iode possede un numéro atomique élevé
(2 = 53), qui lui confere une propension a absorber les rayons X, les molécules iodées se
comportent comme des agents de contraste pour I'imagerie X. Il est intéressant de noter
qgue I'élément or posséde un numéro atomique plus élevé que celui de I'iode (79 versus 53),
et donc un pouvoir absorbant supérieur a celui de I'iode (5,16 cmz.g'1 contre 1,94 cmz.g'1 a
100 KeV). En outre, les nanoparticules d’or contiennent un nombre d’éléments lourds plus
élevé que dans le cas des agents de contraste moléculaires (supérieur a quelques centaines
(environ 410 atomes d’or pour des particules de 2,4 nm) contre moins de dix atomes d’iode
dans un agent de contraste moléculaire iodé). Enfin, contrairement aux agents de contraste
moléculaires, les nanoparticules permettent un contrble de la biodistribution, un temps
d’imagerie prolongé et un ciblage passif des tumeurs [50]. Les nanoparticules d’or possédent
donc un potentiel supérieur a celui des agents de contraste iodés pour rehausser le
contraste en imagerie comme |'ont montré de nombreuses études in vivo réalisées a partir
de nanoparticules d’or de tailles différentes (1,9 nm, 2 nm, 5 nm, 10 nm...), PEGylées ou non,
avec une chimie de surface différente. Elles se présentent donc comme une alternative aux
composés a base d’iode utilisés en clinique [50] [54-57]. Comme cette technique d’imagerie
permet de visualiser le squelette, elle facilite la localisation des tumeurs [58]. Cependant,
I'imagerie X n’est pas forcément la technique la plus adaptée dans le domaine de
I'oncologie, et notamment de la radiothérapie, en raison de son caractére ionisant. Il ne faut

donc pas voir dans les nanoparticules d’or un nouvel agent de contraste pour le diagnostic
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par lI'imagerie X mais plutét un agent thérapeutique dont I'accumulation dans la tumeur

peut étre visualisée par imagerie X dans le but d’améliorer la thérapie.

1.4.2. La radiosensibilisation

Le traitement d’une tumeur par radiothérapie consiste a détruire les cellules cancéreuses
a I'aide d’un rayonnement ionisant (X, gamma). Malheureusement, le manque de sélectivité
de ce rayonnement provoquera également la destruction des tissus sains environnants. Une
des réponses a ce probleme peut étre apportée par la radiosensibilisation dont le principe
consiste a utiliser un agent a haut numéro atomique pour absorber le rayonnement X. Cette
stratégie revient a focaliser le dép6t de doses dans les tissus tumoraux et a épargner les
tissus sains environnants a condition d’accumuler les agents radiosensibilisants dans la
tumeur (Figure 1.11). Le principe physique repose sur le fait que I'absorption du
rayonnement par les nanoparticules produit une émission en cascade d’électrons
secondaires (électrons Auger et photoélectrons) pouvant causer de maniere directe ou

indirecte des dégats importants aux cellules cancéreuses.

Tissus sains Tissus sains

Rayons X

électrons secondaires Tumeur

Tumeur

Figure 1.11 Principe de I'utilisation d’agents radiosensibilisants pour la radiothérapie.

Les dégats directs proviendraient de l'interaction du rayonnement secondaire
directement avec les brins d’ADN, provoquant ainsi des cassures. Cependant, I'accés au

noyau cellulaire par les nanoparticules est difficile a envisager en raison de la tres faible taille
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des pores nucléaires. Comme le libre parcours moyen des électrons secondaires est
extrémement faible, ce mode de destruction cellulaire est contestable car il semble plus
crédible que ces électrons créent des dégats en interagissant avec divers constituants
cellulaires indispensables a la survie des cellules comme les phospholipides de la membrane

plasmique, les protéines...

Les dégats indirects proviennent d’especes extrémement réactives, les radicaux, qui
sont créés suite a l'interaction du rayonnement secondaire et des nanoparticules ionisées
avec l'eau (qui est le constituant cellulaire principal). Les espéces formées sont
principalement le radical hydroxyle HO®, qui est un oxydant puissant, et le radical hydrogéne
(H®) qui est un réducteur puissant. Ces radicaux peuvent réagir entre eux ou avec le
dioxygéne, donnant ainsi l'ion radicalaire superoxyde 0,*, ou encore le peroxyde
d’hydrogéne H,0,. Ces especes tres agressives interagissent ensuite avec les biomolécules

pour causer des dégats importants, souvent irréversibles [59].

Les nanoparticules d’or sont donc intéressantes en raison de leur propension a
interagir avec les rayonnements ionisants (primaires ou secondaires) et des phénoménes
physiques, chimiques et biologiques qui en découlent, de leur biocompatibilité et de leur
capacité a s’accumuler préférentiellement dans les tissus tumoraux. Il a été montré que les
nanoparticules d’or (1,9 nm de diametre) injectées par voie intraveineuse (2,7 g d’or par kg)
a des souris portant un carcinome EMT-6 exercent un effet radiosensibilisant sous un
rayonnement X (250 kVp). La survie des souris a augmenté de maniére significative suite a ce
traitement. En effet, aprés un an, celle-ci est passée de 20% (radiothérapie classique) a 86%
dans le cas d’une radiothérapie réalisée apres injection des nanoparticules [52]. Ces
nouveaux agents radiosensibilisants se sont également montrés efficaces pour traiter des
tumeurs radiorésistantes et trés agressives comme le carcinome squameux de la téte et de
la nuque chez des souris [60]. Ces premiers résultats trés prometteurs ont suscité un fort
engouement pour la conception de nanoparticules d’or en tant qu’agent radiosensibilisant a
des fins thérapeutiques. De nombreuses équipes travaillent actuellement sur ce sujet. Et
désormais, ce développement peut s’appuyer sur des études de modélisation qui
permettent d’expliquer pourquoi I'efficacité expérimentale des nanoparticules d’or pour la
radiosensibilisation est bien meilleure que I'efficacité déduite de modeles se basant sur les

effets macroscopiques de l'interaction rayonnement-matiere [61]. Les nanoparticules d’or
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soumises a un rayonnement ionisant générent un accroissement de dose trés localisé autour
des nanoparticules qui est d’autant plus important que le diametre du cceur d’or est petit.
Ces études de modélisation montrent I'intérét d’utiliser des nanoparticules d’or de taille trés

réduite pour augmenter |'effet de la radiothérapie.

Les nanoparticules d’or de taille inférieure a 2-3 nm sont donc extrémement
prometteuses pour la radiothérapie et I'imagerie X. En effet, contrairement aux propriétés
optiques inédites (des nanobatonnets, des structures coeur-coquille, nanohexapodes), les
propriétés des nanoparticules d’or permettant une utilisation comme agent de contraste
pour I'imagerie X et comme agent radiosensibilisant ne nécessitent pas une taille importante
ou une forme spécifique. Au contraire, une taille réduite est avantageuse pour la capacité
radiosensibilisante. Il est alors possible de concevoir des nanoparticules d’or éliminables par
la voie rénale sans impacter I'efficacité pour la radiosensibilisation et 'augmentation du

contraste en imagerie X.

1.5. Les nanoparticules d’'or: agent de contraste

radiosensibilisant

L'efficacité de la thérapie par I'effet radiosensibilisant des nanoparticules d’or réside
avant tout dans I"'accumulation de celles-ci au sein de la tumeur (ratio quantité dans la
tumeur/quantité dans les tissus sains trés important). Ce point crucial nécessite un suivi de
la biodistribution pour déterminer le moment opportun d’activation des nano-objets par le
rayonnement X. C'est pourquoi, I'aptitude de ces objets a étre visualisée par imagerie est
primordiale. Nous avons vu précédemment que les nanoparticules d’or peuvent étre suivies
par imagerie X grace aux propriétés intrinseques de |'or. Mais cette modalité d’imagerie est
pénalisée par le caractére ionisant des rayons X et un faible contraste. Le recours a
I'imagerie de résonance magnétique (IRM) [57] [62—-65] ou aux techniques d’imagerie
nucléaire [66][67] parait trés utile pour étudier le comportement des nanoparticules d’or
apres administration. Cependant le suivi des nanoparticules d’or par ces techniques exigent

d’apporter quelques modifications par une fonctionnalisation adaptée.
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La fonctionnalisation des nanoparticules d’or peut étre réalisée au cours de la synthese
(méthode de Brust) ou aprés la synthése (post-fonctionnalisation) par remplacement des
ions citrate (nanoparticules d’or obtenues par la méthode de Turkevitch ou Frens) ou d’une

partie des ligands apportée lors de la synthése.

1.5.1. Principe et propriétés de I'IRM

L'imagerie par résonance magnétique (IRM) est une technique d’imagerie qui permet
une visualisation tridimensionnelle des tissus biologiques en se basant sur le principe de
résonance magnétique nucléaire (RMN). L'IRM exploite les propriétés magnétiques des
protons de I'eau (constituant majeur des tissus biologiques, environ 80%) qui dépendent de

I’environnement et donc du tissu.

Dans un tissu biologique, les noyaux des atomes d’hydrogene posseédent des
moments magnétiques individuels p orientés de maniere aléatoire. Pour éviter d’obtenir une
aimantation totale (la somme des moments magnétiques notée M) nulle, le patient est placé
dans un champ magnétique intense et uniforme By variant de 0,02 a 7 Tesla. By induit la
rotation des moments magnétiques sur deux cones (cone de précession) autour de I'axe de
ce champ. Il se forme alors deux groupes, les moments dont les spins sont paralleles (sens de
Bo) et ceux dont les spins sont antiparalléles (sens contraire a By). L’aimantation totale M
devient non nulle et peut étre décrite par deux composantes : I'aimantation longitudinale
notée M et I'aimantation transversale M+. La premiere correspond a la projection de M
suivant un axe paralléle a By et la deuxieme suivant un axe perpendiculaire a Bp. Il est
nécessaire de placer le systéme hors de sa position d’équilibre pour détecter Mt et M via
une bobine de détection. Pour cela, le patient est soumis a un rayonnement
électromagnétique, une onde radio a la fréquence de résonance (fréquence de Larmor) des
noyaux d’hydrogéne. A la fin de cette excitation, M retourne a sa position d’équilibre
(parallele a Bg), c’est la relaxation. L'évolution de la relaxation au cours du temps est
caractérisée par deux temps T, et T,. T; correspondant au temps de relaxation longitudinale
qui caractérise la repousse de I'aimantation M. Et T,, le temps de relaxation transversale,
correspondant a la décroissance de I'aimantation M+. Ces temps de relaxation sont propres a
chaque type de tissu, ce qui ajouté a la densité des protons, permet d’obtenir des

contrastes différents sur une image acquise par IRM.
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L'IRM permet donc la différenciation des différents types de tissus et une
visualisation tridimensionnelle avec une excellente résolution spatiale. De plus cette
technique permet d’imager les tissus mous et présente I'avantage de ne pas étre ionisante.
Cependant, le temps d’acquisition est long, ce qui empéche d’utiliser cette méthode
d’imagerie pour étudier la biodistribution sur un corps entier. D’autre part, cette technique
offre un faible contraste qui nécessite l'injection aux patients d’agents de contraste

caractérisés par des propriétés magnétiques adaptées [68].

Ces agents de contraste permettent d’augmenter le contraste entre les tissus sains et
les tissus tumoraux en diminuant les temps de relaxation T; et T, (avec une prédominance
sur I'un ou l'autre). Le parameétre rendant compte de I'efficacité d’'un agent de contraste est
représenté par la relaxivité longitudinale et transversale (respectivement ry et r;). Ces
parametres représentent I’évolution du taux de relaxation (R;=1/T; et R,=1/T;) normalisé par
rapport a la concentration en agent de contraste. La relaxivité, s’exprimant en s *.mM?, varie

linéairement avec la concentration en agent de contraste.

Il existe deux types d’agents de contraste. Les agents de contraste super
paramagnétiques, principalement composés de fer, qui montrent un moment dipolaire trés
important en présence d’'un champ magnétique. lls agissent essentiellement sur le temps de
relaxation transversale T,, assombrissant ainsi les tissus qui les contiennent. Le deuxiéme
type, les agents de contraste paramagnétiques, concerne notamment les complexes de
gadolinium. Effectivement, Iion gadolinium Gd*>* (terre rare) posséde un fort effet
paramagnétique en raison du grand nombre d’électrons non appariés (7) sur la derniere
couche électronique. Celui-ci étant toxique sous forme libre, les agents de contraste
paramagnétiques sont composés de l'ion Gd*' complexé par des ligands tels que le DTPA
(acide diéthylenetriaminepentaacétique) pour le Magevist® ou du DOTA (l'acide 1,4,7,10-
tétrazacyclododécane-N,N',N",N'"-tétra-acétique) pour le Dotarem® (figure 1.12). Ces agents
paramagnétiques en agissant principalement sur le temps de relaxation longitudinale Ty,

induisent un éclaircissement de la zone ou ils sont accumulés [69] .
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Figure 1.12 Principaux agents de contrastes moléculaires paramagnétiques

Ces agents de contraste rehaussent de maniere significative le contraste. Cependant,
I’élimination de ces agents est trés rapide limitant ainsi leur performance. Le développement
de nouveaux agents de contraste en combinant I’élément gadolinium aux nanoparticules est

donc prometteur.

1.5.2. Principe de I'imagerie nucléaire

Malgré les contraintes liées a la préparation, a la manipulation, au stockage et aux
retraitements des matériaux radioactifs, l'imagerie nucléaire est de plus en plus
fréguemment employée pour étudier la biodistribution des nanoparticules en raison de
I’exceptionnelle sensibilité de cette technique [66][67][70]. Les techniques d’imagerie
nucléaire nécessitent I'injection d’isotopes radioactifs pour réaliser une imagerie
fonctionnelle de I'organisme. Nous pouvons distinguer deux techniques : la tomographie
d’émission monophotonique (TEMP) qui utilise des émetteurs de photons y et la

tomographie par émission de positons (TEP) qui repose sur I'usage d’émetteurs de positons

BY).
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e La TEP permet de réaliser une imagerie tridimensionnelle de la biodistribution d’un
traceur radioactif (émetteur B*) aprés injection. Ces traceurs sont caractérisés par un
exces de charges positives au sein du noyau. La désintégration vers un état stable
conduit a I’émission d’un positon. Apres avoir parcouru quelques millimétres dans les
tissus, l'interaction avec un électron du milieu provoque une réaction d’annihilation,
engendrant alors deux photons gamma de méme énergie (511 KeV), de méme direction
mais de sens opposés (figure 1.13). Ceux-ci sont alors détectés a I'aide d’'une gamma

caméra permettant, suite a 'utilisation d’algorithmes, une imagerie fonctionnelle.

v=511 keV

™~

b

\\\‘ 1 -803

Figure 1.13 Annihilation d’un positon [71]

Les radiotraceurs sont constitués d’un isotope radioactif et d’un vecteur. Le plus

18F

utilisé est le **"FDG qui est composé de glucose (le vecteur) et de fluor 18 (émetteur B*). Les

¥ DG va donc étre capté par les cellules

tumeurs ayant un besoin en glucose important, le
tumorales. D’autres radioisotopes sont utilisés pour I'imagerie TEP (tableau 1.1). Ceux-ci

sont produits a I'aide d’un cyclotron et possédent une durée de demi-vie extrémement

faible.
Tableau 1.1 Périodes des principaux isotopes utilisés pour la TEP
Isotopes e BN ®cu 18 %Br
Période (min) 20,4 10,0 762 109,8 972
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e Alinstar de la TEP, la TEMP est une imagerie fonctionnelle. Elle permet, en réalisant une
imagerie tridimensionnelle, de visualiser la distribution d’un traceur a 'aide de gamma
caméras. Cependant, les radiotraceurs sont différents de ceux utilisés pour la TEP. lls
sont composés d’isotopes émetteurs de photons gamma (tableau 1.2) couplés a des
vecteurs. En outre, cette technique est moins précise que la TEP en raison de I'émission

d’un seul photon rendant la localisation du traceur plus difficile.

Tableau 1.2 Période des principaux isotopes utilisés pour la TEMP

% 11T 73
T I I

C n

Isotopes

Période (h) 6,03 67,32 13,22

La TEMP et la TEP présentent I'avantage de posséder une sensibilité trés importante
(supérieure pour la TEP) et de pouvoir réaliser une imagerie fonctionnelle. Cependant, ces

techniques sont ionisantes et la résolution spatiale s’avére tres faible.

1.5.3. Agent de contraste multimodal

Il parait donc tout a fait intéressant d’associer ces techniques (TEP ou TEMP) a I'IRM
afin de bénéficier de la sensibilité et des possibilités de quantification de I'imagerie nucléaire
et de la résolution de I'IRM. En raison du bénéfice espéré, |'association de I'IRM et des
techniques d’imagerie nucléaire (TEMP ou TEP) constitue un théme de recherche tres actif,
aussi bien au niveau du développement d’agents bimodaux que sur le plan de la conception

d’imageurs intégrant I'IRM et la TEMP ou la TEP [72].

Le suivi des nanoparticules d’or par ces techniques d’imagerie complémentaires peut
étre envisagé en fonctionnalisant la surface par des chélates de gadolinium (IRM), des
radioisotopes (*!In, 9MTc (TEMP) ; **Cu, 82r (TEP)) ou encore par des molécules radioactives

, 1 12
marquées par °F ou '®

| (TEP). La combinaison de ces différentes techniques d’imagerie
médicale, qui reposent a la fois sur les propriétés du cceur d’or (tomodensitométrie X) et sur

la composition de la surface des particules (IRM, TEMP, TEP), est tres précieuse pour étudier
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la biodistribution des nanoparticules car elle permet de profiter des avantages des
différentes techniques tout en s’affranchissant de certaines de leurs contraintes. Cette
multimodalité donne la possibilité d’améliorer la fiabilité des interprétations des images en
croisant les différentes données. L'espoir repose sur une meilleure connaissance de la
localisation des agents thérapeutiques devrait rendre les traitements plus précis et mieux

controlables, et déboucher enfin sur une efficacité accrue de ces derniers.

Dans l'optique de combiner différentes techniques d’imagerie médicale, des
molécules capables de complexer certaines especes chimiques nécessaires pour I'imagerie
ont été concues (comme le DTPA). Il est possible de synthétiser des nanoparticules d’or avec
une couche organique de DTDTPA (DTPA modifié par deux fonctions thiol pour le greffage
sur la surface des nanoparticules) permettant la complexation d’ions Gd** et/ou de
radioisotopes d’intérét pour Iimagerie nucléaire (*™Tc,**'In). Ces nanoparticules
Au@DTDTPA-M (avec M = Gd**, ®™Tc (ou *In)) peuvent donc &tre suivies par IRM (Gd*"),
TEMP (indium ou technétium) et par imagerie X (or). L'imagerie multimodale a permis de
confirmer que I’élimination de ces nanoparticules se fait par voie rénale sans que soit

empéchée une accumulation des nano-objets dans la tumeur due a I'effet EPR [57][66][73].

12
| sur la

Le radiomarquage de nanobatonnets d’or par l'iode 125 (fixation de
tyrosine greffée en surface des nanobatonnets) a permis de réaliser une imagerie bimodale

TEMP/CT grace aux propriétés de I'or (imagerie X) et du radionucléide (TEMP) [74].

1.6. La thérapie guidée par imagerie

La thérapie guidée par imagerie constitue une étape essentielle vers la thérapie
personnalisée, c’est-a-dire vers I'adaptation du traitement a chaque patient. De nombreux
exemples décrits dans la littérature montrent que le controle de la taille, de la morphologie
et de la fonctionnalisation des nanoparticules d’or permet de concevoir des nanostructures
combinant imagerie et thérapie [9][12][75]. De telles nanoparticules sont donc des candidats
prometteurs pour la thérapie guidée par imagerie si elles montrent un comportement
adapté apres injection intraveineuse (accumulation dans la zone a traiter, absence de

particules dans les tissus sains environnants, élimination rénale privilégiée (par rapport a la
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voie hépatobiliaire)). Dans un certain nombre de cas (et en particulier pour les systémes de
délivrance de principes actifs (DDS, drug delivery systems)), le guidage de la thérapie par
I'imagerie se résume a une vérification a posteriori de |'effet thérapeutique [76][77][78].
L'imagerie permet en effet de vérifier si le principe actif a été libéré a I'endroit visé.
L'imagerie est également utile pour guider la mise en place et vérifier la localisation
d’implants. Les nanoparticules d’or Au@DTDTPA-Gd®" ont été utilisées avec succés pour le
marquage d’implants congus pour produire de l'insuline. Ces implants obtenus par
encapsulation de cellules B (productrice d’insuline) dans des microbilles d’alginate poreuses
(diameétre d’environ 500 um) étaient difficiles a localiser aprés mise en place chez des souris
diabétiques. La co-encapsulation des cellules B et des nanoparticules Au@DTDTPA-Gd a
débouché sur la mise au point d’implants qui, tout en restant efficaces pour diminuer la
glycémie des souris diabétiques, peuvent étre localisés en combinant I'IRM, le scanner et
I’échographie. Cette co-localisation par trois techniques d’imagerie a été rendue possible par
la nature des nanoparticules Au@DTDTPA-Gd dont le coeur d’or permet la détection par
imagerie X et échographie alors que la couche de chélates de gadolinium (DTDTPA-Gd)
exerce un effet important sur le rehaussement du contraste positif des images acquises par
IRM. Grace a ce marquage, le déplacement de ces implants au sein de I'organisme peut étre

suivi dans le temps [63].

Cette stratégie de marquage est intéressante pour optimiser le dispositif de
délivrance par retour d’expérience, mais elle ne permet pas d’activer I'effet thérapeutique
au moment le plus opportun défini par I'analyse des images acquises en temps réel. Pour
une véritable personnalisation du traitement qui s’adapterait a chaque situation rencontrée,
le développement de nanoparticules dont I'activité thérapeutique peut étre induite a
distance par un stimulus physique semble étre une voie prometteuse qui présente
I’'avantage d’administrer des particules inoffensives en I’'absence d’activation extérieure. Dés
que les conditions deviennent favorables (accumulation dans la tumeur, absence dans les
tissus sains), la cytotoxicité des nanoparticules peut alors étre commandée et contrblée a
distance par une interaction avec un stimulus aux caractéristiques physiques connues et

maitrisées (Figure 1.14).
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Figure 1.14 Utilisation de nanoparticules multifonctionnelles pour la radiothérapie guidée par imagerie.

Parmi les différents stimuli possibles, le rayonnement proche infrarouge (imagerie
photoacoustique et thérapie photothermique) et le rayonnement X et y (radiothérapie) sont
probablement les mieux adaptés pour activer I'effet thérapeutique des particules d’or. Le
rayonnement proche infrarouge présente I'avantage d’étre inoffensif pour les tissus sains. Il
est cependant handicapé par une faible profondeur de pénétration qui limite son application
aux tumeurs superficielles et peu profondes, ou atteignables par une fibre optique. Les
dimensions des nanoparticules développées pour la thérapie photothermique constituent
une limitation supplémentaire car elles sont incompatibles avec une élimination rénale et
favorisent en outre la capture par le systeme réticuloendothélial [11] [79] [80] [81]. Xia a
montré que la PEGylation des nanocages d’or pouvait pour les plus petits d’entre eux
favoriser I'élimination rénale et I'accumulation dans la tumeur tout en minimisant

I'accumulation dans le foie et la rate (sans toutefois I'empécher) [70].
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En revanche, la taille ne sera pas le facteur limitant de la radiothérapie guidée par
imagerie car I'effet radiosensibilisant est trés important pour des nanoparticules d’or dont
les dimensions sont compatibles avec I’élimination rénale [50] [51]. Comme ces particules
peuvent étre suivies par imagerie X, l'irradiation peut alors étre réalisée au moment le plus
opportun pour une efficacité optimale [82]. Des améliorations ont été proposées pour éviter
le recours a I'imagerie X. Elles consistent a fonctionnaliser les nanoparticules d’or par des
chélates de gadolinium (Au@DTDTPA-Gd**) pour permettre leur suivi par I'IRM qui est
inoffensive [57][63]. Le suivi des nanoparticules radiosensibilisantes par IRM constitue un
véritable atout car il permet de déterminer le moment adéquat pour déclencher I'effet
radiosensibilisant grace a I'excellente résolution de cette technique d’imagerie. Les données
acquises grace a I'IRM conduisent a une exploitation optimale de I'effet radiosensibilisant de
I’élément or contenu dans les nanoparticules Au@DTDTPA-Gd qui se traduit par une
augmentation d’un facteur cinq de la durée de survie d’animaux atteints d’une tumeur au
cerveau (gliosarcome 9L murin, tumeur radiorésistante dans un organe radiosensible) [73].
Comme cette capacité a interagir avec les photons X et y ne dépend que du numéro
atomique et de la densité, il est possible d’activer |'effet radiosensibilisant (et donc
d’améliorer la sélectivité thérapeutique du rayonnement) avec des nanoparticules d’or
Au@DTDTPA. Ces nanoparticules sont prometteuses car, en plus d’étre éliminées par voie
rénale et d’étre retenues dans les tumeurs (conditions nécessaires pour un traitement
sélectif a base de nanoparticules), elles possedent des dimensions (2-3 nm) qui favorisent

I'accentuation du dépdt de dose localisée décrite par Curell et al [51][61].
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1.7. Présentation du travail de these

Cette thése a été réalisée en collaboration avec de nombreux laboratoires (Institut de
Chimie Moléculaire de I’'Université de Bourgogne (ICMUB), European Synchrotron Radiation
Facility (ESRF), Institut Curie, Institut National des Sciences Appliquées de Lyon (INSA
MATEIS), Université Claude Bernard — Lyon 1 (LPCML), le Centre Georges-Francois Leclerc de
Dijon (CGFL) et les entreprises nano-H et CheMatech, dans le cadre du projet ANR

TheraGulma et le projet Equipex IMAPPI.

Ces travaux s’inscrivent dans la continuité de la these de Christophe Alric qui a
caractérisé et étudié la capacité de nanoparticules Au@DTDTPA, composées d’un cceur d’or
recouvert de ligands linéaires (DTDTPA), a étre employée en tant qu’agent de contraste et

agent radiosensibilisant pour la radiothérapie guidée par imagerie [83].

L’objectif de ce travail consiste a réaliser le méme type d’objet en remplagant le
ligand linéaire par différents ligands macrocycliques et a caractériser ces nouveaux nano-
objets pour vérifier si les capacités des nanoparticules Au@DTDTPA (agent de contraste et
agent radiosensibilisant) sont conservées voire améliorées. Le remplacement du ligand
linéaire s’avere nécessaire en raison de récentes études qui ont montré un relargage
possible des ions gadolinium par le DTPA. La dissémination des ions gadolinium dans
I'organisme se révele étre problématique en raison de la toxicité du gadolinium libre.
D’autre part, bien que les nanoparticules Au@DTDTPA aient montré des résultats tres
prometteurs, le temps de vie plasmatique demeure trés faible freinant alors I'accumulation
des nanoparticules dans les zones d’intérét. L'utilisation de ligands macrocycliques dérivés

du DOTA a donc été proposée.

L'objet est censé combiner le role d’agent radiosensibilisant et d’agent de contraste
pour I'IRM et/ou de radiotraceurs. La couche organique entourant le coeur d’or doit
permettre la complexation de différents éléments afin de réaliser une imagerie multimodale
(imagerie nucléaire/IRM) tout en assurant la stabilité colloidale. Pour réaliser la
radiothérapie guidée par imagerie, ces nanoparticules doivent comporter une
biodistribution adaptée, c’est-a-dire une accumulation dans les tissus cancéreux et une

élimination par voie rénale (figure 1.15).
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2.1. Introduction

La thérapie guidée par imagerie constitue un enjeu majeur, car en personnalisant le
traitement, elle devrait déboucher a une amélioration de la thérapie de pathologies diverses
et notamment des cancers. Comme décrit dans la partie bibliographique, de nombreux
exemples de nanoparticules de formes, constitutions et tailles variées sont étudiées dans la

littérature pour réaliser de la thérapie et de I'imagerie [1][2][3].

La stratégie choisie par I'équipe pour la thérapie guidée par imagerie repose sur
I'utilisation d’une nanoparticule sphérique composée d’un cceur d’or, en raison de ces
propriétés (biocompatibilité et forte propension a absorber le rayonnement X) [4][5]. Ce
cceur est entouré d’une couche organique permettant entre autres choses de complexer
différents éléments pour I'imagerie. Au final, cette nanoparticule d’or devrait améliorer
I'efficacité de la radiothérapie en augmentant la cytotoxicité du rayonnement tout en
réduisant ses effets secondaires. Effectivement, lors d’un traitement par radiothérapie, le
rayonnement non sélectif va détruire les tissus sains sur sa trajectoire. Les tissus au-dela de
la tumeur seront également affectés étant donnée la faible absorption du rayonnement par
les tissus en général (cancéreux et sains). Cette absorption modérée rend nécessaire
I'utilisation d’une dose relativement importante pour permettre la destruction des cellules
cancéreuses. Les nanoparticules d’or, en s’accumulant au sein de la tumeur par effet EPR,
permettrait alors d’absorber le rayonnement X dans la zone d’intérét. Il en découlerait une
augmentation de I'effet cytotoxique au niveau de la tumeur tout en préservant les tissus
sains au-dela des tissus cancéreux. Si cet accroissement de I'effet thérapeutique est avéré, il
est alors envisagé de réduire la dose du rayonnement et ainsi préserver les tissus sains en
amont de la tumeur. L'activation de I'effet radiosensibilisant de ces nano-objets par
I'irradiation X doit donc étre réalisée au moment le plus opportun, c’est-a-dire lorsque la
différence entre la quantité d’or dans les tissus cancéreux par rapport a celle présente dans
les tissus sains est tres importante. La capacité de ces nanoparticules a étre suivies par
imagerie jouera donc un role majeur car l'interprétation des images en temps réel devrait
conduire a la détermination du délai, entre injection et irradiation, le plus adapté pour la

réussite du traitement.
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Comme l'amélioration de la radiothérapie repose sur l'effet radiosensibilisant des
nanoparticules mais également sur I'accumulation préférentielle dans la tumeur, il s’avere
alors nécessaire de contrOler certains parametres des nanoparticules afin d’assurer une
biodistribution adaptée, c’est-a-dire une accumulation uniquement dans la tumeur et une
élimination rapide par voie rénale. Afin d’y parvenir la taille, la composition et la charge de
surface sont des parametres primordiaux a moduler. Notre équipe a montré la faisabilité et
le fort potentiel d’'un tel objet pour la radiothérapie guidée par imagerie avec les
suspensions de nanoparticules Au@DTDTPA. Elles ont permis le suivi de leur biodistribution
par IRM, imagerie X et imagerie nucléaire tout en confirmant une élimination rénale et une
accumulation significative dans différentes tumeurs [6][7]. D’autre part, ces objets ont
montré un effet radiosensibilisant important qui a permis un gain de survie de l'ordre de
473,3 % chez des rats portant un gliosarcome a la suite d’un traitement par MRT effectué
aprés l'injection de la suspension de nanoparticules par voie intraveineuse [8]. Malgré le
potentiel prometteur des nanoparticules Au@DTDTPA pour la radiothérapie guidée par
imagerie, la modification de la composition de ces nanoparticules nous semblait
indispensable suite aux récentes découvertes de cas suspects de fibrose systémique
néphrogénique. L'apparition de cette fibrose pourrait résulter de la décomposition du
complexe Gd-DTPA (Magnevist®) [9][10], nous avons engagé une réflexion afin d’éviter ce

risque.

Les mécanismes entrainant cette pathologie en raison de I'utilisation d’agents de
contraste a base de gadolinium ne sont pas encore bien compris mais une relation entre les
deux est certaine [11][12]. En outre, il est avéré qu’un patient atteint d’insuffisance rénale
présente un risque accru de libération du gadolinium en raison d’un temps de circulation
plus long du complexe di a sa pathologie [13]. Malgré une stabilité thermodynamique et
une inertie cinétique élevée des complexes DTDTPA-Gd lorsqu’ils sont greffés sur les
nanoparticules (contrairement au DTDTPA seul)[14], nous avons pris la décision de modifier
cet objet prometteur afin de s’assurer qu’il n’y ait pas de libération du gadolinium dans le
cas ou le ligand se désorberait du coeur d’or. Nous avons alors remplacé le ligand linéaire
DTDTPA par un ligand macrocyclique (dérivé du DOTA) afin d’améliorer la stabilité du

complexe a base de gadolinium [15][16].
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2.2. Synthese des nanoparticules d’or recouvertes de

ligands macrocycliques

2.2.1. Ligands macrocycliques

Le principal objectif de cette thése consiste a remplacer le ligand linéaire DTDTPA par
un ligand macrocyclique tout en conservant les caractéristiques des nanoparticules
Au@DTDTPA. Apres réflexions et discussions avec I'entreprise Chematech et I'équipe PD2A
de I'ICMUB, plusieurs structures intéressantes ont été définies. Dans un premier temps, nous
avons travaillé avec trois ligands différents (figure 2.1). Le role essentiel de la couche
organique, outre la stabilité colloidale, est de permettre la complexation de différents
éléments afin de suivre les nanoparticules par imagerie. Comme nous souhaitons réaliser de
I'IRM et de I'imagerie nucléaire, le macrocycle doit permettre de complexer des éléments
tels que Gd* (IRM), *in (TEMP), ®Cu (TEP). Nous avons donc choisi comme site de
complexation (en rouge sur la figure 2.1) pour ces trois ligands, un macrocycle de type DOTA
(I'acide 1,4,7,10-tétraazacyclodécane-1,4,7,10-tétraacétique). Afin d’assurer un accrochage
durable sur le cceur d’or, nous avons choisi d’incorporer deux atomes de soufre dans chacun
des ligands. En effet, le soufre est connu pour son excellente affinité avec I’or. De plus notre
équipe, avec d’autres, a montré que la présence de deux atomes de soufre au lieu d’un seul
retardait la désorption du ligand [17][18][19][20]. Deux types de fonctions pour I'accrochage
sont testés; elles comportent chacune une liaison disulfure endocyclique mais se distinguent

par la taille du cycle et la nature du bras espaceur (en bleu sur la figure 2.1).

Le premier ligand, le DTDOTA (figure 2.1A), est constitué d’une fonction disulfure
endocyclique en bout de chaine pour 'accrochage sur le cceur d’or. La synthése consiste a
faire réagir un équivalent d’un dérivé du DOTA (DO3A'Bu-N-(2-aminoethyl)ethanamide)
comportant une fonction amine, avec quatre équivalents 2-bromoéthyl(trityl)sulfane. Le
ligand bi-fonctionnalisé ainsi obtenu va former apres déprotection le DTDOTA par
cyclisation. Une étape de purification est nécessaire pour éliminer le ligand mono-
fonctionnalisé. Les deux autres ligands utilisés, le TADOTA (figure 2.1B) et le TADOTAGA
(figure 2.1C), sont synthétisés en faisant réagir le dérivé du DOTA, comportant une fonction
amine, avec 1,5 équivalents d’acide thioctique (TA) aprés activation de la fonction acide

carboxyligue de TA. La fonction d’accrochage est également un disulfure endocyclique
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(constituant de I'acide thioctique). La différence entre ces deux ligands consiste en la
présence d’une fonction acide carboxylique supplémentaire sur le cycle DOTA, pour le ligand
TADOTAGA, dans I'optique d’améliorer la complexation des différents éléments ainsi que la

stabilité colloidale des nanoparticules.
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Figure 2.1 Formule semi-développée des ligands DTDOTA (A), TADOTA (B) et TADOTAGA (C)
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2.2.2. Préparation des différentes nanoparticules
2.2.2.1. Synthése des nanoparticules Au@DTDOTA,
Au@TADOTA et AU@TADOTAGA
La synthése des nanoparticules d’or fonctionnalisées avec les différents ligands
(TADOTA, DTDOTA et TADOTAGA) est réalisée d’apres la méthode de Brust en réduisant un
sel d’or par un réducteur fort en présence de ligands [21]. Ces derniers assureront le
contréle de la nucléation durant la croissance et donc le contréle de la taille des particules
tout en assurant la stabilité colloidale. Les nanoparticules, ainsi obtenues seront composées
d’un ceceur d’or recouvert d’'une couche organique. Elles seront désignées et distinguées par

le logo Au@X (X étant le nom du ligand utilisé).

Pour synthétiser les nanoparticules Au@X (figure 2.2), I'acide tétrachloroaurique
HAUCl,,3H,0 (4,9.10 mol, 192 mg) est dissous dans le méthanol (60 mL) dans un ballon
monocol de 250 mL. Pendant I'agitation magnétique de cette solution de couleur jaune, le
ligand (4,9.10"* mol soit 310 mg pour le TADOTA, 346 mg pour le TADOTAGA et 277 mg pour
le DTDOTA) est dissous dans I'eau distillée (38 mL). Cette solution aqueuse est ensuite
ajoutée dans le ballon monocol sous agitation. Il en résulte un changement de couleur, du
jaune a l'orangé. Enfin, le réducteur NaBH, (4,9.10° mol, 182 mg) est dissous dans 13 mL
d’eau distillée. La moitié de cette solution est ajoutée dans le ballon sous forte agitation et
I'autre portion est ajoutée de maniere fractionnée (environ 1 mL). La solution se colore
instantanément en noir. L'apparition de cette coloration est le signe caractéristique de la

M en Au® sous forme de nanoparticules. De plus, un dégagement de

réduction d’Au
dihydrogene se produit. La solution est laissée sous agitation pendant environ une heure
dans le ballon recouvert d’un bouchon permettant I'évacuation du dihydrogene. La teneur

en or de la suspension Au@X ainsi obtenue est de I'ordre de 1 g/L en or.

NaBH,
>
HAuCl,,3H,0 + ! -
Li
Igand Tambiant

soufré

Figure 2.2 Schéma de synthése des nanoparticules Au@X
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2.2.2.2. Purification

Les nanoparticules ainsi obtenues nécessitent une purification de maniere a éliminer

dans un premier temps les ligands non accrochés ainsi que le méthanol, ces objets ayant

pour but une utilisation in vivo. Pour cela, une dialyse est effectuée apres la synthése.

La technique consiste a purifier une solution, appelée dialysat, en utilisant une

membrane semi-perméable sous forme de boudin. Le dialysat est introduit dans le boudin

de dialyse qui est immergé dans une solution, le contre dialysat. La différence de

concentration entre le dialysat et le contre-dialysat va provoquer un échange de molécules

par diffusion afin de parvenir a I'équilibre (figure 2.3). En choisissant des membranes dont la

taille des pores est adaptée, c’est-a-dire assez large pour éliminer les ligands libres et

suffisamment petite pour empécher le passage des nanoparticules, le méthanol et les

ligands libres pourront étre éliminés.

— HzO ~

— MeOH/Ligand\

Nanoparticules ——

Agitateur magnétique

\

Agitateur magnétique

Figure 2.3 Principe de la dialyse
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La purification est réalisée en utilisant des boudins de dialyse constitués d’une
membrane perméable de pores présentant un seuil de coupure compris entre 6 et 8 kDa. Le
boudin contenant environ 100 mL de la suspension de nanoparticules est immergé dans
deux litres d’eau distillée (Vcontre-dyalisat/Vdialysat = 20) sous agitation pendant 48 heures. Le
contre-dialysat est changé 6, 12 et 24 heures aprés le début de la dialyse afin de conserver

une différence de concentration importante et ainsi maintenir I’échange tout en I'accélérant.

2.2.2.3. Solution injectable

La suspension de nanoparticules, une fois purifiée, nécessite un ajustement de la
concentration en or. Pour cela, une ultrafiltration (centrifugation et filtration sur membrane

(seuil de coupure de 10 kDa)) est mise en ceuvre a I'aide d’un tube concentrateur Vivaspin®.

Une fois la suspension a la concentration souhaitée, un ajustement du pH et de la
force ionique doit étre réalisé afin de permettre son injection dans un organisme vivant. En

effet, le pH physiologique de 7,4 et I'osmolarité de 300 mOsm/L doivent étre respectés.

Dans un premier temps une solution composée du tampon Hepes (0,253 M) et de
NaCl (3,673M) est ajoutée de maniére a obtenir une concentration de 145 mM de NaCl et 10
mM d’Hepes (correspondant au total a 300 mOsm/L). Suite a cet ajout, le pH de la solution
est ajusté a environ 7,4 par ajout de petites quantités d’hydroxyde de sodium ou d’acide

chlorhydrique.

Pour finir, la solution est filtrée a I'aide d’une seringue et d’'une membrane stérile en
PES constitué de pores de 0,2 um afin de stériliser la suspension. Celle-ci est stockée dans un

flacon scellé par une capsule avec septum.

2.2.3. Complexation du gadolinium

Pour permettre le suivi de ces nanoparticules par IRM, le marquage par des ions
métalliques paramagnétiques ou superparamagnétiques est nécessaire. En raison de son
moment magnétique trés élevé, le gadolinium semble étre le plus adapté. Sous forme de

complexes, il est d’ailleurs utilisé quotidiennement en clinique en tant qu’agents de
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contraste moléculaires pour I'IRM. Les ligands macrocycliques adsorbés sur les coeurs d’or
ont été choisis pour leur capacité a former des complexes stables avec le gadolinium. La
stabilité du complexe doit étre la plus élevée possible pour éviter la libération et la
dissémination des ions gadolinium qui sont toxiques  I’état libre. Pour complexer I'ion Gd**,
une solution de chlorure de gadolinium (lll) (GdCl3) de 135 mM est ajoutée a la suspension
de maniere a obtenir la concentration souhaitée. Le pH est ensuite ajusté a 7,4 par ajout de

guelques microlitres d’une solution d’hydroxyde de sodium.

2.2.4. Radiomarquage des nanoparticules

Pour localiser précisément les nanoparticules dans l'organisme et ainsi étudier la
biodistribution, l'utilisation de I'imagerie nucléaire (TEMP ou TEP), une technique plus
sensible que I'IRM, parait mieux adaptée malgré les contraintes liées a la radioactivité. Les
nanoparticules ont alors été marquées par des radionucléides émetteurs B* (cuivre-64) pour

la TEP ou émetteurs y (Indium-111) pour la TEMP.

Le procédé de radiomarquage des différentes nanoparticules et le contréle de la
pureté radiochimique ont été réalisés dans un laboratoire de radiopharmacie au sein du
centre George Francois Leclerc (CGFL) a Dijon par le docteur Bertrand Collin pour la TEMP et

par les docteurs Mathieu Moreau et Claire Bernhard pour la TEP.

2.2.4.1. Complexation de I’'indium 111

Le marquage des nanoparticules par I'indium-111 est réalisé directement par |'ajout

d’une solution d’acide chlorhydrique (0,05 M) contenant de !

InCl; a la suspension
colloidale de nanoparticules. Typiquement, 1 mL de suspension colloidale Au@X a environ
10 g/L en or (dans un tampon hepes 5 mM/NaCl 145 mM) est marqué par environ 150 MBq
de ™In et la suspension est agitée au vortex pendant vingt minutes. Les nanoparticules
marquées Au@X-""!In sont séparées de I'indium-111 libre par chromatographie d’exclusion
stérique (colonne PD-10 Sephadex G-25, GE Healthcare). Pour cela, La colonne est

préalablement rincée avec 15 mL de tampon citrate de sodium (50 mM, pH ~5), puis la

suspension colloidale marquée est introduite dans la colonne et éluée avec le tampon
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citrate. Des fractions de 0,5 mL sont recueillies et leur activité est comptée a I'aide d’un
compteur approprié (chambre d’ionisation, Capintec CRC-15). La pureté radiochimique des

fractions contenant les nanoparticules Au@DTDTPA-'*

In est évaluée par chromatographie
sur couche mince (CCM) (supports ITLC-SG, Gelman Science) en utilisant comme éluant un
tampon citrate de sodium (50 mM, pH ~5). La répartition et la quantification de la
radioactivité présente sur les plaques CCM est réalisée a I'aide d’un radiochromatographe

1nCl3) est utilisée comme référence ;

(miniGita, Raytest). Une solution d’indium-111 libre (
I'indium-111 complexé par les nanoparticules Au@DTDTPA reste sur la ligne de dépo6t (Rf =

0) tandis que I'indium libre migre au front (Rf = 0,8—1,0).

2.2.4.2. Complexation du cuivre 64

Le marquage des nanoparticules par le cuivre 64 est réalisé directement par I'ajout
d’une solution d’acide chlorhydrique (0,1 M) contenant CuCl,, diluée dans un tampon
acétate d’ammonium (1M, pH 7,07), a la suspension colloidale de nanoparticules tamponnée
a pH 5,8 (tampon acétate d’ammonium 0,1M). Typiquement, 1 mL de suspension colloidale
Au@X a environ 10 g/L en or (dans un tampon hepes 5 mM/NaCl 145 mM) est marqué par
environ 60 MBq de ®'Cu et la suspension est agitée au vortex pendant quarante-cing
minutes. Suite a I'ajout d’une solution d’EDTA dans un tampon acétate d’ammonium (0,1M,
pH 5,8), la suspension est a nouveau agitée pendant 15 minutes. Les nanoparticules
marquées Au@X-%%Cu sont séparées des complexes **Cu-EDTA par ultrafiltration (filtre
Nanosep 30 kDa pendant 12 minute a 4°C). La suspension est enfin diluée avec du PBS avant
injection. La pureté radiochimique des fractions contenant les nanoparticules Au@DTDTPA-
®4Cu est évaluée par chromatographie ITLC en utilisant comme éluant un tampon citrate de
sodium (0,1M, pH ~5). La répartition et la quantification de la radioactivité est réalisée a

I'aide d’un radiochromatographe (Bioscan AR-2000).

2.3. Caractérisation

Les nanoparticules AU@TADOTA, Au@TADOTAGA et Au@DTDOTA ont été caractérisées
par différentes techniques avant leur utilisation en milieu biologique.
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2.3.1. Spectrophotométrie UV visible

Les spectres UV visibles ont été réalisés en utilisant un spectrophotometre UV
SPECORD 250 sur la gamme 400-800 nm. Les échantillons sont dilués de maniére a obtenir

une concentration d’environ 0,25 g/L afin d’étre comparés.

2.3.2. Microscope électronique a transmission

Les mesures du diamétre du coeur d’or ont été réalisées a partir de clichés obtenus a
I'aide d’un microscope électronique en transmission (TEM) JEOL 2010 FEG a 200 kV. Les
échantillons ont été préparés en déposant une goutte de la suspension a analyser sur une
grille de cuivre recouverte d’un film de carbone. Les séances de microscopie ont été

réalisées par Pascal Perriat (Professeur au laboratoire MATEIS, INSA Lyon).

2.3.3. Mesure du diameétre hydrodynamique et du potentiel Zéta

Les mesures du diametre hydrodynamique et du potentiel Zéta ont été réalisées avec
le Nanosizer ZS de Malvern comprenant un laser He-Ne d’une longueur d’onde de 633 nm.
La mesure du potentiel Zéta a été effectuée sur les suspensions de nanoparticules a 5 mM
enor (1g/L)et 102 M en NaCl. Le pH des différentes suspensions a été ajusté par ajout de
NaOH ou HCl a 1M. Les mesures du diamétre hydrodynamique, par DLS, ont été effectuées a

pH~ 7.

2.3.4. Etude de la complexation de Gd**

La capacité de complexation des ions gadolinium par les ligands autour du coeur d’or
des nanoparticules a été évaluée par un dosage complexométrique en utilisant le xylénol
orange. Celui-ci est un complexant plus faible que les ligands macrocycliques de type DOTA
(constituants de la couche organique des nanoparticules). Lorsque ce colorant complexe des
ions gadolinium, son spectre UV visible se trouve modifié. Le principe de ce dosage consiste

a ajouter une quantité connue d’ions gadolinium a la suspension de nanoparticules puis de
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la centrifuger dans un tube Vivaspin® constitué d’'une membrane avec un seuil de coupure
de 5 kDa afin de recueillir le filtrat comprenant les ions Gd*" non complexés. 100 pL de filtrat
sont alors mélangés avec 3 mL d’une solution de xylénol orange (3 mg dans 250 mL de
tampon acétate a pH 5,8). Une courbe UV visible est ensuite tracée et le rapport
d’absorbance des deux pics d’absorption As73/A433 est calculé. Ce rapport couplé a la courbe
de calibration réalisée en amont permet de déterminer la quantité d’ions gadolinium libres
et donc de remonter a la quantité d’ions Gd>* complexée par la couche organique des

nanoparticules. Cela permet en outre, de déduire le nombre de ligands par nanoparticule.

2.3.5. Lyophilisation

La lyophilisation consiste a extraire I'eau d’un échantillon par sublimation.
L’échantillon a lyophiliser est alors congelé de maniére a obtenir I'’eau de I’échantillon sous

forme solide (glace). Puis I’eau solide est éliminée par sublimation a basse pression.

La transformation de la suspension colloidale de nanoparticules sous forme de
poudre a été réalisée grace a un lyophilisateur Christ 2-4 LSC a -80°C et 0,00041 mbar a I'lLM

dans I'équipe du Professeur Olivier Tillement.

2.3.6. ATG

Les analyses thermogravimétriques ont été réalisées sur un appareil Discovery au sein
du laboratoire MaNaPI de Dijon avec le docteur Julien BOUDON. Les différentes poudres de
nanoparticules lyophilisées (1 mg) ont été déposées dans une nacelle en platine puis ont été

soumises a une montée en température de 25°C a 700°C (5°C/minutes) sous oxygene.

2.3.7. Evaluation de stabilité en milieu biologique simulé

Pour se mettre dans des conditions proches du milieu biologique, 145 mM de NaCl et 5
mM d’hepes ont été ajoutés aux différentes suspensions de nanoparticules a 10 g/L en or et

pH 7,4. De plus, une solution de GdCl; a été ajoutée en se basant sur 40% de la capacité
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maximale de complexation. Ce pourcentage, déterminé dans la thése de Christophe Alric,
propose un bon compromis entre la stabilité colloidale et le potentiel en imagerie IRM. En
effet, en plus d’assurer une bonne stabilité colloidale en ne saturant pas tous les
groupements COOH ionisables et donc en conservant un potentiel Zéta important, cette
concentration a été évaluée comme optimale pour le signal IRM avec les nanoparticules

Au@DTDTPA [6] [17].

2.3.8. Profils NMRD et relaxivité

Les profils NMRD, rendant compte du comportement des nanoparticules en tant
qu’agent de contraste pour I'IRM, ont été réalisés avec un relaxometre a champ cyclique
rapide Stela de 0,25 mT a 0,94 T (0,01 — 40 MHz) a 37 °C. Ll’ajustement théorique des profils

NMRD a été réalisé a partir du modele de relaxation classique [22][23][24].

La mesure des temps de relaxation longitudinale et transversale a été effectuée a

37°C sur un Minispec MQ60 de Bruker a 60 et 20 MHz.

Les différents échantillons consistent en des suspensions de nanoparticules a 10 g/L
en or auxquelles sont ajoutées des quantités croissantes de gadolinium (tableau 2.1). Le pH

est ensuite ajusté a 7,4 par I'ajout de faibles quantités de NaOH ou HCI.

Tableau 2.1 Composition des différents échantillons pour mesurer la relaxivité des suspensions Au@X

Echantillon [Vay (ML) | nay (umol) | Veq (UL) | ngg (Lmol) [Gd3+] (mM) [Vhao (ML) [ Vior (ML)
A 0,5 25 7,4 1 1,7 92,6 0,6
B 0,5 25 11,1 1,5 2,5 88,9 0,6
C 0,5 25 19 2,56 4,26 81 0,6
D 0,5 25 25,9 3,5 5,83 74,1 0,6
E 0,5 25 33,3 4,5 7,5 66,7 0,6
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2.4. Résultats et discussions

Comme la bande plasmon caractéristique des nanoparticules d’or est observée dans
le domaine visible du spectre électromagnétique, la spectrophotométrie constitue un trés
bon moyen de caractériser ces objets. A partir d’un spectre UV, il est possible de calculer
par des modéles complexes le diamétre des nanoparticules [25]. Et de maniére plus simple,
le spectre UV permet de donner un ordre d’idée sur la taille des objets qui dépend de la
position de la bande plasmon et de la distribution en taille qui est reflétée par la forme et la
largeur de cette bande [26]. Le comportement de cette bande plasmon permet de vérifier la
stabilité colloidale au cours du temps et/ou en fonction des variations de pH. C’est pourquoi,
dans un premier temps, les spectres UV visibles des trois types de nanoparticules ont été
tracés (figure 2.4). Les différentes suspensions montrent bien une bande plasmon autour de
520 nm, caractéristiques des nanoparticules d’or. Cependant, nous pouvons noter deux
tendances au niveau de l'allure de celle-ci. Pour les suspensions de nanoparticules
Au@TADOTA et Au@TADOTAGA, la bande plasmon peu visible est similaire a celle des
nanoparticules Au@DTDTPA qui nous servent de modeéle. La faible absorbance autour de
520 nm est caractéristique des nanoparticules possédant un diamétre du coeur d’or inférieur
a 3 nm. En revanche, le spectre des nanoparticules Au@DTDOTA présente une bande
plasmon nettement plus marquée. Nous pouvons en déduire que le cceur des nanoparticules
Au@DTDOTA est plus gros malgré la similitude du protocole de synthése des différentes
suspensions de particules d’or. Il semble donc que le ligand joue un role sur cette
augmentation de taille. Il est possible que la fonction disulfure endocyclique du DTDOTA,
comportant plus d’atomes et étant donc plus souple, favorise des désorptions des thiols. De
plus la chaine entre le DOTA et la fonction disulfure endocyclique étant plus courte pour le
DTDOTA, les ligands se greffent potentiellement moins facilement sur les cceurs d’or en
raison de I'encombrement stérique. La nucléation se trouverait alors moins bien controlée
lors de I'ajout du réducteur. Ces résultats semblent cohérents au vu de la couleur des
différentes suspensions. En effet, les suspensions AU@TADOTA et Au@TADOTAGA sont
marron/noir a des concentrations importantes (10 g/L) et marron clair pour des
concentrations plus faibles (1 g/L), alors que la suspension Au@DTDOTA arbore une couleur
rouge foncé qui est caractéristique des suspensions contenant des nanoparticules possédant

un diametre supérieur a 5 nm.
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Figure 2.4 Spectres UV entre 400 et 800 nm des nanoparticules, Au@TADOTA (en rouge), Au@DTDOTA (en vert) et
Au@TADOTAGA (en violet)

Les analyses par TEM (transmission electron microscopy) permettent de connaitre
précisément le diametre du cceur d’or des différentes nanoparticules et ainsi vérifier les
interprétations précédentes. Les clichés TEM (figure 2.5) indiquent que les nanoparticules
Au@TADOTA et Au@TADOTAGA, qui étaient caractérisées par une faible bande plasmon,
possédent effectivement un cceur dont le diametre est inférieur a 3 nm (2,2 £ 0,5 nm pour
Au@TADOTA et 2,3 + 0,5 nm pour Au@TADOTAGA). Ces dimensions sont similaires a celle
du coeur d’or des nanoparticules AU@DTDTPA. Confirmant les données recueillies par la
spectroscopie UV, les nanoparticules Au@DTDOTA possedent un diametre plus important
(environ 6,6 nm). La distribution en taille indique une faible dispersion pour Au@TADOTA et
Au@TADOTAGA contrairement a Au@DTDOTA pour laquelle nous pouvons distinguer deux

populations bien distinctes, la premiere d’environ 4 nm et la deuxiéme de 9 nm.
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Figure 2.5 Clichés TEM des nanoparticules Au@TADOTA (A), Au@TADOTAGA (B) et Au@DTDOTA (C)

Le diametre hydrodynamique des différentes nanoparticules a ensuite été mesuré
par DLS (tableau 2.2). Les diametres hydrodynamiques des nanoparticules Au@TADOTA et
Au@TADOTAGA sont similaires aux incertitudes prés (respectivement 6,4 et 6,7 nm) a celui

des nanoparticules Au@DTDTPA (6,6 nm).

Tableau 2.2 Diameétre hydrodynamique des différents types de nanoparticule mesurés par DLS

Nanoparticules | Au@DTDTPA | Au@TADOTAGA | Au@TADOTA | Au@DTDOTA

Diametre 6,6 £1,8 nm 6,7£1,9 nm 6,4+08nnm | 12,4+£1,0 nm
hydrodynamique

Diametre  par X 7,4 nm 6,9 nm 12 nm

mesure et calcul
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Ces valeurs semblent cohérentes par rapport aux mesures par TEM, I’augmentation
de taille (d’environ 4 nm pour AU@TADOTAGA et AU@TADOTA et environ 3 nm pour
Au@DTDOTA) provenant des ligands adsorbés et de la couche de solvatation. Néanmoins, il
avait été montré que le DTDTPA formait une multicouche (en formant des ponts disulfures
en raison de I'éloignement des deux fonctions thiols) autour des coeurs d’or [17]. Or, étant
donnée la conformation des différents ligands macrocycliques, la formation d’une
multicouche est peu probable en raison de I'encombrement stérique. Cette épaisseur de la
couche organique identique entre les nanoparticules Au@DTDTPA (multicouche) et les
nanoparticules Au@TADOTA, Au@TADOTAGA et Au@DTDOTA (monocouche probable)
pourrait alors s’expliquer par une disposition différente des ligands. En effet, dans le cas des
macrocycles, les ligands se présentent sous une forme étirée en raison d’une grande rigidité
et de la proximité des fonctions thiols, alors que pour le ligand DTDTPA, nous sommes dans
le cas d’un étalement (flexibilité de la chaine et présence de ponts disulfures entre les
ligands) (figure 2.6). La détermination du diametre des nanoparticules (Dcoeur d'or + 2 X Liigana)
par calcul approximatif de la longueur des ligands TADOTA (2,24 nm), TADOTAGA (2,49 nm)
et DTDOTA (1,49 nm), et donc de I'épaisseur de la couche organique, se montre cohérente
avec les valeurs du diamétre hydrodynamique mesurées par DLS et semble donc confirmer

notre hypothése concernant la conformation des ligands macrocycliques sur le coeur d’or.

Les nanoparticules AU@TADOTA et AU@TADOTAGA, en raison de leur taille réduite
(inférieure a 10 nm), présentent, théoriqguement, la capacité d’étre éliminées par voie rénale
contrairement aux nanoparticules Au@DTDOTA qui présentent un diametre a priori trop

important (environ 12 nm).

~ 2,3 nm pour
Au@TADOTA et AU@TADOTAGA

Monocouche de ligands macrocycliques Multicouche de ligands linéaires

Figure 2.6 Schéma représentant la couche organique constitué de ligands macrocycliques (monocouche) et de ligands
linéaire (multicouche)
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Si le contréle de la taille des nanoparticules est important pour les applications in vivo
(en particulier pour favoriser I’élimination rénale), la stabilité colloidale est cruciale. Celle-ci
a donc été évaluée en fonction du pH en enregistrant les spectres UV-visibles. Quel que soit
le pH, les spectres des deux types de suspensions Au@TADOTAGA (figure 2.7) et
Au@TADOTA sont superposés. Nous pouvons donc en déduire que les suspensions de ces
deux types de nanoparticules présentent une stabilité colloidale sur toute la gamme de pH
et notamment au pH physiologique (7,4). Cependant, ce n’est pas le cas pour la suspension
de nanoparticules Au@DTDOTA (figure 2.8). En effet, nous pouvons remarquer une
superposition des courbes pour les valeurs de pH 7,9 et 11. Or, en abaissant le pH a 5 puis a
3 nous constatons une diminution de I'absorbance maximale ainsi qu’un déplacement et
élargissement de la bande plasmon indiquant une agrégation des nanoparticules. A pH 1, la
bande plasmon augmente a nouveau et se trouve entre celle de pH 5 et pH 7 indiquant alors
un faible regain de stabilité. Mais il demeure insuffisant pour se retrouver dans la méme
situation que les suspensions stables de nanoparticules AU@TADOTA et Au@TADOTAGA.
Néanmoins, il faut souligner que les nanoparticules Au@DTDOTA sont stables a pH

physiologique.

Absorbance
0,6 - m—pH 1

— pH 3

400 450 500 550 600 650 700 750 800

Figure 2.7 Spectres UV entre 400 et 800 nm de la suspension Au@TADOTAGA (comportement identique pour
Au@TADOTA) en fonction du pH (pH 1 a 11)
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Figure 2.8 Spectres UV entre 400 et 800 nm de la suspension Au@DTDOTA en fonction du pH (pH 1 a 11)

La stabilité colloidale d’une suspension de nanoparticules peut s’expliquer par
I’encombrement stérique des ligands présents a la surface des coeurs d’or mais également
par la répulsion électrostatique entre nanoparticules de méme charge. Les courbes décrivant
I’évolution du potentiel Zéta en fonction du pH montrent clairement la présence d’une
charge positive pour des pH inférieurs a 4 (excepté pour les nanoparticules Au@DTDOTA) et

négative pour des pH supérieurs a 5 (figure 2.9).

La présence des charges a la surface des nanoparticules résulte du caractére
ionisable des fonctions amines et acide carboxylique portées par les macrocycles. La stabilité
des suspensions AuU@TADOTA et Au@TADOTAGA pour un pH supérieur a 5 est donc assurée
par la forte charge négative résultant de la déprotonation des fonctions acide carboxylique.
La stabilité en dessous de pH 4 semble étre assurée par la charge positive provenant de la
protonation des amines tertiaires. En outre, ces suspensions restent stables méme au point
de charge nulle. Cette stabilité pourrait provenir du fait de répulsions stériques importantes.
Concernant la suspension Au@DTDOTA, seules les mesures de potentiel ZétaapH 1, 7,9 et
11 ont été réalisées en raison de phénomeénes de sédimentations a pH 3 et 5. Nous pouvons
associer la stabilité au-dessus de pH 6 aux groupements COQ'. La taille étant beaucoup plus
importante que celle des autres nanoparticules, il semblerait que la protonation des amines

ne suffise pas a assurer la stabilité aux pH acides.
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En raison de la difficulté de synthése du ligand DTDOTA, de la dispersion importante
en taille de son cceur d’or, de son diametre hydrodynamique trop important pour une
élimination rénale et de I'étroitesse de la gamme de pH dans laquelle le colloide est stable,
la suspension Au@DTDOTA se trouve étre un candidat moins intéressant pour la thérapie

guidée par imagerie et ne sera plus étudié dans la suite de cette these.

20 -§(mV)

. . PH
12 14

¢ Au@DTDOTA

=== Au@TADOTAGA

Au@TADOTAs

Figure 2.9 Courbes du potentiel Zéta en fonction du pH des suspensions de nanoparticules Au@TADOTA (vert),
Au@TADOTAGA (rouge) et Au@DTDOTA (violet). Les lignes reliant les points ne représentent pas une réalité chimique
mais une aide a la lecture

En plus d’assurer la stabilité colloidale, ces ligands macrocycligues ont été
développés pour complexer a des fins d’'imagerie différents éléments a la surface des
nanoparticules. La capacité des nanoparticules a immobiliser des ions Gd** a leur surface par
la formation de complexes avec les ligands macrocycliques a été évaluée par dosage
complexométrique a 'aide du xylénol orange [27]. Cette quantification permet en outre de
remonter indirectement au nombre de ligands par nanoparticule étant donné I’'équivalence
entre le nombre de ligands et la quantité d’ions gadolinium maximum pouvant étre
complexée. Comme nous pouvons le voir dans le tableau 2.3, les capacités de complexation
des nanoparticules AuU@TADOTAGA et Au@TADOTA sont équivalentes. En outre, elles sont
inférieures a celle des nanoparticules Au@DTDTPA en raison d’une quantité plus importante

de ligands linéaires autour du cceur d’or due a la présence d’'une multicouche.
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Tableau 2.3 Capacité de complexation et nombre de ligands par nanoparticule des différentes suspensions

Nanoparticules | Au@DTDTPA | Au@TADOTAGA | Au@TADOTA

Capacité de
P 185 nmol 135 nmol 135 nmol
complexation
(pour 500 nmol d’or)
Nbr de ligands par 150 105 105
nanoparticule
Nbr de ligands par 125 84 86

nanoparticule

d’apres I'ATG

Pour confirmer le nombre de ligands par nanoparticule, I'analyse
thermogravimétrique (ATG) semble la meilleure méthode. Cependant les suspensions étant
extrémement stables, méme au point de charge nulle, une étape de lyophilisation est

nécessaire afin d’obtenir les nanoparticules sous forme de poudre (figure 2.10).

Suspension .
Nanoparticules

aqueuse de n
lyophilisées

nanoparticules

Figure 2.10 Photo d’une suspension aqueuse de nanoparticules et de nanoparticules lyophilisées

Afin de vérifier que la lyophilisation ne modifie pas les nanoparticules, les spectres
UV-visible (figure 2.11) enregistrés avant et aprés lyophilisation, ainsi que les diametres
hydrodynamiques (tableau 2.4) ont été comparés. Il en ressort que I'allure des spectres et
les valeurs des diametres hydrodynamiques sont identiques. Le processus de lyophilisation

ne semble donc pas altérer les nanoparticules.
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Figure 2.11 Spectres UV entre 400 et 800 nm des suspensions Au@TADOTAGA (A) et Au@TADOTASs (B) avant et apres
lyophilisation

Tableau 2.4 Diameétres hydrodynamiques des nanoparticules Au@TADOTAGA et Au@TADOTA avant et apres
lyophilisation

Nanoparticules | Au@TADOTA | Au@TADOTA Au@TADOTAGA | Au@TADOTAGA

Avant lyoph. | Apres lyoph. Avant lyoph. Aprés lyoph.
Diametre 6,4 nm 6,4 nm 6,7 nm 6,6 nm
hydrodynamique

La production de poudre par lyophilisation des suspensions de nanoparticules
Au@TADOTA et AU@TADOTAGA a donc permis I'analyse par ATG. La figure 2.12, nous
indique un comportement similaire entre les deux nanoparticules. Cela est concordant avec
les données obtenues par le dosage au xylénol orange et la mesure du diametre
hydrodynamique. En mesurant le pourcentage de perte massique a partir d’environ 140°C

(la perte de masse inférieure a cette température correspondant a la désorption des
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molécules d’eau), ces courbes indiquent une perte de masse d’environ 41% pour
Au@TADOTAGA et 40% pour Au@TADOTA. En d’autres termes, les nanoparticules
Au@TADOTA et Au@TADOTAGA sont constituées a 40 % de matiere organique (le ligand) et
60 % d’or. Ces valeurs nous permettent de remonter aux nombres de ligands par
nanoparticule et ainsi confirmer ou infirmer les valeurs calculées d’aprés le dosage
complexométrique (tableau 2.3). Nous pouvons remarquer que les valeurs entre les calculs
réalisés par dosage et par ATG sont cohérentes avec une erreur d’environ 20% (méme ordre
de grandeur que celui observé dans le cas des nanoparticules Au@DTDTPA) mais avec une
meilleure précision pour I'ATG [28]. Nous considérerons donc que les nanoparticules

Au@TADOTA et Au@TADOTAGA sont composées d’environ 85 ligands.

100% -~
95% -
90% -
85% -
80% -
75% -
70% -
65% -
60% -

55% T T T T 1
0 200 400 600 800 1000
Température (°C)

Perte de masse (%)
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100% -
95% -
90% -

=85% -
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2 75% -

)]
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Figure 2.12 Courbes d’analyse thermogravimétrique de poudres de nanoparticules Au@TADOTA (A) et Au@TADOTAGA
(B)
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Ces suspensions, complexant avec succés le gadolinium, peuvent donc
potentiellement permettre un suivi par IRM. Néanmoins, avant de réaliser des tests in vivo,
la stabilité colloidale des nanoparticules complexant du gadolinium (5 mM) en condition
biologique (force ionique élevée) a été testée afin de vérifier que la présence de gadolinium
et/ou les conditions biologiques ne vont pas déstabiliser les suspensions. En effet, la charge
positive des ions Gd** va induire une diminution du potentiel Zéta. Ajouté a cela, la force
ionique importante va induire des phénomeénes d’écrantage de charges et donc un

affaiblissement de la répulsion électrostatique.

Il est donc nécessaire de vérifier qu’en condition in vivo, les suspensions restent
stables afin d’éviter une embolie causée par I'agrégation des nanoparticules. L’évolution des
courbes UV-visible au cours du temps, nous indique que les suspensions AU@TADOTA et
Au@TADOTAGA complexant du gadolinium restent stables pendant au moins deux mois a

pH et force ionique physiologiques (figure 2.13).
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Figure 2.13 Spectres UV entre 400 et 800 nm des suspensions Au@TADOTAGA-Gd*' (A) et Au@TADOTA-Gd** (B) en
condition biologique pour I''lRM (300 mOsm/L et 5mM de Gd3+) en fonction du temps

Grace a la couche de ligands macrocycliques, les nanoparticules sont en mesure
d’immobiliser les ions gadolinium a leur surface tout en conservant une excellente stabilité
colloidale. Ces nano-objets peuvent donc potentiellement étre suivis par IRM. Cette aptitude
nécessite d’étre évaluée, par des mesures de profil NMRD et de relaxivité, avant de réaliser
des études d’imagerie in vivo. Les profils NMRD tracés pour des concentrations en
gadolinium de 2 mM (figure 2.14), montrent dans un premier temps que les trois
suspensions présentent un taux de relaxation Rigps plus élevé que celui du Dotarem® (agent
de contraste moléculaire utilisé en clinique, constitué de gadolinium complexé par un
macrocycle de type DOTA). Cela indique que les nanoparticules possedent un potentiel plus
important pour rehausser le contraste positif des images IRM. En outre, nous pouvons
remarquer que le profil NMRD du Dotarem® présente une décroissance continue du taux de
relaxation a la fin du palier (vers 1 MHz), alors que I'allure des profils NMRD des deux
suspensions de nanoparticules est différente. A la suite du palier, Ry décroit jusqu’a environ
6-7 MHz puis augmente brusquement jusqu’a un maximum situé autour de 10 MHz. Cette
courbe en cloche aprés le palier est caractéristique d’un agent de contraste volumineux [29].
Ce phénomene est extrémement avantageux étant donnée la tendance actuelle qui consiste
a fabriquer des appareils IRM fonctionnant a haut champ. La décroissance du Dotarem®,

caractéristique d’'un agent de contraste moléculaire, montre bien que ceux-ci ne sont plus
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adaptés pour des appareils a haut champ contrairement aux nanoparticules. En comparant

le comportement des deux suspensions pour une méme concentration de gadolinium, nous

pouvons remarquer que le profil de la suspension de nanoparticules Au@TADOTAGA

présente un Rigps plus élevé mais une diminution de celui-ci plus importante comparée au

profil de la suspension AU@TADOTA, rendant leurs taux de relaxation proches a haut champ.
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Figure 2.14 Profils NMRD de 0,01 a 1000 MHz des suspensions Au@TADOTA (en vert) et Au@TADOTAGA (en rouge) et du

Dotarem®(en bleu)

Pour une fréguence donnée, il est possible de déduire de R;, la relaxivité r; d’apres

I’équation :

R =— = r;[Gd3*] +

lobs : .
Tlobs Tldiamagnétique

1

En d’autre termes, r; est le coefficient directeur des droites :

R, .. =—— =f([Gd3*]).

lobs Tipps
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La détermination de ry (relaxivité longitudinale) et r, (relaxivité transversale) permet
de comparer le potentiel des agents de contraste a rehausser le contraste positif ou négatif
des images IRM. Dans le cas d’'un agent de contraste positif (en général a base de
gadolinium), le rapport r,/r; est proche de 1 et I'agent est d’autant plus performant que r;

est élevé.

A partir de la figure 2.15, nous en déduisons les valeurs de r; et r, des deux types de

nanoparticules ainsi que le rapport r,/r; (tableau 2.5).
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Figure 2.15 Courbes du taux de relaxation longitudinale R1 (A) et transversale R2 (B) en fonction de la concentration en
gadolinium pour les suspensions Au@TADOTA (bleu) et Au@TADOTAGA (vert)
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Tableau 2.5 Calcul des relaxivités longitudinales (rl1) et transversales (r2) ainsi que du rapport r2/r1 pour le Dotarem® et
les suspensions de nanoparticules Au@TADOTAGA et Au@TADOTA

Particules r, 60 MHz (s *.mM™) r, 60 MHz (s *.mM™) r,/r:
Au@TADOTA 16,4 24,7 1,50
Au@TADOTAGA 14,4 23,3 1,62
Dotarem® 2,9 3,2 1,10

Puisque le rapport r,/r; est compris entre 1 et 1,6, les deux types de nanoparticules
devraient se comporter comme des agents de contraste positif. Cela est cohérent étant
donné la nature paramagnétique du gadolinium. L'imagerie IRM avec les deux types de
suspensions devra donc étre réalisée en pondération T, Sous cette condition, le paramétre
rendant compte de I'aptitude de I'agent a rehausser le contraste positif est la relaxivité
longitudinale (r;). Celle-ci présente des valeurs importantes, largement supérieures a celle
du Dotarem (amélioration d’un facteur 5 a 6). Les nanoparticules présentent donc une forte
valeur ajoutée en tant qu’agent de contraste pour I'IRM par rapport a I'agent de contraste
moléculaire utilisé en routine en imagerie clinique. Le type de nanoparticules montrant le
plus de potentiel semble étre AU@TADOTA puis AU@TADOTAGA. Ces deux suspensions

montrent donc un fort potentiel en tant qu’agent de contraste positif pour I'IRM.

En plus de jouer le rbéle d’agent de contraste pour I'IRM, les nanoparticules
Au@TADOTAGA et Au@TADOTA ont également été congues pour étre suivies par imagerie
nucléaire TEMP ou TEP. Les radiomarquages par l'indium-111 (pour I'imagerie TEMP) des
nanoparticules Au@TADOTA et Au@TADOTAGA ainsi que le radiomarquage des
nanoparticules Au@TADOTAGA par le cuivre-64 (pour I'imagerie TEP) ont été réalisés. Les
radiochromatogrammes indiquent la complexation totale de l'indium et une tres faible
quantité de cuivre libre (figure 2.16). La pureté radiochimique (97 % pour le cuivre-64 et 100
% pour I'indium-111) permet donc une utilisation des nanoparticules in vivo pour le suivi par

imagerie TEMP ou TEP.
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(mm)  (mm) (mm) Region Region % of % of
Reg Start  Stop Centroid RF Counts CPM  Total ROI
Rgn 1 6.4 336 197 -0.003 114033.0 114033.0 99.37 100.00
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Figure 2.16 : Radiochromatogrammes du marquage des nanoparticules par I'indium-111 (A) et par le cuivre-64 (B)
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2.5. Bilan

Différentes nanoparticules ont été synthétisées en se basant sur les nanoparticules
Au@DTDTPA, en remplagant notamment la couche organique. En raison de leur taille, de la
stabilité colloidale des suspensions, de leur capacité a immobiliser I'ion Gd*" et par
conséquent a rehausser le contraste positif des images IRM, deux types de nanoparticules
ont attiré notre attention. Le premier type de nanoparticule, Au@TADOTA, montre des
caractéristiques tres proches de celles du modéle avec un diameétre du cceur d’or de 2,3 nm,
d’un diametre hydrodynamique d’environ 6,4 nm et une couche organique constituée de 85
ligands. Le deuxieme type de nanoparticules, AU@TADOTAGA, présente les mémes
caractéristiques, notamment de taille, que les nanoparticules Au@TADOTA. Néanmoins, la
couche organique est légerement différente dans sa composition avec la présence d’une
fonction acide carboxylique supplémentaire a proximité du DOTA de maniere a améliorer
potentiellement la stabilité colloidale et la complexation des différents éléments pour

I'imagerie.

En effet, en plus de permettre une stabilité colloidale sur toute la gamme de pH pour
les deux types de nanoparticule ainsi qu’une stabilité en condition biologique simulée
pendant plus de deux mois, la couche organique permet de complexer du gadolinium et des
radionucléides. Il est donc a priori possible de les suivre par imagerie IRM, SPECT et TEP,
avec un potentiel important pour I'IRM en raison d’une relaxivité longitudinale relativement

élevée en comparaison du Dotarem.

L'aptitude de ces suspensions de nanoparticules a étre suivies par les différentes
techniques d’imagerie (SPECT, TEP, IRM) permettra d’étudier leur biodistribution qui doit
étre évaluée afin de vérifier qu’elles sont adaptées pour une application in vivo, et en
particulier pour la radiothérapie guidée par imagerie qui constitue le but principal de ce

travail.
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3.1. Introduction

Nous avons montré que les nanoparticules Au@TADOTA et AU@TADOTAGA présentaient
la possibilité de complexer du gadolinium et des radionucléides (Cuivre-64 et Indium-111).
De plus, la pureté radiochimique est tres élevée concernant la complexation des
radioisotopes, et la relaxivité des deux suspensions de nanoparticules est nettement
supérieure a celle du Dotarem® utilisé couramment en clinique comme agent de contraste
pour I'IRM. Nous nous attendons donc a pouvoir suivre ces nano-objets par IRM (grace au

gadolinium) et imagerie nucléaire TEMP (grace a I'indium-111) ou TEP (grace au cuivre-64).

Chacune de ces techniques d’imagerie, présentent un intérét propre. En effet, I'imagerie
nucléaire TEMP ou TEP permet de réaliser une image du corps entier avec une grande
sensibilité et permet donc de donner des informations sur la biodistribution des nano-objets.
Le comportement des nanoparticules apres injection peut étre ainsi étudié, notamment sur
le plan de I"élimination rénale, de I'accumulation dans la tumeur et de la libre circulation
sans accumulation indésirable dans les tissus sains. La technique d’IRM, facile a mettre en
ceuvre (ne nécessite pas de radiomarquage), présente I'avantage d’étre non ionisante. En

outre, ce procédé d’imagerie est caractérisé par une tres bonne résolution (10-100 um).

Néanmoins, ces techniques présentent chacune leurs inconvénients. Effectivement,
I'IRM manque de sensibilité et I'imagerie nucléaire manque de résolution. Il serait alors
intéressant de combiner ces deux techniques d’imagerie afin de bénéficier de I'excellente
résolution de I'IRM et de I'extréme sensibilité de I'imagerie nucléaire. Ces deux techniques
combinées compenseraient chacune leurs défauts tout en combinant leurs avantages. Les
nanoparticules Au@TADOTAGA et Au@TADOTA pourraient étre une plateforme

prometteuse pour réaliser une imagerie bimodale TEP/IRM.

Pour confirmer le potentiel de ces nanoparticules comme agent de contraste pour
I'IRM ou l'imagerie nucléaire et comme agent de contraste bimodal (TEP/IRM) tout en
étudiant leur comportement apres injection intraveineuse, plusieurs expériences d’imagerie

ont été réalisées.
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3.2. Agent de contraste pour l'imagerie nucléaire
TEMP

3.2.1. Protocole

3.2.1.1. Animaux

Pour cette étude, des souris NMRI nude femelles agées de six semaines sont utilisées.
Les cellules tumorales U87-MG (lignée de glioblastome) sont implantées par injection sous
cutanée sur le flanc a raison de 5.107 cellules (dans 200 pL de PBS). L'implantation est
réalisée sous anesthésie gazeuse a l'isoflurane (4% pour l'induction puis 2%). Aprés cinqg
semaines de croissance tumorale, les souris recoivent une injection intra-veineuse de 100 pL

n (3 souris pas type de nanoparticules).

d’une suspension de nanoparticule Au@X-
L’activité injectée pour la suspension AU@TADOTA est de 4,56 MBq et pour la suspension
Au@TADOTAGA de 14,96 MBqg. Les images ne permettent donc pas, de comparer

directement la biodistribution entre des différentes suspensions.

3.2.1.2. TEMP/CT

L'imagerie TEMP/CT a été réalisée 1, 4, 24 et 72 heures aprés l'injection des
nanoparticules a 'aide d’un systéme NanoSPECT/CT® (Bioscan). L'imagerie des souris est
réalisée sous anesthésie gazeuse (isoflurane). L'acquisition CT (55kVp, 34 mAs) est réalisée

pendant 10-12 minutes et suivie par I'acquisition TEMP pendant 15-45 minutes.

La fusion des images TEMP et CT a été obtenue en utilisant le logiciel InVivoScope. La
quantification a été réalisée par une calibration précise de la gamma camera. Les résultats

sont exprimés en pourcentage de la dose injectée.
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3.2.1.3. Biodistribution ex vivo

L’étude ex vivo de la biodistribution des nanoparticules a été réalisée par mesure de la
quantité d’or présente dans les différents organes de souris ayant recu une injection de
nanoparticules appartenant aux mémes lots que ceux utilisés pour I'imagerie mais sans
radionucléide (Au@X). Aprés dissolution des organes et des nanoparticules qu’ils

contenaient, la quantité d’or a été évaluée par ICP-OES.

La quantification des nanoparticules présentes dans les organes a également été
déterminée par la mesure de I'activité, a I'aide d’un compteur gamma Cobra 418 (Perkin

Elmer), des différents organes d’intérét prélevés sur les animaux étudiés en imagerie.

3.2.1.4. Analyse ICP-EOS

Les différents organes prélevés sont minéralisés par de |'eau régale a chaud dans des
tubes de minéralisation jaugés (DigiTUBEs, SCP Sciences). Les tubes sont placés dans un bloc
de minéralisation (Digiprep, SCP science) de maniéere a atteindre une température de 120°C
jusqu’a dissolution complete des organes. Le volume est complété jusqu’au trait de jauge
(50 mL) avec de I'acide nitrique 5 %. La solution est ensuite filtrée a I'aide d’une seringue et

d’un filtre de 0,22 um pour supprimer d’éventuels résidus.

L’échantillon est ensuite analysé par un ICP-OES modéle 710 ES (Varian/Agilent) a torche
axiale, avec nébuliseur concentrique et une chambre de nébulisation cyclonique. Les
parameétres utilisés sont les suivants : une puissance de 1,2 kW avec un débit d’argon
plasmagéne de 15 L.min™ et d’argon auxiliaire de 1,5 L.min™ et enfin une pression du
nébuliseur de 200 kPa. Les raies d’émission choisies pour la mesure de concentration en or

sont 267,594 nm, 242,794 nm et 208,207 nm.
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3.2.2. Résultats et discussion

Suite au radiomarquage des nanoparticules par I'indium-111, I'acquisition d’images
TEMP/CT a 1h, 4h, 24h et 72h a été réalisée afin de vérifier I'aptitude de ces nano-objets a
exercer le role de radiotraceur pour la TEMP et d’étudier leur biodistribution. Les images des
souris apres injections des suspensions de nanoparticules Au@TADOTAGA (figure 3.1) et
Au@TADOTA (figure 3.2) montrent dans un premier temps une radioactivité importante

dans différents organes indiquant la présence des nanoparticules dans ceux-ci.

De maniére générale, les deux types de suspensions présentent une biodistribution
similaire. Nous pouvons remarquer que les nanoparticules sont localisées en majeure partie
dans la vessie et dans les reins de maniere passagéere. En effet, la quantité de nanoparticules
dans ces organes semble diminuer au cours du temps jusqu’a devenir tres faible a 72h. Les
nanoparticules circulent donc, a priori, correctement dans le sang et sont éliminées par la

voie rénale.

Néanmoins, nous pouvons remarquer une présence des nanoparticules dans le foie
nettement visible 24h apres injection et qui semble perdurer jusqu’a 72h. L’absence de
nanoparticules dans le foie au cours des premieres heures indique une capture hépatique
qui ne serait pas causée par une opsonisation. Auquel cas, la quasi-totalité des
nanoparticules se serait accumulée dans le foie des les premiers instants (quelques
minutes)[1][2]. Ce comportement inattendu pourrait résulter d’une agglomération des
nanoparticules provoquée par leur modification au cours du temps. Les nano-objets seraient

alors potentiellement captés par les macrophages au cours du temps.

104



Figure 3.1 Clichés TEMP/CT représentant I'évolution de la biodistribution des nanoparticules Au@TADOTAGA au cours du
temps (1h, 4h, 24h et 72h)

Figure 3.2 Clichés TEMP/CT représentant I'évolution de la biodistribution des nanoparticules Au@TADOTA au cours du
temps (1h, 4h, 24h et 72h)
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A partir de I'image, il est possible de déterminer I'activité par unité de volume. Elle
est reliée a la quantité de nanoparticules radiomarquées dans le volume des organes étudié.
Rapportée a I'activité de la dose injectée et normalisée a la masse des organes, il est ainsi
possible, a partir des images acquises a différents temps, de déterminer et de quantifier la
distribution des nanoparticules radiomarquées dans |‘organisme aprés injection

intraveineuse.

Les données fournies par le traitement des images sont pertinentes. En effet, celles-ci
sont en assez bon accord avec les données obtenues par un comptage gamma post-mortem
des organes (figure 3.3). Nous pouvons remarquer que les résultats sont similaires avec une

erreur acceptable variant de 20 a 30%.

Images 72 h  mComptages 72h

9,8%

8,2%

4,4%

3,2%

1,4%
0,7%

|

Foie Reins Vessie

Figure 3.3 Comparaison des mesures du pourcentage de I’activité rapportée a la masse des organes réalisée par
traitement de I'image et par comptage gamma 72h apreés injection des nanoparticules Au@TADOTAGA-In111

L'étude de la biodistribution de AU@TADOTAGA (similaire a celle de Au@TADOTA)
(figure 3.4) indique dans un premier temps que la quantité des nanoparticules dans le foie
reste modérée (~ 8 %) par rapport a ce que I'on peut voir dans la littérature [3][4][5]. De plus
cette quantité est inférieure a celle dans les reins, exceptée a 72h aprés l'injection en raison
du différentiel d’élimination entre la voie rénale et hépatobiliaire. Néanmoins, la quantité
dans le foie, bien que modérée, reste plus élevée par rapport aux nanoparticules
Au@DTDTPA [6]. Il reste donc une marge d’amélioration consistant a limiter la quantité de

nanoparticules dans le foie.
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Figure 3.4 Pourcentage de I'activité totale normalisée a la masse des organes, dans le foie (en bleu), les reins (en rouge)
pour une souris ayant regu l'injection de nanoparticules Au@TADOTAGA-In'"

La comparaison de la biodistribution moyenne (sur trois souris) des suspensions de
nanoparticules AU@TADOTAGA et Au@TADOTA 72h post injection par comptage gamma

(figure 3.5) indique une similitude entre les nanoparticules.

15 1 % pi/g
10 -
B AU@TADOTA
5 B AU@TADOTAGA
0 _

Figure 3.5 Comparaison de la biodistribution 72h aprés injection des suspensions Au@TADOTA (bleu) et Au@TADOTAGA
(rouge) par comptage gamma
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De maniére générale, les nanoparticules se trouvent en quantité non négligeable
dans le foie, les reins et I'urine comme remarqué précédemment. Nous pouvons aussi noter
une quantité non négligeable dans la rate qui peut s’expliquer de la méme maniére que
I'accumulation hépatique. Cependant, nous pouvons remarquer que la quantité de
nanoparticules dans la tumeur est négligeable pour les deux suspensions. Les nanoparticules
ne se sont donc pas accumulées au sein de la tumeur. Il est envisageable que ces nano-
objets ne soient pas adaptés pour le traitement de ce type de tumeur (glioblastome) en

raison de la physiologie tumorale, notamment au niveau de la vascularisation.

L’étude de biodistribution a été réalisée en paralléle par dosage de la quantité d’or
dans les organes des animaux ayant recu le méme lot de nanoparticules Au@X (figure 3.6)
sans radionucléides de maniere a confirmer I'étude de biodistribution par imagerie et afin de
vérifier que le radiomarquage ne modifie pas le comportement des nano-objets. En raison
de probléme technique lors de I'étude, seulement la biodistribution a 1h et 72h pour les

nanoparticules AU@TADOTAGA et la biodistribution a 1h et 24h pour AU@TADOTA seront

étudiées.
10 - % Masse d'or A
injectée/masse de
8 - I'organe (%m/g
organe
6 .
4 - m1h
H 72h
2 .
O .
Cerveau  Foie Intestins Muscle Poumons Rate Reins Sang  Tumeur Urine
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Figure 3.6 Biodistribution par dosage ICP de I'or contenue dans les organes d'intéréts 1h (en bleu), 24h (en vert) et 72h
(en violet) des souris ayant recu une injection des nanoparticules Au@TADOTAGA (A) et Au@TADOTA (B)

De maniere générale, nous pouvons noter que les résultats semblent plut6t
cohérents avec ceux observés par imagerie. Nous pouvons remarquer une quantité de
nanoparticules non négligeable dans le foie, les reins ainsi que la rate. La quantité dans le
foie et dans les reins sont similaires a ce que I'on a pu observer précédemment. En outre, la
guantité de nanoparticules dans la tumeur reste négligeable exceptée pour la suspension de
nanoparticules Au@TADOTAGA qui semble présenter une légére accumulation et se

démarque ainsi de la suspension Au@TADOQOTA.

Il en ressort globalement que la biodistribution des différentes nanoparticules
étudiées par imagerie et analyse ex vivo sont proches indiquant une co-localisation de I'or et
des radionucléides. A priori, la présence de I'indium-111 ainsi que sa méthode de greffage

ne modifie pas ou peu le comportement des nanoparticules.

Ces deux types de nanoparticules montrent une biodistribution adaptée mise a part
la faible (pour Au@TADOTAGA) ou |'absence d’accumulation (pour AU@TADOTA) dans la
tumeur. En effet, I’élimination rénale qui est un point primordial pour I'utilisation de ces
nano-objets est vérifiée et la présence dans le foie reste modérée. Cela nous encourage a
continuer en se focalisant sur I'accumulation tumorale. Pour cela, une étude par IRM
focalisée sur le cerveau serait intéressante pour vérifier I'accumulation au sein de la tumeur

d’intérét, le gliosarcome 9L.
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3.3. Agent de contraste pour I'IRM

3.3.1. Protocole

3.3.1.1. Animaux

L'imagerie par résonance magnétique nucléaire a été réalisée sur des rats males
Fisher agés de 10 semaines. Des cellules tumorales 9LGS (gliosarcome de rat) sont
implantées par injection stéréotaxique de 10 cellules (dans 1 uL de DMEM + 1%
pénicilline/streptomycine) dans le noyau caudé (3,5 mm a droite de la Bregma, 6 mm de
profondeur). Les rats sont anesthésiés par injection intra-péritonéale d’'un mélange
Ketamine (5,4 mg/kg) / xylazine (64,5 mg/kg) [7][8]. Les rats recoivent, 9-10 jours apres
I'implantation, une injection intraveineuse (veine saphéne) de suspensions de

nanoparticules Au@X-Gd>* (0,7 mL a 50 mM en or et 5 mM en gadolinium).

Le choix d’utiliser des rats ou des souris selon I'étude s’explique par des raisons
pratiques. Selon la modalité d’imagerie, il peut étre plus aisé de travailler avec des souris
qgu’avec des rats, notamment pour la TEMP. En effet, il est possible de réaliser une seule
acquisition avec trois souris, permettant ainsi de tester plusieurs modalités en méme temps.
Concernant le choix des tumeurs, la faible taille du cerveau des souris rend difficile
I'inoculation d’un gliosarcome 9L, c’est pourquoi nous travaillons avec des tumeurs
différentes dans le cas des études sur souris. Cependant, il faut garder a I'esprit que I'objectif

est de traiter une tumeur radiorésistante dans un organe radiosensible, le gliosarcome.

3.3.1.2. IRM

L’acquisition des images IRM a été réalisée a I'aide d’un systéeme IRM Biospec 70/20

(Brucker) opérant a 7 Tesla.

Les images anatomiques T, ont été acquises grace a une séquence IRM turbo-RARE
(TR/TE= 2500/40ms, NA=2,17 coupes avec FOV =3,3 cm et un taille de voxel = 117x117x1000
pum, matrice 256x256).
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La visualisation de I'augmentation du contraste en pondération T, a été effectuée a
I’aide d’une séquence RARE (TR/TE = 800/5 ms), NA = 4,5 coupes avec FOV =3,3 cm et une
taille de voxel = 234x234x1000 um (matrice 256x256).

3.3.2. Résultats et discussion

La caractérisation des nanoparticules a montré que ces objets présentaient un fort
potentiel pour I'imagerie IRM en pondération T; en raison d’une relaxivité longitudinale
élevée. L'acquisition d’image IRM en pondération T; avant et apres injection a donc été
réalisée de maniére a vérifier la prise de contraste des nanoparticules tout en observant leur
localisation. De plus, une image en pondération T, a été réalisée de maniere a vérifier dans

un premier temps la présence de la tumeur et ensuite de connaitre sa localisation.

Les images IRM du cerveau pour les nanoparticules Au@TADOTA (figure 3.7) et
Au@TADOTAGA (figure 3.8) montrent en pondération T, que la tumeur est effectivement
présente (dans le lobe droit) et visible contrairement aux images en pondération T; avant
I'injection des nanoparticules. La comparaison des images avant et aprés injection (en
pondération T1) met en évidence une augmentation du contraste apres injection. Ces objets

peuvent donc étre suivis par IRM.
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Pondération T2

Pondération T1 : Avant injection Pondération T1 : Aprées injection

Figure 3.7 Images IRM en pondération T2 avant injection et en pondération T1 avant et aprés injection de la suspension
Au@TADOTA
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Pondération T2

Pondération T1 : Avant injection Pondération T1 : Aprées injection

Figure 3.8 Images IRM en pondération T2 avant injection et en pondération T1 avant et aprés injection de la suspension
Au@TADOTAGA

Le blanchiment de l'image, caractéristique du rehaussement du contraste positif,
concerne les zones différentes d’'un type de nanoparticules a un autre. Apres injection
intraveineuse de nanoparticules AU@TADOTA, le blanchiment apparait uniquement a la

périphérie de la tumeur. Les nanoparticules Au@TADOTA ne semblent pas étre capables de

s’accumuler dans la tumeur.
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Par contre, les images IRM du rat ayant recu linjection de nanoparticules
Au@TADOTAGA montrent une augmentation du contraste dans la zone tumorale, il y a dans
ce cas, un remplissage de la tumeur par la suspension de nanoparticules. |l apparait donc,
une accumulation modérée des nanoparticules AU@TADOTAGA au sein de la tumeur
contrairement aux nanoparticules Au@TADOTA qui sont localisées en périphérie. Bien que
I'IRM soit beaucoup moins sensible que la TEMP, nous pouvons localiser les nano-objets
dans ou autour de la tumeur contrairement a I’étude précédente réalisée par TEMP sur un
type de tumeur différent, un glioblastome U87. Cela montre la nécessité de connaitre la
physiologie de la tumeur a traiter. Il semblerait que ces nanoparticules soient mieux

adaptées pour le traitement d’'une tumeur de type gliosarcome 9L.

La différence de comportement entre ces deux suspensions, montre I'importance de la
couche organique sur la biodistribution tumorale. En effet, I'unique différence entre ces
deux nano-objets est la présence d’une fonction acide carboxylique supplémentaire pour les
nanoparticules AU@TADOTAGA. La chimie de surface, et notamment la charge dans notre
cas, exerce un impact considérable sur I'accumulation dans une tumeur de type gliosarcome

oL.

Ces suspensions colloidales de nanoparticules peuvent donc effectivement jouer le
role d’agent de contraste pour I'IRM, bien que I"'augmentation de contraste soit modérée. De
plus, il y a bien présence des nanoparticules autour ou dans la tumeur par ciblage passif

selon les type de nanoparticules.

Les résultats des études d’imagerie IRM, TEMP/CT et ICP indiquent que la suspension
ayant le meilleur potentiel pour réaliser de la thérapie guidée par imagerie est celle a base
de nanoparticules Au@TADOTAGA en raison d’'une accumulation dans le gliosarcome et une

élimination rénale sans accumulation importante dans les autres organes.
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3.4. Agent de contraste bimodal TEP/IRM

Nous avons montré que les suspensions de nanoparticules possédaient des
caractéristiques attrayantes pour étre utilisées comme agent de contraste pour I'IRM et
comme traceur pour l'imagerie nucléaire. Ces deux techniques présentent une forte
complémentarité du fait de la forte sensibilité de I'imagerie nucléaire et de I'excellente
résolution de I'IRM. La combinaison de ces deux techniques est donc extrémement
intéressante pour une localisation précise des nano-objets. La suspension de nanoparticules
la plus prometteuse au niveau de la biodistribution et de I'accumulation dans la tumeur,
Au@TADOTAGA, a donc été testée pour réaliser 'imagerie bimodale TEP/IRM sur le méme

animal.

3.4.1. Protocole

3.4.1.1. Animaux

Les souris utilisées pour I'étude PET/IRM sont du méme type que celles utilisées lors
de I'étude SPECT/CT. Le type de tumeur est néanmoins différent. Des cellules tumorales
TS/A-pc (carcinome mammaire murin) sont implantées aux souris, par injection sous-
cutanée sur le flanc a raison de 10 cellules (dans 200 pL de PBS), sous anesthésie gazeuse a
I'isoflurane (4% pour l'induction puis 2%). Apres 12-14 jours de croissance tumorale, les
souris recoivent une injection intraveineuse de 100 uL d’une suspension de nanoparticules
Au@TADOTAGA(-**Cu-Gd**)(20,60 MBq). Les animaux sont placés dans un lit spécifique

adaptable aux deux appareils (IRM et TEP).
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3.4.1.2. TEP/IRM

Les animaux sont imagés par un systéme IRM MRS3000 opérant a 3 Teslas (MR
solutions) et appareil TEP BioPET/CT (Bioscan), 30 minutes et 18h-20h aprés I'injection des
nanoparticules. Le rythme respiratoire est suivi afin de compenser les mouvements durant
I"acquisition. L’acquisition IRM est réalisée puis, immédiatement apres, le lit est déplacé
dans le systeme TEP pour la deuxieme modalité d’imagerie. La fusion des images est ensuite

réalisée en utilisant le logiciel InVivoScope software (Bioscan).

La visualisation de I'augmentation du contraste en pondération T, a été effectuée a
I’aide d’une séquence FSE (Fast Spin Echo) (TR/TE = 700/11 ms), NA = 8 coupes avec FOV =
4,0 cm et une matrice 256x256. Le scan TEP (250-700 keV) a été réalisé avec FOV = 4,6 cm.

3.4.1.3. Analyse ICP

La quantité d’or dans les organes d’intérét a été évaluée par ICP-OES en utilisant les

mémes parametres que ceux de I'étude précédente, détaillés dans la partie 3.2.1.4.

3.4.2. Résultats et discussion

Dans un premier temps, nous pouvons remarquer sur I'image IRM post-injection, un
rehaussement du contraste positif dans les reins et plus précisément dans la zone corticale
par rapport a I'image acquise avant injection (figure 3.9). En outre, nous observons sur
I'image TEP, un signal intense au méme endroit. Cette étude confirme bien que ces objets
sont éliminés par voie rénale. La fusion de ces deux images méne a une superposition des
signaux. L'imagerie multimodale TEP/IRM sur le méme animal a donc été réalisée avec

succes.
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Avant IV

L-Systéme digestif

20 heures
Aprés IV
Canal spinal

Figure 3.9 Image IRM centrée sur les reins (fleche) avant injection (A) et images centrées sur les reins montrant la
biodistribution des nanoparticules Au@TADOTAGA par TEP (B), IRM (C) et fusion des images B et C : IRM/TEP (D) 20h
apreés injection

Cependant, nous pouvons remarquer sur l'image TEP un signal dans d’autres
organes. En premier lieu, un signal est présent au-dessus des reins qui correspond au
systéeme digestif (cela peut étre le foie, I'estomac et/ou la rate). Ce qui n’est pas étonnant
aux vues des résultats de biodistribution précédents. De plus, nous pouvons remarquer du
signal au niveau du canal spinal. Cette observation semble indiquer une désorption de cuivre
64. En effet, celui-ci a tendance a s’accumuler au niveau des os et notamment sur la colonne

vertébrale [9].
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Une deuxiéme série d’'images a été réalisée au niveau de la tumeur (figure 3.10).
L’absence de rehaussement de contraste positif en IRM et d’activité en TEP 30 minutes apres
injection indique que les nanoparticules d’or ne sont pas présent en nombre suffisant dans
la tumeur. Les images réalisées 20h aprés l'injection intraveineuse paraissent bien plus
intéressantes. En effet nous pouvons distinguer, sur I'image IRM, un léger blanchiment
(hypersignal) dans la zone tumorale (fleche), comparé a I'image prise 30 minutes apres
I'injection, qui semblerait indiquer une accumulation modérée au sein de celle-ci au cours du
temps. Cette accumulation des nanoparticules Au@TADOTAGA dans la tumeur est
clairement confirmée par I'image TEP grace a la sensibilité importante et surtout sur I'image
TEP/IRM qui réunit sensibilité, résolution spatiale et repére anatomique. En outre, un signal
significatif est présent au centre de I'image correspondant au sacrum avec en son milieu le
canal spinal (entouré en blanc). Il en est de méme au niveau du tube digestif (entouré en
vert) et du colon contenant des matieres fécales (entouré en brun). Ces résultats confirment

gu’une partie des nanoparticules sont éliminées par la voie hépatobiliaire.

La présence au niveau des os résulte d’'une désorption modérée du radionucléide. Ce
qui peut s’expliquer par le fait que les ligands de type DOTA, contrairement au NODA (1,4,7-
triazacyclononane-1,4-diacétate), ne sont pas les mieux adaptés pour former des complexes
stables de cuivre(ll) [10][11] . Cependant, ces ligands présentent |'avantage par rapport a
ceux de type NODA de complexer a la fois les ions Gd*" et Cu? [12][13]. Des ajustements au
niveau du protocole de greffage du cuivre-64 sont donc nécessaires mais ces données sont
extrémement intéressantes pour cette étude préliminaire d’une technique d’imagerie

innovante.
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Avant IV

30 minutes

Apreés IV

20 heures

Aprés IV

Figure 3.10 Image IRM d’une section incluant la tumeur (fleche) avant (A), 30 minutes (C) et 24h (F) apreés injection des
nanoparticules Au@TADOTAGA. Images TEP acquises 30 minutes (B) et 24h apreés injection. Fusion des images TEP et
IRM B-C (D) et E-F (G)

Le co-marquage des nanoparticules Au@TADOTAGA par le gadolinium et le cuivre-64
permet donc de suivre le comportement des nanoparticules d’or par IRM et TEP aprés
injection intraveineuse sur le méme animal. Les images TEP nous indiquent, grace a
I’excellente sensibilité qui caractérise cette modalité d’imagerie, la présence de
nanoparticules dans la tumeur mais avec une mauvaise résolution et sans repére
anatomique. En raison de sa faible sensibilité, I'imagerie IRM, nous permet de distinguer que
trés faiblement I'accumulation des nanoparticules dans la tumeur. Cependant, en raison de
sa résolution importante et de la visualisation des repéres anatomiques, il est relativement
aisé de repérer les différents organes visibles sur la coupe et de délimiter la zone ou les
nano-objets se trouvent. La fusion de ces deux images prend alors tout son sens et permet

de localiser avec précision (sensibilité et résolution) les nanoparticules.
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Le comptage gamma des différents organes post-mortem, (figure 3.11) coincide avec
I'image et présente le méme comportement que le comptage gamma réalisé lors de I'étude

TEMP/CT.
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Figure 3.11 Biodistribution 24h aprés injection de la suspension de nanoparticules Au@TADOTAGA-64Cu par comptage
gamma

Afin de vérifier la co-localisation du cuivre-64 (image TEP) et du gadolinium (image
IRM) avec I'or, une analyse ICP de I'or dans les différents organes des animaux imagés a été
réalisée. Les données qui représentent le pourcentage de masse d’or injectée normalisé a la
masse des organes sont cohérentes avec celles de I’étude de biodistribution par comptage
gamma (figure 3.12). En effet, I'analyse indique une quantité d’or non négligeable dans le
foie, les reins et la rate avec un rapport similaire entre les différents organes. En outre, nous
pouvons observer une faible quantité d’or dans la tumeur (0,23 %). La présence de signal
dans les différents organes est bien due a la présence des nanoparticules et non du cuivre-64
libre potentiellement désorbé. Un dosage par ICM-MS, beaucoup plus sensible, est

nécessaire pour connaitre précisément la quantité d’or dans la tumeur.
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Figure 3.12 Dosage ICP du pourcentage d'or injecté moyen (n=3) dans les organes d'intérét des animaux imagés en

TEP/IRM apreés injection des nanoparticules Au@TADOTAGA-**Cu
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3.5. Bilan

Du fait de la présence de ligands macrocycliques a la surface de ces nanoparticules, nous
venons de montrer qu’il est possible de les suivre par différentes techniques d’imagerie
comme la TEMP, la TEP et I'IRM. Il est donc possible de choisir le type d’imagerie selon les
besoins en jouant sur la nature des ions immobilisés. De plus, le co-marquage de ces nano-
objets rendu possible par les ligands de type DOTA permet de coupler la TEP et I'IRM qui
présentent une forte complémentarité. Le jumelage de I'IRM et la TEP permet de tirer parti
des avantages de ces deux techniques tout en compensant leurs défauts. Cette imagerie
bimodale permet donc une localisation précise des nanoparticules, grace a I'excellente

résolution de I'IRM et a la trés bonne sensibilité de la TEP.

Les suspensions de nanoparticules Au@TADOTAGA et Au@TADOTA montrent une
biodistribution adéquate pour une utilisation in vivo. Ces nanoparticules circulent librement
dans le sang sans montrer d’accumulation importante dans les organes excepté une
présence dans le foie qui reste cependant modérée. Il est important de noter qu’elle ne
résulte pas du phénomeéne d’opsonisation, qui est incompatible avec une application
thérapeutique, mais elle est le signe d’une élimination hépatobiliaire (féces). La voie
d’élimination principale de ces objets est assurée par excrétion rénale. En outre, les
nanoparticules AU@TADOTAGA semblent montrer le comportement le plus intéressant
parmi les nanoparticules étudiées. En effet, en plus d’'un comportement sain au niveau de la
biodistribution, une accumulation significative dans la tumeur a été observée dans le cas
d’un carcinome mammaire et d’un gliosarcome. Ces nano-objets possédent un fort potentiel
pour la radiothérapie guidée par imagerie. Néanmoins, leur caractere radiosensibilisant

reste a étre évalué.
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Chapitre 4. Nanoparticules comme agent

radiosensibilisant.
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4.1. Introduction

La thérapie du cancer est un axe majeur de la recherche en raison de la fréquence et de
la mortalité importantes de cette maladie. Bien que I'avancée dans les trois axes de la
thérapie (chirurgie, chimiothérapie et radiothérapie) ait permis de traiter des tumeurs
jusque-la incurable et d’améliorer considérablement la survie des patients, il subsiste des
tumeurs restant extrémement difficiles a traiter en raison de leurs caractéristiques
(résistance au traitement tels que la radiothérapie), leur localisation (au niveau des organes
vitaux ou sensibles au traitement mis en oeuvre, notamment le cerveau). C'est le cas
notamment du glioblastome [1] [2]. Ce type de cancer se trouve étre la tumeur cérébrale la
plus fréquente mais aussi la plus agressive. En effet, c’est la deuxiéme cause de mortalité des
cancers chez I'enfant et la troisieme chez ’homme. En raison du caractére infiltrant de la
tumeur, l'ablation totale de la tumeur par chirurgie est généralement impossible.
Effectivement, elle s’infiltre dans le parenchyme cérébral normal qui rend impossible
I’exérése sans causer de lésions graves. C’'est pourquoi, un des protocoles thérapeutiques de
ce cancer consiste en un traitement combiné de I'ablation de la tumeur dans la mesure du
possible, suivi d’une radiothérapie ainsi que d’une chimiothérapie (Temodal). Cependant en
raison du caractere radiorésistant et de sa localisation dans un organe radiosensible, le gain
thérapeutique par radiothérapie est faible. Malgré un traitement combinant les trois
techniques de thérapie, la guérison totale de cette pathologie ne peut étre atteinte mais
permet néanmoins une augmentation de la durée de vie de quelques mois. Cependant,
I’espérance de vie demeure extrémement faible, de I'ordre d’une année ou deux avec une
médiane de survie atteignant 14,5 mois [3]. Il est donc nécessaire de se tourner vers le
développement de nouvelles techniques pour le traitement de cette pathologie. Certaines
avancées ont été réalisées trés récemment, améliorant la thérapie, par l'utilisation de
Bevacizumab® (anticorps monoclonal inhibiteur de I’angiogenése) en plus de Ia
radiothérapie couplée a la chimiothérapie. Néanmoins, cette avancée ne permet pas une
amélioration de la survie générale mais une amélioration de la survie sans progression de la
tumeur et un gain de la qualité de vie des patients [4]. D’autres pistes intéressantes comme

I'amélioration de la technique de radiothérapie sont donc a envisager [5].
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L'utilisation du rayonnement synchrotron fait partie de ces pistes intéressantes. Le
principe de ce rayonnement consiste a faire circuler des électrons de haute énergie dans un
anneau circulaire, dit de stockage. Ceux-ci, se déplacant de maniéere non uniforme en raison
de la courbure de I'anneau, vont émettre un rayonnement électromagnétique (d’apres les
équations de Maxwell). L'utilisation de ce rayonnement, en placant des lignes de lumiéres
autour de I'anneau de stockage (figure 4.1), est trés intéressante en raison des propriétés
uniques du rayonnement comme une brillance tres élevée, une faible divergence du faisceau

et un spectre d’émission continu et adaptable [6].

électro-aimant
de courbure

linéaire

/'/‘ accélérateu
/

rayonnement
synchrotron
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de lumiére

©®RC2C

cible

Figure 4.1 Schéma d'un synchrotron [7]

Une des techniques de radiothérapie extrémement intéressante provenant de ce
rayonnement synchrotron est la technique de radiothérapie par microfaisceaux (MRT).
Cette technique est basée sur |'utilisation de collimateurs pour fractionner le faisceau en
microfaisceaux quasi-paralléles. L'intérét d’utiliser une source synchrotron réside dans le
débit de dose trés important (de l'ordre du kGy/s) rendant les temps d’irradiation
extrémement courts (de I'ordre de la milliseconde au lieu de plusieurs dizaines de minutes
dans le cadre d’une radiothérapie conventionnelle). Le faible temps d’exposition au
rayonnement est extrémement intéressant car il permet de s’affranchir des mouvements
inévitables du sujet comme la respiration ou les mouvements cardiaques. Comme autre
attrait, le rayonnement synchrotron posséde une divergence extrémement faible qui permet

de contréler de maniere trés précise la largeur des microfaisceaux.
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Typiquement, les microfaisceaux utilisés pour la radiothérapie sont d’une largeur
d’environ 25-75 microns espacés les uns des autres de 100 a 400 microns [8]. L'utilisation
d’'un rayonnement sous forme de microfaisceaux permet d’utiliser des énergies tres
importantes de plusieurs centaines de Grays grace a l'alternance de zones ol une forte dose
est déposée (dose pic) et de zones ou la dose est trés faible (dose vallée) comme le montre

la figure 4.2.
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Figure 4.2 Simulation 3D du profil de dose de 9 microfaisceaux dans le crane d'une souris [8]

L'utilisation de la MRT montre des résultats tres intéressant en raison de sa capacité a
irradier des zones tres réduites avec une dose tres importante sans occasionner de nécrose
[9]. D’aprés de nombreuses études trés encourageantes [10][11][12], la MRT s’impose
comme une amélioration de la radiothérapie classique sans toutefois parvenir a obtenir la
guérison totale de tumeurs comme le glioblastome. L'utilisation d'un agent
radiosensibilisant pour augmenter I'effet de la MRT, dans le but d’atteindre une guérison

totale ou tout du moins améliorer la durée de vie, est une piste intéressante a suivre.
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L'utilisation des différentes suspensions de nanoparticules comme agent
radiosensibilisant, en raison de la forte propension de I'or a absorber les rayons X comme
expliqué dans le chapitre 1, pourrait donc présenter un fort intérét en les combinant a la
MRT. Dans un premier temps, |'aptitude thérapeutique des nanoparticules a été étudiée (in
vitro) en utilisant un irradiateur classique. Puis, aprés avoir évalué la dégradation des
nanoparticules aprés irradiation par le rayonnement MRT, I'effet radiothérapeutique des
nano-objets a été testé in vivo en les injectant par voie intratumorale chez des souris portant
un mélanome puis par voie intraveineuse chez des rats portant un gliosarcome quelques

temps avant de réaliser la radiothérapie par MRT.

4.2. Etudes in vitro

4.2.1. Protocole

Les tests de radiosensibilisation in vitro ont été réalisés sur des cellules SF 763
provenant de glioblastome humain. Les cellules, en suspension dans le milieu de culture
DMEM GlutaMAx avec 10% de sérum et un mélange d’antibiotiques (pénicilline G (100
U/mL) + streptomycine (100 pg/mL)), sont introduites dans des plaques 96 puits a raison de
200, 400 et 800 cellules par puits de maniére a ce que, pour ces trois conditions, celles-ci
puissent se multiplier suffisamment tout en évitant un surnombre pouvant provoquer la
mort cellulaire. Les plagues sont laissées une journée dans l'incubateur (37 °C, 5 % CO, et

95% d’humidité).

Les différentes suspensions de nanoparticules (Au@DTDTPA, Au@TADOTA et
Au@TADOTAGA) ont été tamponnées par du PBS pour respecter I'isotonicité de I'organisme.

Les quatre sels suivants ont été ajoutés dans ces proportions :

e 8,01g.L"deNaCl

e 0,20g.L" deKCl

e 1,78 g.L™" de Na,HPO,4.2H,0
e 0,27 g.L" de KH,PO,
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Les cellules ayant besoin de milieu de culture et d’'une proportion en PBS (dans notre
cas la suspension de nanoparticule) par rapport au volume totale de 10 % pour vivre, la
solution de nanoparticules a 10 g/L en or est diluée avec du milieu DMEM sans sérum dix
fois. Un volume de 100 uL de cette solution de nanoparticules diluée (1 g/L en or) est ajouté

dans les puits. Une heure apres incubation, les plagues sont irradiées.

L'irradiation par rayonnement X est réalisée a l'aide d’une machine X-RAD 320 a
I'Institut Curie d’Orsay a 3 et 8 Grays avec une tension de 200 kV et un courant de 20 mA.
Apreés irradiation, le milieu est changé de maniere a retirer les nanoparticules des puits. Les

plaques sont ensuite laissées dans I'incubateur pendant dix jours.

Pour analyser le taux de survie cellulaire, la méthode Odyssey est utilisée. Pour cela les
cellules sont fixées dans les puits en utilisant 200 pL de PFA (paraformaldéhyde) a 4%. Cette
étape consiste a tuer la cellule tout en conservant sa structure et sa composition chimique
par formation de liaisons covalentes entre les amines primaires des protéines. Ensuite les
cellules sont perméabilisées, aprés lavage, par 200 pL de PBS/Triton 0,5 %. Enfin, une
solution (200 pL) de TO-PRO-3 lodide (Aexcitation/ Aemission = 642/661 nm) est ajoutée dans les
puits. Apres 10 minutes d’incubation sans lumiére les cellules sont analysées par un systeme

Odyssey CLx.

4.2.2. Résultats et discussion

Les courbes de survie des cellules (figure 4.3) indiquent dans un premier temps un
taux de survie convenable de I'ordre de 90 % pour les cellules ayant été en contact avec les
nanoparticules sans irradiation. Les nanoparticules Au@TADOTAGA semblent plus adaptées
gue les autres avec un taux de survie de 105 %. Concernant l'effet synergique
rayonnement/particule, les résultats ne sont pas probants. En effet, le taux de survie est
similaire a celui des cellules ayant recu uniquement l'irradiation. De maniére générale, il y a

un léger gain d’effet radiosensibilisant mais pas significatif.
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Figure 4.3 Survie des cellules seules (bleu foncé) et des cellules incubées avec les nanoparticules Au@DTDTPA (en rouge),
Au@TADOTA (en violet) et Au@TADOTAGA (en bleu clair) pour différentes conditions (sans irradiation, 3 Gy, 8 Gy)
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Ce faible effet synergique de l'irradiation et des nanoparticules est étonnant. En
effet, nous attendions un effet significatif beaucoup plus marqué en raison de la propension
de I'or a absorber le rayonnement X et surtout d’apres les études réalisées précédemment
par I’équipe [13]. En effet, des tests « comete » effectués au cours de la thése de Christophe
Alric avaient montré un effet important de la combinaison irradiation/nanoparticules
comparé a l'irradiation seule (figure 4.4). Cette méthode consiste a mesurer le moment
moyen de la queue des comeétes aprées électrophoréese des cellules lysées pour mettre en

évidence I'importance du nombre de cassures de ’ADN.

132



80 5 [I Non marquées
B AU@DTDTPA-Gd,

70 | E2Au@DTDTRA

60 +
50
40 A

30 4

Moment moyen (u. a.)

20

10
0 rj—ajT

Sans irradiation 5 Gy 10 Gy

Figure 4.4 Evolution du moment moyen des cométes sans nanoparticules (en gris) ou avec les nanoparticules
Au@DTDTPA-Gd (en rouge) et Au@DTDTPA (en bleu) pour différentes conditions (sans irradiation, 5 Gy, 10 Gy)

Il semblerait que I'étude in vitro réalisée ne soit pas des plus adaptées. De plus, les
études in vitro en général ne rendent pas forcément compte de ce qui se produira avec une
étude in vivo. En effet, il reste difficile de simuler parfaitement une étude médicale en ne
travaillant que sur des cellules. Pour évaluer l'aptitude des suspensions colloidales de

nanoparticules, I'expérience in vivo est indispensable.

4.3. Etude in vivo par MRT

Les études de I'effet radiosensibilisant in vivo ont été réalisées a I'ESRF sur la ligne ID 17
dédiée aux recherches biomédicales. Le rayonnement employé, de type synchrotron, sous
forme de microfaisceaux (MRT) permet d’exploiter I'effet dose—volume important de cette

technique.

Apreés avoir étudié I'effet du rayonnement sur les caractéristiques physico-chimiques des
nanoparticules, I'effet radiosensibilisant par MRT a été évalué sur deux types de tumeurs. La
premiere est un mélanome A375 chez la souris permettant dans un premier temps une
injection des différentes suspensions par voie intratumorale de maniére a s’affranchir des
effets de biodistribution. La deuxi@éme tumeur est un gliosarcome. Dans ce deuxieme cas,

I'injection des suspensions colloidales a lieu par voie intraveineuse.

133



Ces études a I'ESRF sont réalisées en collaboration avec les Docteurs Géraldine Le Duc,

Elke Bralier-Krisch, Herwig Requardt et Sandrine Dufort (Nano-H SAS).

4.3.1. Etude de la dégradation des nanoparticules aprés MRT

L'utilisation de doses extrémement élevées (plusieurs centaines de Gy) pour
effectuer les études de I'effet radiosensibilisant des suspensions colloidales de
nanoparticules nécessite de s’assurer que le rayonnement ne va pas induire une dégradation

des nano-objets et ainsi perturber leur élimination.

La suspension de nanoparticules Au@TADOTA (1 mL) a été irradiée dans les
conditions expérimentales (400 Gy) dans un eppendorf. Les nanoparticules, suite a
Iirradiation, présentent un diametre hydrodynamique identique aux nanoparticules avant
irradiation de I'ordre de 6,3 nm (tableau 4.1). De plus le potentiel Zéta avant et apres
irradiation semble similaire aux incertitudes pres (environ -8,8 mv). Nous pouvons
remarquer que cette valeur est inférieure aux mesures réalisés dans le chapitre 2 a pH 7.
Cela s’explique par la présence du gadolinium et des ajouts d’Hepes/NaCl pour respecter

I'isotonicité biologique.

Tableau 4.1 Mesures des diameétres hydrodynamique et potentiel zéta avant et aprés irradiation

Au@TADOTA Témoin MRT
Diameétre (nm) 6,4 6,3
Z(mv) 9,7 -7,87

De plus, des clichés TEM ont été réalisés avant et aprés irradiation (figure 4.5) de
maniére a comparer les diametres des coeurs d’or. Nous retrouvons la méme valeur aux
alentours de 2,2 nm de diametre aux incertitudes prés (2,3 nm avant irradiation et environ

2,2 apres irradiation).
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Figure 4.5 Images TEM des nanoparticules Au@TADOA avant (A) et aprés irradiation (B)

Il semblerait donc que I'utilisation du rayonnement MRT de la ligne ID 17 ne modifie
pas les nanoparticules. Le coeur d’or et la couche organique ne semblent pas altérés par

I’exposition au rayonnement synchrotron.

4.3.2. Injection intratumorale

L'aptitude des nanoparticules a engendrer un effet radiosensibilisant est évaluée tout
d’abord par injection par voie intratumorale. Cela permet de s’affranchir de la
biodistribution et ainsi vérifier qu’en dehors des considérations d’accumulation dans la

tumeur, I'effet radiosensibilisant est bien présent.

4.3.2.1. Protocole

Des souris NMRI nude femelles agées de six semaines sont utilisées pour cette étude.
Des cellules tumorales A375 (mélanome malin) sont implantées par injection sous-cutanée
sur le flanc, a raison de 3.107 cellules (dans 200 pL de PBS). L'implantation est réalisée sous
anesthésie gazeuse a l'isoflurane (4% pour I'induction puis 2%). Apres 21 jours de croissance
tumorale, les souris regoivent soit une injection intratumorale (IT) de 40 pL, soit une
injection intraveineuse (IV) de 100 ul d’une suspension de nanoparticules Au@X-Gd**. La
coloration marron foncé des suspensions (pour les injections IT) permettent de vérifier la

présence des nanoparticules dans la tumeur (figure 4.6).
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Figure 4.6 Photo de la tumeur avant et aprés injection des nanoparticules par voie intratumorale

La souris est ensuite placée sur un support spécifique (figure 4.7B), monté sur un
goniomeétre (figure 4.7A) piloté par ordinateur de maniere a positionner la souris, et plus
particulierement la zone a irradier, de maniere extrémement précise par rapport au
faisceau. La souris est positionnée sur le ventre, avec la patte portant la tumeur écartée de
I’axe de I'animal pour éviter d’irradier la colonne vertébrale comme le montre la figure 4.7C

(le laser représentant la zone tumorale et donc la zone d’irradiation).

Figure 4.7 Photographies représentant le goniometre (A), le support (B), et la position de la souris (C) pour l'irradiation
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L'irradiation unidirectionnelle MRT (dose entrée 400 Gy, dose vallée 20 Gy) est
réalisée 15 minutes apres les injections IT ou cing heures apres les injections IV. Le champ
d’irradiation mesure 7 mm de hauteur et 11 mm de large. Les microfaisceaux qui le
constitue, mesurent 50 micromeétre de large et sont espacés de 400 micromeétre (de centre a
centre). Lors de l'irradiation, les souris sont anesthésiées par injection intra-péritonéale d’un

mélange Médétomidine (0,2 pg/g) / Kétamine (0,1 mg/g).

Suite a l'irradiation, les tumeurs sont mesurées trois fois par semaine. Le volume
tumoral est calculé, en considérant les tumeurs comme des ellipses, d’apres I'équation 4.1

(la longueur et la largeur sont mesurées a I'aide d’un pied a coulisse).

Equation 4.1 Calcul du volume de la tumeur

V =0,52 x largeur? x longueur

4.3.2.2. Reésultats et discussion

La premiere expérimentation comportait cing groupes de souris, un groupe témoin
non traité, un groupe traité uniquement par MRT et trois autres groupes traités par MRT 15
minutes apres injection d'une des trois suspensions colloidales (Au@TADOTAGA,

Au@TADOTA) a 10g/L en or.

La figure 4.8 montre dans un premier temps que les souris non traitées présentent
une croissance tumorale trés rapide quasi exponentielle. Nous pouvons noter ensuite que
les souris du groupe ayant regu un traitement par MRT, voient leurs tumeurs croitre de
maniére beaucoup moins importante. Enfin, la combinaison de [lirradiation et des
nanoparticules réduit encore considérablement la croissance tumorale par rapport au
traitement par MRT seul. La croissance tumorale est ralentie d’un facteur 6 au dernier jour
de I'étude (J+75) grace a I'effet des nanoparticules. Sans surprise, cet effet radiosensibilisant
des nanoparticules ne semble pas dépendre du type de nanoparticules (Au@TADOTAGA,
Au@TADOTA).

En effet, la teneur en or et le diamétre des nanoparticules étant quasiment identique,
aucune différence sur I'effet radiosensibilisant n’était attendue. En outre, il est intéressant

de remarquer que les trois groupes ayant recu une irradiation MRT montrent une fonte de la
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tumeur suite au traitement. Néanmoins, la repousse de celle-ci est différée selon le
traitement réalisé. En effet, la tumeur repousse apres environ six jours concernant les souris
traitées par MRT alors que la repousse survient aprés une dizaine de jours pour les souris

traitées par MRT apres injection intratumorale des nanoparticules.
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Figure 4.8 Suivi de la croissance de tumeurs A375 implantées en sous cutanée a des rats : non traités(en bleu), traités par
MRT seul (en rouge) ou par MRT 15 minutes aprés injection intratumorale des nanoparticules Au@TADOTA (en vert) ou
Au@TADOTAGA (en violet).

Contrairement aux résultats in vitro, I'effet radiosensibilisant des suspensions de
nanoparticules est clairement observé in vivo. Cet effet est, de surcroit, trées important
comme le montrent le ralentissement de la croissance tumorale par rapport aux souris
traitées par MRT seul (facteur 5) et I'augmentation significative du délai de repousse. Ces
données mettent en relief le fait que les tests in vitro ne sont pas forcément représentatifs

et qu’une étude in vivo par injection intratumorale représente un meilleur indicateur.

L'effet de la concentration a ensuite été testé en utilisant le méme protocole. En
raison de I'effet similaire entre les nanoparticules, lors d’une injection intratumorale, un seul
type de nanoparticules a été testé (Au@TADOTAGA). Pour cette nouvelle expérimentation,
guatre groupes ont été étudiés. Un groupe de souris non traitées, un groupe traité par MRT,

un groupe traité par MRT 15 minutes apres l'injection de la suspension de nanoparticules
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Au@TADOTAGA a 5g/L en or et enfin un dernier groupe traité par MRT 15 minutes aprés

I'injection de la suspension de nanoparticule a 1g/L en or.

Les courbes de la figure 4.9 montrent un comportement différent, comparé aux
résultats précédents. En effet, I'effet des traitements sur la croissance tumorale semble
moindre. La croissance de la tumeur est plus importante et le délai de repousse est diminué.
En effet, la repousse a lieu trois jours apres pour tous les groupes alors qu’on atteignait 6
jours pour le groupe traité par MRT seule, lors de la premiére étude, et dix jours pour les
groupes traités par MRT/nanoparticules (10 g/L). Cela s’explique par le fait que les volumes
tumoraux au moment du traitement sont trés différents de I’étude précédente (120 mm?
pour la premiere étude et 350 mm? pour celle-ci). Le volume de suspension colloidale injecté
étant le méme (40 L), le ratio entre le volume des tumeurs et le volume de particules n’est
pas le méme. Il y a donc une répartition différente des particules dans la tumeur au moment
de [l'irradiation. Nous ne pouvons donc malheureusement pas comparer [effet
radiosensibilisant a 5 g/L et 1 g/L a celui observé a 10 g/L lors de l'étude réalisée

précédemment.

Malgré un traitement avec un volume tumoral plus important, nous pouvons
remarquer un effet significatif de la combinaison irradiation par
microfaisceaux/nanoparticules. L'effet radiosensibilisant se trouve étre plus important pour
les souris ayant recu l'injection de la suspension a 5g/L que celles ayant recu l'injection a
1g/L. Ce résultat n’est pas vraiment étonnant: plus la concentration en agent
radiosensibilisant dans la tumeur est élevée, plus I'effet tumoricide est important. Nous ne
pouvons pas comparer avec les courbes de I'étude précédente (10g/L) du fait d’'un volume
tumoral différent. Néanmoins, il semble tout de méme que la concentration de 10 g/L en or

soit la plus adaptée.
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Figure 4.9 Suivi de la croissance de tumeurs A375 implantées en sous cutanée a des rats : non traités (en bleu), traité par
MRT seul (en rouge) ou par MRT 15 minutes aprés injection intratumorale des nanoparticules Au@TADOTAGA a 1 g/L (en
vert) ou 5g/L (en violet)

Pour conclure I'étude de radiosensibilisation des suspensions de nanoparticules par
injection intratumorale, cing nouveaux groupes ont été étudiés : un groupe témoin non
traité, un groupe traité uniguement par MRT, un groupe traité par MRT 15 minutes aprés
injection IT de la suspension Au@TADOTAGA, un groupe traité deux fois par MRT (deuxiéme
irradiation 3 jours aprés la premiére) et un groupe traité deux fois par MRT 15 minutes aprés

I'injection de la suspension Au@TADOTAGA (injection avant chaque MRT).

La figure 4.10 confirme dans un premier temps les résultats obtenus précédemment.
Le groupe traité par MRT 15 minutes aprés injection intratumorale de la suspension
Au@TADOTAGA présente un ralentissement de la croissance tumorale important par

rapport au groupe ayant recu uniqguement la MRT, comparable aux études précédentes.

Concernant les deux derniers groupes ayant recu une ré-irradiation (délai de trois
jours entre les deux traitements MRT), nous pouvons observer un ralentissement de la
croissance tumorale encore plus prononcé par rapport au traitement avec qu’une seule
irradiation. Nous observons a nouveau un effet important de ralentissement lorsque les
souris ont recu une injection de nanoparticules avant les deux irradiations. Le traitement
comprenant deux irradiations est trés intéressant. En effet, celui-ci retarde nettement le
délai de repousse de la tumeur qui est d’environ 15 jours dans le cas d'une double
irradiation contre 7 jours pour une seule irradiation.
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Figure 4.10 Suivi de la croissance de tumeurs A375 implantées en sous cutanée a des rats : non traités (bleu), traité par

MRT seul (rouge), par MRT 15 minutes apreés injection intratumorale des nanoparticules Au@TADOTAGA (orange), par

deux irradiation (3 jours d’intervalles) MRT (violet), ou par deux irradiations MRT (3 jours d’intervalles) aprés injection
intratumorale des nanoparticules Au@TADOTAGA (brun)

En permettant de s’affranchir de la biodistribution des nanoparticules, ces études
montrent clairement I'existence d’un effet radiosensibilisant important des nanoparticules
d’or a 10g/L lorsqu’elles sont injectées par voie intratumorale. Cet effet est présent
également pour de faibles concentrations (1 g/L). De plus, la réalisation d’un traitement
comportant une ré-irradiation trois jours aprés la premiére couplée a une injection avant
chaque irradiation diminue significativement la croissance tumorale et augmente
considérablement le délai avant la repousse de la tumeur (facteur 2 par rapport a une seule
irradiation). Néanmoins, ce mode d’injection qui peut se révéler utile pour la thérapie de
tumeurs cutanées, se trouve moins adapté pour le traitement d’autres tumeurs comme le
gliosarcome. L'effet radiosensibilisant aprés injection intraveineuse nécessite d’étre évalué
car la biodistribution des nanoparticules peut minimiser le potentiel dévoilé par les

expériences réalisées apres injection intratumorale.
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4.3.3. Injection intraveineuse

Le traitement par radiothérapie apres injection des nanoparticules d’or par voie
intraveineuse se rapproche plus de la réalité clinique. En effet I'injection intratumorale est
peu pratiquée en raison du risque de dissémination des cellules cancéreuses. Cependant
I"administration des nanoparticules par voie intraveineuse nécessite une biodistribution
adaptée (accumulation dans la tumeur, absence de nanoparticules dans les tissus sains,
élimination par voie rénale). Méme si les nanoparticules d’or AU@TADOTAGA présentent
une biodistribution adaptée, I’effet thérapeutique risque d’étre amoindri car I'accumulation
dans la tumeur des nano-objets circulant dans le systéme sanguin est nettement plus faible

gue la quantité introduite par injection intratumorale.

4.3.3.1. Protocole

Les animaux utilisés pour cette étude sont des rats males Fisher agés de 10 semaines.
Des cellules tumorales 9LGS (gliosarcome de rat) sont implantées par injection stéréotaxique
de 10° cellules (dans 1pul de DMEM + 1% pénicilline/streptomycine) dans le noyau caudé (3,5
mm a droite de la Bregma, 6 mm de profondeur). Les rats sont anesthésiés par injection
intrapéritonéale d’un mélange Ketamine (5,4 mg/kg) / xylazine (64,5 mg/kg) [14][15]. Les
rats recoivent, 9-10 jours aprés I'implantation, une injection intraveineuse (veine saphéne)
de suspensions de nanoparticules Au@X-Gd>* (0,7 mL a 50 mM en or et 5 mM en

gadolinium).

Suite a I'anesthésie et I'injection de la suspension de nanoparticules, I'animal est
positionné a plat ventre sur le support comportant un barreau de maniére a y coincer ces
dents afin de conserver une position adéquate. Le rat est face a la source du rayonnement.
L'irradiation se fait en tir croisé, c’est-a-dire que le rat recoit deux irradiations dans des
directions perpendiculaires I'une de I'autre avec un croisement de celles-ci aux coordonnées
de la tumeur. La premiere irradiation a lieu en direction antéropostérieure et suite a une
rotation du goniomeétre de 90°, la deuxiéme irradiation se fait latéralement (figure 4.11). Des
caméras permettent de contrdler son positionnement correct sur le support et d’ajuster sa
position via le goniometre extrémement précisément pour centrer le rayonnement sur la

zone tumorale supposée.
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Figure 4.11 Schéma représentant l'irradiation en tir croisé du gliosarcome

Le champ d’irradiation correspond a des dimensions de 10 sur 8 millimétres. Les
microfaisceaux qui le constitue, mesurent 50 micrométres de large et sont séparés par 200
micromeétres (de centre a centre). La dose de rayonnement a I'entrée dans la peau, pour

chaque irradiation, est de 400 Gy concernant le pic et d’environ 20 Gy dans la vallée.

N

Suite a [lirradiation, les rats retournent a [I'animalerie et sont contrblés
guotidiennement, notamment au niveau du poids, de maniére a relever de potentiels signes
cliniques inquiétants. Si cela est justifié, les rats sont euthanasiés pour éviter la souffrance
animale a I'aide de Doléthal. Le nombre de jours entre I'implantation de la tumeur et la mort
du rat (dans le cas de I'’euthanasie, un jour supplémentaire est compté) constitue la durée de
survie de I'animal. A partir de ces valeurs, des courbes de survie (type Kaplan-Mayer) sont
tracées, représentant le taux de survie en fonction du temps afin de comparer I'efficacité

des différents traitements.
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4.3.3.2. Résultats et discussion

Pour cette étude sur I'effet radiosensibilisant des nanoparticules en termes de survie
sur les rats portant un gliosarcome, quatre groupes ont été étudiés. Le premier comporte les
rats controle non traités, le deuxieme comprend les rats traités uniqguement par MRT, le
troisieme est composé de rats traités par MRT 10 minutes apres l'injection de la suspension
de nanoparticules AU@TADOTAGA et le dernier groupe est similaire au troisieme a la

différence que le temps entre 'injection est l'irradiation est de 24h.

Le type de nanoparticules utilisé reste le méme. En effet, d’aprés les résultats
précédents, il s’avere que ce sont les nanoparticules AU@TADOTAGA qui présentent le plus
fort potentiel pour la radiothérapie guidée par imagerie. En effet, les études IRM ont révélé
gue ces nanoparticules s’accumulent de maniére modeste au sein du gliosarcome
contrairement aux nanoparticules AU@TADOTA. Le paramétre étudié est le délai entre
I'injection et la MRT, c’est-a-dire la biodistribution des nano-objets au moment de

I'irradiation.

A I'aide des courbes de survie (figure 4.12) représentant le taux de survie en fonction
du temps pour les différentes conditions, les médianes de survie (MeS) représentant le délai
au bout duquel la moitié des animaux sont décédés et les moyennes de survie (moyenne des
durées de survie totale des rats d’un groupe) sont calculées. A partir des médianes de survie,
I'ILS (Increase In Lifespan), qui correspond a l'augmentation de la durée de vie en
pourcentage par rapport au groupe contrble, est calculé ainsi: (MeS; — MeScntrsie)/
MeScontrstle. Ces valeurs sont répertoriées dans le tableau 4.2. Dans un premier temps, nous
pouvons noter une augmentation considérable de la survie pour les rats traités par MRT. En
effet, la médiane de survie des rats contréle n’ayant recu aucun traitement est seulement de
22 jours, montrant la mortalité rapide induit par ce type de tumeur, alors que la médiane de
survie des rats traités par MRT est de 71 jours. Ce gain sur la survie est bien visible d’aprés le
décalage important des deux courbes. Cette augmentation de survie (ILS) s’éleve a 222,7 %.
Cela montre bien l'intérét du traitement par MRT pour éradiquer des tumeurs agressives et

difficile a soigner.
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Figure 4.12 Courbes de survie pour les rats contrdle (en violet), traités par MRT seul (en rouge), par MRT 10 minutes (en
bleu) et 24h (en vert) aprés l'injection des nanoparticules Au@TADOTAGA par voie intraveineuse

Tableau 4.2 Valeur des moyennes et médiane de survie ainsi que I'ILS pour les différents groupes

Groupes Moyenne de survie Médiane de survie ILS (%)
1: Controle 22,8 22 X
2 : MRT 91,4 71 222,7
3 : MRT (10 minutes) + 104 60 172,7
Au@TADOTAGA
4 : MRT (24h) + 144,5 113 413,6
Au@TADOTAGA

Concernant les groupes traités par la combinaison MRT/nanoparticules a différents
temps, nous pouvons observer deux tendances en raison d’une biodistribution différente.
Bien que la moyenne de survie soit légerement plus importante pour le groupe 3 (MRT 10
minutes apres injection) par rapport au groupe ayant recu uniquement la MRT (groupe 2), la
médiane de survie est inférieure. Cela implique une mortalité prématurée de certains rats.

L’ILS se trouve donc étre inférieure a celle du groupe 2.
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Par contre, les résultats du dernier groupe représentant les rats avant recu la MRT
24h apres l'injection des nanoparticules different. En effet, nous pouvons remarquer un
décalage significatif de la courbe du groupe 4 par rapport a celle du groupe 3 (MRT seul). La
médiane de survie s’en trouve largement améliorée, s’élevant a 113 contre 71 pour le
groupe traité par MRT seule. Ce qui représente une amélioration de la durée de survie par
rapport aux rats contréle d’environ 414% (contre 223% pour le groupe 2). De plus, sur les 8
rats du dernier groupe, cing sont encore en vie aprés 100 jours et trois apres 200 jours. Ces
résultats, pour une irradiation 24h apres linjection intraveineuse des nanoparticules
Au@TADOTAGA, montrent bien I'aptitude de ces nano-objets a jouer le role d’agent
radiosensibilisant pour la radiothérapie et a améliorer considérablement le traitement par

MRT bien que nous soyons dans le cas d’une tumeur extrémement difficile a traiter.

La différence notable entre le traitement 10 minutes ou 24 heures aprés injection
justifie I'importance de la biodistribution des nanoparticules au moment de l'irradiation. En
effet, les morts prématurés du groupe 3 peuvent s’expliquer par la présence de
nanoparticules en quantité significatives dans la circulation sanguine, et donc dans les tissus
sains autour de la tumeur, 10 minutes aprés l'injection. Il est donc possible que l'irradiation,
dans ce cas, occasionne des dégats non désirés. Cela montre la nécessité de réaliser une
thérapie guidée par imagerie afin de déterminer le moment opportun pour activer I'effet
tumoricide des nanoparticules et ainsi occasionner des dégats importants a la tumeur tout

en préservant les tissus sains.
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4.4. Bilan

Bien que les nanoparticules se soient montrées non toxiques pour les cellules lorsque
celles-ci ne sont pas exposées au rayonnement, un effet radiosensibilisant modéré a été

observé. Cependant, cet effet in vitro se trouvait en dessous de nos attentes.

Néanmoins la présence d’un effet radiosensibilisant significatif in vivo, en s’affranchissant
des effets de la biodistribution, apres l'injection intratumorale des suspensions de

nanoparticules, a été observée.

L’aptitude in vivo des nanoparticules Au@TADOTAGA, suite a leur injection par voie
intraveineuse pour traiter un gliosarcome 9L (tumeur extrémement agressive et difficile a
soigner en raison de son caractére radiorésistant et sa localisation dans un organe
radiosensible), s’est révélée extrémement prometteuse. En effet, le traitement par MRT 24h
aprés injection des nanoparticules AU@TADOTAGA par voie intraveineuse, a induit une
augmentation de la survie par rapport aux rats contréle de 413,6 %. Ce résultat
extrémement encourageant met en relief le potentiel de ces objets pour améliorer le

traitement par MRT afin de traiter ce type de tumeur.

Le taux de survie des rats traités par MRT 10 minutes apres l'injection des nanoparticules
Au@TADOTAGA, est inférieur a celui des rats traités uniguement par MRT. L’influence du
délai entre irradiation et injection sur la survie plaide donc en faveur du suivi de I'agent
thérapeutique par imagerie médicale. Il est en effet important lorsque les nanoparticules se

trouvent en quantité significative dans les tissus cancéreux et sont absentes des tissus sains.
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Conclusion générale

L'objectif de cette étude consistait a développer des nanoparticules d’or qui présentent
les mémes caractéristiques prometteuses, pour la radiothérapie guidée par imagerie, des
nanoparticules AUu@DTDTPA élaborées par I'équipe. La principale modification consiste a
remplacer le ligand linéaire DTDTPA, qui constitue la couche organique de ces
nanoparticules, par un ligand macrocyclique. L'utilisation de ce type de ligand présente

I'intérét de limiter le relargage du gadolinium, utilisé pour le suivi par IRM.

Différents ligands, comportant tous un macrocycle de type DOTA et une fonction
disulfure endocyclique ont été synthétisés : le DTDOTA, TADOTA et TADOTAGA. Les légeres
différences (taille du cycle, nature du bras espaceur ou présence d’une fonction acide
carboxylique supplémentaire) de ces molécules ont engendré des disparités notables entre
les trois types de nanoparticules obtenus. La caractérisation poussée des différentes
suspensions a permis d’éliminer les nanoparticules Au@DTDOTA en raison d’une taille trop
importante et d’une stabilité colloidale limitée. Entre les deux nanoparticules restantes, la
suspension de nanoparticules Au@TADOTAGA s’est montrée la plus intéressante au niveau

de son comportement apres injection.

Les nanoparticules Au@TADOTAGA ont pu étre suivies par différentes techniques
d’imagerie médicale (SPECT, IRM et PET/IRM) en complexant différents ions (Gd3+, My,
®4Cu) au sein de la couche organique. Le comportement de ces nano-objets aprés injection
intraveineuse s’est révélé prometteur. lls circulent librement dans I'organisme et s’élimine
par voie rénale avec néanmoins une légere rétention hépatique. Malgré ces deux
caractéristiques, les nanoparticules AU@TADOTAGA parviennent a s’accumuler au sein de

certaines tumeurs comme le gliosarcome 9L et le carcinome mammaire TSA.

Les propriétés radiosensibilisantes des nanoparticules Au@TADOTAGA mise en évidence
par des expériences de radiothérapie apres injection intratumorale des nano-objets, ont été
exploitées avantageusement apres injection a des rats porteurs d’un gliosarcome 9L (tumeur
radiorésistante au sein d’un organe radiosensible). Les rats traités par MRT 24h apres
I'injection des nanoparticules ont présenté une augmentation de survie d’un facteur 5 par
rapport aux rats non traités et d’un facteur 2 par rapport aux rats traités uniquement par

MRT.
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Les nanoparticules AU@TADOTAGA se révelent donc étre extrémement prometteuses
pour la radiothérapie guidée par imagerie car elles combinent effet radiosensibilisant et

plusieurs modalités d’imagerie médicale.

Cependant, ces nano-objets nécessitent quelques améliorations au niveau de la
biodistribution, notamment, une diminution de la captation hépatique et une augmentation
de l'accumulation au sein du gliosarcome. Pour ce faire, l'utilisation de PEG semble
intéressante. Nous avons entrepris des études de greffage de différents PEG sur les
nanoparticules AU@TADOTAGA ainsi qu’une étude d’imagerie IRM du cerveau de rats
portant un gliosarcome apres injection de ces nano-objets fonctionnalisés. Néanmoins, les
résultats se trouvent en dessous de nos attentes et difficiles a exploiter sans
expérimentation complémentaire. Cette stratégie reste donc a étre approfondie. De plus, le
greffage de peptides se révele étre une voie particulierement intéressante pour améliorer
I'accumulation tumorale. En effet, un peptide tel que le RGD va permettre un ciblage actif
des vaisseaux qui irriguent la tumeur en raison de son affinité avec les récepteurs ayfs

présents en grande quantité au niveau des néovaisseaux.

Une autre perspective consisterait a comprendre le mécanisme de radiosensibilisation,
notamment en réalisant de I'imagerie haute résolution afin de connaitre la localisation des
nanoparticules au sein des cellules. De plus, des analyses histologiques des organes d’intérét
(foie, reins) et de la tumeur se montreraient extrémement intéressantes afin de localiser

précisément les nano-objets.

Enfin, nous avons mis en évidence un effet radiosensibilisant significatif en combinant les
nanoparticules avec la MRT. Il serait intéressant d’évaluer cet effet en utilisant un irradiateur
d’hopital classique qui présente I'avantage de permettre une thérapie plus simple a mettre

en ceuvre et plus réaliste.
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Résumé

Mots-clés : Nanoparticules, oncologie, agent de contraste, radiosensibilisant, radiothérapie guidée par imagerie

Afin d’améliorer la sélectivité de la radiothérapie dans le cadre du traitement de certains cancers, nous
proposons l'utilisation de nanoparticules radiosensibilisantes fonctionnalisées pour le suivi par imagerie
médicale. Ces objets dont la composition permet de combiner imagerie multimodale et activité thérapeutique
télécommandée ouvrent la voie vers la thérapie guidée par imagerie. L’'effet radiosensibilisant pourra étre
généré au moment le plus opportun, déterminé a partir des données fournies par I'imagerie. Ce travail de
these consistait a concevoir, synthétiser des nanoparticules d’or recouvertes de ligands macrocycliques, connus
pour leur fort pouvoir complexant d’ions d’intérét pour I'imagerie (Gd* pour FIRM, "!In** pour la TEMP et
*cu® pour la TEP). Le potentiel des différentes nanoparticules, a jouer le role d’agent de contraste multimodal
(IRM, imagerie nucléaire) et d’agent radiosensibilisant a été évalué.

L'étude de biodistribution par imagerie TEMP/CT chez des souris a montré une libre circulation des
nanoparticules et une élimination rénale avec une présence modérée des nanoparticules dans le foie qui n’est,
cependant, pas due a un phénomene d’opsonisation. L'étude par IRM du cerveau de rats portant un
gliosarcome a indiqué une accumulation significative des nanoparticules Au@TADOTAGA-Gd*" au sein de la
tumeur. Enfin le co-marquage des nanoparticules d’or par Gd> et *cu® (complexées par les ligands
macrocycliques) a permis de suivre ces objets, chez le méme animal, aprés injection intraveineuse, a la fois par
TEP et IRM dont la combinaison bien que tres recherchée est rarement mise en ceuvre. Cette étude a confirmé
la libre circulation, I'élimination rénale, la légére capture hépatique et I'accumulation au sein de la tumeur
(carcinome mammaire).

Le caractere radiosensibilisant de la suspension de nanoparticule AuU@TADOTAGA a été confirmé par le suivi
de croissance tumorale aprés traitement par irradiation MRT (microfaisceaux) 15 minutes aprés l'injection des
nanoparticules par voie intratumorale. Le gain thérapeutique de la mise en ceuvre de ce traitement a ensuite
été validé par une irradiation MRT 24 heures aprés l'injection intraveineuse des nanoparticules a des rats
portant un gliosarcome (tumeur radiorésitante dans un organe radiosensible).

Ce travail a montré que les nanoparticules d’or recouvertes de ligands macrocycliques de type DOTA
présentent un fort potentiel pour la radiothérapie guidée par imagerie.

Abstract
Keywords : Nanoparticles, oncology, contrast agent, radiosensitizing agent, image guided therapy

The original properties of nanoparticles make them extremely attractive in the field of oncology. In fact,
nanoparticles can be designed for combining imaging and therapy with only one object. Therefore,
multifunctional platforms are very promising for image-guided therapy, which constitutes an important step
towards personalization of treatment. This consists of stimulating the therapeutic activity of the nanoparticles
when their accumulation is high within the tumor zone and low in healthy tissues. A higher selectivity of the
treatment is therefore expected. The aim of this PhD work was to synthesize gold nanoparticles coated by
macrocyclic ligands, known for their high complexing aptitude of ions widely used for imaging (Gd3+ for MRI,
"n®* for SPECT and *cu® for PET). The potential of those nanoparticles to combining imaging multimodalities
and radiosenzitation was evaluated.

Biodistribution study by SPECT/CT has shown free circulation, renal elimination and a moderate retention by
the liver of the nanoparticles. However, this retention is not due to the opsonisation processus. The MRI study
of rats’ brain carrying a gliosarcoma has shown an accumulation of nanoparticles Au@TADOTAGA-Gd*" in the
tumor. Moreover, the co-labeling of these nanoparticles by Gd>* and **cu® was successfully performed. As a
result, PET/MRI images, a much researched combination but rarely achieved, were acquired on the same
animal after intravenous injection of the co-labeled nanoparticles. This study has confirmed the free
circulation, renal elimination, low hepatic capture and tumor accumulation (carcinoma).

The radiosensitizing character of nanoparticles AuU@TADOTAGA was confirmed by the follow up of tumor
growth after a treatment by MRT (microbeam irradiation) 15 minutes after intratumoral injection of
nanoparticles. The therapeutic gain of this treatment has been validated by MRT 24 hours after intravenous
injection of nanoparticles to rats carrying gliosarcoma (radioresistant tumor in radiosensitive organ).

Owing to their composition, these gold nanoparticles coated by macrocyclic ligand (DOTA-like) exhibit
therefore a high potential for image-guided radiotherapy
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