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Introduction générale 

L’insuffisance cardiaque est une maladie d’origine multifactorielle qui se 

traduit dans sa finalité par l’incapacité du cœur à assurer correctement son rôle, et se 

caractérise par une mortalité importante. Elle peut être aiguë comme dans l’infarctus 

du myocarde, ou bien chronique à la suite d’un remodelage cardiaque causé par une 

hypertension artérielle chronique. Dans le cas de l’insuffisance cardiaque chronique, 

plusieurs traitements pharmacologiques existent, mais ils ne suffisent pas à eux seuls 

à traiter la pathologie. Ces traitements n’ont qu’un rôle de frein sur l’évolution 

délétère de l’insuffisance cardiaque, ce qui se traduit par une détérioration 

progressive et irréversible de la qualité de vie du patient jusqu’à son décès. C’est 

pourquoi la recherche de nouvelles cibles pharmacologiques et de nouvelles 

stratégies pour atteindre et soigner le cœur est toujours un sujet d’actualité. 

C’est dans ce contexte que se situent les travaux exposés dans ce manuscrit. En 

2012, l’énantiomère (R) du CE3F4, un analogue de la tétrahydroquinoléine, a été 

identifié comme inhibiteur de la protéine ubiquitaire EPAC1 (exchange protein 

directly activated by cAMP). Depuis, différentes études ont révélé l’intérêt d’utiliser 

cette molécule pour traiter différentes pathologies, et notamment pour inhiber le 

remodelage cardiaque. Les travaux de cette thèse menée à l’Institut Galien Paris-

Saclay (UMR 8612 CNRS – Université Paris-Saclay) sous la direction du Pr Elias Fattal 

et du Pr Hervé Hillaireau, s’inscrivent dans un partenariat pluridisciplinaire coordonné 

par le Dr Rodolphe Fischmeister (Inserm, UMR-S 1180 « Signalisation et 

physiopathologie cardiaque ») au sein du LabEx « LERMIT » ayant pour but d’étudier 

le (R)-CE3F4 dans différents domaines de la recherche (caractérisation de la cible, 

modélisation, chimie, biologie, pharmacologie) en raison du peu de données 

fondamentales disponibles sur cette molécule, tant sur l’interaction avec sa cible 

EPAC1 que son devenir dans l’organisme.  
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L’intérêt de proposer une formulation adaptée au CE3F4 a été identifié en 

raison (1) de résultats préliminaires montrant l’instabilité métabolique du (R)-CE3F4 

en présence de microsomes hépatiques et de plasma de rats (Alain Pruvost, CEA), 

nécessitant la mise en œuvre de moyens de protection de cette molécule afin qu’elle 

puisse exercer son activité ; (2) de la présence ubiquitaire d’EPAC1 dans l’ensemble 

des cellules, pouvant causer des effets pharmacologiques secondaires si le CE3F4 

atteint des tissus qui ne sont pas à traiter. 

Afin de répondre à ces deux problématiques de protection contre la 

dégradation enzymatique et de contrôle de la distribution du (R)-CE3F4 pour cibler le 

cœur, nous avons proposé l’encapsulation du CE3F4 dans des nanovecteurs 

lipidiques (liposomes et nanocapsules lipidiques). Ces nanoparticules peuvent être 

modifiées afin de présenter un ligand de ciblage à leur surface, et conférer aux 

particules un tropisme tissulaire ou cellulaire particulier. Les objectifs de cette thèse 

furent ainsi : 

- Encapsuler le (R)-CE3F4 dans des liposomes et nanocapsules lipidiques ; 

- Développer les outils analytiques adaptés pour évaluer l’intérêt de ces 

formulations, in vitro et in vivo ; 

- Comprendre le devenir biologique du (R)-CE3F4 encapsulé ou non ; 

- Modifier ces nanovecteurs par un peptide de ciblage cardiaque. 

Ce manuscrit se divise en deux parties principales :  

- Une partie bibliographique portant sur (1) l’insuffisance cardiaque, (2) le (R)-

CE3F4 et sa cible, et (3) les ligands peptidiques de ciblage utilisés pour 

favoriser la distribution cardiaque de nanoparticules ; 

- Une partie expérimentale divisée en deux chapitres. Le premier concerne le 

développement et la validation d’une méthode pour la quantification du (R)-

CE3F4 dans le plasma, la mise en évidence d’une différence inter-espèces sur 

le métabolisme plasmatique de la molécule, et l’identification du métabolite 

observé. Le deuxième chapitre porte sur l’encapsulation du (R)-CE3F4 dans des 
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nanovecteurs lipidiques et leur capacité à le protéger du métabolisme 

plasmatique in vitro, ainsi que sur le devenir in vivo du (R)-CE3F4 et des 

nanoparticules sélectionnées. 

Ces deux parties sont suivies d’une discussion générale portant sur les parties 

expérimentales. Les résultats préliminaires de ciblage cardiaque par des liposomes 

fonctionnalisés par le peptide CRPPR sont décrits en annexe. 
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Partie bibliographique 

1. Généralités sur l’insuffisance cardiaque & traitements associés 

1.1. Présentation & prévalence 

L’insuffisance cardiaque (IC) est une pathologie définie par l’incapacité du 

cœur à assurer un débit suffisant pour répondre aux besoins métaboliques des tissus 

périphériques. C’est une maladie systémique aiguë ou chronique qui apparait sur un 

terrain pathologique préexistant (Tableau 1). Les symptômes sont généralement des 

dyspnées ou fatigues, associées à d’autres signes tels que des œdèmes 

périphériques, tachycardie, ou augmentation de la pression veineuse jugulaire (1,2), 

mais selon l’atteinte cardiaque les signes fonctionnels et cliniques sont variés 

(Tableau 2).  

Tableau 1 : Etiologies de l’insuffisance cardiaque gauche et droite. (1–3) 

IC gauche IC droite 

Atteinte ischémique (athérosclérose coronarienne) 

1ère cause d'IC 

Hypertension pulmonaire causée par : 

 - insuffisance ventriculaire gauche 

 - rétrécissement mitral 

 - pathologie pulmonaire chronique 

 - embolie pulmonaire 
Cardiomyopathie : 

 - dilatée (majoritairement idiopathique) 

 - hypertrophique obstructive et non obstructive 

 - restrictive 

 - hypertensive 

 - rythmique (généralement réversible) 

 - toxique (anthracyclines, alcool) 

 - carentielle (avitaminose B1 => béribéri) 

 - du post-partum 

Hypertension artérielle pulmonaire (primitive ou 

associée à une connectivite) 

Cardiopathie congénitale avec shunt gauche-droit 

(communication interauriculaire, ou 

interventriculaire) 

Péricardite constrictive, tamponnade 

Insuffisance cardiaque par hyperdébit 

Infarctus du ventricule droit 

Cardiopathie de surcharge (hémochromatose et 

amylose) 
Dysplasie arythmogène du ventricule droit 

Cardiopathie congénitale non corrigée Valvulopathie droite 

Myocardite (virale le plus souvent, maladie de 

Chagas) 

 

Sarcoïdose, collagénose, myopathie 

Pathologies valvulaires (rétrécissement aortique, 

insuffisance aortique, rétrécissement mitrale, 

insuffisance mitrale) 

Hyperdébit (anémie, hyperthyroïdie, maladie de 

Paget…) 
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Tableau 2 : Signes fonctionnels et cliniques en fonction de l’insuffisance cardiaque gauche ou 

droite. (1–3) 

 IC gauche IC droite 

S
ig

n
e
s 

fo
n

ct
io

n
n

e
ls

 

Dyspnée (symptôme majeur, classification 

NYHA), la dyspnée d'effort s'aggrave au cours 

de l'évolution 

Hépatalgie d'effort 

Orthopnée 

Pseudo-asthme cardiaque 

Œdème aigu du poumon (urgence) 

Subœdème pulmonaire 

Toux à l'effort ou la nuit 

Hémoptysie 

Asthénie, altération de l'état général 

Troubles des fonctions cognitives (bas débit 

cardiaque) 

Oligurie 

S
ig

n
e
s 

cl
in

iq
u

e
s 

Déviation du choc de pointe vers la gauche et 

en bas perçus à la palpation 

Signe de Harzer à la palpation (dilatation du 

ventricule droit) 

Tachycardie, pouls alternant (formes évoluées) Tachycardie 

Lors de l'auscultation cardiaque : Lors de l'auscultation cardiaque : 

 - bruit du galop gauche (bruit surajouté)  - bruit du galop droit (bruit surajouté) 

 - souffle systolique d'insuffisance mitrale  - souffle systolique d'insuffisance tricuspide 

 - éclat de B2 (bruit lié à la fermeture des 

valves pulmonaire et aortique) au foyer 

pulmonaire (hypertension artérielle 

pulmonaire) 

 - éclat de B2 au foyer pulmonaire 

(hypertension artérielle pulmonaire) 

 - tension artérielle basse si diminution 

importante du volume d'éjection systolique, ou 

pincée 

Œdèmes des membres inférieurs : bilatéraux, 

prenant le godet. 

Lors de l'auscultation pulmonaire : Turgescence jugulaire 

 - râles crépitantes aux bases ou étendus aux 

deux champs pulmonaires (œdème aigu du 

poumon) 

Reflux hépatojugulaire 

 - sibilants (pseudo-asthme cardiaque) 

Hépatomégalie (souvent pulsatile et 

douloureuse) 

Dans les formes avancées : épanchements 

pleuraux, ascite, parfois état d'anasarque, 

ictère, troubles digestifs 

 

L’IC présente une prévalence plus importante dans les pays industrialisés en 

raison du vieillissement de la population et d’une meilleure prise en charge des 

cardiopathies ischémiques. Cette prévalence augmente avec l’âge (10% de la 
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population présente une altération de la fonction cardiaque après 65 ans) (2). La 

prévalence globale de l’IC était de 1 à 2% dans la population adulte mondiale en 

2016 (1,2). Elle est actuellement de 2,3% en France (4). A l’échelle mondiale, l’IC est 

présente chez au moins 10% de la population âgée de plus de 70 ans (2). 

L’examen clé permettant le diagnostic de l’insuffisance cardiaque est 

l’échographie-Doppler. Il permet de poser le diagnostic étiologique et présente aussi 

un intérêt pronostique (5). Il permet de mesurer des dimensions ventriculaires, et de 

mesurer le débit cardiaque. La fraction d’éjection (FE) du ventricule gauche d’un 

individu sain est de 50%. Cette FE correspond au ratio entre le volume d’éjection 

systolique (VES) et le volume télédiastolique, soit plus simplement le ratio entre le 

volume de sang éjecté par le ventricule et le volume de sang présent avant 

contraction. Lorsque la FE est inférieure à 40%, on parle d’IC associée à une 

dysfonction systolique (altération de la contraction ventriculaire). La dysfonction 

systolique du ventricule gauche constitue une forme fréquente d’IC (3). Il existe aussi 

une forme où la fonction systolique est préservée (FE≥50%), on parle alors d’IC 

diastolique (altération du remplissage ventriculaire). Cette dernière est favorisée par 

l’hypertension artérielle engendrant une hypertrophie ventriculaire gauche, et touche 

surtout les sujets âgés et les femmes.  

1.2. Physiopathologie de l’insuffisance cardiaque 

L’IC peut être aiguë ou chronique, et peut toucher le « cœur droit » qui 

achemine un sang pauvre en oxygène vers les poumons, le « cœur gauche » qui 

pompe le sang oxygéné par les poumons vers les organes périphériques, ou les deux 

simultanément. Ainsi on parle d’insuffisance cardiaque droite, gauche, ou globale 

selon les symptômes observés. 

Bien que d’étiologies diverses et les conséquences différentes selon l’atteinte 

cardiaque, il est possible d’utiliser une approche générale afin d’expliquer 

l’installation de l’insuffisance cardiaque (1). Le débit cardiaque (DC) dépend de la 
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fréquence cardiaque (FC) et du volume d’éjection systolique (VES), comme indiqué 

par l’équation (I). Le VES correspond à la différence entre les volumes télédiastolique 

et télésystolique, soit plus simplement le volume de sang expulsé par le cœur par 

battement. 

 

La FC est contrôlée par le nœud sinusal. Le nœud sinusal est localisé au niveau 

de l’oreillette droite et est composé de cellules à l’origine du rythme cardiaque qui 

ont la capacité de se dépolariser de manière régulière. Ce nœud sinusal est régulé 

par : 

- Le système parasympathique via le nerf vague, qui diminue de la FC ; 

- Le système sympathique, via l’adrénaline et la noradrénaline sécrétées 

dans le sang par les glandes surrénales, qui stimule une augmentation 

de la FC. 

Le VES quant à lui dépend de 3 paramètres (1), qui sont : 

- La précharge, soit le volume de sang qui entre dans le ventricule avant 

sa contraction, appelé aussi volume télédiastolique. Sa diminution 

entraine une diminution du VES ; 

- La postcharge, correspondant à la force d’opposition à l’éjection du 

sang du ventricule. Son augmentation entraine une diminution du VES ; 

- La contractilité, qui est la capacité du ventricule à se contracter, est 

indépendante de la précharge et de la postcharge. Sa diminution 

entraine une diminution du VES. 

Ainsi, une diminution de la précharge, une augmentation de la postcharge, ou 

une diminution de la contractilité entrainent une diminution du VES, et donc du débit 

cardiaque d’après l’équation (I). Afin d’illustrer les différents cas de figure pour 

lesquels la VES diminue, différentes conditions pathologiques à l’origine d’une IC 

vont être décrits succinctement.  
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Dans le cas d’une ischémie coronaire, le myocarde ne peut plus assurer sa 

fonction par manque d’oxygène/nutriments, entrainant ainsi une diminution de la 

contractilité. Dans le cas de l’hypertension artérielle, la pression aortique, augmentée, 

s’oppose à la pression générée par le ventricule gauche pour éjecter le sang. On 

observe par conséquent une augmentation de la postcharge. Une hypovolémie 

pourrait être à l’origine d’une diminution de la précharge, car moins de sang serait 

pompé par le ventricule. Le dernier exemple porte sur les valves cardiaques. Ces 

valves se situent entre les oreillettes et les ventricules (valve tricuspide et valve 

mitrale) et entre les ventricules et les artères (valve pulmonaire et valve aortique). 

Elles ont une fonction anti-reflux, empêchant le sang de revenir dans le compartiment 

précédent lors des contractions. Ainsi, leur altération empêche soit le bon 

remplissage du ventricule (précharge), soit la bonne éjection ventriculaire 

(postcharge). 

1.3. Méchanismes d’adaptation délétères à long terme  

Afin de maintenir un débit cardiaque suffisant, l’équation (I) permet de 

comprendre que des mécanismes compensateurs peuvent se mettre en place lors 

d’une diminution du VES. Le système sympathique (6) et le système rénine-

angiotensine-aldostérone (SRAA) (7) ont un rôle prépondérant dans la compensation 

d’une diminution du VES. Cependant leur stimulation chronique devient cependant 

délétère dans l’IC (1). 

L’adaptation du système sympathique via la libération de catécholamines 

engendre des effets cardiaques inotrope et chronotrope positifs (6,8) ainsi qu’une 

une vasoconstriction périphérique en faveur du cerveau ainsi que du cœur (9,10). En 

effet, la libération de catécholamines en réponse à une augmentation de la 

postcharge va entrainer des modifications au niveau du myocarde pour assurer un 

débit suffisant pour les besoins de l’organisme. Ces modifications, via l’activation 

chronique des récepteurs β-1 cardiaques, provoquent sur le long terme une 
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augmentation de la taille des cardiomyocytes, une modification de l’expression de 

gènes (réactivation des gènes fœtaux) et donc une modification de l’expression de 

protéines avec une accumulation des myofibrilles, ceci ayant pour conséquence un 

déclin progressif de la fonction cardiaque (8,11–14). 

L’activation du SRAA entraine une rétention hydrosodée, provoquant une 

augmentation de la précharge, de la volémie, avec possible apparition de signes 

congestifs (1,15,16). Sur le long terme, l’angiotensine II est impliquée dans le 

développement d’une hypertrophie cardiaque ainsi qu’une fibrose via les récepteurs à 

l’angiotensine AT1 (15,17,18), en plus de stimuler la libération de catécholamines (19). 

L’aldostérone est aussi impliquée dans le développement d’une fibrose cardiaque 

(20). Ainsi, le SRAA est impliqué à différents niveaux (angiotensine II, aldostérone) 

dans les modifications tissulaires cardiaques.  

Ces adaptations sont des mécanismes compensateurs qui seront dépassés 

dans le temps et deviendront délétères. Il est à noter qu’il existe des modifications 

cardiaques lors de la grossesse ou chez le sportif afin de répondre aux besoins de 

l’organisme (21), mais que celles-ci sont physiologiques, réversibles et non liées à la 

mise en place d’un cercle vicieux pathologique comme observé lors de l’IC. De plus, 

d’autres mécanismes peuvent provoquer une altération dans la contraction du 

myocarde, comme une nécrose des myocytes (ischémie), une atteinte primitive 

(cardiomyopathie dilatée idiopathique), ou même une exposition à des substances 

cardiotoxiques (p. ex. anthracyclines, alcool, cocaïne) (3) comme indiqué dans le 

Tableau 1. 

1.4. Prise en charge de l’insuffisance cardiaque chronique 

1.4.1. Evaluation de la qualité de vie  

Les conséquences de l’IC se font ressentir sur la qualité de vie des patients, 

notamment en ce qui concerne la mobilité et la résistance à l’effort. La dyspnée est le 

symptôme fréquent de l’IC, et son importance est centrale selon une cotation par la 
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NYHA (New York Heart Association) dont la dernière mise à jour a été publiée en 

1994 (Tableau 3). Elle est donc utilisée depuis longtemps, et a servi de référence pour 

le suivi de la dyspnée dans l’IC (22). Cependant cette classification présente des 

limites, en raison de la subjectivité de l’effort pour le patient (habitudes de vie, notion 

d’exercice de la vie courante, âge…) mais aussi pour le praticien (interprétation de la 

qualité de l’exercice) pouvant être à l’origine d’un problème de reproductibilité. 

Goldman et al. ont observé que l’avis entre deux médecins indépendants n’est 

concordant que dans 56% des cas. Ainsi il peut y avoir une mauvaise corrélation avec 

la capacité d’effort, avec un désaccord fréquent pour classer les patients selon les 

stades II et III, et donc la valeur pronostique ne serait applicable que pour la classe IV 

(23). C’est pourquoi d’autres classifications ont été mis en en place en complément 

afin de pallier ces lacunes, à savoir celles de l’AHA (American Health Association) et 

de l’ACC (American College of Cardiology), qui ne seront pas détaillées dans ce 

manuscrit (3). 

Tableau 3 : Cotation de la dyspnée par la classification NYHA.  

Stade I Dyspnée pour des efforts importants inhabituels, sans gêne ressentie dans la vie courante. 

Stade II 
Dyspnée pour des efforts importants habituels, comme la marche rapide ou en côte, ou 

lors de la montée d’escaliers (>2 étages) 

Stade III 
Dyspnée pour des efforts peu intenses de la vie courante, tels que la marche sur terrain 

plat ou la montée d’escaliers (>2 étages) 

Stade IV Dyspnée permanente au repos 

 

1.4.2. Objectifs de la prise en charge 

Pour la prise en charge de l’insuffisance cardiaque chronique, les objectifs sont 

surtout préventifs (24) :  

- Traitement des pathologies pouvant évoluer vers l’IC (HTA, cardiopathies 

ischémiques, etc) ; 

- Limiter la progression de la dysfonction systolique du ventricule gauche vers 

l’IC, qui est initialement asymptomatique ; 
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- Maintenir/améliorer la qualité de vie et limiter les réhospitalisations ; 

- Augmenter la survie ; 

- Traiter la cause de l’IC si possible et les facteurs favorisant une 

décompensation. 

Les différentes possibilités de prise en charge seront détaillées dans les 

paragraphes suivants, et dépendent notamment de la fraction d’éjection du ventricule 

gauche (5). Il est à noter qu’il peut y avoir une aggravation (aiguë ou subaiguë) des 

signes cliniques et des symptômes, c’est ce qu’on appelle communément la 

décompensation cardiaque. L’attitude du patient par rapport à sa prise charge est 

centrale et fait partie des facteurs à contrôler pour limiter tout risque de 

décompensation cardiaque (Tableau 4). Concernant les autres facteurs de risques, la 

diminution du risque consiste à traiter ou suivre les patients spécifiquement pour ces 

facteurs.  

Tableau 4 : Facteurs pouvant provoquer une décompensation cardiaque. 

Lié à la prise en charge du 

patient 

- Non-observance du traitement 

- Ecart de régime 

- Introduction récente d’un traitement inotrope négatif ou d’un anti-

inflammatoire stéroïdien 

Au niveau cardiovasculaire 

- Poussée hypertensive 

- Ischémie myocardique 

- Troubles du rythme ou de la conduction 

Au niveau pulmonaire 

- Embolie pulmonaire 

- Exacerbation d’une insuffisance respiratoire 

- Infection pulmonaire 

Autre : 

- Aggravation d’une insuffisance rénale 

- Anémie 

- Grossesse 

 

1.4.3. Les mesures hygiéno-diététiques  

Ces mesures sont centrales dans la prise en charge de l’insuffisance cardiaque, 

et permettent de réduire les risques d’hospitalisation, de décompensation, et de 

décès par une prise en charge des facteurs de risques : 

- Régime hyposodé (<6 g de sel/jour) ; 
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- Exercice physique n’entrainant pas de dyspnée ; 

- Arrêt du tabac et de la consommation d’alcool ; 

- Traitement surpoids/dénutrition ; 

- Vaccination antigrippale ; 

- Connaissances des traitements à éviter (ou précautions d’emploi) : AINS, 

coxibs, antiarythmiques de classe I, inhibiteurs calciques bradycardisants 

(vérapamil, diltiazem), antidépresseurs tricycliques, lithium, corticoïdes ; 

- Education thérapeutique. 

1.4.4. Les traitements  

Ces traitements interviennent généralement lorsque la fraction d’éjection du 

ventricule gauche (FEVG) est inférieure à 40%. Le traitement central consiste à 

associer un inhibiteur de l’enzyme de conversion (IEC) avec un bêtabloquant en 

première intention (2,24,25). Si les symptômes persistent ou que la FEVG diminue 

(<35%), malgré le respect règles hygiéno-diététiques et un traitement aux doses 

maximales tolérées, d’autres molécules peuvent être ajoutées pour améliorer la 

fonction cardiaque, à savoir les antialdostérones, les diurétiques de l’anse de Henlé 

ou thiazidiques, les antagonistes des récepteurs à l’angiotensine II, et les digitaliques. 

Il est important de souligner que les IEC, bêtabloquants et antialdostérones 

permettent d’inhiber le remodelage cardiaque précédemment mentionné dans la 

partie 1.3 et présentent ainsi un intérêt majeur dans la prise en charge de l’IC 

chronique (26). 

1.4.4.1. Inhibiteurs de l’enzyme de conversion et antagonistes des récepteurs à 

l’angiotensine II AT1 

Les inhibiteurs de l’enzyme de conversion (IEC) sont le traitement de première 

intention dans la dysfonction systolique du ventricule gauche (diminution de la 

FEVG). Cette enzyme permet la conversion de l’angiotensine I en angiotensine II qui 
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est un octapeptide vasoconstricteur. L’enzyme intervient aussi dans la dégradation de 

la bradykinine qui est un nonapeptide vasodilatateur. 

La diminution de l’angiotensine II diminue la stimulation de ses récepteurs 

(AT1 et AT2). Ceci a pour conséquence de réduire le tonus vasculaire, et de diminuer 

la libération d’aldostérone par la corticosurrénale. La diminution de l’aldostérone 

permet de limiter la réabsorption active en ion sodium Na+ et passive en eau, 

augmentant ainsi la diurèse. De plus, l’angiotensine II a une action mitogène sur les 

fibroblastes myocytes au niveau cardiaque, pouvant favoriser le remodelage 

cardiaque à la suite d’un stress cardiaque (infarctus) (15,17,18). Les IEC induisent une 

diminution de la précharge, de la postcharge et du remodelage délétère du ventricule 

gauche grâce à l’inhibition de l’enzyme de conversion de l’angiotensine. Les IEC 

permettent une amélioration de la survie, des symptômes, de la capacité 

fonctionnelle et permettent la réduction du nombre d’hospitalisations (2).  

Des antagonistes des récepteurs à l’angiotensine II (ARAII) peuvent aussi être 

soit utilisés en alternative aux IEC dans le cas d’une mauvaise tolérance à ces derniers, 

soit associés aux IEC si le patient reste symptomatique (2). 

1.4.4.2. Bêtabloquants 

Les bêtabloquants sont utilisés par des patients ayant une dysfonction 

systolique du ventricule gauche, d’origine ischémique ou non, en association avec un 

IEC. Ils ne sont préconisés que dans l’insuffisance cardiaque stable sans surcharge 

volémique, et sont contre-indiqués en cas de décompensation cardiaque. 

Ils inhibent la stimulation du système sympathique avec une amélioration de la 

fraction d’éjection du ventricule gauche (action chronotrope négative), diminuent les 

résistances périphériques pour les bêtabloquants non-cardiosélectifs (vasodilatation), 

et freinent le remodelage cardiaque. Des bêtabloquants cardiosélectifs peuvent être 

préférés pour limiter les effets périphériques en raison de leur sélectivité pour les 

récepteurs β-1 très présents au niveau cardiaque. Ils permettent une amélioration de 
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la survie, des symptômes, de la capacité fonctionnelle et réduction du nombre 

d’hospitalisations (2). 

1.4.4.3. Antialdostérones 

Les diurétiques antagonistes des récepteurs de l’aldostérone, représentés 

principalement par la spironolactone, permettent l’inhibition de la réabsorption d’ions 

sodium et d’eau comme mentionné précédemment avec les IEC. Cependant ils ont 

aussi un rôle important dans la prise en charge au long cours car il a été observé, 

chez des patients traités de par les IEC, une concentration plasmatique augmentée en 

aldostérone sur le long terme (27,28). Ainsi les IEC ne permettent pas à long-terme 

d’inhiber efficacement la libération d’aldostérone et donc de favoriser la diurèse, 

justifiant l’intérêt des antialdostérones pour la prise en charge de l’insuffisance 

cardiaque chronique (29) en plus de limiter la fibrose cardiaque (20). 

1.4.4.4. Diurétiques, sauf antialdostérones 

Les diurétiques présentent un intérêt dans le cas de symptômes congestifs, et 

sont ajouté à l’association IEC/bêtabloquant dans la prise en charge de l’IC. Il y a les 

diurétiques de l’anse de Henlé et les thiazidiques qui inhibent la rétention 

hydrosodée (augmentation de l’excrétion urinaire). Les diurétiques de l’anse inhibent 

le cotransporteur NKCC permettant la réabsorption de Na+/K+/2Cl- au niveau de 

l’anse de Henlé (branche ascendante), inhibant ainsi la réabsorption passive d’eau. 

Les diurétiques thiazidiques inhibent le cotransporteur Na+/Cl- localisé au niveau de 

la partie initiale du tube contourné distal, empêchant aussi la réabsorption passive 

d’eau. 

1.4.4.5. Autres médicaments associés 

D’autres traitements peuvent être utilisés, comme les digitaliques en cas de 

persistance des symptômes malgré les associations entre les médicaments 

précédemment mentionnés (IEC, bêtabloquant, et antialdostérones) ou une fraction 

FEVG <35%. Ces digitaliques sont utilisés pour leurs effets inotropes positifs et 
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chronotropes négatifs, pour la prise en charge de patients ayant une fibrillation 

auriculaire (en association aux bêtabloquants). Dans le cas d’arythmie emboligène, 

des anticoagulants sont à envisager sur le long terme. 

D’autres traitements médicamenteux existent, mais interviennent lors des 

prises en charge des insuffisances cardiaques réfractaires (usage hospitalier), et donc 

n’interviennent pas dans la prise en charge de l’IC chronique (lévosimendan, 

inhibiteurs de la phosphodiestérase, amines sympathicomimétiques). 

1.4.5. Traitements non-médicamenteux  

Ces traitements interviennent lorsque les prises en charge précédemment 

mentionnées ne sont pas ou plus suffisantes. Des dispositifs d’assistance ventriculaire 

(implantation d’une pompe), la pose d’un stimulateur cardiaque (pacemaker), ou la 

transplantation cardiaque peuvent être envisagés. 

1.5. Conclusions sur l’insuffisance cardiaque 

Malgré un prise en charge améliorée grâce à un arsenal thérapeutique 

important à disposition, permettant d’agir sur différentes voies délétères pour la 

fonction cardiaque, l’insuffisance cardiaque reste de mauvais pronostic et la 

proportion de décès reste importante (3). Actuellement, la prévention reste le 

meilleur moyen pour éviter l’évolution de certaines pathologies vers une insuffisance 

cardiaque chronique, et pour retarder l’évolution délétère d’une insuffisance 

cardiaque chronique déjà présente (3). 

Ainsi, le développement de nouvelles molécules ayant des mécanismes 

d’action différents de ce qui déjà utilisé en clinique est crucial en vue d’améliorer la 

prise en charge des patients. Ce développement ayant pour objectif final de diminuer 

la mortalité, et d’améliorer la qualité de vie des patients. C’est pourquoi nous nous 

sommes intéressés au développement de nouveaux traitements pour augmenter 

l’arsenal thérapeutique, décrit ci-après, pour la prévention ou le traitement de l’IC 

chronique, qui présente une aggravation permanente malgré les traitements actuels. 
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2. Stratégie de développement d’un nouveau traitement de l’insuffisance 

cardiaque 

2.1. Le CE3F4, nouvelle molécule d’intérêt 

2.1.1. Généralités sur la famille de protéines Epac 

Face à l’absence de traitements curatifs de l’IC et au manque de traitements 

médicamenteux efficaces pour limiter la détérioration de la fonction cardiaque à long 

terme, de nouvelles cibles thérapeutiques ont été recherchées. Parmi celles-ci une 

famille de protéines, Epac (exchange protein directly activated by cAMP), a été mise 

en évidence et présente une implication dans de nombreux mécanismes 

physiologiques. Epac intervient dans le mécanisme de transduction du signal lié à 

l’AMPc (adénosine monophosphate cyclique). La conversion d’un signal de 

stimulation par une molécule exogène (p. ex. hormones, cytokines, 

neurotransmetteurs) en réponse cellulaire (p. ex. migration, contraction, sécrétion 

d’hormones, de matrice extracellulaire ou d’enzyme) nécessite un messager 

secondaire pour transmettre le signal entre récepteur et effecteur. Cette étape 

correspond à la transduction du signal, et dans notre cas, le messager secondaire est 

l’AMPc.  

Bien que l’implication de l’AMPc comme second messager dans la 

transduction du signal cellulaire soit connue depuis plus de soixante ans (30,31), ce 

n’est qu’en 1998 que la famille Epac a été découverte par deux équipes de recherche 

indépendantes qui ont pu identifier des gènes codant pour cette famille de protéines, 

à savoir cAMP-GEFI et cAMP-GEFII (32), ainsi que le gène RAPGEF3 (rap guanine 

nucleotide exchange factor 3) (33). Il s’avère que la famille Epac est représentée par 

les sous-groupes de protéines Epac1 et Epac2, qui sont codées respectivement par 

les gènes RAPGEF3 et RAPGEF4 (34). La famille Epac est ubiquitaire (exprimée dans 

tous les tissus) et intervient dans de nombreuses fonctions physiologiques. La revue 

de Robichaux et Cheng (35) traitant d’Epac est très exhaustive, et fait notamment la 
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distinction entre les différentes fonctions physiologiques selon qu’elles impliquent 

Epac1 ou Epac2 (35). Pour illustrer globalement l’ubiquité de la famille Epac et la 

diversité des fonctions pour lesquelles son implication a été prouvée via différents 

modèles murins, quelques exemples sont listés dans le Tableau 5. La Figure 1 

synthétise les pathologies impliquant la famille Epac pour chaque système 

physiologique. On peut observer qu’Epac intervient dans de nombreux mécanismes 

physiologiques au niveau de divers organes (p. ex. la mémorisation, la sécrétion 

d’insuline ainsi que la coagulation), et du fait de cette ubiquité, Epac est impliquée 

dans des pathologies variées telle que le cancer (p. ex. sein, prostate, pancréas), 

l’ostéoporose, le diabète, l’obésité, les douleurs chroniques, et l’insuffisance 

cardiaque. Ainsi, cibler Epac apparait comme une stratégie prometteuse pour traiter 

différentes pathologies. 

Tableau 5 : Liste non-exhaustive de mécanismes physiologiques impliquant Epac. 

Système 

nerveux central 

- Processus de mémorisation et mémoire à long terme (36–39) 

- Addiction (limitation du comportant de rechute à la cocaïne) (40) 

- Dépression synaptique à long terme (41) 

- Déficit cognitif lié au vieillissement ou aux maladies liées à l’âge (Alzheimer, Parkinson) (42) 

Système 

cardiovasculaire 

- Formation de la néointima (43–45) 

- Homoeostasie calcique & tachycardie ventriculaire liées à l’insuffisance cardiaque, ou 

d’origine génétique (tachycardie ventriculaire polymorphe catécholergique) (46) 

- Homéostasie calcique & arythmie (47)  

- Contractilité cardiaque, myopathies et arythmies induites par un stress (48) 

- Hypertrophie des cardiomyocytes/signal hypertrophique (11,13,49,50) 

Système 

endocrine 

- Sensibilité à la leptine, régulation de la masse adipeuse, implication dans l’obésité & la 

balance énergétique (51) 

- Sécrétion d’insuline stimulée par le glucose (52–54) 

Inflammation 

pulmonaire 

- Rétablissement de la barrière vasculaire endothéliale (55) 

- Sécrétion matricielle et remodelage (56) 

Infectieux - Adhésion et invasion des rickettsies (bactéries intracellulaires obligatoires) (57) 

Douleur 

- Hyperalgésie (58) 

- Hyperalgésie inflammatoire (59,60) 

- Douleur chronique post-opératoire (61) 

- Douleur chronique inflammatoire (62,63) 

Cancer 

- Prolifération et apoptose (64) 

- Migration et invasion (64) (p. ex. cancer du pancréas (65)) 

- Métabolisme des cellules cancéreuses (64) 

- Modulation de l’activité des cellules Treg (64) 

Hémostase 
Implication dans la cascade de coagulation (régulation des facteurs IX, V, XIIIa, prothrombine, 

fibrinogène, fibronectine, plasminogène), et influence la taille des plaquettes (66) 
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Figure 1 : Aperçu des principales pathologies impliquant Epac (35). 

 

La découverte d’Epac et de son ubiquité a bousculé l’idée bien établie selon 

laquelle la protéine kinase A (PKA), qui a été découverte en 1968 (67), était la seule 

protéine effectrice activée par l’AMPc exprimée dans l’ensemble des tissus. D’autres 

effecteurs étaient connus avant la découverte d’Epac, ou ont été découverts par la 

suite, mais leur expression est spécifique de certains tissus. On distingue par exemple 

les canaux cationiques contrôlés par les nucléotides cycliques canaux, qui incluent les 

protéines canal-HCN (hyperpolarization-activated cyclic-nucleotide modulated cation 

non-selective channel) localisée au niveau du système nerveux central (68) et au 

niveau cardiaque (69,70), ainsi que les protéines CNG (cyclic nucleotide-gated ion 
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channels) retrouvée au niveau du système nerveux central (71). D’autres effecteurs 

non-ubiquitaires utilisant l’AMPc ont été identifiés tel que la protéine CRIS (cyclic 

nucleotide receptor involved in sperm function) impliquée dans la spermatogénèse 

(72)). Pour toutes ces protéines, (Epac, PKA, HCN, CNG, POPDC et CRIS), il existe un 

site commun qui est le site de liaison des nucléotides CNB (cyclic nucleotide binding) 

permettant de lier l’AMPc notamment (73). 

La famille de protéines Epac possède dans son architecture quatre domaines 

communs :  

- un domaine permettant la liaison des nucléotides cycliques (le CNB-B, 

commun avec la PKA) permettant l’interaction avec l’AMPc et l’activation 

d’Epac (74,75) ; 

- un domaine REM (Ras exchange motif), permettant l’activation, en catalysant 

l’échange du GDP par le GTP, des petites protéines G pour les familles Ras, 

Rap1 (Ras-associated protein-1) et Rap2 (32,33). Ces protéines interviennent 

dans la transduction du signal ; 

- un domaine RA (Ras-association domain), permettant l’interaction avec les 

petites protéines G mentionnées (76) ; 

- et le domaine CDC25HD (CDC25 homologous domain) qui a une fonction 

d’exchange de nucléotides pour les petites protéines G mentionnées, et ce 

domaine est stabilisé par le domaine REM (77). 

Ces domaines sont répartis en deux régions : la région catalytique composée 

de REM, RA et CDC25HD, et la région régulatrice variable selon les protéines Epac1 et 

Epac2 (elle-même représentée trois isoformes identifiés : Epac2A, Epac2B et Epac2C), 

mais toutes possèdent un domaine CNB-B. L’ensemble de ces informations sont 

représentées graphiquement dans la Figure 2. Actuellement, les rôles et interactions 

des différents domaines présentés ne sont pas encore élucidés. 
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Figure 2 : Représentation des différents domaines composant les protéines Epac (A) et de la PKA 

(B) ainsi que l’organisation en région régulatrice et catalytique. Le domaine N-terminal se 

situant à gauche, le domaine C-terminal se situant à droite. CNB, cyclic nucleotide binding ; DEP, 

domaine d’homologie Discheveled, Egl-10 et Pleckstrin ; REM, Ras exchange motif ; RA, Ras-

association ; CDC25HD, CDC25 homologous domain. (35) 

 

2.1.2. Différences entre Epac1 et Epac2 

Comme évoqué précédemment, deux gènes codent pour l’ensemble des 

protéines Epac : RAPGEF3 pour Epac1 et RAPGEF4 pour Epac2, dont les différentes 

isoformes mentionnées sont liées à des différences de promoteurs et d’épissage, 

elles-mêmes régulées épigénétiquement (66). Sur la figure 2, nous pouvons 

remarquer quelques différences entre Epac1 et Epac2 portant sur la présence ou non 

des domaines suivants : 

- DEP (Discheveled, Egl-10 et Pleckstrin) qui interviendrait dans l’interaction 

d’Epac avec les acides phosphatidiques présents dans la membrane plasmique.  

Le rôle de ce domaine n’est cependant pas encore totalement élucidé en 

raison de l’absence d’études cristallographiques prouvant cette interaction 

entre DEP et les membranes plasmiques, mitochondriales, nucléaires et 

dépendante du cycle cellulaire (78–80) ; 
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- CNB-A, qui présente une plus faible affinité pour l’AMPc que le CNB-B, aurait 

un rôle dans la localisation subcellulaire et la sécrétion d’insuline (81). 

Même si Epac1 et Epac2 sont relativement similaires d’un point de vue 

biochimique et des fonctions des domaines évoqués précédemment (interaction avec 

l’AMPc, protéines Ras/Rap et activation de celles-ci), leurs différences porteraient plus 

sur leur distribution tissulaire, les fonctions physiologiques qu’elles occupent (nous ne 

nous intéresserons ici qu’au cœur), et leur place au sein de l’organisation 

intracellulaire. 

2.1.2.1. Distributions tissulaires d’Epac1 et Epac2 

Selon la base de données The Human Protein Atlas 

(https://www.proteinatlas.org/) répertoriant les distributions des acides 

ribonucléiques messagers (ARNm) et des protéines dans les tissus, Epac1 est 

ubiquitaire (Figure 3). Elle est exclusivement absente au niveau des ovaires sur 45 

tissus testés. Epac1 est présente dans les tissus : nerveux (jaune), endocrines (violet), 

pulmonaires (bleu-vert), oropharyngés (rose pâle), tractus digestifs (bleu), foie et 

vésicule biliaire (violet pâle), pancréas (vert), urinaires (orange), reproduction (bleu 

claire pour tissus exclusivement masculins et rose les tissus exclusivement féminins), 

muscles (rouge), tissus mous et adipeux (vert pâle), cutané (beige) et organes en lien 

avec l’immunité (gris). 

 

 

https://www.proteinatlas.org/
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Figure 3 : Distribution tissulaire chez l’humain de la protéine Epac1. 

https://www.proteinatlas.org/ENSG00000079337-RAPGEF3/tissue 

 

Concernant Epac2 (Figure 4), on observe aussi l’ubiquité (45 tissus testés) de 

son expression, avec une expression absente dans la muqueuse orale, mais une forte 

expression au niveau du système nerveux central et des glandes surrénales, déjà 

décrite dans la littérature avant la création de cette base de données (32,34). 

 

Figure 4 : Distribution tissulaire chez l’humain de la protéine Epac2. 

https://www.proteinatlas.org/ENSG00000091428-RAPGEF4/tissue 

 

En plus de cette distribution spatiale des protéines, il est important de garder à 

l’esprit la composante temporelle, et donc le contexte dans lequel la protéine est 

exprimée (âge, contexte pathologique ou non…), ce qui n’est pas représenté dans les 

https://www.proteinatlas.org/ENSG00000079337-RAPGEF3/tissue
https://www.proteinatlas.org/ENSG00000091428-RAPGEF4/tissue


 

42 

 

Figure 3 et Figure 4. En effet, une étude de la variation de la transcription des gènes 

codant pour Epac1 (RAPGEF3) et Epac2 (RAPGEF4) a été effectuée sur des souris 

C57BL/6 (49) à différents stades du développement (fœtus, nouveau-né, âgé de 3 

semaines et 12 semaines). Concernant la transcription du gène RAPGEF3, l’équipe a 

observé des variations des concentrations en ARNm dans les tissus testés avec une 

augmentation de l’ARNm à 3 et 12 semaines dans le cerveau, le cœur, et les reins, et 

une augmentation transitoire dans les poumons à 3 semaines avec diminution à 12 

semaines. Concernant l’ARNm lié à RAPGEF4, une augmentation progressive est 

observée dans le cœur ainsi que dans le cerveau à 3 et à 12 semaines. Au niveau des 

reins une disparition quasi-totale de l’ARNm à 3 et 12 semaines par rapport au niveau 

basal est observé aux stades fœtus et nouveau-né ; et pour les poumons une 

augmentation progressive entre le stade fœtus et 3 semaines survient, suivie d’une 

diminution à 12 semaines. 

2.1.2.2. Localisations intracellulaires d’Epac1 et d’Epac2 

L’analyse plus fine des domaines des protéines Epac1 et Epac2 a permis de 

révéler plusieurs zones d’interactions avec une multitude de composants 

intracellulaires. Toutes ces possibilités d’interactions permettent, à partir d’une même 

protéine Epac activée, d’obtenir une multitude de réponses cellulaires selon la 

localisation subcellulaire d’Epac. Les différences des domaines composant la région 

régulatrice d’Epac1 et d’Epac2A, 2B et 2C (Figure 2) semblent jouer un rôle dans la 

compartimentation intracellulaire de ces protéines, par exemple le domaine DEP pour 

l’interaction avec les membranes via les acides phosphatidiques, avec des 

localisations qui dépendent du cycle cellulaire (78–80). La Figure 5 décrit les 

différentes « zones » d’interaction sur Epac1 et Epac2, et les constituants avec 

lesquels elles interagissent. La séquence Epac2A est représentée ici sous le nom 

d’Epac2, car c’est la forme qui possède l’ensembles des domaines. D’après la Figure 5, 

dix zones d’interaction pour Epac1 ont été identifiées (A) et six zones pour Epac2 (B). 

Concernant les séquences détaillées d’Epac1 (A) : 
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- MTS est la séquence d’adressage mitochondriale ; 

- la séquence PA-B permet l’interaction avec les acides phosphatidiques ; 

- NPLS permet l’interaction avec les pores nucléaires. 

 

Figure 5 : Zones d’interactions avec les constituants intracellulaires pour les protéines Epac1 (A) 

et Epac2 (B). Les détails des séquences d’adressage MTS, PA-B et NPLS sont décrite en (A). Les 

flèches symbolisent les zones d’interaction. Le domaine N-terminal se situant à gauche, le 

domaine C-terminal se situant à droite. (35) 

 

Des résumés graphiques des interactions et des localisations cytoplasmiques 

d’Epac sont également disponibles (35). Dans ce manuscrit ils auront pour unique but 

de mettre en valeur la diversité des mécanismes cellulaires utilisant Epac1 et Epac2 

car seule la voie concernant l’implication d’Epac au niveau cardiaque et de 

l’insuffisance sera détaillée dans la partie suivante. Pour Epac1, les interactions se font 

avec les membranes plasmique, nucléaire, et mitochondriale, ainsi qu’avec le 

cytosquelette, et le réticulum endoplasmique (Figure 6). Concernant Epac2, il y a une 

interaction avec le cystosquelette, avec les composants impliqués dans l’exocytose 

des granules d’insuline, et aussi l’exocytose des vésicules synaptiques (Figure 7). 
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Figure 6 : Localisations subcellulaires d’Epac1 et interactions (35). 

 

Figure 7 : Localisations subcellulaires d’Epac2 et interactions (35). 
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2.1.3. Implication d’Epac dans l’insuffisance cardiaque 

Selon The Human Protein Atlas, Epac1 et Epac2 sont toutes les deux exprimées 

au niveau cardiaque, avec un score d’expression bas par rapport aux autres tissus. 

Cependant, une étude publiée en 2014 par Okumura et al. a permis de comprendre 

qui d’Epac1 ou Epac2 semble être impliquée au niveau cardiaque. Des études menées 

sur des souris Epac1 KO (knock-out), Epac2 KO, et double KO, ont permis de suggérer 

une implication d’Epac dans le maintien de la contractilité cardiaque, une non-

implication dans la régulation aiguë de la contractilité en réponse à une stimulation 

par les catécholamines, et démontré que ces fonctions étaient principalement liées à 

Epac1 plutôt qu’à Epac2 (48). 

Concernant la contractilité cardiaque, qui est liée au transfert d’ions Ca2+ du 

réticulum sarcoplasmique vers le cytosol via le récepteur à ryanodine RyR2 

(Ryanodine Receptor 2), l’implication d’Epac1 dans ces déplacements calciques 

intracellulaires des cardiomyocytes a déjà été étudiée (47,82–85). Epac1 joue un rôle 

de régulateur de l’activité de la PLCε (phospholipase C epsilon), mais aussi dans la 

libération transitoire de calcium, et dans la sensibilisation des myofilaments. La PLCε 

va cliver le PIP2 (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate) localisé au niveau de la 

membrane cytoplasmique, ce qui entraîne une augmentation en diacylglycérol (DAG) 

qui reste ancré à la membrane et en inositol triphosphate (IP3) soluble dans le 

cytoplasme, ces deux molécules sont des messagers secondaires de la transduction 

du signal. 

De plus, il a été observé qu’Epac1 joue un rôle dans l’activation de protéines 

sarcomériques clefs : la Troponine 1 cardiaque (cTnI) et cMyBP-C (cardiac Myosin 

Binding Protein-C) (84). Ces protéines sont impliquées dans l’interaction entre la 

myosine et l’actine, et donc dans la contraction cardiaque. Epac1 permet la 

phosphorylation de ces protéines, permettant ainsi l’interaction actine/myosine (84). 
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Une autre étude a mis en lumière l’implication d’Epac dans l’augmentation de 

l’expression de la calmoduline (CaM, qui permet l’activation de la protéine CaMKII, 

protéine kinase Ca2+/calmoduline-dépendante), en lien avec l’augmentation en Ca2+ 

au niveau nucléaire, suggérant l’implication d’Epac dans des processus nucléaires de 

régulation de la transcription (86). Il est important de souligner l’implication de 

CaMKII et de CaM dans ce mécanisme. En effet, ces deux derniers éléments sont 

impliqués dans des réponses sur le « long terme » dans le cadre d’une stimulation 

chronique d’Epac par les agonistes des récepteurs β-adrénergiques, ou des 

récepteurs mécaniques sensibles à l’étirement cellulaire. D’une part, CaMKII au niveau 

nucléaire est activée par l’augmentation intranucléaire en Ca2+ et la présence de CaM, 

et peut ainsi activer les histones désacétylases 4 et 5 (HDAC4, HDAC5), aboutissant à 

une levée de l’inhibition du facteur de transcription MEF2 (myocyte enhancer factor 

2). MEF2 peut ensuite activer la transcription de gènes incriminés dans l’hypertrophie 

cardiaque, regroupés sous l’appellation de programme pro-hypertrophique (87–90). 

D’autre part, au niveau cytosolique, la présence de Ca2+ et de CaM entraîne 

l’activation de la calcineurine (Cn), qui peut ensuite former un complexe avec NFAT 

(nuclear factor of activated T-cells), complexe qui peut être importé au niveau 

nucléaire, activant la transcription (91). Le couple Cn/NFAT est incriminé dans 

l’hypertrophie cardiaque pathologique (92). Différentes études ont pu établir la 

causalité entre l’activation d’Epac1 et l’hypertrophie des cardiomyocytes et une 

restructuration cardiaque (13), à l’échelle cellulaire (cardiomyocytes de rats nouveau-

nés et adultes), ou à celle d’un organisme entier (modèle murin exposé à un stress 

chronique par infusion d’isoprénaline), et que l’inhibition d’Epac1 permet de bloquer 

le développement hypertrophique délétère observé dans l’insuffisance cardiaque 

(11,49,93). De plus, la famille Epac est aussi impliquée dans la régulation d’autres 

fonctions cellulaires au niveau cardiaque, non développées dans ce travail, telles que 

le métabolisme énergique (94) ou le développement d’arythmies (46,95,96). Ainsi, 
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l’inhibition d’Epac1 permettrait de limiter le remodelage cardiaque sur long terme 

lors d’IC chronique. 

2.1.4. Le CE3F4 

En 2012, un criblage haut-débit a permis de mettre en évidence le CE3F4, 

molécule chirale ayant un noyau tétrahydroquinoline [la Figure 8 représente le (R)-

CE3F4)], comme inhibiteur d’Epac (97). Cette étude a permis d’établir que le CE3F4 est 

un antagoniste non-compétitif d’Epac1, mais la spécificité vis-à-vis d’Epac2 n’a pas 

été démontrée. Une seconde publication, en 2013, a permis de mettre en évidence 

plusieurs informations cruciales sur le CE3F4 et Epac (98). Il s’agit d’une part de 

l’importance de la conformation du carbone asymétrique : la concentration efficace 

médiane (EC50) de l’énantiomère (R) du CE3F4 (EC50 = 4,2 µM) est 10 fois plus faible 

par rapport au (S). D’autre part, il a été mis en évidence une sélectivité 10 fois plus 

importante pour Epac1 par rapport à Epac2. Ainsi, il apparait clairement que le (R)-

CE3F4 devrait permettre d’obtenir l’inhibition d’Epac1 dans le tissu cardiaque.  

Cependant, rappelons qu’Epac est ubiquitaire et qu’aucune donnée de 

distribution tissulaire du (R)-CE3F4 n’existe. Ainsi, dans le cadre du développement 

d’un médicament, le risque que le (R)-CE3F4 atteigne d’autres tissus que le myocarde 

est plus que probable, de même concernant le risque que le (R)-CE3F4 active Epac2 

dans certains tissus où Epac1 est peu présente est tout à fait possible. L’aspect 

ubiquitaire en termes de répartition tissulaire peut donc être à l’origine d’effet 

indésirables, ou d’une absence d’efficacité cardiaque si le (R)-CE3F4 ne possède pas 

de tropisme cardiaque. 
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Figure 8 : Formule topologique du (R)-CE3F4. 

 

De plus, dans le cadre du projet Lermit, la plateforme SMArt-MS (responsable 

Alain Pruvost, Service de Pharmacologie et Immunoanalyse, CEA Saclay), a étudié la 

stabilité métabolique du (R)-CE3F4 in vitro sur microsomes hépatiques de rats, et une 

instabilité métabolique a été observée. Enfin, la stabilité métabolique du (R)-CE3F4 

dans le plasma de rat a été évaluée par la même équipe, et une dégradation ex vivo 

très importante a été observée (demi-vie plasmatique apparente inférieure à 1 heure). 

Par conséquent, deux points critiques concernant le (R)-CE3F4 doivent être 

abordés avant de pouvoir l’envisager comme candidat médicament : il faut d’une part 

limiter son instabilité en milieu biologique, d’autre part permettre au (R)-CE3F4 

d’avoir un tropisme cardiaque pour que la cible soit atteinte limitant ainsi le risque 

d’effets indésirables liés à l’atteinte de tissus non désirés. L’utilisation d’un vecteur 

permettant d’encapsuler le (R)-CE3F4 (logP = 3,6) et ayant un tropisme cardiaque 

permettrait de compenser les limitations de la molécule d’intérêt.  

2.2. Intérêt des peptides de ciblage pour la distribution de nanoparticules au 

cœur 

L’identification de protéines membranaires spécifiques d’une cellule donnée 

permet de sélectionner des ligands qui interagissent spécifiquement avec cette 

cellule. Lorsque ces ligands sont associés à des nanoparticules (NP), la distribution de 

ces NP peut être modifiée et devenir préférentielle pour un type cellulaire, ou un 
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tissu. On parle dans ce cas de ciblage actif, en opposition au ciblage passif qui 

n’utilise pas de ligand et se fonde sur des modifications physiologiques locales 

favorisant la distribution des NP. Le ciblage passif est une approche importante dans 

les traitements anticancéreux. La modification vasculaire à proximité d’une tumeur 

permet le passage des NP du compartiment sanguin vers cette tumeur qui aura 

tendance à les séquestrer en raison de l’absence de drainage lymphatique, 

aboutissant à une accumulation dans la tumeur. Ce phénomène est l’effet EPR 

(enhanced permeability and retention effect), et se fonde sur une différence de 

perméabilité entre les vaisseaux sanguins sains et les vaisseaux tumoraux, qui 

présente une fenestration plus importante (99,100). 

L’interaction de protéines avec des cibles est le mécanisme d’action 

fondamental des anticorps. Ainsi, le ciblage actif de NP fonctionnalisées par différents 

anticorps monoclonaux (mAB) a été étudié au cours des trente dernières années pour 

cibler le cœur en condition pathologique d’ischémie aiguë du myocarde. 

L’augmentation de l’adressage de NP au cœur via le ciblage de protéines 

surexprimées dans des conditions d’infarctus a été réalisé avec succès grâce à 

l’utilisation de mAB anti-myosine associés à des liposomes (101–104), de mAB anti-

sélectine-P associés à des liposomes (105,106), de mAB anti-ICAM-1 (intercellular 

adhesion molecule 1) associés à microsphères d’hexafluorure de soufre (Sonovue®, 

Bracco Imaging) (107), de mAB anti-troponine I cardiaque aussi associés à des 

liposomes (108). Actuellement, aucun mAB n’a fait l’objet d’une étude de ciblage en 

conditions d’insuffisance cardiaque chronique. 

Cependant, malgré leurs avantages, les mAB sont des biomolécules de grande 

taille, de structure complexes et de composition variée, tant sur le plan de la 

composition en acides aminées que sur la glycosylation associée à la synthèse des 

protéines. Ainsi, les moyens de production à mettre en œuvre sont importants pour la 

fabrication et le contrôle de ces biomolécules en vue d’une administration humaine. 
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De plus, les protéines exogènes peuvent entrainer une immunogénicité lorsqu’elles 

sont administrées, notamment dans un contexte chronique. C’est pourquoi 

l’utilisation de peptides de ciblage présente de nombreux intérêts en comparaison de 

ces protéines. En effet, l’identification de motifs peptidiques présentant une activité 

de ciblage permet de simplifier au maximum la composition du ligand de ciblage, et 

de diminuer l’immunogénicité en raison de la taille plus faible de ce type de ligand. 

De plus, la simplification de la composition permet d’envisager une synthèse 

chimique (109), impossible à envisager pour des protéines (110).  

Le criblage rapide de peptides de ciblage a été rendu possible par la 

technologie de phage display (111). Plusieurs de ces peptides permettent de cibler le 

système cardiovasculaire et différents types ont été identifiés, notamment les 

peptides ayant pour séquences DDTRHWG (112), CRPPR (113), APWHLSSQYSRT 

appelé communément CTP (cardiac targeting peptide) (114), et 

WLSEAGPVVTVRALRGTGSW connus sous le nom de PCM (primary cardiomyocyte 

binding peptide) (115). Ces trois derniers ont fait l’objet d’associations à des NP ou à 

des exosomes, dont les études sont détaillées plus bas. Parmi ces études, il en est une 

qui a permis la sélection d’un peptide spécifique du cœur en condition d’infarctus 

afin d’acheminer des liposomes contenant une molécule d’intérêt, cependant la 

séquence n’a pas été fournie par les auteurs (116). D’après les séquences de ces 

différents peptides, aucune homologie ne semble se dégager, ne permettant pas 

d’identifier de motif commun conférant les propriétés de ciblage. Afin d’identifier un 

tel motif, l’étude des structures tridimensionnelles de ces peptides serait à effectuer. 

Ainsi, la distribution cardiaque de nanoparticules dépourvues de ligand de 

ciblage sera abordée dans un premier temps chez l’animal sain et en condition 

d’insuffisance cardiaque aiguë d’origine ischémique. Ensuite, nous ferons un état de 

l’art des différents peptides de ciblages étudiés chez l’animal sain, sur des modèles 

d’insuffisance cardiaque aiguë ischémique et d’insuffisance cardiaque chronique. 
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2.2.1. Stratégie de ciblage passif des nanoparticules au niveau cardiaque 

2.2.1.1. Distribution chez l’animal sain  

Plusieurs équipes se sont intéressées à la biodistribution de nanoparticules 

(NP) d’or (117–119) ou de NP d’or PEGylées (120) chez le rongeur sain sans 

s’intéresser particulièrement à une distribution cardiaque spécifique. Globalement, il 

apparait que l’accumulation cardiaque de NP d’or est possible pour des petites tailles 

de l’ordre de la dizaine de nanomètres, tandis qu’à partir de 100 nm, les dosages par 

ICP-MS (inductively coupled plasma mass spectrometry) révèlent une absence d’or au 

niveau du cœur. Il est à noter que la proportion de la dose retrouvée est 

généralement faible au niveau cardiaque en comparaison des distributions au niveau 

du foie et de la rate. De Jong et al. ont observé chez le rat sain à 24h des proportions 

cardiaques d’or de 0,2% et 0,1% de la dose injectée par voie intraveineuse (IV), pour 

des NP de 10 et 50 nm respectivement, et une absence de distribution cardiaque 

pour des NP de 100 et 250 nm (117). Cette étude a mis en évidence l’importance de 

la taille des NP d’or pour le contrôle de la biodistribution chez l’animal sain, 

cependant les études sur ces NP non-PEGylées n’ont été effectuées que sur 24h. 

Concernant les NP d’or PEGylées, Cho et al. ont étudié chez la souris saine leur 

biodistribution durant 6 mois après administration intraveineuse (120). Ils ont observé 

que les particules ayant atteint le cœur en sont éliminées lentement, avec une 

quantification cardiaque toujours possible à 6 mois pour des NP d’or PEGylées de 4 

et 13 nm alors que la présence cardiaque est très faible dès les premiers temps de 

l’étude (30 min) pour des NP de 100 nm (120). Au regard de ces différentes études, il 

est donc clair que d’une part le ciblage cardiaque est un défi en raison des très faibles 

proportions de NP atteignant le cœur en conditions normales, et que d’autre part, la 

taille ces NP joue un rôle prépondérant dans la distribution cardiaque. 

2.2.1.2. Mécanisme passif de ciblage dans un contexte d’insuffisance cardiaque 

aiguë d’origine ischémique 
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D’autres auteurs ont étudié la distribution passive de nanoparticules 

(lipidiques, polymériques, silices) dans un contexte d'insuffisance cardiaque aiguë 

grâce à des modèles d’ischémie-reperfusion sur différents rongeurs. Takahama et al. 

ont réussi à mettre en évidence la présence de liposomes PEGylés marqués par une 

sonde fluorescente au niveau des zones nécrotiques sur un modèle d’ischémie-

reperfusion chez le rat (121). Ils ont ainsi pu observer une accumulation préférentielle 

dans les zones nécrotiques, puis les bordures, et une absence d’accumulation dans 

les zones non-ischémiques. Les auteurs suggèrent que cette distribution est 

probablement liée à une perméabilité endothéliale augmentée par le contexte 

ischémique (122,123), mais que d’autres investigations doivent être menées afin 

d’élucider le mécanisme précis. Ce type d’accumulation au niveau des zones lésées a 

aussi été observé par une autre équipe, avec des NP de poly(acide lactique-co-

glycolique) (PLGA) marquées par une sonde fluorescente (124). 

La biodistribution de NP composées de silice poreuse a aussi été étudiée sur 

un modèle d’ischémie-reperfusion chez le rat (125). Les résultats de ces études 

démontrent l’impact important du phénomène d’ischémie-reperfusion sur la 

captation passive des NP, avec une concentration cardiaque en silice multipliée par 3 

par rapport aux témoins qui n’ont pas subi d’ischémie-reperfusion (injection 

intraveineuse 10 min après l’opération).  

Wang et al. ont étudié la distribution cardiaque d’un polysaccharide aux effets 

anti-ischémiques après injection IV, sous forme libre, lié à des PEG de différentes 

tailles (20 ou 40 kDa) ou encapsulé dans le cœur aqueux de liposomes PEGylés dans 

un modèle d’ischémie-reperfusion chez le rat (126). Le polysaccharide a été marqué 

au préalable par le FITC (isothiocyanate de fluorescéine). Les auteurs ont observé que 

le couplage du polysaccharide à une chaîne PEG, ou son encapsulation dans des 

liposomes possédant du PEG en surface, permet d’augmenter l’efficacité de la 

distribution cardiaque au niveau des zones infarcies du cœur par rapport au zones 
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épargnées. De plus, la fluorescence au niveau des zones infarcies à 3 heures après 

l’injection est plus importante avec les liposomes que lorsque le polysaccharide est 

couplé respectivement au PEG 20k ou PEG 40k (facteur 2,5 et 4 respectivement, en 

faveur des liposomes). A 12 heures, ce facteur est d’environ 6 et toujours en faveur 

des liposomes. Ainsi, les auteurs ont pu montrer l’intérêt des liposome PEGylés pour 

cibler les zones infarcies du cœur, et que cette distribution est largement favorisée 

par l’inflammation et la nécrose.  

La distribution passive au niveau cardiaque de micelles et de liposomes 

marqués avec du gadolinium (Gd) ainsi qu’une sonde fluorescente a aussi été 

considérée sur un modèle d’ischémie-reperfusion chez la souris (127). Le Gd a permis 

de suivre la présence des vecteurs au niveau cardiaque par imagerie par résonance 

magnétique (IRM), et la sonde fluorescente d’observer leur présence par microscopie 

confocale de coupes cardiaques. Dans cette étude, une accumulation passive 

supérieure des micelles et liposomes a été observée au niveau des zones lésées par 

rapport au groupe contrôle, pour lequel du Gd (chélaté par le diéthylène triamine 

penta acétique) a été administré. Par ailleurs, les micelles ont présenté une 

accumulation plus importante comparativement aux liposomes, notamment au 

niveau des cellules de l’inflammation, probablement en raison de leur taille plus faible 

comme suggéré par les auteurs (diamètres hydrodynamiques de 15,6 nm et 100 nm 

respectivement pour les micelles et les liposomes). Ce dernier résultat corrobore les 

observations précédemment décrites sur la distribution cardiaque taille-dépendante 

des NP d’or. Ces mêmes auteurs ont aussi mis en évidence que la distribution 

cardiaque était moindre lorsque l’injection des NP se faisait à distance de la chirurgie, 

et donc à distance de l’accident ischémique.  

Enfin, l’étude de la distribution cardiaque de NP à base de polystyrène 

présentant en surface des groupements carboxylates a été réalisée dans un modèle 

d’ischémie-reperfusion chez la souris (128). Les NP étaient PEGylées ou non, avec des 
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diamètres hydrodynamiques de l’ordre de 30 nm à 2,5 µm. Ces NP de différentes 

tailles sont marquées par une sonde fluorescente, et sont issues du commerce 

(FluoSpheres® non PEGylées, Life Technologies, Thermo Fisher). La biodistribution des 

nanoparticules a été étudié au niveau du cerveau, du cœur, des poumons, des reins, 

du foie et de la rate. Les auteurs ont pu observer d’une part l’importance de la 

chirurgie d’ischémie-reperfusion sur la distribution cardiaque des NP, d’autre part 

que la taille de ces NP a aussi un rôle important dans la distribution. En effet, il 

apparait sur la Figure 9, qui représente la présence cardiaque de NP, une différence 

significative entre les groupes ayant subis ou non la procédure chirurgicale pour des 

NP de dimensions inférieures ou égales à 500 nm. Ainsi, le terrain pathologique 

d’ischémie-reperfusion favorise la présence cardiaque de ces NP. L’impact de la taille 

de ces NP sur la biodistribution est illustré par la Figure 10. La captation des NP par la 

rate, le foie, les poumons et les reins est liée à la taille de ces NP, avec une captation 

plus importante par ces organes lorsque la taille augmente. Il est intéressant de noter 

que la proportion de NP retrouvée au niveau cardiaque reste relativement constante 

(aux environs de 0,2 à 0,3% de la dose injectée). Cependant les auteurs précisent que 

seules les particules de tailles inférieures ou égales à 100 nm sont retrouvées dans le 

cœur, en dehors des vaisseaux, suggérant la diffusion dans le tissu cardiaque. Ces 

observations rejoignant celles portant sur les NP d’or, tant sur la proportion faible de 

NP retrouvées au niveau cardiaque que sur l’impact de la taille sur la distribution. 
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Figure 9 : Impact de la chirurgie d’ischémie-reperfusion sur la rétention cardiaque de 

nanoparticules selon leurs tailles. (128) 

 

 

Figure 10 : Biodistribution de nanoparticules en fonction de leurs tailles, sans ou avec chirurgie 

d’ischémie-reperfusion. A gauche : biodistribution au niveau du cerveau, du cœur, des poumons 

et des reins. A droite : biodistribution au niveau du foie et de la rate. (128) 

 

L’ensemble des études menées sur le ciblage passif du cœur en condition 

d’ischémie ont permis de mettre en évidence l’impact du modèle d’ischémie-

reperfusion et de la chirurgie associée sur la captation passive cardiaque. Ce type de 

modèle correspond à un cas d’insuffisance cardiaque aiguë, et n’est pas adapté pour 

l’étude de NP à tropisme cardiaque dans un contexte d’insuffisance cardiaque 

chronique. En effet, l’ischémie cardiaque provoque des modifications tissulaires telles 

la nécrose ou l’infiltration de cellules immunitaires (129,130), ainsi que des 

modifications hémodynamiques liées au dysfonctionnement brutal du cœur, ceci 
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pouvant donc impacter la biodistribution et le temps de séjour de molécules ou de 

nanoparticules.  

2.2.2. Stratégies de ciblage actif utilisant les peptides à tropisme cardiaque  

2.2.2.1. Le CRPPR 

Seuls les travaux du groupe de Ferrara (131,132) ont permis de démontrer la 

capacité du CRPPR associé à la surface de liposomes furtifs (c’est-à-dire conçu pour 

éviter la capture par le système des phagocytes mononucléés) à cibler le cœur chez la 

souris. Dans un but d’imagerie, ces liposomes ont été marqués par un lipide 

radiomarqué (18F) ou une sonde fluorescente. 

Au cours d’une première étude, les auteurs ont étudié la biodistribution 

cardiaque de liposomes chez la souris saine (131). Les liposomes étaient constitués de 

différentes proportions de DPPC (1,2-dipalmitoylphosphatidylcholine), DSPE-PEG2000 

(1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-[amino(polyethylene glycol)-

2000]) et d’un lipide PEGylé lié de manière covalente à différents peptides de ciblage. 

Concernant ce lipide PEGylé lié à un peptide de ciblage (LPP), plusieurs longueurs du 

PEG (1200, 2400 et 3600 Da) et différents motifs peptidiques (différents 

enchainements de proline et d’arginine : CPPRR, CRRPP, CRRRR) ont été étudiés. Ce 

LPP a été incorporé selon trois proportions molaires (3, 6 et 10%) de la composition 

globale des liposomes. Au cours d’une étude menée sur 90 minutes après l’injection, 

un tropisme cardiaque important a été observé pour des liposomes couplés au 

peptide CRPPR, et optimal lorsqu’il est associé à un PEG de 3600 Da. La proportion 

molaire du LPP permettant d’obtenir la meilleure distribution cardiaque est de 6%, ce 

qui correspond à une densité peptidique de l’ordre de 6000 LPP/liposome (répartis 

de part et d’autre de la bicouche lipidique), soit des formulations contenant 6% 

(mol/mol) de LPP, 6% de DSPE-PEG2000 et 88% de DPPC. De plus les auteurs 

affirment une meilleure captation lorsque le LPP est sous forme dimérisée, sans pour 

autant présenter de résultats probants allant dans ce sens. Bien que l’étude décrive 
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une utilisation de LPP sous forme de monomère, la captation cardiaque est 

importante (Figure 11), et ce dès 100 secondes après injection. La Figure 11 montre 

qu’à 90 minutes après l’injection des liposomes, une modification importante de la 

biodistribution est possible grâce au CRPPR. En effet, la distribution cardiaque est 

multipliée par 10 grâce au LPP optimisé en comparaison des liposomes n’ayant de 

pas de ligand de ciblage. 

 

Figure 11 : Biodistribution de liposomes couplés au peptide CRPPR et marqués par un lipide 

radiomarqué (18F). Radioactivité mesurée à 90 minutes après injection dans différents organes 

(exprimée en pourcentage de dose injectée par gramme d’organe), sans lipo-PEG-peptide 

(NON), avec un peptide cyclique (RGD-3), avec le CRPPR couplé à un PEG 3600 à la proportion 

molaire de 6% (CRPPR-3). (131) 

 

La suite des travaux cités précédemment a consisté à réaliser une étude plus 

fine de la distribution cardiaque en sélectionnant les différents types cellulaires 

(cellules endothéliales, cardiomyocytes, fibroblastes) dans un modèle murin 

d’ischémie-reperfusion (132). Il a été observé que la captation des liposomes via le 
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CRPPR se faisait par les cellules endothéliales, et qu’elle était négligeable pour les 

cardiomyocytes. 

Ainsi, le CRPPR présente un intérêt pour cibler le cœur via l’interaction avec les 

cellules endothéliales. Bien que ces cellules soient aussi présentes dans tout le 

système vasculaire, la biodistribution cardiaque observée par imagerie est malgré 

tout très importante sur des temps courts après injection. Le mécanisme lié à cette 

biodistribution reste cependant à élucider. 

2.2.2.2. Le CTP 

Grâce à différentes études menées sur le peptide cardiac targeting pepide 

(CTP), de séquence APWHLSSQYSRT, il s’est avéré qu’il permet l’adressage de 

différents systèmes au cœur. 

La première étude porte sur l’utilisation d’un PEG en étoile possédant 8 bras, 

et aux extrémités de ces bras ont été couplé le CTP, une sonde fluorescente, ainsi 

qu’une molécule permettant de pratiquer une photoablation (133). Dans un premier 

temps, à l’aide de cultures in vitro de cardiomyocytes et de fibroblastes de rats, les 

auteurs ont observé une captation très importante et sélective par les cardiomyocytes 

comparativement aux fibroblastes. Il est à noter que ces résultats correspondent à 

l’inverse de ceux décrits pour le peptide CRPPR (132). De plus, les auteurs ont 

confirmé ces observations sur des cellules cardiaques humaines. Dans un second 

temps, des essais ont été réalisés chez le rat sain. Une distribution importante du PEG 

modifié par le CTP a été observée au niveau des cardiomyocytes et de manière 

identique aux études in vitro. La captation par les fibroblastes était très faible et elle 

était négligeable pour les cellules endothéliales, tandis que le PEG non fonctionnalisé 

par le CTP a été captée par tous les types cellulaires (133). 

D’autres travaux concernant le CTP se sont intéressés à la biodistribution chez 

la souris saine du peptide couplé à deux sondes différentes (134). Le CTP a été 

chimiquement associé à une sonde fluorescente, puis la distribution cardiaque a été 
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évaluée sur des coupes histologiques du cœur et comparée à la distribution d’un 

peptide non spécifique couplé à la même sonde. Il s’est avéré que la présence 

cardiaque de la sonde était plus importante dans le cas du CTP (134). De plus, le CTP 

a été couplé à un chélateur fixant le 99mTc (isomère nucléaire métastable du 

technétium 99, émetteur ɣ), ce qui a permis de suivre en temps réel la biodistribution. 

Avec le CTP, il a été observé une captation cardiaque rapide et importante dès 5 

minutes après injection en comparaison du peptide contrôle, ainsi qu’une distribution 

rénale et vésicale (134). 

Une dernière étude s’est intéressée à l’adressage cardiaque d’exosomes grâce 

au CTP (135). 24 heures après injection intraveineuse chez la souris saine, les auteurs 

ont pu observer une augmentation de la localisation des exosomes au niveau 

cardiaque, et une distribution identique avec ou sans CTP au niveau du foie et de la 

rate. 

Ainsi, ces études convergent vers l’intérêt du CTP pour augmenter 

spécifiquement l’adressage de différents systèmes (polymère, exosomes, ou éléments 

radioactifs chélatés) au le tissu cardiaque, plus spécifiquement les cardiomyocytes, et 

ce indépendamment d’un contexte ischémique. 

2.2.2.3. Le PCM 

Le peptide de ciblage PCM, pour primary cardiomyocyte binding peptide 

(séquence WLSEAGPVVTVRALRGTGS), a fait l’objet du plus grand nombre de travaux. 

Ce peptide a été utilisé pour adresser des nanoparticules au cœur, seul ou en 

association avec le peptide TAT de pénétration cellulaire que nous détaillerons plus 

loin. 

Les premiers travaux ont mis en évidence in vitro une capture spécifique de NP 

polymériques (poly(cystamine bisacrylamide-diaminohexane)) exposant le PCM en 

surface par des cardiomyocytes, comparativement aux fibroblastes (136). D’autres 

travaux ont associé le PCM à des NP composées de carboxyméthyl-chitosan modifié 
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par l’acide stéarique, via une liaison amide entre l’azote du chitosan et le carbonyle 

de l’acide stéarique. A l’aide de ces NP, une étude menée sur un modèle 

d’hypertrophie cardiaque chez le rat (i.e. étude menée sur l’animal deux semaines 

après ligature d’une artère rénale) a permis de démontrer le potentiel du PCM pour 

acheminer au tissu cardiaque des NP véhiculant soit une molécule d’intérêt comme le 

carvédilol ou la curcumine (137,138), soit un plasmide d’intérêt (139).  

Une autre équipe s’est intéressée à la fonctionnalisation par le PCM de 

nanocapsules de PLGA encapsulant du perfluorocarbone afin d’administrer une 

molécule d’intérêt (œstrogène) dans un modèle d’hypertrophie cardiaque chez le rat 

tout en suivant le devenir des nanocapsules par échographie dans un but 

théranostique (140). Les résultats rejoignent ceux évoqués précédemment sur une 

meilleure capacité de ciblage cardiaque liée à la présence du PCM. En outre, les 

propriétés des nanocapsules chargées en perfluorocarbone permettent, grâce ce 

composé, d’induire une libération localisée sous l’effet d’ultrasons, augmentant 

l’exposition cardiaque à une molécule d’intérêt.  

Une dernière étude a porté sur la fonctionnalisation d’exosomes par le PCM. 

Dans un premier temps, les auteurs ont observé in vitro une capture spécifique des 

exosomes-PCM par les cardiomyocytes comparativement aux fibroblastes ou aux 

cellules endothéliales. Dans un deuxième temps, deux voies d’administration ont été 

étudiées chez la souris saine, à savoir les voies intraveineuse et intramyocardique, 

pour l’administration d’exosomes fonctionnalisés ou non par le PCM (141). Il ressort 

des résultats que l’exposition cardiaque dans les deux cas de figure est augmentée 

avec la fonctionnalisation par le PCM, mais que malheureusement la rétention au 

niveau du tissu cardiaque est plus importante à la suite de l’injection 

intramyocardique, plus à risque.  

Ainsi, lorsque le PCM a été associé à différents systèmes nanoparticulaires 

polymériques ou exosomes, ce peptide a montré des propriétés intéressantes de 
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ciblage cardiaque spécifique vis-à-vis des cardiomyocytes. De plus, il pourra être 

apprécié qu’une partie de ces études a été menée chez le rongeur présentant une 

hypertrophie cardiaque, modèle largement sous-représenté dans la littérature pour 

des études de ciblage. 

2.2.2.4. Autres peptides pour le ciblage cardiaque 

D’autres peptides ont été utilisés pour le ciblage cardiaque. Ainsi, le peptide 

natriurétique atrial (ANP) a été greffé à des nanoparticules de silice poreuses et 

administré par voie intraveineuse dans un modèle d’infarctus du myocarde induit par 

injection d’isoprénaline 24 heures avant le traitement (142,143). Ces nanoparticules 

ont montré un tropisme cardiaque important, et plus précisément au niveau de 

l’endocarde du ventricule gauche des cœurs ischémiés.  

D’autres auteurs ont recouvert la surface de liposomes par de l’angiotensine II 

modifiée avec un espaceur constitué de quatre acides aminés glycine (séquence 

GGGGDRVYIHPF) dans le but de cibler ses récepteurs (AT1R) présents au niveau 

cardiaque surexprimés suite à un infarctus du myocarde (modèle d’ischémie chez la 

souris) (144). Grâce à l’utilisation d’une sonde fluorescente pour marquer les 

liposomes, les auteurs ont pu observer une captation cardiaque plus importante avec 

ce peptide en comparaison d’un peptide de composition identique mais de séquence 

mélangée. Dans ce contexte aigu, ils ont pu observer captation augmentée d’un 

facteur 1,5. Cependant, dans l’insuffisance cardiaque chronique, on cherchera plutôt à 

inhiber le système rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA) comme cela a été évoqué 

précédemment. Ainsi, selon leur application, ce type de NP fonctionnalisées devra 

être évalué en raison de l’impact physiologique que pourrait avoir l’éventuelle 

stimulation du SRAA. 

Un pentapeptide, CREKA, associé à des NP polymériques de poly(acide 

lactique)-polyéthylène glycol a fait l’objet d’étude d’adressage dans un modèle murin 

d’infarctus par ischémie-reperfusion (145). Le nombre de peptides greffées en 
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surface, environ 600 peptides/NP est à titre de comparaison 10 fois moindre que la 

densité du CRPPR à la surface de liposomes décrits précédemment (131). L’utilisation 

de CREKA a permis de cibler la fibrine, présente plus abondamment au niveau des 

sites impactés par l’ischémie, permettant ainsi de cibler le cœur en post-infarctus. 

Une étude de phage display a permis l’identification d’un peptide d’intérêt 

spécifique des cardiomyocytes, appelé I-1, constitué de 7 acides aminés mais dont la 

séquence n’a pas été fournie par les auteurs (116). C’est un peptide présentant une 

affinité pour le myocarde altéré à la suite d’un infarctus. Ainsi, les auteurs ont associé 

ce peptide à des liposomes marqués par une sonde fluorescente, et ont étudié leur 

biodistribution (cœur, poumons, rate, reins, moelle osseuse, foie) sur la souris, dans 

un modèle d’infarctus du myocarde. Les formulations ont été injectées par voie 

intraveineuse 4 jours après induction de l’infarctus. 24 heures après injection, les 

auteurs ont observé une fluorescence cardiaque correspondant à 15% de la dose 

injectée lorsque I-1 décorait les liposomes, ce qui deux fois supérieure au groupe 

auquel des liposomes non fonctionnalisés ont été administrés. Ces proportions 

paraissent élevées surtout en ce qui concerne le groupe contrôle ayant reçu des 

liposomes non fonctionnalisés, compte tenu des résultats décrits dans la partie 2.2.1.2 

portants sur la distribution passive dans un contexte d’ischémie cardiaque. Ceci 

pourrait être liée au recrutement de monocytes circulants au niveau des tissus lésés 

(129,130), favorisant localement la capacité du tissu à capturer des liposomes. 

Une dernière approche s’est intéressée à l’utilisation de peptides sensibles aux 

métalloprotéases matricielles (MMP), dont l’expression augmente au niveau des tissus 

myocardiques lésés. Une première étude a été réalisée sur un modèle d’ischémie-

reperfusion pour évaluer la distribution de micelles de DSPE-PEG injectées par voie 

intraveineuse et sensibilisées à la MMP-2 (connue aussi sous le nom de gélatinase A), 

afin d’obtenir une accumulation spécifiquement cardiaque au niveau des zones 

ischémiques (146). La seconde étude a porté sur un peptide sensible à la MMP-9 (ou 
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gélatinase B) couplé à un polymère (polynorbornène) et testé sur modèle d’infarctus 

chez le rat (147). Comme illustré par la Figure 12, une agrégation localisée des 

particules a été observée au niveau des zones infarcies, avec un temps remarquable 

de présence cardiaque jusqu’à 28 jours après injection intraveineuse, ainsi qu’une 

spécificité pour le tissu cardiaque ischémié. Bien que ces approches permettraient 

une présence durable de NP dans le temps, elle reste cependant dépendante d’un 

terrain d’insuffisance cardiaque ischémique en lien avec une modification locale de 

l’expression de protéines liées à l’inflammation. Ainsi, on pourrait s’attendre à un 

problème de spécificité vis-à-vis d’autres tissus inflammés.  
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Figure 12 : Rétention cardiaque de nanoparticules sensibles aux métalloprotéases matricielles. 

A : coupe tissulaire. B : observation des coupes en fluorescence (en vert : un anticorps anti-α-

actinine marqué, en rouge les nanoparticules). C : magnification de l’encadré blanc en B avec 

sélection de la fluorescence révélant les nanoparticules. (NR) : Particules non sensibles aux 

métalloprotéases. (147) 
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2.2.2.5. Associations au peptide de pénétration TAT  

Un autre peptide, appelé couramment TAT, de séquence YGRKKRRQRRR (148), 

a été utilisé en association avec des peptides de ciblage cardiaque. C’est en réalité un 

fragment de 11 acides aminées de la protéine TAT qui appartient à la famille des 

protéines intervenant dans la pathogénicité du virus de l’immunodéficience humaine-

1 (VIH-1). Cette protéine a démontré des propriétés favorisant l’internalisation 

cellulaire (149,150). Il aussi été prouvé que la séquence peptidique choisie a la 

capacité de pénétrer au niveau cellulaire (151), et a été utilisé pour favoriser la 

pénétration cellulaire de protéines in vitro ou in vivo (152,153) ainsi que de liposomes 

(154–158). 

L’utilisation de ce peptide en combinaison avec d’autres molécules de ciblages 

semble être une approche prometteuse, car dans un premier temps le ligand de 

ciblage permettrait à des nanoparticules d’être spécifiques et de s’associer à un type 

cellulaire/tissu, et dans un deuxième temps TAT favoriserait la pénétration des 

nanoparticules dans les cellules. Cette stratégie a été envisagée en combinant TAT 

soit à un anticorps monoclonal anti-myosine, soit au peptide de ciblage PCM abordé 

précédemment.  

La combinaison de TAT avec un mAB anti-myosine T a été étudiée par le 

groupe de Torchilin pour permettre, à l’aide de lipoplexes, la transfection de 

cardiomyocytes chez le rat modèle d’ischémie cardiaque (158). Ces systèmes ont 

permis une accumulation cardiaque spécifiquement liée à l’utilisation du mAB anti-

myosine, au niveau des zones hypoxiques in vivo. Des études complémentaires 

seraient cependant à envisager afin de vérifier si la transfection est possible grâce à 

l’utilisation simultanée de TAT et du mAB anti-myosine. La combinaison de TAT au 

PCM a été étudié par d’autres équipes sur modèles murins sains, l’une ayant travaillé 

sur l’adressage cardiaque de polyplexes (159,160), l’autre sur l’adressage de 

liposomes (161), et ont permis dans les deux cas l’adressage de NP au cœur. In vivo, il 



 

66 

 

apparait une distribution cardiaque plus importante pour la combinaison PCM/TAT 

par rapport aux peptides seuls (endocytose des liposomes nus < TAT < PCM < 

PCM+TAT) (161). 

Ces observations mettent en lumière l’intérêt du peptide TAT pour 

l’endocytose de NP par les cardiomyocytes. Il est à noter que TAT n’est pas spécifique 

du tissu cardiaque, et par conséquent, peut potentiellement participer à une 

pénétration tissulaire et cellulaire dans d’autres sites environnants, d’où l’intérêt de 

l’association à un ligand de ciblage le plus spécifique possible.  

2.2.3. Conclusions 

Nous avons pu voir au cours de cette introduction l’application de différents 

peptides le plus souvent associés à des liposomes ou d’autres nanoparticules pour 

cibler le tissu cardiaque. De plus, il est apparu que les liposomes sont les systèmes 

qui ont été les étudiés en association avec les ligands de ciblage cardiaques (peptides 

et mAB). Les expériences menées in vivo ont été réalisées sur l’animal sain, l’animal en 

condition d’insuffisance cardiaque aiguë d’origine ischémique, et dans des conditions 

d’hypertrophie cardiaque modélisant dans ce dernier cas l’insuffisance cardiaque 

chronique.  

Il s’avère que l’ischémie du myocarde elle-même augmente la distribution 

cardiaque des nanoparticules en raison de modifications tissulaires locales liées à 

l’inflammation et au recrutement de cellules immunitaires à forte capacité 

phagocytaire. Ainsi, ces conditions ne reflètent pas la problématique de ciblage dans 

un cadre chronique. En effet, dans l’insuffisance cardiaque chronique, les 

modifications portent notamment sur le développement d’une hypertrophie des 

cardiomyocytes et d’une fibrose tissulaire (162), et ne sont pas aussi brutales que 

dans l’ischémie du myocarde où l’on observe une nécrose et une altération de la 

composition en cellules avec augmentation de la proportion leucocytaire (129,130). 

La plupart des peptides associés aux liposomes/nanoparticules ont été étudiés dans 
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des conditions d’ischémie, à savoir l’ANP, l’angiotensine II, CREKA, I-1 et les deux 

peptides sensibles aux métalloprotéases matricielles MMP-2 et MMP-9. Ces 

différentes approches exploitent les modifications tissulaires locales causées par 

l’ischémie telles que l’augmentation de l’expression de des récepteurs à 

l’angiotensine II, la sécrétion de métalloprotéases, ou la présence de fibrine. 

Seul le PCM a fait l’objet d’une étude dans l’hypertrophie cardiaque. Ce 

peptide, qui a fait l’objet de plus d’études que tous les autres, a permis avec succès 

d’acheminer différents systèmes nanoparticulaires polymériques au cœur en ciblant 

les cardiomyocytes. Deux derniers peptides, le CRPPR et le CTP, ont été étudiés chez 

l’animal sain. Ils ont présenté des propriétés intéressantes pour l’administration de 

liposomes dans le cas du CRPPR, ou de molécules et exosomes pour le CTP. Ils ont 

tous les deux permis d’augmenter la distribution cardiaque en l’absence de 

modification tissulaire aiguë ou chronique, avec un tropisme cardiaque 

remarquablement important a été observé pour le CRPPR par rapport aux autres 

organes (131). 

Pour conclure, il apparait que la découverte de ligands de ciblage dans un 

contexte d’insuffisance cardiaque chronique est très limitée. Il semble donc important 

d’étudier la capacité du CRPPR et du CTP à cibler le cœur dans cette pathologie 

chronique. Dans le cas de résultat satisfaisants, d’autres études de fonctionnalisation 

pourraient être envisagées, comme une association avec le PCM pour vérifier une 

éventuelle synergie dans le ciblage cardiaque, ou avec le peptide de pénétration TAT 

qui favorise l’internalisation cellulaire des nanoparticules. 

Dans ce contexte, la formulation de vecteurs furtifs, biocompatibles et à 

tropisme cardiaque grâce à un peptide de ciblage semble être une approche 

prometteuse pour l’administration du (R)-CE3F4 comme traitement de l’insuffisance 

cardiaque chronique. C’est pourquoi des NP lipidiques fonctionnalisées par le CRPPR 
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ont été envisagées afin d’une part protéger le (R)-CE3F4 de la dégradation 

enzymatique, d’autre part adresser spécifiquement ces nanoparticules au cœur.  
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Partie expérimentale - Chapitre 1. 
 

Comparaison interespèces du métabolisme plasmatique et stabilisation 

d’échantillons en bioanalyse : application au (R)-CE3F4 en développement 

préclinique, et identification d’un métabolite par spectrométrie de masse à 

haute résolution 

Résumé : 

Le (R)-CE3F4 est un inhibiteur d’EPAC1 (exchange protein directly activated by 

cAMP type 1), qui est impliquée dans de nombreuses voies de signalisation. Son 

inhibition a montré des résultats prometteurs in vitro et in vivo dans différentes 

pathologies cardiaques, comme l’hypertrophie qui contribue à l’installation d’une 

insuffisance cardiaque, et l’arythmie.  

Une méthode utilisant la chromatographie en phase liquide à haute 

performance couplée un détecteur UV-visible (HPLC-UV), avec un traitement 

d’échantillons rapide et simple, a permis la quantification du (R)-CE3F4. Pour un 

échantillon de 50 µL de plasma, la précipitation des protéines plasmatiques se faisait 

par l’ajout de 50 µL d’éthanol et 150 µL d’acétonitrile. Deux longueurs d’onde ont été 

utilisées en fonction de l’origine des plasma (220 ou 250 nm pour des échantillons 

humains, 250 nm uniquement pour des échantillons murins). L’approche se fondant 

sur le profil d’exactitude a été utilisée pour les deux longueurs d’onde utilisées, et la 

méthode a été validée selon des critères compatibles avec la  ligne directrice fournie 

par l’Agence Européenne du Médicament (EMA) pour la validation des méthodes en 

bioanalyse. Le temps d’analyse était de 12 minutes, permettant la détection du (R)-

CE3F4 et d’un métabolite. De plus, cette étude a permis d’une part de comprendre le 

devenir du (R)-CE3F4 dans le plasma, et de mettre en évidence une différence 

importante sur les capacités métaboliques des plasmas humains et murins. Ce dernier 

point pourrait influencer les études à venir du CE3F4 dans des modèles 
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pathologiques précliniques. L’utilisation du paraoxon comme inhibiteur enzymatique 

a été crucial pour stabiliser le (R)-CE3F4 dans les échantillons murins. Des études 

menées en HPLC-UV et HPLC-MS/MS (spectrométrie de masse en tandem) ont 

permis de confirmer la structure du métabolite, et par conséquent la principale voie 

de dégradation du CE3F4 dans le plasma murin.  

La suite de ce chapitre est rédigée en anglais, et correspond au document 

soumis au Journal of Chromatography B: Analytical Technologies in the Biomedical 

and Life Sciences. 
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Abstract 

The CE3F4 is an inhibitor of the type 1 exchange protein directly activated by 

cAMP (EPAC1), which is involved in numerous signaling pathways. The inhibition of 

EPAC1 shows promising results in vitro and in vivo in different cardiac pathological 

situations like hypertrophic signaling, contributing to heart failure, or arrhythmia. An 

HPLC-UV method with a simple and fast sample treatment allowed the quantification 

of (R)-CE3F4. Sample treatment consisted of simple protein precipitation with 50 µL 

of ethanol and 150 µL of acetonitrile for a 50 µL biological sample. Two wavelengths 

were used according to the origin of plasma (220 or 250 nm for human samples and 

250 nm for murine samples). Accuracy profile was evaluated for both wavelengths, 

and the method was in agreement with the criteria given by the EMA in the guideline 

for bioanalytical method validation for human plasma samples. The run time was 12 

min allowing the detection of the (R)-CE3F4 and a metabolite. This study further 

permitted understanding the behavior of CE3F4 in plasma by highlighting an 

important difference between humans and rodents on plasma metabolism and may 

impact future in vivo studies related to this molecule and translation of results 

between animal models and humans. Using paraoxon as a metabolism inhibitor was 

crucial for the stabilization of (R)-CE3F4 in murine samples. HPLC-UV and HPLC-

MS/MS studies were conducted to confirm metabolite structure and consequently, 

the main metabolic pathway in murine plasma. 

 

Keywords: EPAC1, High-performance liquid chromatography, Species 

metabolism, Validation method, Plasma stability study 
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1. Introduction 

Heart disease is one of the major issues of the last century which burden 

remains significant with high morbidity and mortality that has not been improved by 

any treatment modality [1]. Many efforts are performed to find new efficient drugs in 

the cardiology field. Very recently, one in vivo study described the potential of a new 

drug, CE3F4, on C57BL/6 mouse models for atrial/ventricular arrhythmias [2]. CE3F4 is 

a tetrahydroquinoline analog identified as a specific and uncompetitive inhibitor of 

EPAC1 (exchange protein directly activated by cAMP 1) [3,4]. The downregulation of 

EPAC1 activity can restore or protect physiological functions, which could be 

exploited for new treatments of heart failure [5] and arrhythmia [2,6]. CE3F4 has 

demonstrated in vitro efficient inhibition of cellular mechanisms involving EPAC1 in 

pathological cardiac conditions [7–9]. Moreover, other diseases such as breast, 

gastric, and pancreatic cancers [10–12], Alzheimer’s disease [13], and depression [14] 

may benefit from CE3F4. Altogether, these results were promising for further 

pharmaceutical development of this drug.  

Extensive and comprehensive preclinical studies are required to yield 

toxicological, pharmacokinetic, and pharmacological information before clinical trials 

of a new drug [15]. Typically, pharmacokinetic/pharmacodynamic (PK/PD) study 

involves in vitro analysis from animals (e.g. rodents) and human plasma [16]. 

Quantitative analysis is of utmost importance for this purpose [16,17]. However, 

particular care should be taken in analytical strategies due to metabolism differences 

between species. To facilitate the preclinical results to clinical study transposition, 

drug metabolism should be performed in vitro with murine and human plasma at an 

early stage of development. This raises the challenge of the analysis in a complex 

medium such as plasma, containing various degrading enzymes that differ from 

species. Indeed, it is noteworthy that differences in the type of enzyme existing 

between mammalian species may impact drug analysis and subsequently lead to 
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considerable challenges in interpreting the data. Interspecies differences in drug 

metabolism were reported between rodents and humans [18–20]. For example, 

carboxylesterases, which are known to degrade drugs containing amides, carbamate, 

esters, or thioesters bonds [21,22], are present in rodent plasma but not in human 

plasma [23]. Therefore, plasma metabolism can lead to drug degradation during 

sample collection, preparation, or storage [24], inducing a false estimate of the drug 

level in plasma which is detrimental for monitoring purposes [25]. To overcome these 

issues, several procedures are currently used for ex vivo drug stabilization before 

analysis. To achieve drug stabilization in plasma samples, specific enzyme inhibitors, 

involved in the degradation, have been described such as irreversible non-

competitive inhibitors like pesticides inhibiting esterases to stabilize diformyldapsone 

[19], oseltamivir [25], and zeylenone [26]. Other inhibitors like tetrahydrouridine 

demonstrated an interest in gemcitabine stabilization (competitive inhibitor) before 

quantification [27], or EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid) which can be used to 

inhibit metal-dependent enzymes [28,29]. Less-specific methods can be used such as 

cold temperature to slow-down enzymatic reaction kinetic, pH setting outside 

optimal range for enzyme activity [30], or protein precipitation by organic solvent 

[31,32], this latest method presenting the advantage to deproteinize the plasma 

sample making it suitable for analysis. Very recently, different methods were 

combined to stabilize molecules of interest in plasma before analysis, as EDTA with 

sample acidification and refrigerated conditions for osimertinib stabilization [33], or 

sodium fluoride (esterase inhibitor) associated to sample acidification, EDTA, 

derivatization, and refrigerated conditions for the simultaneous quantification of 

vicagrel and its two metabolites [34]. 

Nevertheless, when it comes to a new drug, the enzymes likely to affect the 

clearance of the drug are not always identified. Di et al. [35] emphasized the 

importance of plasma stability experiments on hydrolyzable drugs during drug 

discovery, as this type of study is very informative about compound screening, drug 
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liability, and the potential need to use hydrolase inhibitors during PK studies [35]. In 

the case of (R)-CE3F4, to the best of our knowledge, no degrading enzyme in plasma 

has yet been reported. To conduct PK/PD studies, the behavior of (R)-CE3F4 in blood 

or plasma medium (e.g. differences in pharmacokinetics, metabolism) should be 

conducted [36,37]. CE3F4 shows a N-formamide function (Fig. 1), and thus, has the 

potential to be inactivated by hydrolases, including esterases or N-formamidase [18–

20]. Due to the known differences between humans and rodents in the expression of 

the wide class of hydrolases [23,38,39], a specific approach must be considered. 

The present paper describes the first method for (R)-CE3F4 quantification in 

both human and mouse plasma using LC-UV system. The method included enzyme 

inhibition, extraction, and assay steps. The method was validated through the 

European Medicine Agency guideline for bioanalytical analysis, on two wavelengths 

(220 and 250 nm) to overcome a lack of specificity depending on the origin of the 

plasma matrices analyzed (i.e. human or mouse). It was then applied to plasma 

samples, and an essential difference in plasma metabolism has been highlighted ex 

vivo between murine and human plasma. 

 

Fig. 1. Structure of (R)-CE3F4. 

 

2. Materials and methods 

2.1. Chemicals 
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A racemic mixture of CE3F4 and the deformylated-CE3F4 were synthesized 

using published procedures [40]. The active enantiomer (R)-CE3F4 was isolated with a 

purity >99% and enantiomeric excess (ee) >98% by applying the racemic mixture to a 

250 × 30 mm Chiralpak® IB column (Daicel Corporation, Japan) equilibrated with n-

hexane/propan-2-ol (95/5) at 42 mL/min. Paraoxon-ethyl (paraoxon) with the 

standard analytical grade, ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt dihydrate 

(EDTA) with purity >99%, benzil with purity >98%, and bis(4-nitrophenyl) phosphate 

(BNPP) with purity >99% were acquired from Sigma-Aldrich (Saint-Louis, MO, USA). 

Zoletil® 50 (tiletamine, zolazepam), Rompun® 2% (Xylazine), Iso-Vet (isoflurane) 

were respectively purchased from Virbac (Carros, France), Bayer (Leverkusen, NRW, 

Germany), and Piramal Critical Care (Voorschoten, Netherlands). Ethanol (EtOH), as 

well as dimethyl sulfoxide (DMSO), were bought from VWR (Radnor, PA, USA), 

acetonitrile (ACN) with HPLC grade was purchased from Carlo Erba Reagents (Val-de-

Reuil, France). Deionized water (H2O) was produced by a Milli-Q water purifying 

system (Millipore, Milford, MA, USA). For the LC-MS experiment, water, acetonitrile, 

and formic acid were acquired from Merck KGaA (Darmstadt, Germany). 

2.2. Biological samples 

Human blank plasmas were obtained from blood donations from healthy 

volunteers who signed written informed consent (French Blood Establishment, La 

Plaine Saint-Denis, France). A sampling of murine plasmas was carried out according 

to the ethical committee (agreement number APAFIS#5584-20 16050312271349 v4). 

Blood samples were collected in heparinized tubes. After centrifugation at 500 g for 

10 minutes in polypropylene tubes, plasmas were separated from the pellets and 

stored at -20°C. 

2.3. Preparation of (R)-CE3F4 stock solutions, calibration standards, and 

quality controls 
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All liquids were handled with MICROMAN E positive displacement pipettes 

(Middleton, WI, USA) due to the viscosity of plasma samples and the use of organic 

solvents. Two stock solutions of (R)-CE3F4 were prepared in ethanol at a 

concentration of 1000 µg/mL, for calibration, and quality controls (QC). They were 

stored at +5°C. For the preparation of calibration standards, serial dilution (dilution 

factor = 2.43) in ethanol was performed from the stock solution to obtain an eight 

levels calibration curve with concentrations ranging from 0.40 to 200 µg/mL (Table 

1). For the preparation of QC, appropriate volumes of stock solutions were 

evaporated to dryness at 40°C under a stream of nitrogen in 10 mL calibrated flasks 

for human QC or in 5 mL calibrated flasks for murine QC. For human QC, the dry 

residue was taken up with 10 mL of blank human plasma and mixed under magnetic 

stirring for two hours to obtain appropriate solubilization of the residue in the plasma 

at the six concentrations levels from 0.40 to 150 µg/mL (Table 1). For murine QC, 5 

mL of mouse plasma loaded with paraoxon (final concentration of 10-4M) were used 

to obtain three concentration levels of (R)-C3F4 (0.40, 8.00, and 150 µg/mL) (Table 1). 

These QC were defined as working solutions and were stored at -20°C.  

Table 1. Concentrations (µg/mL) for the eight calibration standards, the six quality controls in 

human plasma, and the three quality controls in mouse plasma. 

Sample type 
Number 

of levels 
[CE3F4] for each level (µg/mL) 

Calibration 8 0.40 0.97 2.36 5.74 13.9 13.9 82.3 200 

Human quality controls 6 0.40 1.50 5.00 25.0 60.0 150   

Murine quality controls 3 0.40 8.00 150      

 

2.4. Sample treatment 

Using 2 mL polypropylene microcentrifuge tubes, 50 µL of calibration 

standards were added to 50 µL of (R)-CE3F4-free human plasma for the calibration 

samples and followed by a vortex-mixing step (10 seconds). For plasma samples 

spiked with (R)-CE3F4 (human plasma as QC for validation, human and murine 
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plasmas for metabolism experiments), 50 µL of plasma was supplied with 50 µL of 

ethanol and followed by a vortex-mixing step (10 seconds). The proportions for each 

component (plasma, ethanol) were identical between calibration samples and QC 

(Table 2). Protein precipitation was performed by the addition of 150 µL of 

acetonitrile followed by a vortex-mixing for 10 seconds. After precipitation, tubes 

were centrifuged at 13,000 g for 10 minutes at room temperature, then 100 µL of the 

supernatant was collected into autosampler vials. 15 µL of the supernatant was 

injected into the chromatographic system. 

 

Table 2. Detail of volumes (µL) used for the sample preparation, for each working solution 

(calibration standard, CS; and human or murine quality control, QC), plasma (human or murine), 

and solvents. 

Sample type CS QC 
Plasma with unknown 

[(R)-CE3F4] 

Blank 

plasma 
EtOH 

ACN for 

extraction 

Calibration 50 - - 50 - 150 

QC - 50 - - 50 150 

Plasma samples 

(human or murine) 
- - 50 - 50 150 

 

2.5. Stock solutions of enzyme inhibitors 

Several stock solutions of paraoxon, BNPP, and benzil were separately 

prepared at the concentration of 10-2 M, 10-3 M, and 10-4 M in DMSO. EDTA was 

solubilized in water to obtain a concentration of 200 mM. 

2.6. Instruments 

2.6.1. UV/Visible spectrophotometer 

The UV absorbance spectra of (R)-CE3F4 were acquired using a Lambda 25 

UV/VIS spectrometer from PerkinElmer (Waltham, MA, USA). The acquisition was 

performed with the software (UV WinLab from PerkinElmer) in scan mode from 195 

to 400 nm with an acquisition rate of 480 nm/min, a slit width of 1 nm, and a data 
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interval of 1 nm. Samples were analysed in a quartz cuvette (Hellma Analytics, Paris, 

France), and the optical pathlength was 10 mm. Appropriate dilutions of (R)-CE3F4 in 

ACN were performed to obtain 4.0, 8.0, and 16.0 µg/mL. After subtraction of the 

blank (ACN), absorbances at each wavelength have been divided by the 

corresponding concentration of the analysed sample to obtain the molar extinction 

coefficient.  

Second derivate UV spectra were calculated using the Savitzky-Golay (SG) 

algorithm to identify UV maxima. Such a procedure highlights the potential 

wavelengths of interest for setting up chromatographic analysis. The convolution 

coefficients used were those to perform the SG second derivative with a 

quadratic/cubic polynomial fitting and a window size of nine points. 

2.6.2. Liquid chromatography with UV detection 

LC was performed on a Waters HPLC system (Milford, MA, USA) equipped with 

a diode array detector (Waters 2996 PDA), an injector (Waters 717 plus Autosampler), 

and a quaternary pump (Waters 600 HPLC pump). An external heater/chiller for the 

column was used (GRACE Model 7956R, Columbia, MD, USA). The separation was 

performed on XBridge C18 3.5 µm, 4.6 × 100 mm column (Waters). The oven 

temperature was set at 35°C. The mobile phase consisted of a mixture of water and 

acetonitrile (40:60, v/v) under isocratic mode at a flow rate of 1 ml/min. The 

acquisition was carried out from 194 to 400 nm with a resolution of 1.2 nm. 

Chromatograms were registered at 220 and 250 nm.  

2.6.3. Liquid chromatography with MS/MS detection 

Analysis was performed on RP-HPLC (ACQUITY, Waters, Manchester, UK) 

hyphenated to LTQ-orbitrap XL mass spectrometer (Thermo-Fischer Scientific, Les 

Ulis, France) specifically for identification purpose. The chromatographic conditions 

were very similar to the HPLC-UV method. Differences stood in the addition of formic 

acid 0.1% (v/v) into the mobile phase (water and ACN, 40:60, v/v) and in the flow rate 
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which was set at 0.5 mL/min. The column remaining the same (XBridge C18 3.5 µm, 

4.6 × 100 mm) was kept at the same temperature (35°C). Mass spectrometry analyses 

were conducted with a heated electrospray ionization (ESI) interface (HESI-II) 

operating on positive mode with the following parameters: ESI voltage of +4.0 kV, 

sheath gas flow rate value of 80, and an auxiliary gas flow rate value of 12. Source 

heating temperature was set to 300°C, capillary and tube lens voltage to a value of 35 

V and 90 V respectively. Mass/charge (m/z) range was 50-500. Full MS scans were 

recorded in profile mode using the high-resolution FTMS analyzer (R = 60,000). 

MS/MS fragmentation was performed by collision-induced dissociation (CID) using a 

normalized CID energy of 35. Data acquisition was controlled by Xcalibur software 

(Thermo-Fischer Scientific, Les Ulis, France). 

2.7. Analytical method validation for (R)-CE3F4 plasma stability studies  

The validation procedure was adapted from the European Medicine Agency 

(EMA) guideline for bioanalytical method validation which defines the acceptance 

criteria [41]. This procedure was carried out with plasma samples on three separate 

days, following the methodology from the Société Française des Sciences et 

Techniques Pharmaceutiques (SFSTP) previously reported [42–44]. LC-UV system has 

been used, and the signal was the chromatographic peak area at 220 nm and 250 nm. 

2.7.1. Specificity 

The specificity of this method was demonstrated by injecting the extracts 

blank plasma (human or murine), the extracts of plasma spiked with other 

compounds like enzyme inhibitors (i.e. paraoxon, BNPP, benzil), or molecules which 

can be used for in vivo experiment as isoflurane, or the association Zoletil® 

(tiletamine, zolazepam) plus Rompun® (xylazine) at lethal dose. No peak with a 

surface area equal to at least 20 % of the LLOQ should appear on the chromatogram 

under or near the (R)-CE3F4 (resolution Rs < 1.5). 

2.7.2. Quantitative validation 
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In our experiments, we assumed that a calibration curve and its corresponding 

QCs were accepted if 6 out of 8 CS concentration levels and, at least 4 out of 5 QC 

samples for each QC level (= 80% of the QCs samples, corresponding to the β-

expectation tolerance interval described by the SFSTP [42–44]) satisfied the validation 

criteria. This approach is a derivation of EMA guidelines, which recommend that 67% 

of QC samples for 50% QC level must fulfill the bias acceptance criteria.  

For the validation of the quantitative method, the calibration curve was fitted 

by least square regression using 8 CS concentration levels, ranging from 0.40 µg/mL 

to 200 µg/mL, and different weighting factors were evaluated (1, 1/concentration, 

1/concentration2). Linearity was assessed from the slope of the linear regression and 

the y-intercept and the coefficient of determination (R²). For the validation of the 

method, accuracy, precision, and recovery were tested with the same QC sample. 

Accuracy, repeatability, and intermediate precision were assessed using five 

determinations with independents extractions of the same batch, on three separate 

days (n = 15) for each of the six QC levels using human plasma, and each of the three 

QC levels using murine plasma loaded with paraoxon. Both precision and accuracy 

were given as the recovery profile. The lower limit of quantification (LLOQ) and the 

upper limit of quantification (ULOQ) of the method were both set to the lowest and 

the highest QC value (0.40 µg/mL and 150 µg/mL), which is another adaptation of 

EMA guidelines. Mean relative errors (%) from the expected concentrations were 

calculated and the accepted ranges were ± 20 % and ± 15 % for the lowest QC 

concentration (i.e. 0.40 µg/mL), and the other QC, respectively. Acceptance criteria 

limits for the β-expectation tolerance interval were 100 ± 20% for the first QC level 

(LLOQ), and 100 ± 15% for other QC levels. The carryover was also investigated with 

the injection of the highest calibration standard (200 µg/mL), followed by five 

injections of blank plasma extract. Carryover was considered negligible if the signal 

obtained with the 1st blank following the highest standard was less than 20% of the 

LLOQ. 
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2.7.3. Extraction recovery and stability 

Two calibration curves were carried out, the difference was in the moment of 

the (R)-CE3F4 addition. The first calibration curve corresponded to addition into 

plasma before the extraction process (calibration “A”), and the second calibration 

curve consisted in the addition of the (R)-CE3F4 after the extraction process on blank 

plasma with ACN, and it corresponds to a theoretical recovery of 100 % (calibration 

“B”) [45]. Samples were injected into the chromatographic system. The recovery was 

calculated each day of the validation process with the ratio between the slopes of 

these 2 calibration curves (A/B).  

The stability of the extracts in the autosampler (set at 20° C) was investigated 

over a 15 h period by comparing the concentration obtained with extracts divided 

into two batches. One was injected immediately after extraction then reinjected after 

15 h in the autosampler, and the other batch was just injected once after 15 h in the 

autosampler. The stability over one year was investigated for stock solutions for their 

usual storage conditions (5° C), one month for human QCs or one week for mouse 

QCs stored at -20° C, after 3 cycles of freeze-thaw (-20° C to ambient temperature), 

and short-term stability for two hours at room temperature. If a decrease of 15 % or 

more was observed for QC or 5 % for stock solutions, the analyte was considered 

unstable for the corresponding tested condition.  

2.8. Applications for the evaluation of (R)-CE3F4 ex vivo stability in human or 

murine plasma 

2.8.1. (R)-CE3F4 behaviour in plasma at 37°C 

The stability of (R)-CE3F4 in human and murine plasmas was investigated ex 

vivo for 24 hours at 37°C. Due to the poor solubility in water media, (R)-CE3F4 was 

first solubilized into DMSO to obtain a stock solution at 10 mg/mL. 3.6 µL of the (R)-

CE3F4 solution was mixed to 600 µL plasma in microcentrifuge tubes to obtain a 

concentration near 60 µg/mL. Microcentrifuge tubes were put in a rotary agitator at 
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37°C. Sampling was achieved at the following times (t = 5’, 15', 30', 45', 60', 90', 120', 

180', 20 h and 24 h). To follow the stability of the (R)-CE3F4 over time, a 

normalization of the data was made by the ratio between the concentration 

measured at each sampling time and the concentration measured at 5 minutes 

([CE3F4]t/[CE3F4]5min = relative concentration (%) at time t). Experiments were 

repeated four times with human plasma, and six times with murine plasma. 

2.8.2. Stabilization studies of (R)-CE3F4 in murine plasma at 37°C with EDTA, 

paraoxon, BNPP, or benzil  

Paraoxon, BNPP, benzil, and EDTA were separately tested as metabolism 

inhibitors in murine plasma to stop the degradation of (R)-CE3F4 that may occur 

during the processing of samples in vivo studies. EDTA was tested at the 

concentration of 10 mM in murine plasma sample (i.e. 15 µL of the EDTA stock 

solution were added to 284 µL of plasma) spiked with (R)-CE3F4 (i.e. 1.8 µL of (R)-

CE3F4 at 10 mg/mL for 300 µL of plasma) and the sample was put in a rotary agitator 

at 37°C after one-minute vortex step. Paraoxon, BNPP, and benzil were studied 

separately at 10-4 M, 10-5 M, 10-6 M in plasma. Briefly, for these three inhibitors, 3.0 µL 

of each stock solution (at 10-2 M, 10-3 M, 10-4 M) were added in 296 µL of murine 

plasma, followed by a one-minute vortex step and five minutes in a rotary agitator at 

37°C. Then, (R)-CE3F4 was added in plasma already loaded with inhibitor (paraoxon 

or BNPP or benzil) in the same proportions described in the paragraph above (i.e. 1.8 

µL of (R)-CE3F4 at 10 mg/mL for 300 µL of plasma). For the four compounds, five 

sampling times were analysed for up to 1 hour to estimate the stabilization of the (R)-

CE3F4 in samples. Similarly, in a second experiment (R)-CE3F4 and paraoxon (stock 

solution at 10-2 M) were simultaneously added in murine plasma at the same 

proportion and conditions of the previous experiment to evaluate whether (R)-CE3F4 

degradation occurred during homogenization of the sample. 

2.8.3. Storage conditions suitable for (R)-CE3F4 in murine plasma  
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The stability of loaded murine plasma samples with paraoxon (10-4 M in 

plasma sample) and (R)-CE3F4 (60 µg/mL) was investigated at 5° C for 3 days, after 3 

days and one week at -20° C, and after 3 cycles of freeze-thaw. If a decrease of 15% 

or more was observed, samples were considered unstable. 

2.8.4. HPLC-MS/MS for metabolite identification 

The identification of (R)-CE3F4 metabolite was performed by HPLC-MS/MS 

analysis. To proceed with the identification, a control sample of (R)-CE3F4 (5 µg/mL), 

a control sample of deformylated-CE3F4 (5 µg/mL), and plasma extract (as described 

in 2.8.1) were analyzed. 

3. Results and discussion 

3.1. Spectral analysis of (R)-CE3F4 & method validation 

3.1.1. Spectral analysis 

Due to the lack of information on (R)-CE3F4, a preliminary study of the UV 

absorption spectra was performed in the range of 200 nm to 400 nm. This enables us 

to determine precisely the suitable wavelengths for HPLC-UV analysis. From the mean 

UV spectrum of (R)-CE3F4, two narrow bands, showing maxima at 202 nm and 220 

nm, and two broad bands were observed (Fig. S1). The second derivative spectrum 

was calculated from the mean UV spectrum to exalt the spectrum signal and the two 

expected wavelengths from the broad bands were highlighted at 250 and 299 nm. 

Based on the variability of the measured absorbances (RSD %) at 202 nm, 220 nm, 

250 nm, and 299 nm, which were 6.1 %, 2.12 %, 3.0 %, and 10.4% respectively, we 

selected the wavelengths 220 nm and 250 nm for the quantification of (R)-CE3F4. 

Then both wavelengths were further investigated to improve the UV detection for the 

quantitative method depending on the specificity of the chromatographic assay on 

human and murine plasma. 

3.1.2. Validation of the (R)-CE3F4 method quantification in human plasma 



 

101 

 

The next step for conducting the CE3F4 bioanalysis was to set up a 

quantitative method using liquid chromatography. The relative hydrophobicity of 

CE3F4 (LogP= 3.6) allowed us to use a reversed stationary phase with a long alkyl 

chain (C18) and relative eluotropic strength (ACN/Water: 60/40 (v/v)). Accordingly, 

the method was validated in terms of specificity, linearity, LOQ, accuracy profile, and 

precision. Carryover, sample stability, and extraction recovery were also determined.  

Under these analytical conditions, the (R)-CE3F4 had an elution time of 4.2 min 

and was well-separated from visible compounds from the human plasma matrix 

which were overwhelmingly eluted up to 3 min. Indeed, concerning the specificity, no 

signal was detectable at 220 or 250 nm on blank human plasma samples close to 

CE3F4 retention time (4.2 min) as displayed in Fig. . Similar results were obtained with 

enzyme inhibitors, or commonly used compounds for in vivo studies as isoflurane, 

Rompun® (xylazine), or the association of Zoletil® (tiletamine, zolazepam) at a lethal 

dose. At this stage, it is worth noting that two calibration curves corresponding to 

each selected wavelength (i.e. 220 and 250 nm) were performed. This strategy was 

applied to overcome the difference between species, with the possible interferences 

generated by matrix elements extracted from human or mouse plasma. 

 

Fig. 2. Chromatograms of blank human plasma extract at 220 nm (A) and 250 nm (B). 
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For the validation of the (R)-CE3F4 method quantification in human plasma, 

the β-expectation proportion of 80% for all QC level, using tolerance interval 

calculation, was more appropriate than that recommended by bioanalytical methods 

(67% of validated QC for at least 50% of QC levels fulfilling acceptance criteria). For 

QC, the validation domain ranged from 0.40 to 150 µg/mL to cover the concentration 

range observed in the only in vivo study on CE3F4 [2]. However, these authors did not 

measure the concentration of CE3F4 in blood or plasma. An amount of 3 mg/kg was 

injected into C57BL/6 mice for an average total blood volume estimated to 72 mL/kg 

[46]. Therefore, the maximum blood concentration of CE3F4 that could be observed 

should be 42 µg/mL assuming a one-compartment model for blood (plasma + cells). 

However, if CE3F4 is only located in plasma (where the plasma volume is around 36-

43 mL/kg for a usual hematocrit ranging from 40 to 50% [47]), the expected 

maximum concentration should reach at least 83 µg/mL for a dosage of 3 mg/kg. 

Consequently, a calibration curve covering concentrations from 0.40 to 150 µg/mL 

was considered appropriate to evaluate the maximal concentration to 1% of the 

maximal expected concentration for the dosage of 3 mg/kg. In addition, such a 

calibration curve allows plasma quantification in plasma with the same sample 

treatment procedure for variable dosage regimens (i.e. no dilution step). These 

extended ranges led us to assess calibration curves from 0.40 to 200 µg/mL with 

various weighted regressions including no weighing, 1/concentration, and 

1/concentration². The calibration curves were obtained without using internal 

standard since no appropriate CE3F4 analog was commercially available. Although 

each calibration curve provided an acceptable coefficient of determination R² (> 

0.99), only 1/concentration² weighting fulfilled the relative error acceptance range for 

all levels (i.e. within ± 20% for the lowest concentration, ± 15% for other levels). The 

parameters of the calibration curves at 220 and 250 nm were determined (Table 3) 

and they satisfied the validation criteria, including their corresponding QCs (Table 4).  
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Table 3. Average parameters of the linear regression obtained from three calibration curves of 

the analytes with a 1/concentration² weighting at 220 or 250 nm. 

 

Table 4. Between-day precision and accuracy on six quality control for quantification at 220 and 

250 nm. 

Wavelength QC level (µg/mL) 0.40 1.50 5.00 25.0 60.0 150 

2
2
0
 n

m
 

Mean bias (%) 4.77 -2.28 -5.03 -8.96 -1.14 1.63 

RSD interday (%) 8.27 4.35 3.37 2.96 3.28 3.25 

RSD intraday (%) 7.94 3.20 3.02 2.26 2.54 2.43 

2
5
0
 n

m
 

Mean bias (%) 6.73 -1.47 -4.76 -8.30 0.02 2.88 

RSD interday (%) 9.04 5.36 3.32 2.51 2.81 2.26 

RSD intraday (%) 8.80 3.71 3.06 2.18 2.41 2.26 

 

Accuracy profiles were built from data combining precision and trueness (Fig. 

S2). At 220 nm, biases were shown into the interval of ± 10 %, and RSD < 10 % for 

LLOQ and < 5 % for other QCs. These values satisfied EMA criteria for the validation 

of bioanalytical methods. Based on these evaluated parameters, the corresponding 

accuracy profile at 220 nm has been built (Fig. S2A). The tolerance interval was 

between the limits given by the EMA (100 ± 20% for LLOQ, and 100 ± 15% for 

another QC level) for a β-expectation tolerance interval set at 80%. These results 

allowed concluding that the method fulfilled the required reliability in terms of 

trueness and precision for the quantification of (R)-CE3F4 in the plasma matrix. The 

LLOQ and ULOQ were very satisfactory with values of 0.40 µg/mL and 150 µg/mL, 

respectively. For the calibration curve at 250 nm, very similar results about biases and 

RSD were obtained (biases are into the interval of ± 10%, and RSD <10%). The 

Wavelength n Linear range R² (±SD) Slope (±SD) y-Intercept (±SD) 

220 nm 3 0.40-200 µg/mL 0.9967 (±0.0008) 14585.5 (±773.1) 713.1 (±987.6) 

250 nm 3 0.40-200 µg/mL 0.9972 (±0.0025) 4136.7 (±113.7) -174.1 (±143.6) 
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corresponding accuracy profile is reported in Fig. S2B, where it appears that the 

tolerance interval for LLOQ was near the upper acceptance limit but was still 

conforming (119.8%). Finally, the calibration curves for human plasma at the two 

wavelengths satisfied the EMA criteria. Also, the method demonstrated a strong 

ability to accurately quantify (R)-CE3F4, even considering the tolerance interval for 

each QC level. For the carryover, the signal was less than 20% of the LLOQ on the first 

injection of blank plasma at the retention time of the analyte (no peak detectable) 

after the injection of the highest concentration used for calibration (200 µg/mL).  

Besides, the extraction of CE3F4 was assessed from calibration curve “A” (i.e. 

CE3F4 addition into plasma before the extraction process ) and calibration curve “B” 

as reference (i.e. CE3F4 addition after extraction process on blank plasma). The simple 

extraction procedure, which consisted to precipitate proteins with 150 µL of ACN, 

followed by a centrifugation step, allowed a mean extraction recovery on three days 

of 100.4% with an RSD of 6.4%. Consequently, the use of an internal standard was 

unnecessary due to a total extraction, a low RSD, and UV detection, contrarily to mass 

spectrometry, which involves an ionization yield in the case of a coelution with 

molecules from the complex matrix, justifying the use of an internal standard to 

reduce variability and correct bias (i.e. isotope-labeled CE3F4).  

3.1.3. Human plasma samples stability 

The stability of the extracted samples was investigated from the validated 

calibration curve. After 15 h in an autosampler, the bias between the first and second 

analysis session was superior to 15 % for samples that were first injected due to 

solvent evaporation, but the stability was correct for non-immediately injected 

samples (less than 15% loss). Concerning stock solutions stored at 5°C for one year, 

QCs stored at -20°C for one month, or exposed to 3 cycles of freeze-thaw, or after 

two hours at room temperature, degradation was not significant (< 5% for stock 

solutions, < 15% for all conditions using plasma). It can be concluded that such 
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results make it possible to obtain sufficient stability to organize analyses by a 

campaign, at a still experimental stage of pharmaceutical development. More long-

term stability could be explored if the (R)-CE3F4 exhibits a clinical interest to be 

tested in humans. 

3.2. Application of the LC-UV method to the evaluation of (R)-CE3F4 ex vivo 

stability in human or murine plasma 

Various risk points were verified to check the transposability of the HPLC-UV 

method, in particular concerning the specificity of the signal, and the extraction 

efficiency of CE3F4.  

3.2.1. Chromatograph difference in specificity between human and murine 

plasma 

As previously mentioned, the results on specificity showed no detectable 

signal near CE3F4 at 220 or 250 nm on blank human plasma samples, but differences 

resulted with blank murine plasma samples. Indeed, visible peaks at the CE3F4 

retention time (4.2 min) were observed in these matrices at 220 nm (Fig. A). When 

switching to 250 nm, detection specificity was enhanced and thus satisfactory, 

without any visible coelution impacting CE3F4 quantification (Fig. B). Different 

gradient conditions were studied (results not shown), but none of them adequately 

improved the resolution at 220 nm in addition to extending the time analysis (until 

one hour). These results are in agreement with our previous hypothesis on the 

interest to validate several detection conditions when UV detection is used (i.e. 220 

and 250 nm) because of the possible interferences on chromatograms depending on 

the origin of the plasma (i.e. mouse or human). Therefore, the wavelength of 250 nm 

should be used for quantification in mouse plasma, and both 220 and 250 nm are 

suitable for human plasma analysis.  
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Fig. 3. Chromatograms of blank mouse plasma extract at 220 nm (A) and 250 nm (B) 

 

3.2.2. (R)-CE3F4 and ex vivo plasmatic metabolism at 37°C 

We first investigated ex vivo the (R)-CE3F4 behavior in the plasmas from two 

species as a function of the time to evaluate a potential plasma metabolism at 37°C. 

To be suitable for HPLC analysis, samples were treated as described previously, and 

chromatograms were collected using wavelengths 220 and 250 nm for human and 

mouse plasma, respectively. The chromatographic analysis of the murine and human 

plasma samples showed a peak at 8.6 min (TRR = 2.05) at 220 nm and 250 nm (Fig. ) 

in addition to CE3F4 (4.2 min). Also, a lack of specificity was observed at 220 nm at 

4.2 min in murine plasma (Fig. A), by using the appropriate wavelength detection at 

250 nm, the peak was recovered, confirming the usefulness of this wavelength for 

preclinical studies in mice.  
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Fig. 4. Chromatograms at 220 nm (A) and 250 nm (A’) of (R)-CE3F4 (TR = 4.2 min) and its 

principal metabolite (TR = 8.6 min) in murine plasma, after 3h at 37°C. Chromatograms at 220 

nm (B) and 250 nm (B’) in human plasma, after 24h at 37°C. 

A significant difference in the kinetics of the disappearance of the main peak 

was observed between the two plasma samples. Indeed, a decrease of 23 % of the 

peak area was observed in human plasma after 24 h (Fig. A). In contrast, a decrease 

of 95 % was found in murine plasma after only 3 h, and no peak at the expected time 

was detected after six hours confirming the total degradation of CE3F4 (Fig. A). These 

results suggest that (R)-CE3F4 undergoes distinct kinetic degradation. The observed 
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half-life in murine plasma was 39.9 min (confidence interval 95%: from 36.9 to 43.4 

min) against a half-life superior to 24 h in human plasma. As depicted in Fig. B, the 

CE3F4 related metabolite showed two phases in murine plasma, an acute ascending 

phase, and a slow decreasing phase suggesting the instability of the metabolite in 

murine plasma (e.g. due to the formation of secondary metabolites, or non-enzymatic 

degradation such as oxidation reaction). For human plasma, this metabolite appeared 

very slowly.  

 

Fig. 5. (A) Kinetics of the disappearance of the (R)-CE3F4 based on signal variation in human (at 

220 nm) or murine (at 250 nm) plasma. Continuous lines represent the mean regression and the 

dotted lines represent the confidence interval on the regression (95%). (B) Kinetics of the 

principal metabolite of the (R)-CE3F4 (TR = 8.6 min) observed at 250 nm in murine and human 

plasma at 37°C. 

We therefore hypothesized that enzyme-dependent hydrolysis promoted 

metabolism on the (R)-CE3F4 N-formyl group (Fig. S3) resulting in a more apolar 

compound than (R)-CE3F4 which is coherent with the HPLC analysis exhibiting a 

longer elution time than (R)-CE3F4 on the reverse-phase column. The spectral 

analysis of this degraded CE3F4 showed similar features with the original CE3F4 

spectrum depicting three maxima (218 nm, 250 nm, and 325 nm), indicating a 

structural similarity with the CE3F4 (Fig. S4). Among the known CE3F4 derivatives, 
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deformylated-CE3F4 may be a candidate. To confirm this structural hypothesis, LC-UV 

and LC-MS/MS analyses were performed on synthesized deformylated-CE3F4 as 

described in a specific part below (3.3). It is worth mentioning that the deformylated-

CE3F4 was inactive on EPAC1 [3]. On this metabolism through N-deformylation, 

Gleason et al. reported an inter-species variability on the plasmatic metabolism of 

diformyldapsone. Different kinetics of metabolism have been described in plasmas, in 

the following order: mouse > rat > guinea pig > rabbit, while no N-deformylation in 

the dog or human plasma was observed [19]. Some authors observed differences in 

plasma metabolism between rodents, dogs, and humans for an N-formylated 

indolocarbazole topoisomerase I inhibitor [20], with no N-deformylation in dogs or 

humans plasma. Other studies also reported similar differences between species in 

the type of plasmatic esterases [23,38,39,48]. They noticed the absence of 

carboxylesterases in human plasma in contrast to rodent plasmas. However, liver 

metabolism showed an inversed tendency for humans and rodents. Another study on 

diformyldapsone with liver homogenates changed the rank order of metabolism 

rates: guinea pig ≥ human > mouse = rabbit = rat > dog [18]. Based on these results, 

it appears evident to consider enzyme inhibitors to stabilize samples following 

plasma collection, for in vivo kinetic experiments, especially in mice.  

3.2.3. Stabilization studies of (R)-CE3F4 in murine plasma at 37°C with paraoxon  

To proceed to the (R)-CE3F4 quantification in murine plasma, different 

strategies were explored using either EDTA, paraoxon, BNPP, or benzil. EDTA can 

inhibit metal-dependent enzymes, such as hydrolases including e.g. amidohydrolase 

[49] or paraoxonase [23,50,51] in addition to being of interest as an anticoagulant for 

sample collection. Paraoxon is known as a well-known powerful esterase inhibitor 

(organophosphate oxon), as described by Gleason and al. [19] for diformyldapsone 

stabilization in plasma samples. BNPP and benzil are more specific inhibitors than 

paraoxon. BNPP is a specific inhibitor of carboxylesterases [52,53], phosphodiesterase 

[54]. Benzil is a specific reversible inhibitor of mammalian carboxylesterases [55]. 
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EDTA did not exhibit any stabilizing effect against CE3F4 degradation in 

murine plasma samples. Thus, the enzyme involved in CE3F4 degradation is not 

metal-dependent. Nevertheless, it could be interesting to note that EDTA can inhibit 

the paraoxonase at 5 mM [23] and be used in this study at 10 mM. The enzyme is 

involved in the metabolism of organophosphate like paraoxon. 

Paraoxon was tested at different concentrations to stop the degradation of 

CE3F4. It has been shown that plasmatic N-deformylation was inhibited with 

paraoxon. Firstly, paraoxon was added in the plasma 5 min before the (R)-CE3F4 for 

homogenization of the sample to allow at least a 1-hour blockade. This 1-hour delay 

was chosen to mimic conditions of sample treatment (i.e. blood sampling, 

centrifugation step for plasma/serum separation, until protein precipitation by 

solvents). The inhibition of CE3F4 degradation was null, partial, and total for paraoxon 

at 10-6 M, 10-5 M, and 10-4 M, respectively (Fig). These results confirmed the relevance 

of paraoxon to inhibit plasmatic deformylation of CE3F4 and subsequently, the 

stabilization of plasma samples. Moreover, the paraoxon experiments suggest the 

involvement of a hydrolase in CE3F4 metabolism. Secondly, when 10-4 M paraoxon 

was added simultaneously with (R)-CE3F4 to mimic real sample treatment (i.e. 

addition of paraoxon as first pre-treatment step after blood sampling), no CE3F4 

degradation was observed and no metabolite was detected on the chromatograms 

(data not shown).  
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Fig. 6. Effect of paraoxon on (R)-CE3F4 metabolism in murine plasma at 37°C. Paraoxon was at 

different concentrations added 10 minutes before the addition of (R)-CE3F4 (blue, orange, and 

red lines), or simultaneously (green line). 

 

BNPP and benzil were assayed, but they did not stabilize the CE3F4 against 

degradation on a 1-hour duration (Table 5). A slight concentration-dependent 

inhibition was observed with BNPP, but it appears that higher concentrations should 

be considered to obtain sufficient inhibition, which is of no interest in practice. These 

results exhibit that carboxylesterases are not involved in CE3F4 degradation. 

Consequently, the paraoxon at the inhibiting concentration of 10-4 M was retained to 

allow mouse sample pre-treatment. 

Table 5. Stability of (R)-CE3F4 in mouse plasma sample in presence of enzyme inhibitors BNPP 

or benzil. 

Time (h) 
[BNPP] (M)  [Benzil] (M) 

10-4 10-5 10-6  10-4 10-5 10-6 

0 100% 100,00% 100,00%  100,00% 100,00% 100,00% 

0,5 68,2% 67,7% 56,1%  56,8% 60,4% 59,4% 

1 56,6% 41,8% 37,6%  33,7% 35,2% 36,4% 
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3.2.4. Validation of the (R)-CE3F4 method quantification in murine plasma 

loaded with paraoxon 

Based on the validation procedure in human plasma, and the stabilization of 

CE3F4 in murine plasma thanks to paraoxon, the validation of the (R)-CE3F4 

quantification method at 250 nm in murine plasma loaded with paraoxon has been 

carried out. As for validation in human plasma, only 1/concentration² weighting 

fulfilled the relative error acceptance range for all levels (i.e. within ± 20% for the 

lowest concentration, ± 15% for other levels). The parameters of the calibration 

curves at 250 nm were determined (Table 6) and shown to satisfy the validation 

criteria. 

Table 6. Average parameters of the linear regression obtained from three calibration curves of 

the analytes with a 1/concentration² weighting at 220 or 250 nm. 

 

As observed in human plasma, no carryover was observed on the first injection 

of blank murine plasma at the retention time of the CE3F4 (no peak detectable) after 

the injection of the highest concentration used for calibration (200 µg/mL), and the 

mean extraction recovery on three days was 100.5% with an RSD of 2.3%. Then 

paraoxon did not influence the CE3F4 extraction in murine plasma. Because of 

similarities of results between human plasma and murine plasma loaded with 

paraoxon, three QC levels were used to rationalize the use of animals for the 

transposition of the already fully validated method in human plasma. The results on 

QCs were satisfactory (Table 7) because all biases were shown in the interval of ± 5%, 

and RSD < 5%. The corresponding accuracy profile is reported in Fig. S7. 

 

Wavelength n Linear range R² (±SD) Slope (±SD) y-Intercept (±SD) 

250 nm 3 0.40-200 µg/mL 0.9964 (±0.0015) 5339.8 (±90.0) -93.0 (±184.1) 
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Table 7. Between-day precision and accuracy on three quality control for quantification at 250 

nm. 

QC level (µg/mL) 0.40 8.00 150 

Mean bias (%) -1.76 4.36 -1.26 

RSD interday (%) 4.74 5.04 1.54 

RSD intraday (%) 4.30 4.37 1.08 

 

Thus, the validated method using human plasma allowed to manage murine 

samples, and then the method was validated on three days in murine plasma loaded 

with paraoxon allowing the quantification of CE3F4 at 250 nm from 0.40 to 150 

µg/mL. 

3.2.5. Murine sample storage  

For the stability of murine plasma spiked with paraoxon 10-4 M, a critical 

degradation of the (R)-CE3F4 was observed after three days at 5°C (-79.6%). However, 

no significant variations (< 15%) were observed at -20°C after 1 week, after 3 cycles of 

freeze-thaw, after two hours at room temperature, or in the plasma extracts after 15h 

in the autosampler. This could be explained by the presence of paraoxonase in 

murine plasma, which degrades paraoxon and then allows the hydrolysis of CE3F4. 

This hypothesis could be surprising because paraoxon is known as an irreversible 

inhibitor. However, a spontaneous reactivation of mouse butyrylcholinesterase after 

paraoxon inhibition has been described by Li et al. [23], and pieces of evidence of 

other inhibition mechanisms such as the allosteric modification or steric hindrance 

which can be reversible were reported [56–58].  

Thus, storage at -20°C facilitates the practical aspect of handling biological 

samples, allowing flexibility in analysis schedules. Storage at -80°C should be 

considered and evaluated for the long-term storage of biological samples. 

3.3. Identity of the main metabolite 
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3.3.1. HPLC-UV analysis 

In addition to the efficacy of paraoxon in inhibiting the degradation of CE3F4 

in murine plasma, similarities were observed between unknown metabolites and 

deformylated-CE3F4. Samples were prepared to obtain relatively close concentration 

(i.e. deformylated-CE3F4 and (R)-CE3F4 at 50 µg/mL in ACN versus 100 µg/mL of (R)-

CE3F4 in murine plasma analysed after a little more than a half-life). The RP-LC 

analysis resulted in similar relative retention times: 2.05 and 2.08 for deformylated-

CE3F4 and observed metabolite, respectively (Fig. S5A). A small peak corresponding 

to a synthesis impurity of (R)-CE3F4 was detected at 5.2 min. When analysing the UV 

spectra of deformylated-CE3F4 and metabolite, the high similarity was obtained with 

three identical maxima at 218 nm, 250 nm, and 322 nm (Fig. S5B). These results 

supported the hypothesis that the metabolite observed in murine plasma was the 

deformylated-CE3F4. 

3.3.2. HPLC-MS/MS analysis 

To undoubtedly confirm the structure of CE3F4 metabolite as deformylated-

CE3F4 and so the mechanism involved in CE3F4 degradation, mass spectrometry (MS) 

experiments were performed. Deformylated-CE3F4 presents a molar mass of 322.9 

g/mol which corresponds to a parent ion of m/z of 323.9 in positive mode [MH+]. 

Total ion chromatograms (TIC) and extracted chromatograms (m/z 323.9, m/z 351.9) 

of plasma sample, deformylated-CE3F4 and (R)-CE3F4 controls are presented in Fig. It 

should be noted that because the flow rate of the mobile phase is 0.5 mL/min instead 

of 1.0 mL/min in previous experiments, the time of retention of analytes was doubled. 

Indeed, (R)-CE3F4 is eluted at 8.4 minutes, whereas the unknown metabolite is eluted 

at 18.3 minutes. The unknown metabolite and deformylated-CE3F4 are eluted with 

the same retention time. Regarding MS experiments, the hypothesized metabolite 

and deformylated-CE3F4 exhibited the same parent ion of m/z 323.9 as observed on 

the chromatogram of the extracted ion m/s 323.9 (FigA & C) and the comparison of 

the MS spectrum extracted at 18.3 min of plasma sample (Fig.A) and deformylated-
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CE3F4 (Fig.B). Also, the isotopic distribution is similar and is coherent with the 

presence of two bromine (Fig.C & D). Finally, both the unknown metabolite and 

deformylated-CE3F4 showed the same MS fragmentation pattern of the parent ion 

(Fig.E & F). Altogether, these results confirmed that the metabolite observed in 

murine plasma was the deformylated-CE3F4. MS and MS/MS spectrum of CE3F4 were 

also recorded and are presented in supplemental data (Fig. S6).  

 

 
Fig. 7. Chromatograms of (A) murine plasma sample containing (R)-CE3F4 and metabolite, (B) 

(R)-CE3F4 at 5 µg/mL, and (C) deformylated-CE3F4 at 5 µg/mL. Total ion chromatogram is 

presented as a continuous black line, extracted ion chromatogram of m/z 351.9 is presented as a 

dotted red line, and extracted ion chromatogram of m/z 323.9 is presented as a dotted blue 

line. 
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Fig. 8. MS spectrum extracted at 18.3 min, isotopic distribution of m/z 323.9 and MS/MS 

spectrum of the parent ion m/z 323.9, in plasma sample (A, C and E respectively) and a control 

sample of deformylated-CE3F4 (B, D, and F respectively 

 

4. Conclusion 

The quantification method including a simple extraction protocol showed to 

be well suitable for the quantification of the (R)-CE3F4 in plasma for preclinical 

studies as well as clinical studies. This method allows drug quantification in complex 

matrices from different origins providing that appropriate wavelength selection is 

performed. Because of the impact of the matrix observed at 220 nm in murine plasma 

that is still unresolved despite the application of different gradient conditions, an 

adaptation of the wavelength in agreement to the studied species was necessary (220 

nm or 250 nm for human samples, only 250 nm for mouse samples) highlighting the 

importance of the wavelength selection for the (R)-CE3F4 quantification. 

The validated method allows the processing of the samples and the rendering 

of the results within the same working day. Moreover, it permits to follow the main 

metabolite of (R)-CE3F4 observed in mouse plasma within the same analysis. The 
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metabolite was identified as the N-deformylated-CE3F4 and the involvement of a 

hydrolase was revealed by paraoxon use and further by HPLC-UV and HPLC-MS/MS 

studies.  

We also show the interest of paraoxon in preclinical studies to stop metabolic 

degradation during sample pretreatment in mouse models. Future studies are 

needed to identify the enzyme responsible for the observed degradation, for the 

possible development of knock-out mice models lacking this enzyme [59] for 

pharmacokinetic and efficacy studies.  

Furthermore, non-plasma-based metabolic pathways should be considered, 

like metabolic stability assay on microsomes or hepatocytes knowing that hepatic 

metabolism is central in humans, to elucidate the (R)-CE3F4’s metabolic profile and 

then identify any novel metabolites and metabolic pathways in humans and mice. To 

conclude in an objective of pharmaceutical development, it appears essential to 

provide for the protection of the (R)-CE3F4 against all potential enzymatic 

degradations (i.e. also in the liver for humans), and to develop an appropriate 

formulation accordingly. 
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Fig. S1. The UV absorption spectrum and second derivative spectrum of (R)-CE3F4 in 

acetonitrile. The continuous blue line represents the mean spectrum; the dotted green lines 

represent the standard deviation (SD); the second derivative spectrum on the mean is 

represented in orange. 
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Fig. S2. Accuracy profiles for the validation of (R)-CE3F4 from 0.40 to 150 µg/mL in human 

plasma for measurement at 220 nm (A) and 250 nm (B). Accuracy is illustrated as a continuous 

blue line; levels of concentration as blue dot; limits of the tolerance interval as dotted green 

lines for a β-proportion of 80%; and the acceptability limits as continuous red lines. 

 

 

Fig. S3. The hypothesized reaction for the formation of the observed metabolite of (R)-CE3F4 in 

murine plasma. 



 

127 

 

 

Fig. S4. Observed UV spectrum of the metabolite (TR = 8.6 min). 

 

 

Fig. S5. (A) Chromatograms at 220 nm for (R)-CE3F4 (TR = 4.2 min) and deformylated-CE3F4 

(TR = 8.6 min) in acetonitrile (blue), and (R)-CE3F4 and metabolite (TR = 8.6 min) in murine 

plasma (red). (B) UV spectra of the deformylated-CE3F4 in blue (TRR = 2.15) and metabolite 

observed in murine plasma in red (TRR = 2.16). 
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Fig. S6. (A) MS spectrum of CE3F4; (B) Isotopic distribution of the parent ion of CE3F4; (C) 

MS/MS spectrum of m/z 351.9. 
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 Fig. S7. Accuracy profile for the validation of (R)-CE3F4 from 0.40 to 150 µg/mL in murine 

plasma loaded with paraoxon, at the wavelength 250 nm. Accuracy is illustrated as a continuous 

blue line; levels of concentration as blue dot; limits of the tolerance interval as dotted green 

lines for a β-proportion of 80%; and the acceptability limits as continuous red lines. 
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Partie expérimentale - Chapitre 2. 
 

Stabilité, pharmacocinétique et biodistribution chez la souris du (R)-CE3F4, un 

inhibiteur d’EPAC1, libre ou encapsulé dans des liposomes ou des nanocapsules 

lipidiques. 

Résumé : 

Le (R)-CE3F4, un inhibiteur d’EPAC1 (exchange protein directly activated by 

cAMP type 1), a démontré in vitro et in vivo sa capacité à contrôler les arythmies, et à 

réduire le signal hypertrophique qui contribue à l’installation d’une insuffisance 

cardiaque. Cependant, le (R)-CE3F4 présente une solubilité faible dans les milieux 

aqueux et est très sensible à l’hydrolyse enzymatique dans le plasma. Afin de 

contrecarrer ces difficultés, l’encapsulation de la molécule dans des liposomes et des 

nanocapsules lipidiques a été étudiée. Ces deux systèmes ont permis d’augmenter 

considérablement la solubilité apparente de la molécule dans un milieu aqueux. 

Parmi ces nanovecteurs, les nanocapsules lipidiques ont permis in vitro une 

protection significative du (R)-CE3F4 contre la dégradation enzymatique, permettant 

d’augmenter la demi-vie apparente d’initialement environ 40 minutes à 6 heures. Des 

études de pharmacocinétique et de biodistribution du (R)-CE3F4 libre ou formulé à 

l’aide de nanocapsules lipidiques ont été menées chez la souris C57BL/6 saine. Le 3H-

CE3F4 libre a présenté une distribution très rapide en dehors du compartiment 

sanguin. Des résultats similaires ont été observés lors pour la molécule formulée à 

l’aide de nanocapsules lipidiques. Dans ce dernier cas, le marquage radioactif 

simultané 3H-CE3F4/14C-nanocapsules a montré une dissociation rapide des deux 

signaux. Ainsi, des informations précliniques essentielles ont pu être obtenues sur le 

devenir du (R)-CE3F4, ainsi que pour sa formulation dans des nanovecteurs lipidiques. 

La suite de ce chapitre est rédigée en anglais, et correspond au document 

soumis à International Journal of Pharmaceutics.  
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Abstract 

 (R)-CE3F4, a specific inhibitor of EPAC1 (exchange protein directly activated by 

cAMP type 1), has been demonstrated in vitro and in vivo to reduce hypertrophic 

signaling contributing to heart failure or to control arrhythmia. However, (R)-CE3F4 

exhibits poor solubility in aqueous media and has shown sensitivity to enzyme 

hydrolysis in plasma. To overcome these issues, the drug was entrapped in liposomes 

and lipid nanocapsules. Both systems considerably increased the drug apparent 

solubility in aqueous media. Among these nanocarriers, lipid nanocapsules offered 

significant protection in vitro against enzymatic degradation by increasing the (R)-

CE3F4 apparent half-life from around 40 min to 6 hours. Pharmacokinetics and 

biodistribution of (R)-CE3F4 radiolabeled or not were studied in healthy C57BL/6 

mice. The non-encapsulated 3H-CE3F4 showed a very rapid distribution outside the 

blood compartment. Similar results were observed when using nanocarriers together 

with a fast dissociation of 3H-CE3F4 from nanocapsules simultaneously labeled with 

14C. Thus, essential preclinical information on CE3F4 fate has been obtained, as well as 

the impact of its formulation using lipid-based nanocarriers. 

 

Keywords: EPAC1 inhibitors, liposomes, nanocapsules, stability, pharmacokinetics, 

biodistribution 
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1. Introduction 

Cardiovascular diseases are still the first causes of death according to World 

Health Organization and the number of deaths increased during the two last decades 

(World Health Organization, 2020) despite the improvement in the care and 

therapeutic armamentarium. This leads to the research of new interesting 

pharmacological targets and drug candidates to treat cardiac diseases. 

Over the past two decades, the exchange protein directly activated by cAMP 1 

(EPAC1) has been increasingly documented as a pharmacological target of various 

diseases. This protein is ubiquitously expressed and involved in numerous signaling 

pathways (Robichaux and Cheng, 2018). Its downregulation has shown promises to 

treat Alzheimer’s disease (McPhee et al., 2005), breast, gastric, and pancreatic cancers 

(Kumar et al., 2017; Lorenz et al., 2008; Sun et al., 2017), heart failure (Metrich et al., 

2010), arrhythmia (Hothi et al., 2008) and depression (Middeldorp et al., 2010).  

(R)-CE3F4 (Figure 1) has been identified as a drug candidate to treat cardiac 

diseases because it is a specific and uncompetitive inhibitor of EPAC1 (Courilleau et 

al., 2013, 2012). Indeed, this tetrahydroquinoline analog has demonstrated efficient in 

vitro inhibition of cellular mechanisms involving EPAC1 in pathological cardiac 

conditions (Bisserier et al., 2014; Laurent et al., 2015; Zhang et al., 2019). In particular, 

it has recently shown promising in vivo activity on C57BL/6 mouse models of 

atrial/ventricular arrhythmias (Prajapati et al., 2019). However, we have previously 

shown that this molecule is prone to metabolization, especially enzymatic hydrolysis 

in mice plasma (submitted). The generated metabolite from hydrolysis (=N-

deformylated-CE3F4) was shown to be inactive on EPAC1 (Courilleau et al., 2012). 

Only paraoxon, a pesticide known as a hydrolase inhibitor, has been identified to 

prevent (R)-CE3F4’s degradation, but due to its toxicity it cannot be co-administrated 

to stabilize (R)-CE3F4 in vivo. Thus, the CE3F4 requires a specific drug delivery 

strategy to protect it against enzymatic degradation to investigate its full potential in 

vivo. 
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Figure 1. Structure of (R)-CE3F4. 

Lipid-based nanosystems such as liposomes or lipid nanocapsules are relevant 

candidates for this purpose. They have been used for the encapsulation of a wide 

range of active molecules and have been proven safe due to their biocompatibility. 

Both can be tailored for multiple fuctions including by ligands fort site-specific 

targeting (Uster et al., 1996; Hoarau et al., 2004; Perrier et al., 2010; Cosco et al., 2017; 

Alshaer et al., 2018). In this work, we investigated the encapsulation of (R)-CE3F4 in 

liposomes and lipid nanocapsules, their potential for the protection of the molecule 

against enzymatic degradation in plasma in vitro, and the in vivo fate of the most 

promising combination after intravenous administration to mice. 

2. Materials & methods 

2.1. Chemicals 

A racemic mixture of CE3F4 was synthesized using published procedures 

(Bouyssou et al., 1992). The active enantiomer (R)-CE3F4 was isolated with a purity 

>99% and enantiomeric excess (ee) >98% by applying the racemic mixture to a 250 × 

30 mm Chiralpak® IB column (Daicel Corporation, Japan) equilibrated with n-

hexane/propan-2-ol (95:5, v/v) at 42 mL/min. Paraoxon-ethyl with the analytical 

standard grade (paraoxon), Solutol® HS 15, D-α-Tocopheryl polyethylene glycol 1000 

succinate (TPGS), 4-(dodecyloxy)benzoic acid (DOBA), polyethylene glycol 200 Da 

(PEG200), ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt dihydrate (EDTA) with a purity 

>99%, phosphate-buffered saline (PBS) at pH 7.4 (sterile and suitable for cell culture) 

were purchased from Sigma-Aldrich (Saint-Louis, MO, USA). L-α-phosphatidylcholine 

from egg (EggPC), L-α-phosphatidylcholine from Soy (HSPC), cholesterol (Chol), 1,2-
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distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-[methoxy(polyethyleneglycol)-

2000] (DSPE-PEG2000) were obtained from Avanti. Miglyol® 812 was purchased from 

Sasol (Johannesburg, South Africa). Zoletil® 50 (tiletamine, zolazepam), Rompun® 

2% (xylazine), Iso-Vet (isoflurane) were respectively purchased from Virbac (Carros, 

France), Bayer (Leverkusen, NRW, Germany), and Piramal Critical Care (Voorschoten, 

Netherlands). Ethanol and dimethyl sulfoxide (DMSO) were provided from VWR 

(Radnor, PA, USA). Acetonitrile (ACN) with HPLC grade, propan-2-ol (IPA), and 

chloroform were acquired from Carlo Erba Reagents (Val-de-Reuil, France). To get 

deionized water (H2O), a Milli-Q water purifying system (Millipore, Milford, MA, USA) 

was used. Concerning radioactive materials, CE3F4 (with 3H on formyl bond) 

solubilized in acetonitrile was kindly provided by the Institut des Sciences du Vivant 

Frederic-Joliot (Commissariat à l’Energie Atomique, Gif-sur-Yvette, France) with a 

specific activity of 7.14 Ci/mmol, and 1-oleoyl-2-linoleoyl-sn-glycero-3-

phosphocholine [linolenic-1-14C] (14C-1-oleoyl-2-linoleoyl-GPC) in ethanol:toluene 

mixture (1:1) was purchased form Isobio (Fleurus, Belgium) with a specific activity of 

50-60 mCi/mmol. Hionic-Fluor and Ultima Gold™ (Packard, Rungis, France) were used 

as scintillating cocktails for radioactive analyses. Soluene-350® used to dissolve 

biological samples was obtained from Perkin-Elmer (Courtaboeuf, France). Hydrogen 

peroxide (H2O2) was purchased from Merck (Darmstadt, Germany). 

All liquids other than pure water or PBS were handled with MICROMAN E 

positive displacement pipettes (Middleton, WI, USA) due to the viscosity of plasma 

samples and the use of organic solvents.  

2.2.  (R)-CE3F4 quantification  

Quantification was performed with an in-house developed and validated 

method which is suitable for (R)-CE3F4 quantification in formulations, as well as in 

biological media (in this case, plasma). This method allowed the quantification of (R)-

CE3F4 from 0.40 to 150 µg/mL (using 1/concentration² weighting factor for linear 

regression, y = a + bx), and the separation of (R)-CE3F4 from its main detectable 
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metabolite, with no interference regardless of the excipients, anesthetics and 

anticoagulant molecules used.  

2.2.1. Chromatographic system  

Analyses were performed on a Waters HPLC system (Milford, MA, USA) 

equipped with a diode array detector (Waters 2996 PDA), an injector (Waters 717 plus 

Autosampler), and a quaternary pump (Waters 600 HPLC pump). An external 

heater/chiller for the column was used (GRACE Model 7956R, Columbia, MD, USA). 

The separation was performed on a XBridge C18 3.5 µm, 4.6 × 100 mm column 

(Waters) at 35°C. The mobile phase consisted of a mixture of water and acetonitrile 

(40:60, v/v) under isocratic mode at a flow rate of 1.0 mL/min. The wavelength of 250 

nm was used to trace the chromatograms, and the quantitative signal was the 

chromatographic peak area. 

2.2.2. Sample treatment 

An extraction procedure was carried out using EtOH and ACN to solubilize (R)-

CE3F4 from different samples (formulation assay, biological sample). In polypropylene 

microcentrifuge tubes, 50 µL of a sample containing (R)-CE3F4 was added to 50 µL 

EtOH, followed by a vortex-mixing step (10 seconds). Then 150 µL of acetonitrile was 

added, followed by a vortex-mixing step for 30 seconds. To finish, microcentrifuge 

tubes were centrifuged at 13,000 g for 10 minutes at room temperature to eliminate 

non-solubilized compounds (i.e. excipients, salts, proteins), and 100 µL of the 

supernatant was collected in autosampler vials. 15 µL of the supernatant was injected 

into the chromatographic system. 

In the case of (R)-CE3F4 quantification in formulations, an observation under 

an optical microscope was carried out to verify the absence of crystals in suspension 

within the various preparations before sample treatment. When crystals were present, 

they were eliminated by low-speed centrifugation (10 min; 10,000 g) to only evaluate 

the solubilized (R)-CE3F4 fraction. The formulations were then diluted to the tenth 

before undergoing the sample treatment mentioned above. 



 

138 

 

2.3. (R)-CE3F4 encapsulation 

2.3.1. Liposomes 

2.3.1.1. Liposome preparation 

Liposomes were prepared by the thin-film hydration method. (R)-CE3F4 was 

incorporated simultaneously with lipids in the chloroform solution, with a constant 

total concentration of lipids (total = 25.0 mM) but various lipids proportions (Table 1, 

Suppl. Tables 1 and 2). The mixture was dried at ambient temperature for 60 min 

using a rotary evaporator R-215 (Büchi, Switzerland). The obtained film was hydrated 

with PBS at room temperature, except when HSPC was used, in which case the 

hydration was performed at 60°C. Then multilamellar liposomes were extruded 

(LipexTM, Northern Lipids, Canada) 8 times through two polycarbonate membranes 

with 0.1 µm pore diameters (Nuclepore, Whatman plc, United Kingdom) at ambient 

temperature or 60°C for HSPC formulations. The membrane was able to retain 

crystallized, non-encapsulated (R)-CE3F4. After the extrusion step, Amicon® filters 

with a cut-off of 100 kDa (Millipore, Milford, MA, USA) were used to eliminate the 

non-encapsulated fraction of (R)-CE3F4 from the liposome suspension. 

2.3.1.2. Evaluation of drug encapsulation 

The lipid recovery was evaluated by assaying the phosphatidylcholine content 

using an enzymatic colorimetric kit (Phospholipids, BIOLABO SA, Maizy, France) 

according to the manufacturer’s instructions. Then the total lipid concentration was 

calculated by the assumption that proportions of all lipids remained constant during 

the formulation process. The drug encapsulation efficiency (EE%), the lipids recovery 

(LR%), and the drug loading (DL%) were calculated as follows: 

EE (%) = 100 × [CE3F4]final / [CE3F4]initial      (1) 

LR (%) = 100 × [Lipids]final / [Lipids]initial      (2) 

DL (%) = 100 × [CE3F4]final / [Lipids]final      (3) 
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Table 1. Proportions of (R)-CE3F4 and lipids used for CE3F4 encapsulation in liposomes. 

 

Table 2. Proportions of (R)-CE3F4, lipids, and aqueous media for nanocapsules formulations. Differences compared to the LNC1 formulation are 

highlighted in italics. 

 

Liposome formulation EggPC EggPC-Chol HSPC HSPC-Cholmedium HSPC-Chol 

[(R)-CE3F4] (mM) 2.85 2.85 2.85 2.85 2.85 

[Lipids] (mM) 25.0 25.0 25.0 25.0 25.0 

(R)-CE3F4/lipid ratio (mol/mol) 11.4% 11.4% 11.4% 11.4% 11.4% 

Lipid molar 

composition 

(n/ntotal lipids) 

EggPC 94.7% 56.6% - - - 

HSPC - - 94.7% 74.7% 56.6% 

Cholesterol - 38.2% - 20.0% 38.2% 

DSPE-PEG2000 5.3% 5.3% 5.3% 5.3% 5.3% 

LNC formulations LNC1 LNC2 LNC3 LNC1-CE3F4High LNC2-CE3F4High LNC3-CE3F4High 

Miglyol (w/wTotal lipids) 41.6% 41.6% 41.6% 41.6% 41.6% 41.6% 

Solutol HS 15 (w/wTotal lipids) 51.9% 39.0% 51.9% 51.9% 39.0% 51.9% 

EggPC (w/wTotal lipids) 6.5% 19.4% 6.5% 6.5% 19.4% 6.5% 

mPBS:mTotal lipids before dilution 1.1:1 1.1:1 2.1:1 1.1:1 1.1:1 2.1:1 

mtotal lipids (mg) 770 770 770 770 770 770 

m(R)-CE3F4 (mg) 5.0 5.0 5.0 10 10 10 

(R)-CE3F4/lipid ratio (w/w) 0.65% 0.65% 0.65% 1.30% 1.30% 1.30% 

Final volume (mL) 5.5 5.5 5.5 5.5 5.5 5.5 

 [CE3F4] concentration expected 

(µg/mL) 
909 909 909 1818 1818 1818 
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2.3.2. Encapsulation in lipid nanocapsules 

The method used for the preparation of lipid nanocapsules (LNC) consisted of 

a phase inversion process (Heurtault et al., 2002). PBS was used as an aqueous phase, 

and a mixture of Solutol®, EggPC, and Miglyol® as lipid phase. Both phases were 

mixed into a vial containing a magnet. The vial was put into a water bath, and three 

temperature cycles of heating/cooling between 55°C and 85 °C were applied. After 

reaching 85°C for the third time, the vial was cooled to 65°C and a dilution with cold 

PBS (5°C) was performed under magnetic stirring, leading to the spontaneous 

formation of lipid nanocapsules. For (R)-CE3F4 encapsulation, the molecule was 

dissolved into Miglyol® before the process. All formulation conditions are 

summarized in Table 2. After the cold dilution step, the (R)-CE3F4 concentration was 

measured, and appropriate dilutions were performed for all formulas to obtain the 

final concentration of 625 µg/mL. The formula used for in vivo studies was filtered on 

a 0.22 µm PVDF filter (Millipore, Milford, MA, USA). 

2.3.3. Size and zeta potential measurements 

The particle average hydrodynamic diameter (DH) was determined by dynamic 

light scattering (Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments Corp., Worcestershire, UK). 

Samples were diluted in PBS before the measurements in a disposable cuvette and 

analyzed at a backscatter angle of 173°. Polydispersity index (PDI) was used as an 

indicator of size distribution. Zeta potential (ζ) was measured in the same apparatus 

in a folded capillary cell after 30-fold dilution with pure water (ionic strength 

corresponding to 1/30 PBS). 

2.3.4. Calculation of (R)-CE3F4 surface density and content per particle 

The number of (R)-CE3F4 molecules per nanoparticle was estimated (Eq. 4) as 

well as the potential surface density of (R)-CE3F4 (Eq. 5) for EggPC-liposomes, HSPC-

liposomes, LNC1, and LNC1-CE3F4High. The number of particles was estimated (Eq. 6) 

by dividing the virtual surface made of all surfactants “Svirtual” (Eq. 7) by the surface of 

one particle “Sparticle” (Suppl. Figure 1), the latter being calculated from the 



 

141 

 

hydrodynamic diameter (DH). For Sparticle, one surface must be considered for LNC, but 

the two surfaces of the bilayer must be estimated for liposomes (inner and outer 

surfaces). The properties of the surfactants used for the calculation of Svirtual are 

displayed in Suppl. Table 3. All calculations were made for 1 mL of formulation, 

considering the molar content of each surfactant and the lipids recovery (as 

measured in the case of liposomes; assumed to be 100% in the case of LNCs due to 

the one-pot process). Assumptions were made for particles surfaces calculations 

based on measured DH. For liposomes, the obtention of unilamellar structures was 

assumed, the impact of acyl chains lengths of DSPE-PEG2000 on bilayer thickness was 

neglected due to its small molar proportion (near 5%). For LNCs, the polymer 

thickness related to PEG-HS was not taken into account due to the lack of 

conformational information on PEG 660 at high surface concentration. 

Number of CE3F4 per particle = nCE3F4 × NA / Number of particles   (4) 

with NA: Avogadro number 

Surface density of CE3F4 = nCE3F4 × NA / Svirtual      (5) 

 

Number of particles = Svirtual / Sparticle       (6) 

with Sparticle detailed in Suppl. Fig. 1 

Svirtual=(ntensioactive 1×atensioactive 1+ntensioactive 2×atensioactive 2+…+ntensioactive n×atensioactive n)×NA

 with a: area of the tensioactive’s polar headgroup    (7) 

2.4. Vehicle for in vivo administration of free (R)-CE3F4  

The combination of Solutol HS 15, PEG200, and PBS (4.5:1:15, mPEG200/mSolutol HS 

15/vPBS) was evaluated to solubilize (R)-CE3F4 at the targeted concentration of 625 

µg/mL. Namely, for 1.0 mL of preparation, 0.625 mg of (R)-CE3F4 was dissolved in 

225 mg of PEG200 at 40°C, then 50 mg of Solutol HS 15 was added (4.5:1:15, 

mPEG200/mSolutol HS 15/vPBS), and the mixture was gently homogenized for 30 min at 

40°C. After this step, 750 µL of PBS at 40°C was added and the formula was gently 

mixed 10 min at 40°C then 1h at room temperature. To evaluate the solubilization or 

recrystallization of (R)-CE3F4, the formulation was observed under an optical 
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microscope after preparation and until 24 h at room temperature. The solution was 

filtered on a 0.22 µm PVDF filter (Millipore, Milford, MA, USA) before injection for in 

vivo studies. 

2.5. (R)-CE3F4 stability study in murine plasma, evaluation of the impact of 

formulations 

Formulations were first diluted in PBS if necessary to obtain an (R)-CE3F4 

concentration of 625 µg/mL, then a dilution in murine plasma was performed to 

obtain a concentration of 60 µg/mL. Samples were put into a rotary agitator at 37°C, 

and after 5 min to 26 h, they were treated as described in section 2.2.2 to quantify 

total (R)-CE3F4 (released and encapsulated) and its metabolite resulting from 

hydrolysis. For data representation and comparison between all formulations, a 

normalization of the data was made by the ratio between the measured (R)-CE3F4 

concentration at each sampling time and the measured concentration at 5 minutes 

(Eq. 8). 

Relative concentration (%) at time t = 100 × [CE3F4]t/[CE3F4]5min   (8) 

2.6. In vivo studies 

(R)-CE3F4 studies in healthy C57BL/6N mice were carried out according to the 

local ethical committee guidelines (agreement number APAFIS#5584-20 

16050312271349 v4). 7-week-old C57BL/6N male mice were purchased from Envigo 

(France) and let for 1 week after shipping for adaptation before starting experiments. 

Mice were kept in a separate animal room under climate-controlled conditions with a 

12 h light/dark cycle, housed in polystyrene cages containing wood shavings, and fed 

standard rodent chow and water ad libitum. In both studies, the (R)-CE3F4 

concentration was adjusted to 625 µg/mL with PBS for each formulation. The 

administrated dose was 5 mg/kg, corresponding to an administration of 200 µL for a 

25 g mouse. Formulations were slowly intravenously injected via a retro-orbital sinus. 

2.6.1. Pharmacokinetic study 
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The study was designed with two groups, treated with free (R)-CE3F4 or (R)-

CE3F4 encapsulated in LNC, and followed on 24 h (sampling times: 5’, 15’, 30’, 1 h, 2 

h, 3 h, 6 h, and 24 h). For each sampling time, three mice were used. In 

microcentrifuge tubes containing 30 µL of paraoxon solution (10-3 M, in DMSO), 300 

µL of blood were collected by cardiac puncture with EDTA-coated needles. After 

gently mixing the sample, centrifugation was performed for 5 min at 10,000 g. 50 µL 

of the supernatant was processed as detailed in section 2.2.2, and then analyzed. 

2.6.2. Biodistribution study 

2.6.2.1. Design of the study 

Two groups were treated with free 3H-CE3F4 or 3H-CE3F4 in 14C-LNC, and 

studied on 24 h with sampling times at 10’, 15’, 30’, 1 h, 4 h, and 24 h. Before the 

experiment, all mice were weighed. For each sampling time, heart, liver (including 

gallbladder), spleen, kidneys, and blood were collected and analyzed. Organ sampling 

occurred after a cardiac puncture with EDTA-coated needles allowing blood 

sampling. Blood and the totality of these organs were analyzed after sample 

treatment using a liquid scintillation counter (Model LS 6000 TA, Beckman, France), 

allowing the simultaneous quantification of 3H and 14C.  

2.6.2.2. Free 3H-CE3F4 

Radiolabeled 3H-CE3F4 in ACN was evaporated to dryness at room 

temperature under a stream of nitrogen in a 20 mL glass vial, then non-radioactive 

CE3F4 was added. 3H-CE3F4 and CE3F4 were solubilized as described above for free 

CE3F4 to obtain a total concentration of 625 g/mL and a tritium concentration of 4.0 

µCi/mL. Then the formulation was filtered through a 0.22 µm filter. For each mouse, 

0.80 µCi of 3H were injected. 

2.6.2.3. 3H-CE3F4 in 14C-LNC 

Radiolabeled 3H-CE3F4 in ACN and 14C-1-oleoyl-2-linoleoyl-GPC in 

EtOH:toluene were evaporated to dryness at room temperature under a stream of 
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nitrogen in a 20 mL glass vial, and non-radioactive (R)-CE3F4 was added. The dry 

residue was reconstituted with Miglyol at first, then encapsulation according to the 

LNC1 formulation was performed to obtain a total CE3F4 concentration of 625 g/mL, 

a 3H and a 14C radioactive concentrations of 4.0 and 0.4 µCi/mL respectively. The 

preparation was then filtered through a 0.22 µm filter. For each mouse, 1 µCi of 3H 

and 0.1 µCi of 14C were injected.  

2.6.2.4. Sample treatment 

100 µL of blood were added to 400 µL of a mixture of Soluene-350®:IPA (1:1) 

and incubated for 30 min at 50°C, then a decolorization step of the sample with H2O2 

(drop-to-drop addition) was done, and 4 mL of Hionic-Fluor was finally added as a 

scintillating liquid. The sample was vortexed before the analysis. 

The totality of the organs (heart, kidneys, spleen, liver) was analyzed. After 

weighing, each organ was cut into small pieces, which were mixed with 2 mL Soluene-

350® and incubated at 50°C overnight for tissue digestion. H2O2 was added (drop-

to-drop) until decolorization, 16 mL of Ultima Gold™ scintillating liquid was added 

before vortex mixing, and then treated samples were analyzed. 

2.6.2.5. Data analysis 

Radioactivity for each organ was expressed in percentage of the injected dose, 

by dividing the number of disintegrations per minute (DPM) measured on the whole 

organ after digestion by the injected DPM. In the case of blood, the total blood 

volume of the mouse was approximated as a function of its weight (K = 0.072 mL/g) 

(Diehl et al., 2001), and the total activity corresponding to the whole blood was 

obtained according to Eq. 9. 

Activitywhole blood = (Activityblood sample / Volumeblood sample) × K × mouse weight  (9) 

The total radioactivity measured in all investigated tissues was calculated as the 

sum of each organ and total blood activities per mouse. Additionally, the ponderation 
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of the activity by the mass of tissue analyzed was used to highlight differences in 

biodistribution between groups.  

2.7. Statistical analysis 

All data were processed in GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, 

CA, USA). Values are expressed as their mean ± standard deviation (µ ± S.D.). When 

comparing multiple groups, two-way ANOVA was applied with Bonferroni's multiple 

comparisons test. The statistical data were considered significant at p < 0.05 (*), 0.01 

(**), 0.001 (***). 

3. Results & Discussion 

3.1. (R)-CE3F4 encapsulation 

3.1.1. Liposomes 

The encapsulation of (R)-CE3F4 was investigated in liposomes prepared from 

HSPC or EggPC as main phospholipids, using various proportions of cholesterol. The 

type of phospholipid and the presence or not of cholesterol induced a significant 

effect on the amount of (R)-CE3F4 encapsulated (Figure 2), whereas the 

hydrodynamic diameter and the zeta potential remained relatively unchanged among 

formulations (Table 3). Maximal (R)-CE3F4 encapsulation (EE > 80%) and lipid 

recovery (LR > 80%) were obtained for EggPC liposomes without cholesterol, 

resulting in a drug loading (DL) of 11 % (mol/mol). In detail, Figure 2 and a two-way 

ANOVA analysis show a moderate impact of the phospholipid on EE (with HSPC 

being less favorable than EggPC), as well as a negative impact of cholesterol on EE. A 

significant interaction was found between both parameters, resulting in a drop of (R)-

CE3F4 encapsulation in liposomes prepared from HSPC and cholesterol. In this case, 

the measured (R)-CE3F4 concentration in the formulation was by far the lowest and 

close to the observed (R)-CE3F4 solubility in PBS (~ 40 µM). The investigation of an 

intermediate cholesterol proportion in HSPC liposomes confirmed the negative 

correlation between cholesterol and EE when this lipid is used (Suppl. Figure 2). 
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Other liposomal formulations containing DOBA or TPGS in their lipid composition 

also showed a negative impact of cholesterol on EE (Suppl. Tables 4 and 5). 

Altogether, these results suggest a competition in their insertion within the liposome 

bilayer between cholesterol and (R)-CE3F4, combined with an influence of the 

membrane fluidity related to differences between phase transition temperature of 

EggPC and HSPC which are respectively near -10°C (Amselem et al., 1995) and 52°C 

(Horowitz et al., 1992), and the influence of cholesterol (Ohvo-Rekilä et al., 2002; 

Halling et al., 2008). The interaction between CE3F4 and micelles of Triton X-100 has 

been recently reported, with the exposure of the CE3F4’s formyl moiety at the surface 

of the micelles while the hydrophobic part interacts with the aromatic ring and the 

hydrocarbon chain of Triton X-100 (Boulton et al., 2019). Regarding cholesterol 

location in bilayers, it is known that its hydroxyl group is exposed at the surface of the 

bilayer (in interaction with polar heads of phospholipids) while its hydrophobic parts 

(steroid core and hydrocarbon chain) interact with the hydrophobic tail of 

phospholipids (Ohvo-Rekilä et al., 2002). The competition between cholesterol and 

another apolar molecule (celecoxib) which also interacts with polar heads of 

phospholipids in liposome bilayer has already been described (Deniz et al., 2010). 

Indeed, the authors reported a lower celecoxib EE when cholesterol was added in 

large molar proportion (33%) in liposomes. Thus, according to our results and the 

literature, a competition between cholesterol and the CE3F4 in their location in 

bilayer membrane seems the most probable hypothesis. Despite this, (R)-CE3F4 was 

successfully encapsulated with satisfactory EE in at least three different liposomal 

formulations (EggPC, HSPC, and EggPC-Chol), which were further evaluated for their 

ability to protect (R)-CE3F4 from degradation in murine plasma. 
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Figure 2. (A) (R)-CE3F4 encapsulation efficiency (EE, blue) and lipid recovery (LR, red) for 

liposomes prepared from EggPC or HSPC, with or without cholesterol. (B) Drug loading 

(mol/mol) achieved with liposomes. n = 3 per formulation group; p-value < 0.05 (*), 0.01 (**), 

0.001 (***). 

 

Table 3. Colloidal properties of liposomes investigated for (R)-CE3F4 encapsulation (mean ± 

S.D., n = 3). 

 

3.1.2. Lipid nanocapsules 

Lipid nanocapsules (LNC) suspensions were obtained by mixing the Miglyol oil, 

containing dissolved (R)-CE3F4, with EggPC and Solutol HS15 in an aqueous medium. 

Unlike liposomes, this process consists of a one-pot mixing (no transfer, extrusion, or 

purification steps involved), alleviating the risk of drug or excipient loss. Excipients 

proportions were based on a reference LNC formulation (Heurtault et al., 2002), 

named LNC1 in the following. Other proportions within the domain of LNC formation 

were explored by altering the EggPC/Solutol ratio and the aqueous phase initial 

fraction (LNC2, LNC3). Two initial amounts of (R)-CE3F4 (5 mg for LNC1-3;10 mg for 

Formulation EggPC EggPC-Chol HSPC HSPC-Chol 

Hydrodynamic 

diameter (nm) 
90 ± 11 97 ± 11 106 ± 4 98 ± 6 

Polydispersity 

index 
0.067 ± 0.036 0.045 ± 0.023 0.082 ± 0.12 0.056 ± 0.003 

ζ potential 

(mV) 
-19.1 ± 3.0 -19.8 ± 4.4 -17.2 ± 3.7 -14.1 ± 0.9 
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LNC1-3-CE3F4High) were studied for a constant amount of lipids (770 mg) to evaluate 

the impact of the CE3F4:lipids ratio (w/w). The theoretical drug loading was therefore 

0.65% (w/w) for LNC1-3 and 1.30% for LNC1-3-CE3F4High. 

Homogeneous colloidal suspensions were obtained in all cases, with 

hydrodynamic diameters around 30 nm and polydispersity indexes below 0.2 (Table 

4). Notably, despite using (R)-CE3F4 concentrations more than a hundred-times 

above its solubility in PBS for all LNC formulations, optical microscopy observations 

indicated an absence of crystals in suspension, which was confirmed by the 

assessment of (R)-CE3F4 concentration after low-speed centrifugation as well as after 

filtration through a 0.2 µm filter (for example, (R)-CE3F4 recovery after the whole 

process was 101.8% ± 4.6% (n = 3) for LNC1), indicating a correct encapsulation of 

the (R)-CE3F4 in LNCs. When the initial (R)-CE3F4 amount was doubled (LNC1-3-

CE3F4High), this modification did not alter the formulation process, allowing high drug 

concentrations in the final LNC suspensions, up to 2 orders of magnitude higher than 

its PBS solubility and twice as much as in liposomes (Table 4). Compared to 

liposomes, the diameter is small enough to allow a 0.2 µm filtration as an easy 

sterilization process before in vivo studies. 

Table 4. Colloidal properties of LNC suspensions prepared in presence of (R)-CE3F4, and drug 

concentrations achieved in the preparation (n=1-3). 

 

3.2. (R)-CE3F4 degradation in plasma 

LNC formulations LNC1 LNC2 LNC3 
LNC1-

CE3F4High 

LNC2-

CE3F4High 

LNC3-

CE3F4High 

Hydrodynamic 

diameter (nm) 
29.3 ± 0.6 28.4 30.6 29.6 27.8 30.9 

Polydispersity 

index 
0.04 ± 0.01 0.16 0.03 0.09 0.16 0.09 

[CE3F4] (µg/mL)  913.3 910.1 917.7 1737 1766 1772 

CE3F4 recovery 100% 100% 101% 96% 97% 97% 

Drug loading 

(w/w) 

0.65% 0.65% 0.66% 1.24% 1.26% 1.27% 
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A plasmatic half-life of 39.9 min was previously reported for (R)-CE3F4 

(confidence interval 95%: from 36.9 to 43.4 min) (Submitted). The disappearance of 

(R)-CE3F4 in C57BL/6N mice plasma in vitro can be represented by a one-phase 

exponential decay for all formulation as shown in Figure 3. Results show 

unambiguously that liposomes do not confer any protection to (R)-CE3F4 from 

plasmatic degradation in vitro, with degradation kinetics similar to free (R)-CE3F4, 

suggesting a rapid release from the liposomes, or at least an insufficient protection 

from accessibility to enzymes. Other liposome formulations using TPGS or DOBA did 

not show any improvement either (Suppl. Tables 4 and 5). In contrast, LNC 

formulations increased (R)-CE3F4 apparent half-life by at least 2.7-fold (LNC2-

CE3F4High) and up to 5.9-fold (LNC1). The protection effect was higher for LNC1-3 

compared to LNC1-3-CE3F4High, showing the importance of the initial CE3F4-to-lipids 

ratio. A higher or faster drug release in the case of LNCs loaded with higher amounts 

of (R)-CE3F4 could explain this difference.  
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Figure 3. In vitro degradation kinetics of (R)-CE3F4 encapsulated in liposomes (EggPC, EggPC-

Chol, HSPC), in lipid nanocapsules (LNC1 to LNC3, and LNC1-CE3F4High to LNC3-CE3F4High), 

compared to free CE3F4 solubilized in DMSO, in C57BL/6N mice plasma. 50% of degradation is 

shown by a red dotted line. Detailed apparent half-lives are reported in the associated table. In 

all cases, the determination coefficient was higher than 0.99. 

 

A possible hypothesis accounting for these discrepancies of drug protection 

towards degradation could be a different accessibility of the drug molecules at the 

surface of the nanocarriers. Because liposomes and LNCs have notable differences in 

terms of particle size and drug loading, the number of (R)-CE3F4 molecules per 

nanoparticle surface was estimated (Suppl. Table 6). The differences in the values 

calculated for liposomes (0.18-0.23 molecules/nm2) and LNCs (0.09-0.16 

molecules/nm2) might not be enough to account for the protection effect observed 

experimentally. A more pronounced gap was found in terms of number of (R)-CE3F4 

molecules per nanoparticle (0.7-1.3×104 molecules/particle for liposomes, 2-4×102 
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for LNCs), suggesting a higher or faster drug release in the case of liposomes driven 

by a higher drug concentration gradient than in the case of LNCs. Based on these 

observations, the LNC1 formulation was selected for further in vivo evaluation of (R)-

CE3F4 delivery. 

3.3. (R)-CE3F4 fate in vivo  

3.3.1. Vehicle choice for the administration of free (R)-CE3F4  

Prajapati et al. already use DMSO 30% (in water) to solubilize (R)-CE3F4 for in 

vivo studies (Prajapati et al., 2019). However, in these conditions, we observed the 

recrystallization of (R)-CE3F4 at ambient temperature in less than 18 h, which does 

not allow the use of 30% DMSO for studies in animals over 24 h (data not shown). 

Because the use of DMSO with a proportion larger than 30% (v/v) is not 

recommended (Thackaberry et al., 2014), we explored the interest of Solutol HS 15 

and PEG200 to solubilize (R)-CE3F4 in PBS at the target concentration of 625 µg/mL. 

No recrystallization was observed during at least 24 h. The sterilization through a 0.22 

µm filter confirmed the solubilization of the drug, and allowed the use of the selected 

formulation for pharmacokinetic and biodistribution studies as the control group.  

3.3.2. Pharmacokinetic study  

In this study, paraoxon was used as metabolism inhibitor in murine plasma to 

stop the enzymatic degradation of (R)-CE3F4 that may occur between blood 

sampling and protein precipitation before HPLC analysis. A very fast disappearance of 

(R)-CE3F4 was observed for the two groups (free CE3F4 and LNC). Indeed, the (R)-

CE3F4 concentration measured was less than 2.0% of the maximal expected 

concentration in the bloodstream (~ 62.5 µg/mL) at 5 min. After 15 min, the (R)-

CE3F4 signal was below the limit of quantification (i.e. 0.40 µg/mL, corresponding to 

0.6% of the maximal expected concentration) despite the LNC use (Table 5). 
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Table 5. Measured plasma concentration of (R)-CE3F4 during pharmacokinetic study on 

C57BL/6N mice injected with free (R)-CE3F4 or (R)-CE3F4 encapsulated in lipid nanocapsules 

(LNC). < LOQ: signal below lower limit of calibration curve (0.40 µg/mL). 

 

This rapid clearance of free (R)-CE3F4 from the plasma is consistent with the 

rapid metabolization shown in vitro in murine plasma, mostly by hydrolysis of (R)-

CE3F4 by enzymes in plasma as previously reported by our team (Submitted). 

However, the main metabolite identified in vitro was not observed here in vivo using 

a similar HPLC-UV analysis, questioning hydrolysis as the main metabolism pathway, 

even though secondary products cannot be excluded. Other factors could explain the 

rapid clearance of free (R)-CE3F4, such as a fast distribution outside the plasma 

compartment, into tissues or blood cells (which are eliminated during sample 

treatment), a fast elimination, or a combination of these different possibilities.  

Despite promising results reported in vitro (section 3.2), it appeared that the 

formulation of (R)-CE3F4 with LNCs did not improve its pharmacokinetic profile. This 

could be explained by a faster drug release in vivo driven by conditions not 

encountered in vitro, such as sequestration in tissues or blood constituents. Another 

possibility is a stable entrapment in LNCs, which are rapidly cleared from the plasma. 

3.3.3.  Biodistribution studies 

To go deeper in the understanding of the fate of (R)-CE3F4 in vivo, the 

biodistribution was investigated using 3H-CE3F4 as a tracer. A 14C-lipid was also 

added in the LNC formulation to monitor the fate of the nanocarrier simultaneously. 

The impact of sterilizing by filtration was first investigated. The activities of 3H and 14C 

measured after filtration were respectively 98.5% and 97.7% of the initial values, and 

Group 
Sampling times 

5 min 15 min from 30 min to 24 h 

Free CE3F4 (µg/mL) 0.43 < LOQ < LOQ 

CE3F4 in LNC 

(µg/mL) 
1.30 ± 0.70 0.43 ± 0.07 < LOQ 
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the observed ratio 3H/14C in the formulation remained stable (8.95 before vs. 9.02 

after filtration). These results confirm the easy sterilization of CE3F4 formulated as 

LNCs. 

The biodistribution of free 3H-CE3F4 (Figure 4A) and 3H-CE3F4 delivered with 

LNCs (Figure 4B) showed similar trends with slight differences. Ten minutes after 

injection of free CE3F4, less than 5 % of the injected tritium was found in the blood, 

with some distribution to liver and kidneys, then plateauing or decreasing. This is 

consistent with the rapid clearance from the plasma compartment described above 

and supports a rapid elimination rather than any accumulation in the investigated 

tissues. In the case of CE3F4 delivered with LNCs, no significant differences in the 

fractions of injected doses were measured, suggesting a rapid release of CE3F4 from 

LNCs and a similar distribution compared to free CE3F4. A slight increase in drug 

amount can still be noticed in the liver in the first hour. This last observation is 

confirmed when correcting the measured 3H activities by the organ weight (Figure 

4C), which shows a higher CE3F4 presence in the liver tissue when delivered with 

LNCs, probably due to the accumulation of LNCs in the liver. 

It can be noted that all organs exhibit a similar activity at 24 h (25-60 DPM/mg 

of tissue). This could be explained by the hydrolysis of the formamide bond of CE3F4 

by plasmatic enzymes in rodents (Gleason and Vogh, 1971; Takenaga et al., 1998) 

(submitted). This would produce 3H-formic acid, which is known to react with 

macromolecules, to be metabolized as CO2 + H2O, or to be directly eliminated in 

urines (Thompson, 1992), altering a proper evaluation of CE3F4 biodistribution with 

unwanted signal correlated to formic acid distribution. 
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Figure 4. Biodistribution of 3H in different organs is expressed as a percentage of the injected 

dose (A, B). (A) Free 3H-CE3F4 and (B) 3H-CE3F4 formulated with 14C-LNCs were injected 

intravenously into C57BL/6N mice. (C) 3H distribution in organs corrected by the mass of each 

organ, for free 3H-CE3F4 and 3H-CE3F4 delivered with LNCs. P-value < 0.05 (*). 

 

The simultaneous labeling of 3H-CE3F4 and 14C-LNC (using a 14C-phospholipid 

as a tracer of LNCs) allowed us to investigate the fate of these nanocarriers and to 

compare it with the (R)-CE3F4’s. First, we can observe in Figure 5 that the 14C 

biodistribution profile is very different from the tritium biodistribution profile, with 

still 84% of the injected dose recovered at 10 min, overwhelmingly recovered in the 

blood compartment (72% of the injected dose), and distribution to the liver which 
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becomes the main distribution compartment after 3 hours. The mean half-life in 

blood was 1.4 hours (confidence interval 95%: [0.8 to 5.0]), which is consistent with a 

previous study using radiolabeled LNC (Lacoeuille et al., 2007). The liver uptake of 

14C-LNC could explain the slight increase in liver uptake of 3H-CE3F4 administered as 

LNC formulation (Figure 4C). Furthermore, as reported in Table 6, the 3H-to-14C ratio 

in blood samples dropped from its initial value of 9.02 in the formulation to 0.88 ± 

0.49 after 10 min, down to a minimum of 0.37 ± 0.17 after 15 min, showing a fast 

release of 3H-CE3F4 from 14C-LNC. Thus, these results on 3H-CE3F4 and 14C-LNC 

biodistributions show that a small fraction of CE3F4 administered as LNCs is delivered 

to the liver with the nanocarriers, while the rest of the drug is rapidly released and 

follows the same fate as free CE3F4. 
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Figure 5. Biodistribution of 14C in different organs is expressed as the percentage of the injected 

dose. 3H-CE3F4 in 14C-LNC formulation was injected into C57BL/6N mice. 
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Table 6. Kinetics of 3H/14C ratio in healthy C57BL/6 mice from the LNC formulation 

intravenously injected to blood samples analyzed. 

 

4. Conclusions 

To our knowledge, this is the first study describing the pharmacokinetics and 

biodistribution of (R)-CE3F4, and its formulation with nanocarriers to modulate its 

stability and delivery. (R)-CE3F4 was successfully encapsulated in liposomes and 

LNCs, and these lipid-based nanocarriers increased its apparent solubility by up to 

two orders of magnitude compared to its solubility in water. An interaction between 

the drug and cholesterol within liposomes has been unveiled, and its nature remains 

to be elucidated. Only LNCs were found to offer significant protection of (R)-CE3F4 

from degradation, in addition to be compatible with sterilizing filtration, making 

these nanocarriers the most suitable candidates for in vivo administration. While the 

described LNC formulations did not significantly improve the drug pharmacokinetic 

profile after intravenous administration to mice, this study provides new fundamental 

data on the (R)-CE3F4 behavior in vivo. Thus, essential foundations have been laid for 

the development of future formulations aiming at improving (R)-CE3F4 delivery. 
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Supplementary for Toussaint et al. “Stability, pharmacokinetics, and biodistribution in mice of the EPAC1 inhibitor (R)-

CE3F4 entrapped in liposomes and lipid nanocapsules”  

Suppl. Methods 

Suppl. Table 1. Proportions of (R)-CE3F4 and lipids used for CE3F4 encapsulation in TPGS-liposomes. 

 

Suppl. Table 2. Proportions of (R)-CE3F4 and lipids used for CE3F4 encapsulation in DOBA-liposomes. 

TPGS-liposomes formulations TPGSLow TPGSMedium TPGSHigh TPGSMedium-CholLow 
TPGSMedium-

CholMedium 
TPGSMedium-CholHigh 

[(R)-CE3F4] (mM) 2.85 2.85 2.85 2.85 2.85 2.85 

[Lipids] concentration (mM) 25.0 25.0 25.0 25.0 25.0 25.0 

(R)-CE3F4/lipid ratio (mol/mol) 11.4% 11.4% 11.4% 11.4% 11.4% 11.4% 

Lipid molar 

proportion 

(n/ntotal lipids) 

EggPC 79.7% 64.7% 49.7% 49.7% 39.7% 29.7% 

Cholesterol - - - 15.0% 25.0% 35.0% 

DSPE-PEG2000 5.3% 5.3% 5.3% 5.3% 5.3% 5.3% 

TPGS 15.0% 30.0% 45.0% 30.0% 30.0% 30.0% 

DOBA-liposomes formulations DOBALow DOBAMedium DOBAHigh DOBAMedium-CholLow DOBAMedium-CholMedium 
DOBAMedium-

CholHigh 

[(R)-CE3F4] (mM) 2.85 2.85 2.85 2.85 2.85 2.85 

[Lipids] concentration (mM) 25.0 25.0 25.0 25.0 25.0 25.0 

(R)-CE3F4/lipid ratio (mol/mol) 11.4% 11.4% 11.4% 11.4% 11.4% 11.4% 

Lipid molar 

proportion 

(n/ntotal lipids) 

EggPC 79.7% 64.7% 49.7% 49.7% 39.7% 29.7% 

Cholesterol - - - 15.0% 25.0% 35.0% 

DSPE-PEG2000 5.3% 5.3% 5.3% 5.3% 5.3% 5.3% 

DOBA 15.0% 30.0% 45.0% 30.0% 30.0% 30.0% 
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Suppl. Figure 1. Structural organization of a liposome (left) and a lipid nanocapsule (right), and 

related surface’s calculations. DH: hydrodynamic diameter.  

 

Suppl. Table 3. Properties of surfactants used for liposomes or lipid nanocapsules formulations. 

*: Polymer thickness for a DSPE-PEG2000 proportion of 5% (mol/mol)   

(1) (Drabik et al., 2020); (2): (Watkins et al., 2011); (3): (Lacoeuille et al., 2007) 

Formulation 
Surfactant  EggPC HSPC DSPE-PEG2000 PEG-HS 

Molecular mass (g/mol) 770 784 2805 960 (3) 

Liposomes 

(bilayer) 

Mean area per 

surfactant molecule in 

bilayer (nm²) 

0.61 (POPC) (1) 0.46 (1) 0.38 (2) - 

Membrane thickness 

(nm) 
3.43 (POPC) (1) 4.29 (1) 4.50 (2) - 

Polymer thickness (nm) - - 3.80* (2) 
Unknow

n 

LNC 

(monolayer) 

Area per surfactant 

molecule in monolayer 

(nm²) 

0.65 (POPC) (1) - - 0.43 (3) 
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Suppl. Figure 2.  Influence of the cholesterol proportion on (R)-CE3F4 encapsulation efficiency for liposomes made with HSPC. 

 

Suppl. Table 4.  Results on EE%, and (R)-CE3F4’s apparent half-life in murine plasma for TPGS-liposomes. 

 

Suppl. Table 5. Results on EE%, and (R)-CE3F4’s apparent half-life in murine plasma for DOBA-liposomes. 

TPGS-liposomes formulations TPGSLow TPGSMedium TPGSHigh TPGSMedium-CholLow TPGSMedium-CholMedium TPGSMedium-CholHigh 

EE (%) 99.6 97.6 102.4 101.3 92.4 36.6 

(R)-CE3F4’s apparent t1/2 in 

murine plasma (h) 
0.70 0.74 0.77 0.73 0.73 0.85 

DOBA-liposomes formulations DOBALow DOBAMedium DOBAHigh DOBAMedium-CholLow DOBAMedium-CholMedium DOBAMedium-CholHigh 

EE (%) 86.9 84.5 57.4 88.8 32.3 23.7 

(R)-CE3F4’s apparent t1/2 in murine 

plasma (h) 
0.74 0.71 0.72 0.71 0.75 0.72 
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Suppl. Table 6. Detailed steps and calculated parameters used to estimate the potential (R)-

CE3F4 surface density and the number of (R)-CE3F4 molecules per liposome (EggPC, HSPC) or 

lipid nanocapsule (LNC1, LNC1-CE3F4High). 

References for the Supporting Information 

Drabik, D., Chodaczek, G., Kraszewski, S., Langner, M., 2020. Mechanical Properties 

Determination of DMPC, DPPC, DSPC, and HSPC Solid-Ordered Bilayers. Langmuir 36, 

3826–3835. https://doi.org/10.1021/acs.langmuir.0c00475 

Lacoeuille, F., Hindre, F., Moal, F., Roux, J., Passirani, C., Couturier, O., Cales, P., Le Jeune, J.J., 

Lamprecht, A., Benoit, J.P., 2007. In vivo evaluation of lipid nanocapsules as a promising 

colloidal carrier for paclitaxel. International Journal of Pharmaceutics 344, 143–149. 

https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2007.06.014 

Watkins, E.B., El-khouri, R.J., Miller, C.E., Seaby, B.G., Majewski, J., Marques, C.M., Kuhl, T.L., 

2011. Structure and Thermodynamics of Lipid Bilayers on Polyethylene Glycol Cushions: 

Fact and Fiction of PEG Cushioned Membranes. Langmuir 27, 13618–13628. 

https://doi.org/10.1021/la200622e

Step Parameter 

Liposomes  Lipid nanocapsules 

EggPC HSPC 
 

LNC1 
LNC1-

CE3F4High 
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EggPC (molecules/mL) 1.26×1019 -  7.12×1018 7.12×1018 

HSPC (molecules/mL) - 1.10×1019  - - 

DSPE-PEG2000 

(molecules/mL) 
7.05×1017 6.14×1017 

 
- - 

PEG-HS (molecules/mL) - -  3.19×1019 3.19×1019 

Total surface’s 

tensioactives calculated 

(nm²/mL) 

7.95×1018 5.28×1018 

 

1.83×1019 1.83×1019 
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 DH measured (nm) 90.0 106  29.3 29.6 

Outer surface 

(nm²/particle) 
21331 30419 

 
2697 2753 

Inner surface 

(nm²/particle) 
17927 25345 

 
- - 

Total particle’s surfaces 

(nm²/particle) 
39258 55764 

 
2697 2753 
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CE3F4 (molecules/mL) 1.46×1018 1.20×1018  1.56×1018 2.99×1018 

Number of particles/mL 2.03×1014 9.47×1013  6.81×1015 6.66×1015 

Surface density of CE3F4 

(CE3F4/nm² of lipids) 

0.18 0.23  0.09 0.16 

Number of CE3F4/particle 7187 12680  229 449 
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Discussion Générale 
 
L’intérêt du CE3F4 pour l’inhibition d’EPAC1 a été mis en lumière il y moins de 

10 ans. Cette molécule a d’abord été utilisée comme outil pour la compréhension du 

rôle d’EPAC1 dans des mécanismes cellulaires (1,2). La première étude in vivo utilisant 

le CE3F4 date de 2019 et s’est intéressée à l’utilisation de cette molécule de façon 

préventive pour limiter les arythmies sur un modèle murin (3). Les auteurs ont suivi 

une réponse physiologique cardiaque, mais n’ont pas réalisé d’études du devenir de 

cette molécule chez la souris. Les travaux décrits dans ce manuscrit sont, par 

conséquent, les premiers à s’intéresser au devenir du CE3F4 chez l’animal. Des 

informations fondamentales ont été obtenues tant sur des aspects biologiques 

(biodistribution chez la souris, différences métaboliques interespèces avec 

métabolisme plasmatique très important chez la souris) que sur des aspects 

pharmacotechniques (solubilité, encapsulation du CE3F4 dans différentes 

nanoparticules lipidiques). En particulier, le CE3F4 a présenté une distribution très 

rapide en dehors du compartiment sanguin. Cependant, la cible EPAC1 est 

ubiquitaire. Il est donc indispensable d’adresser spécifiquement le CE3F4 au tissu 

cardiaque en référence à ce que nous avons décrit dans la partie bibliographique de 

ce mémoire.  

En plus d’avoir développé une méthode permettant la quantification du CE3F4 

en milieu plasmatique, un mécanisme de métabolisation plasmatique exclusivement 

murin a été mis en évidence comparativement au plasma humain. Dans le cadre d’un 

développement de potentiels médicaments, cette information est cruciale pour la 

mise au point d’études adaptées au stade préclinique, pour la modélisation 

pharmacocinétique-pharmacodynamique (PK-PD), ainsi que pour la transposition du 

stade préclinique au stade clinique, qui rappelons-le est critique et sujette à des 

problèmes de non reproductibilité ainsi que de non efficacité (4–10).  
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1. Développement analytique pour le dosage plasmatique du CE3F4 

1.1. Validation et recherche d’un inhibiteur enzymatique efficace 

La méthode de dosage LC-UV a été validée initialement pour le dosage du 

CE3F4 dans le plasma humain pour des concentrations comprises entre 0,40 et 150 

µg/mL selon des spécifications compatibles avec celles fournies par l’Agence 

Européenne du Médicament pour la validation des méthodes en bioanalyse. Elle a pu 

être transposée et validée avec succès pour le dosage du CE3F4 dans le plasma de 

souris. Il est intéressant de préciser que cette méthode a été validée sur des plasmas 

d’espèces différentes, sur des chaînes LC-UV différentes, et avec plusieurs années 

d’écart. Ceci permet de conforter la robustesse du procédé utilisé pour le traitement 

des échantillons, et être confiant dans l’application de cette méthode par d’autres 

laboratoires. 

Grâce à cette méthode, une différence majeure de métabolisme a été mise en 

évidence, avec une métabolisation très importante et rapide du CE3F4 dans le plasma 

de souris. Ainsi, pour les études in vivo, il a été indispensable de rechercher un 

inhibiteur enzymatique permettant de limiter la dégradation du CE3F4 entre le 

moment où le sang de la souris est prélevé et la précipitation des protéines 

plasmatiques par les solvants organiques (éthanol et acétonitrile). Comme mentionné 

dans la première partie expérimentale, l’hydrolyse de la liaison N-formamide du 

CE3F4 a été suggérée et confirmée par des analyses en LC-MS/MS. Pour obtenir une 

inhibition enzymatique suffisante, différents inhibiteurs d’hydrolases ont été étudiés à 

différentes concentrations : le paraoxon, le bis(4-nitrophenyl) phosphate (BNPP) et le 

benzile. Seul le paraoxon a permis une inhibition de la dégradation du CE3F4, et sa 

stabilisation suffisante dans les échantillons sanguins. 

Ainsi, en plus d’avoir validé la méthode de quantification du CE3F4 dans le 

plasma de deux espèces (humain, souris), l’hydrolyse de la liaison N-formamide du 
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CE3F4 a été identifiée comme voie de dégradation principale dans le plasma murin, 

cependant l’enzyme concernée n’a pas été identifiée. 

1.2. Hypothèses sur l’enzyme impliquée dans la dégradation plasmatique du 

CE3F4 

Concernant l’enzyme responsable de la dégradation du CE3F4, une première 

hypothèse est l’implication de l’aryl-formylamine amidohydrolase (connue sous le 

nom de kynurénine formamidase, ou AFMID). Cette enzyme est connue pour 

hydrolyser les liaisons N-formamide. Elle est impliquée dans le métabolisme du 

tryptophane (11) et elle inhibée par le paraoxon (12). Cette enzyme fait partie de la 

superfamille des α/β hydrolases (13) et présente une triade catalytique de trois acides 

aminés au niveau de son site actif : un nucléophile, un basique et un acide, avec par 

exemple la triade sérine-histidine-aspartate présente notamment au niveau du site 

actif de la chymotrypsine (14,15). La superfamille des α/β hydrolases inclut les 

cholinestérases telles que l’acétylcholinestérase (AChE) et la butyrylcholinestérase 

(BChE), et inclut aussi les carboxylestérases (CE) (16). L’AFMID, l’AChe, la BChE et les 

CE sont toutes sensibles à l’action inhibitrice du paraoxon, avec des concentrations 

inhibitrices médianes (IC50) similaires (17,18). D’une part Oesch-Bartlomowicz et 

Oesch ont reporté dans leurs travaux que les mêmes enzymes peuvent catalyser 

l’hydrolyse des esters ou des formamides (19), d’autre part Liederer et Borchardt ont 

souligné le fait que certaines estérases ne sont pas limitées à un seul type de réaction 

ou à l’hydrolyse d’un seul et unique substrat (20). Ce dernier point a notamment été 

confirmé in vivo par Dobrovolsky et al. sur des souris déficientes en AFMID (11). 

L’hypothèse formulée suggère aussi l’implication d’estérases telles que les 

cholinestérases ou les carboxylestérases qui hydrolyseraient la liaison N-formamide 

du CE3F4. Les estérases peuvent être classées en trois groupes (A, B et C) selon leurs 

interactions avec les composés organophosphorés (OP) (19). Les A-estérases peuvent 

métaboliser les OP et peuvent être inhibées par l’EDTA (21), les B-estérases sont 

fortement inhibées par les OP, alors que les C-estérases n’interagissent pas avec les 
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OP. Dans le groupe des B-estérases, 3 sous-groupes ont été identifiés : AChE, BChE, 

et CE. Toutes les B-estérases sont inhibées par le paraoxon (20). De plus, il est 

intéressant de noter que les CE ne sont pas présentes dans le plasma humain à 

l’opposé du plasma de souris (22), ce qui pourrait expliquer les résultats observés 

concernant la différence de métabolisation du CE3F4 entre les plasmas humain et 

murin. L’organisation des enzymes citées ainsi que leurs propriétés particulières sont 

résumées dans la Figure 1. 

Figure 1 : Résumé de l’organisation des enzymes citées appartenant à la superfamille des α/β 

hydrolases. En rouge, les inhibiteurs enzymatiques. En vert, les propriétés particulières des 

enzymes. BNPP : bis(4-nitrophenyl) phosphate ; EDTA : acide éthylènediaminetétraacétique. 

 

Dans la première partie expérimentale, différents inhibiteurs ont été testés 

pour le traitement d’échantillons plasmatiques : l’EDTA, le paraoxon, le bis(4-

nitrophenyl) phosphate (BNPP) et le benzile. Le paraoxon inhibe toutes les B-

estérases. Le BNPP inhibe spécifiquement et irréversiblement les phosphodiestérases 

(23), les CE (24,25) au sein du groupe des B-estérases et n’a aucune activité sur la 

BChE (26). Le benzile quant à lui inhibe spécifiquement les CE et de manière 

réversible, et n’a aucune action sur l’AChE et la BChE (27–29). D’après les résultats 

observés in vitro, le paraoxon a permis une inhibition enzymatique et les autres 
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inhibiteurs testés étaient sans effet. L’AFMID, l’AChE et la BChE pourraient donc 

hydrolyser le CE3F4. Parmi les résultats obtenus, une dégradation importante du 

CE3F4 a été observée après 3 jours à 5°C dans le plasma de souris en présence de 

paraoxon, alors que l’inhibition était totale pendant une heure à 37°C et que le 

paraoxon est connu pour exercer une inhibition irréversible. Il s’avère que la 

réactivation spontanée de BChE chez la souris après une inhibition par un OP a été 

décrite par Li et al. (22). Ainsi, d’après l’ensemble des résultats et les spécificités des 

estérases, la BChE pourrait être à l’origine de l’hydrolyse du CE3F4 (Figure 1). 

Pour conclure, l’AFMID ou la BChE pourraient être impliquées dans la 

dégradation plasmatique du CE3F4. Des expériences restent à envisager pour 

confirmer l’enzyme mise en jeu dans la dégradation du CE3F4. Cela permettrait 

l’utilisation d’un inhibiteur spécifique et/ou moins toxique que le paraoxon pour la 

stabilisation du CE3F4 lors du traitement des échantillons biologiques, ou même 

d’envisager in vivo une co-administration avec le CE3F4 si l’inhibiteur ne présente 

aucune toxicité. 

2. Formulation du CE3F4 à l’aide de nanovecteurs lipidiques 

2.1. Discussion sur les formulations mises au point 

Au cours des études présentées dans la seconde partie expérimentale, deux 

types de nanoparticules lipidiques ont été utilisées pour l’encapsulation du CE3F4 : 

des liposomes ou des nanocapsules lipidiques (NCL) (Tableau 1). En ce qui concerne 

les liposomes, seul le ratio molaire de DSPE-PEG2000 n’a pas varié, les proportions 

des composants ont été modulées pour favoriser l’encapsulation. Pour l’ensemble des 

formulations étudiées, seule la proportion de cholestérol a influé négativement les 

taux d’encapsulation du CE3F4. Lorsque le cholestérol était absent, le CE3F4 a pu être 

encapsulé avec succès dans l’ensemble des cas de figures, avec des concentrations 

apparentes de l’ordre de 1 mg/mL, alors que la solubilité aqueuse observée était de 

14 µg/mL. Il est ainsi ressorti que l’encapsulation du CE3F4 dans ces types de 
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particules lipidiques était possible et que seule la présence de cholestérol limitait 

significativement cette encapsulation dans les conditions étudiées. 

Tableau 1 : Résumé des lipides utilisés dans la deuxième partie expérimentale en fonction du 

type de particule lipidique (U : utilisé ; NU : non utilisé) 

Lipide Rôle(s) Liposomes 
Nanocapsules 

lipidiques 

EggPC Emulsifiant U U 

HSPC Emulsifiant U NU 

DSPE-PEG2000 Tensioactif, furtivité U NU 

Solutol HS15 Tensioactif, furtivité NU U 

DOBA Tensioactif U NU 

TPGS Tensioactif, antioxydant U NU 

Cholestérol Fluidité membranaire U NU 

Miglyol Compartiment huileux NU U 

 

L’hypothèse d’une compétition au niveau d’une localisation commune du 

cholestérol et du CE3F4 au sein des membranes a été avancée. Boulton et al. ont 

observé des interactions entre le CE3F4 et un tensioactif (Triton X-100) (30). Le CE3F4 

se positionne à l’interface des micelles formées par le tensioactif, avec exposition du 

groupement N-formyl en surface, le reste de la molécule ayant des interactions 

hydrophobes avec le noyau aromatique et la chaîne carbonée du triton X-100. Or ce 

positionnement est également observé avec le cholestérol dont le groupement 

hydroxyle interagit avec les têtes polaires des phospholipides en surface, alors que le 

noyau stéroïde interagit avec les chaînes carbonées de ces phospholipides (31). Deniz 

et al. ont observé une compétition entre une substance active (le celecoxib, qui 

interagit lui aussi avec les têtes polaires des phospholipides) et le cholestérol dans les 

membranes lipidiques, ce dernier diminuant l’encapsulation de la molécule (32). Ainsi, 

une compétition entre le CE3F4 et le cholestérol au niveau des membranes semble 

probable, mais des études complémentaires sont à mener afin de confirmer cette 

hypothèse (par exemple par calorimétrie différentielle à balayage).  
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Le Tableau 2 synthétise les informations qui concernent l’encapsulation du 

CE3F4 dans les liposomes et les NCL, l’impact des formulations sur la protection du 

CE3F4 dans le plasma murin (in vitro) et les essais in vivo. Il est à noter que le CE3F4 

est une molécule qui a entrainé plusieurs difficultés au cours du projet. Elle est peu 

soluble dans l’eau, adsorbée sur les plastiques, et instable dans les milieux 

biologiques. Ces observations ont aussi été réalisées par l’équipe de la plateforme 

SMArt-MS (responsable Alain Pruvost, Service de Pharmacologie et Immunoanalyse, 

CEA Saclay) dans le cadre du projet global au sein du Labex LERMIT. Ces propriétés 

limitent les possibilités d’évaluation de la libération du CE3F4 en dehors des 

nanoparticules via l’utilisation de membranes de dialyse, d’unité d’ultrafiltration, ou 

d’une ultracentrifugation. Ainsi, l’évaluation de la cinétique de libération du CE3F4 en 

milieu biologique depuis les nanoparticules n’a pas pu se faire de manière directe. 

Cependant, l’utilisation de la demi-vie apparente a permis d’évaluer leur capacité à 

protéger le CE3F4 de la dégradation enzymatique en posant l’hypothèse suivante : si 

le CE3F4 reste encapsulé en milieu biologique, il ne peut pas être dégradé, donc un 

allongement de la demi-vie apparente serait alors observé. Cette approche a permis 

de rationnaliser la sélection des formulations en vue d’une administration chez 

l’animal. 

Tableau 2 : Résumé des caractéristiques principales des nanovecteurs testés dans la deuxième 

partie expérimentale 

Critère de comparaison Liposomes Nanocapsules lipidiques 

Densité maximale du CE3F4 à la 

surface des particules 

(CE3F4/nm²) 

0,15 à 0,23 0,06 à 0,16 

Nombre de CE3F4 par particule 7,2.103 à 1,3.104 1,7.102 à 5,0.102 

Demi-vie apparente in vitro 
Pas d’amélioration par 

rapport à la molécule libre 

Augmentation d’un facteur 

2,7 à 5,9 

Pharmacocinétique du CE3F4 

encapsulé 

Pas d’amélioration par 

rapport à la molécule libre 

Pas d’amélioration par 

rapport à la molécule libre 

Biodistribution du 3H-CE3F4 Non étudiée Similaire à la molécule libre 
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La différence majeure observée entre les liposomes et les NCL réside dans la 

protection du CE3F4 in vitro, en milieux plasmatique murin. Les liposomes n’ont pas 

présenté d’impact notable dans la protection du CE3F4 vis-à-vis de la dégradation 

enzymatique.  

Deux différences majeures entre liposomes et NCL sont à souligner : 

- la différence structurale : des liposomes d’environ 100 nm ont été obtenus, ils 

sont formés par une bicouche lipidique dont l’épaisseur dépend des 

phospholipides utilisés [épaisseur de 3,4 nm pour l’EggPC et de 4,3 nm pour 

l’HSPC (33)], délimitant un cœur aqueux, et cette bicouche correspond au 

compartiment dans lequel le CE3F4 est potentiellement encapsulé ; les NCL 

sont des particules « pleines » (ici d’environ 30 nm) avec un cœur huileux, ainsi 

le compartiment d’encapsulation correspondrait plutôt à la particule dans sa 

totalité ; 

- le nombre de molécules de CE3F4 par particule : entre 7,2.103 et 1,3.104 pour les 

liposomes testés, 1,7.102 et 5,0.102 pour les NCL. 

La stabilité du CE3F4 dans les NCL peut donc être liée : 

- au cœur lipidique qui permettrait une distribution particulaire du CE3F4 

ailleurs qu’à l’interface lipide/eau, sachant qu’une position à l’interface favorise 

la libération d’une molécule encapsulée vers le milieu de libération (32) ; 

- à une quantité de CE3F4 par particule plus faible pouvant influencer la 

cinétique diffusion d’une molécule encapsulée dans un milieu « donneur » 

(liposome/NCL) vers un milieu « receveur », le plasma de souris dans notre cas. 

D’après la loi de Fick, la vitesse de diffusion d’une molécule depuis un 

compartiment concentré (liposome/NCL) vers le compartiment moins 

concentré (plasma) est dépendante de la différence de concentration entre ces 

deux compartiments. Ainsi si le gradient est plus important, la vitesse de 

libération le sera aussi. 
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Concernant ce dernier point, il est intéressant de souligner que le milieux receveur 

(plasma) permet la solubilisation correcte du CE3F4 (>100 µg/mL), et que les enzymes 

plasmatiques dégradent le CE3F4 (plasma murin). Ainsi, il est impossible d’atteindre 

un équilibre entre les milieux donneurs et receveurs, et le CE3F4 est libéré jusqu’à 

métabolisation totale. 

Bien que des différences aient pu être observées in vitro entre liposomes et 

NCL, aucune différence n’a pu être démontrée sur les profils pharmacocinétiques 

entre la molécule libre et celle encapsulée dans les liposomes ou dans les NCL. La 

biodistribution du 3H-CE3F4, vectorisé par les nanocapsules ou sous forme libre, 

témoigne d’une sortie du compartiment sanguin dès les 10 premières minutes de 

l’étude où moins de 15% de la dose injectée est retrouvée dans l’ensemble des tissus 

analysés (sang, cœur, foie, rate, reins). Ce comportement témoigne d’un grand 

volume de distribution du CE3F4, et compte tenu des quantités retrouvées dans les 

différents organes, cette distribution se ferait vers des tissus non étudiés tels que le 

tissu adipeux.  

2.2. Autres formulations explorées 

Au cours de ce travail, d’autres formulations de liposomes ou de NCL 

encapsulant le CE3F4 ont été étudiées en vue d’améliorer la protection du CE3F4 en 

limitant sa libération hors des particules. C’est indirectement, en suivant la 

dégradation du CE3F4 dans le plasma murin, que nous avons réalisé ces études. 

2.2.1. Liposomes 

Afin d’améliorer la stabilité du CE3F4 dans les liposomes, différentes 

approches ont été utilisées. Déjà mentionnée dans la partie expérimentale 

précédente, l’utilisation de TPGS ou de DOBA a été envisagée notamment en vue 

d’augmenter la stabilité par la mise en place d’interactions entre le noyau aromatique 

du CE3F4 et celui des deux lipides testés (π-π stacking). L’observation d’une cinétique 
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de dégradation du CE3F4 similaire aux formulations liposomales de référence (EggPC 

ou HSPC, avec ou sans cholestérol) a montré une absence d’effet bénéfique. 

L’influence de la structure des liposomes sur la rétention du CE3F4 encapsulé a 

également été étudiée. En effet, les liposomes testés devraient présenter une 

structure unilamellaire à la suite de l’étape d’extrusion sur membrane de 

polycarbonate ayant un diamètre de pores de 0,1 µm. C’est pourquoi une 

organisation multilamellaire a été testée afin d’augmenter le nombre de bicouches 

entourant la phase aqueuse et donc de potentiellement limiter le phénomène de 

diffusion. Les particules testées furent celles obtenues après l’étape d’hydratation du 

film lipidique, qui permet la formation spontanée de vésicules multilamellaires de 

tailles variables. Une dégradation rapide du CE3F4 a été observée avec ces particules, 

sans gain par rapport aux autres formulations testées. 

Une solubilisation du CE3F4 par des cyclodextrines (CD) a aussi été envisagée 

afin d’augmenter la solubilité apparente du CE3F4 pour une encapsulation dans le 

cœur aqueux des liposomes, et ainsi favoriser la rétention du CE3F4. Des α-CD, 

méthyl-β-CD, hydroxypropyl-β-CD, sulfobutylether-β-CD, et γ-CD ont été utilisées 

pour solubiliser le CE3F4. La solubilité apparente du CE3F4 en présence de ces 

différentes CD restait trop faible pour permettre une encapsulation dans les 

liposomes. Même pour des concentrations en CD supérieures à 25 mg/mL, il n’était 

pas possible d’obtenir une concentration finale en CE3F4 de l’ordre de 625 µg/mL, 

cette valeur ayant été définie par extrapolation des résultats cellulaires obtenues par 

l’équipe de Rodolphe Fischmeister (INSERM UMR-S 1180, Université Paris-Saclay), et 

a servi de valeur de référence obtenue pour les autres formulations. De plus, il est à 

noter que parmi les β-CD testées, la méthyl-β-CD n’aurait pas pu être envisagée pour 

une application in vivo en raison de sa toxicité par voie intraveineuse (34).  

2.2.2. Nanocapsules lipidiques 
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L’impact de la composition des NCL a aussi été étudié de façon préliminaire. La 

DPPC (1,2-dipalmitoylphosphatidylcholine) a été utilisée en remplacement de 

l’EggPC, le DSPE-PEG en remplacement du Solutol HS15 (diminution de la quantité 

de Solutol présente), et même le cholestérol a pu être ajouté dans une formulation 

connue (ajout à la formulation « LNC1 » présentée dans la partie expérimentale 

précédente). Pour l’ensemble des formulations explorées, la quantité de CE3F4 était 

constante et similaire aux formulations décrites précédemment. Les résultats observés 

sur la cinétique de dégradation du CE3F4 dans le plasma murin étaient similaires, 

quelle que soit la formulation mentionnée. Le facteur prépondérant restait le ratio 

initial de CE3F4 par rapport aux lipides comme décrit dans le deuxième chapitre 

expérimental. 

2.3. Corrélation entre la stabilité plasmatique du CE3F4 et les paramètres de 

formulation 

En l’absence de données publiées sur l’impact des différents paramètres de 

formulation sur la stabilité d’encapsulation du CE3F4 au sein des liposome ou des 

NCL, une étude a posteriori a été effectuée sur l’ensemble des formulations testées in 

vitro, afin de mettre en évidence les paramètres de formulation pouvant améliorer la 

demi-vie apparente du CE3F4. 

2.3.1. Choix des facteurs explicatifs 

A partir de nombreux essais de formulation dans des conditions différentes, 

une matrice de corrélation de Pearson a été utilisée. Cette matrice permet de 

déterminer des corrélations entre des facteurs explicatifs et/ou des observations pris 

deux à deux. Ainsi on peut vérifier la redondance de l’information ou mettre en 

évidence des paramètres particuliers pour expliquer des observations. Au total, 37 

formulations de compositions différentes ont été testées dans le plasma de souris (27 

liposomes, 10 nanocapsules lipidiques). Différentes variables ont été sélectionnées 

pour expliquer la capacité des nanoparticules à stabiliser le CE3F4 dans le plasma de 
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souris (évaluation via la demi-vie apparente observée). Ces variables explicatives 

sont : 

- le type de nanoparticules (liposomes ou nanocapsules lipidiques) ; 

- la concentration en CE3F4 dans les formulations ; 

- le ratio molaire CE3F4/agent de surface (tensioactif/émulsifiant) ; 

- spécifiquement pour les liposomes :  

o le ratio molaire CE3F4/cholestérol ; 

o le ratio molaire CE3F4/lipides totaux ; 

o la concentration molaire en lipides ; 

- spécifiquement pour les nanocapsules lipidiques (NCL) :  

o la proportion molaire CE3F4/phospholipides ; 

o la proportion molaire CE3F4/Solutol HS15 ; 

o le ratio massique CE3F4/lipides totaux ; 

o la proportion massique entre Miglyol 812/milieux aqueux ; 

o la proportion massique entre phospholipides/milieux aqueux ; 

o la proportion massique entre Solutol HS15/milieux aqueux. 

Ainsi, trois matrices de corrélation ont été générées : sur les liposomes seuls, sur les 

NCL seules, et sur l’ensemble des formules. Il est important de préciser que pour les 

calculs des quantités molaires tensioactifs, le Solutol HS15 est composé d’environ 

30% en masse de PEG libre. Ainsi le calcul du nombre de moles de tensioactifs 

incluant ce produit a été fait grâce à la masse molaire du lipide PEGylé (963 g/mol), 

de sa proportion massique (70%) et de la masse de produit ajoutée. 

2.3.2. Corrélations observées pour les liposomes 

Concernant les liposomes, il apparait une corrélation significative entre la 

concentration en lipides et la demi-vie apparente (p-value = 4.10-4). En effet, le 

nombre de liposomes unilamellaires en suspension obtenus après extrusion sur 

membrane de polycarbonate dépend de la concentration en lipides car les liposomes 
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sont calibrés selon le diamètre des pores de la membrane (35). Ainsi, pour des 

conditions identiques d’extrusion, lorsque la concentration en lipides augmente, le 

nombre de particules augmente, et donc le CE3F4 est réparti dans un plus grand 

nombre de particules. Ainsi la teneur en CE3F4 par liposome diminue lorsque la 

concentration en lipides augmente. Comme mentionné précédemment, la vitesse de 

diffusion d’une molécule depuis un compartiment concentré vers le compartiment 

moins concentré est dépendante de la différence de concentration entre ces deux 

compartiments. Ainsi la corrélation observée semble cohérente. 

2.3.3. Corrélations observées pour les nanocapsules lipidiques 

Pour les NCL, il apparait une corrélation négative entre la proportion de CE3F4 

initiale et la demi-vie apparente (p-value = 0,008). Les dimensions des NCL étant 

relativement homogènes (de l’ordre de 30 nm), le taux de charge en CE3F4 par 

particules semble influencer la demi-vie apparente, comme évoqué précédemment 

pour les liposomes. 

Une corrélation a pu être observé entre la proportion de Solutol HS15 et la 

demi-vie apparente (p-value = 0,03), cependant la corrélation la plus forte concerne 

le ratio CE3F4/agents de surface (p-value = 0,001) qui suggèrent qu’augmenter la 

proportion de ces agents (tensioactifs/émulsifiants) permet d’augmenter la demi-vie 

apparente du CE3F4, comme représenté sur la Figure 2.  

2.3.4. Corrélations sur l’ensemble des formulations 

S’il on s’intéresse à l’ensemble des formulations (liposomes & NCL) une 

corrélation très forte a pu être mise en évidence parmi l’ensemble des paramètres 

étudiés. La demi-vie apparente du CE3F4 est corrélée au ratio CE3F4/agents de 

surface (p-value = 9.10-12). Ce ratio apparait comme le seul paramètre explicatif 

pertinent pour l’ensemble des formulations de liposomes et de NCL (Figure 2). 

L’absence de ratios équivalents entre liposomes et NCL empêche une comparaison 

des formulations selon leur nature. Sur la Figure 2, si l’on s’intéresse à la formule 
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« CE3F4 solubilisé » par le PEG200 et le Solutol, la proportion d’agent de surface (ici 

uniquement le tensioactif et pas de phospholipides) est équivalente avec certaines 

formulations de NCL. Il apparait une demi-vie apparente presque trois fois plus 

importante lorsque les NCL sont utilisées, et la formulation « CE3F4 solubilisé » est en 

dehors de la tendance formée par l’ensemble des formulations (liposomes + NCL). 

Ainsi, il semble que l’organisation des lipides en nanoparticules impacte positivement 

la demi-vie apparente du CE3F4.  

Afin de confirmer ou infirmer ces observations, il pourrait être intéressant 

d’étudier l’impact du ratio CE3F4/agents de surface ainsi que la quantité de CE3F4 par 

nanoparticule, et ce pour les différents types de nanoparticules lipidiques. Etudier des 

conditions équivalentes entres les liposomes et les NCL permettrait de vérifier 

l’impact d’un cœur huileux sur la stabilisation du CE3F4. Cela permettrait 

d’éventuellement proposer un système plus adapté in vivo pour l’administration du 

CE3F4 encapsulé de manière stable, ou d’écarter complétement ces particules.  
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Figure 2 : Demi-vies apparentes du CE3F4 observées lors des différences expériences de 

formulations dans les liposomes, les NCL (nanocapsules lipidiques), solubilisé par le PEG200 et le 

Solutol HS15, ou libre (solubilisé dans le DMSO). 

 

2.4. Nouvelles stratégies pour l’inhibition d’EPAC1 

2.4.1. Systèmes encapsulant le CE3F4 

L’évolution du ratio 3H/14C lors de l’étude de biodistribution a mis en évidence 

une instabilité de l’encapsulation du CE3F4 in vivo. Globalement, il est apparu que les 

formulations lipidiques n’ont pas permis une bonne rétention du CE3F4. Rappelons 

tout de même que le projet était ancré dans un cadre de ciblage cardiaque et que la 

cible est ubiquitaire. Les particules lipidiques (liposomes et NCL) ont été choisies en 

premier lieu car elles offraient l’avantage de pouvoir être fonctionnalisées par le 

même ligand de ciblage (peptide de ciblage greffé sur un lipide PEGylé), en utilisant 
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le même procédé de post-insertion (35–39). D’autres types de particules pourraient 

être envisagées. Les nanoparticules lipidiques solides pourraient augmenter la 

rétention du CE3F4 grâce à un cœur lipidique solide en utilisant des triglycérides 

ayant des températures de transition de phase supérieures à la température 

physiologique1. Les NP polymériques peuvent aussi être envisagées pour encapsuler 

le CE3F4, comme celle composées d’acide polylactique (PLA) ou d’acide 

poly(lactique-co-glycolique) (PLGA). De plus, elles peuvent être fonctionnalisées en 

surface dans un but de ciblage cardiaque grâce à des polymères PLA-PEG-maléimide 

ou PLGA-PEG-maléimide, permettant des réactions avec les cystéines de protéines ou 

peptides de ciblage. 

2.4.2. Utilisation d’analogues du CE3F4 pour l’inhibition d’EPAC1 

Toujours dans le cadre des collaborations issues du Labex Lermit, l’équipe du 

laboratoire de chimie bioorganique (Yves Ambroise, CEA Saclay) a pu synthétiser 

différentes molécules apparentées au CE3F4. Certaines présentèrent une activité plus 

faible vis-à-vis d’EPAC1, cependant la lipophilie a pu être augmentée. Il pourrait aussi 

être envisagé le greffage d’un acide gras sur le CE3F4 pour former soit une 

prodrogue, soit nouvelle molécule active. Cependant, il faudra faire attention à la 

localisation de la liaison acide gras-CE3F4 car un greffage sur l’azote pourrait 

engendrer une perte d’activité du produit obtenu après hydrolyse, le CE3F4 N-

déformylé étant inactif (1). L’encapsulation d’une molécule plus lipophile mais moins 

puissante est une option envisageable pour cibler EPAC1. Le CE3F4 se libérant quasi-

instantanément d’après les données de biodistribution, un dérivé du CE3F4 

permettrait de pallier ce problème grâce à des interactions plus favorables avec les 

lipides, augmentant la stabilité de l’encapsulation en milieux biologique.  

 
1 Les NCL formulées dans ce travail présentent un cœur lipidique liquide à température 

ambiante en raison de l’utilisation de Miglyol 812, qui est un mélange de triglycérides à chaines 

moyennes (chaines d’acides gras C8-C10). 
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Annexe 1 : Résultats préliminaires sur l’intérêt du 
diCRPPR pour le ciblage cardiaque de liposomes 

 

Des études de ciblage cardiaque ont été menées en collaboration avec 

différentes unités de recherche de Sanofi à Chilly-Mazarin travaillant sur des 

problématiques cardiaques. Les principaux collaborateurs (galénistes, analystes, 

plate-forme d’imagerie pour les études in vivo) furent Frederic Puech, Gihad 

Dargazanli, Céline Nguyen Van Dau, Olivier Bergis et Denis Boulay. Nous avons 

profité que dans le contexte du Labex Lermit la société Sanofi menait un certain 

nombre d’études de ciblage pour proposer nos liposomes. Parmi les différents 

peptides envisagés pour le ciblage cardiaque, le CRPPR a été retenu (1,2). La sonde 

DiD (ou DiIC18(5), 1,1'-dioctadécyl-3,3,3',3'-tétramethylindodicarbocyanine) est une 

sonde fluorescente émettant vers 680 nm. Elle a été utilisée pour marquer les 

liposomes afin de permettre leur visualisation par imagerie en 3 dimensions,  

1. Formulation de liposomes marquées au DiD, présentant le diCRPPR 

Pour les formulations, le CRPPR a été utilisé sous sa forme dimérisée (via les 

cystéines de deux CRPPR) et couplé à un lipide PEGylé (PEG3600, Figure 1), en raison 

de résultats de ciblages plus prometteurs de l’insertion de ce conjugué selon la 

littérature (1,2). Ainsi une molécule de ciblage comprend deux blocs « phospholipide-

PEG-peptide » (LPP) dimérisés via un pont disulfure (diLPP). Les publications citées 

mentionnent une densité de surface de 6000 peptides/particule, soit 6000 peptides 

disposés sur les surfaces interne et externe des liposomes. Ces ligands sont présents 

de part et d’autre de la bicouche lipidique en raison du procédé utilisé pour la 

formulation des liposomes, à savoir la méthode d’hydratation d’un film lipidique (3), 

avec le LPP présent dans ce film. Les peptides étant considérés comme des 

monomères, il y a approximativement 3000 LPP sur la surface externe d’un liposome. 

Ainsi dans notre cas, la cible était d’obtenir environ 1500 diLPP sur la surface externe 
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d’un liposome. Les études préliminaires ont été menées sur des formulations de 

liposomes encapsulant dans un premier temps la sonde DiD, puis le dimère a été 

intégré aux liposomes uniquement. Le CE3F4 n’a pas été utilisé dans le cadre de cette 

étude. 

Figure 1 : Lipide PEGylé présentant le peptide (CRPPR). Ici m=3, correspondant à un PEG3600.(1) 

La formulation liposomale comprend de l’HSPC, du cholestérol et du DSPE-

PEG2000 (proportions molaires respectives 57, 38 et 5%), préparée de la même 

manière que lors des essais d’encapsulation du CE3F4 (hydratation du film lipidique).  

1.1. Marquage des liposomes avec une sonde DiD 

Dans un premier temps, la sonde fluorescente a été incluse dans les liposomes 

afin d’évaluer l’impact de celle-ci sur les paramètres colloïdaux, la concentration finale 

ciblée en DiD étant de 15 µM dans la préparation. La mesure des paramètres a été 

effectuée après dilution au 30e dans le PBS pour la mesure de la taille et de l’indice de 

polydispersité (PDI), et au 30e dans l’eau pure pour la mesure du potentiel ζ. Aucune 

différence significative n’a pu être mise en évidence entre les deux groupes de 

liposomes produits avec ou sans DiD (Tableau 1). La quantification de la sonde DiD a 

été effectuée en spectroscopie UV-Visible afin d’évaluer la concentration en DiD 

liposomale en fin de procédé, après dilution dans l’éthanol (la sonde étant soluble 

dans ce solvant). La concentration en DiD mesurée était de 14,5 ± 0,7 µM.  
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Tableau 1 : Impact de la sonde DiD sur les paramètres colloïdaux des liposomes. n = 3 lots 

fabriqués ; résultats exprimés sous la forme de moyenne ± écart-type. 

Liposomes Sans DiD Avec DiD 

Diamètre hydrodynamique (nm) 124 ± 8 123 ± 0 

Indice de polydispersité 0,090 ± 0,014 0,081 ± 0,003 

Potentiel ζ (mV) -21,3 ± 0,2 -15,8 ± 2,6

1.2. Formulation de liposomes présentant le diCRPPR 

Deux procédés de fonctionnalisation par le diLPP de liposomes contenant la 

sonde DiD ont été testés : la post-insertion du diLPP à 60°C pendant 2 heures avec 

mélange toutes les 15 minutes au vortex (4,5), et l’inclusion lors de l’étape de 

formation du film lipidique grâce à un solubilisation du diLPP dans le chloroforme. En 

raison de faibles quantités disponibles de diLPP, les expériences n’ont pas pu être 

répétées. 

Concernant le processus de post-insertion, trois proportions de diLPP ont été 

testées en présence de liposomes déjà formés. Pour une concentration finale en 

lipides de 2,5 mM, le diLPP a été ajouté en proportions variables pour obtenir des 

concentrations finales en diLPP de 0,2 µM, 1,1 µM et 28 µM. Dans toutes les 

conditions, des particules visibles à l’œil nu ont été observées. De plus malgré le 

temps passé à 60°C, aucune variation notable du potentiel ζ n’a été observée après 

purification par centrifugation basse vitesse (afin d’éliminer les plus grosses 

particules) suivie d’une ultrafiltration sur colonne de type Amicon (afin d’éliminer le 

diLPP resté à l’état dissous dans l’eau et non-inclus dans les liposomes). Ces 

observations suggèrent une absence d’inclusion du diLPP dans les liposomes car le 

diLPP est chargé positivement, et donc devrait engendrer une neutralisation du 

potentiel ζ voire un potentiel positif. 

En incluant le diLPP dans le film lipidique, pour une concentration finale après 

réhydratation de 56 µM pour 2,5 mM de lipides, il est apparu la formation de 
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particules visibles à l’œil nu lors de la réhydratation par le PBS à 60°C. Ces amas ont 

pu être éliminés par un passage au bain à ultrasons à 60°C durant 2 minutes, 

permettant ensuite de procéder à l’extrusion à 60°C sur membrane en polycarbonate 

(0,1 µm). La formulation ainsi obtenue a présenté un diamètre hydrodynamique de 

137 nm, un PDI de 0,23 (élevé en comparaison des formulations liposomes 

mentionnées précédemment), et un potentiel ζ positif (8,8 mV). Ces paramètres se 

sont avérés relativement instables dans le temps, avec un phénomène d’agrégation 

observé lors du suivi à court terme des paramètres colloïdaux (de l’ordre de l’heure) 

mais invisible en microscopie optique. 

Cette formulation a été analysée pour quantifier ses différents constituants et 

évaluer un rendement d’inclusion du diLPP, en vue d’une administration in vivo chez 

la souris saine. Les proportions molaires théoriques des différents constituants sont : 

55,3% d’HSPC, 36,9% de cholestérol, 4,9% de DSPE-PEG2000, 0,8% de DiD et 2,2% de 

diLPP. 

2. Quantification du diCRPPR inclus dans les liposomes 

La quantification des différents constituants a été effectuée par UPLC-DEDL 

(détecteur : DEDL 2424, Waters), et l’identité des constituants a été vérifiée par UPLC-

MS (détecteur : Xevo G2-XS QTof, Waters). Le volume théorique après hydratation du 

film lipidique était de 4,0 mL. A la fin du procédé (extrusion, centrifugation basse 

vitesse, ultrafiltration), le volume final a été estimé à 2,0 mL. Cette différence de 

volume peut être expliquée par l’évaporation de l’eau lors du procédé de fabrication, 

avec des températures à 60°C lors de la réhydratation, ou de l’étape l’extrusion 

(volume mort et évaporation). De plus de l’eau peut être perdue lors de 

l’ultrafiltration (volume mort du filtre). 

Les concentrations mesurées par UPLC-DEDL ont permis d’estimer le nombre 

de moles restantes en fin de procédé, et un rendement a ainsi pu être calculé 

(Tableau 2). Des pertes homogènes ont été observées pour les différents 
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constituants, excepté le DPSE-PEG2000 dont le rendement est supérieur à 100%. 

Comme les analyses ont été effectuées 4 jours après la production des liposomes, 

cette observation peut être expliquée par la dégradation du diLPP en deux lipides 

PEGylés, et ces derniers seraient élués en même temps que le DSPE-PEG2000. Cette 

hypothèse d’instabilité a été confirmée par spectrométrie de masse. 

Tableau 2 : Quantité et proportions molaires théoriques et observées des différents constituants 

des liposomes, et rendements.  

Molécule HSPC Cholestérol DSPE-PEG2000 DiD DiLPP 

Initial n (mol) 5,70.10-6 3,80.10-6 5,00E.10-7 8,00.10-8 2,24.10-7 

(Théorique) Proportions 
(mol/mol) 

55,3% 36,9% 4,9% 0,8% 2,2% 

Final n (mol) 4,40.10-6 1,96.10-6 6,28.10-7 5,30.10-8 1,40.10-7 

(Mesuré) Proportions 
(mol/mol) 

61,3% 27,4% 8,8% 0,6% 2,0% 

Rendement 77,1% 51,7% 125,6% 66,3% 62,5% 

 

Grâce à l’ensemble de ces données, le nombre de diLPP par particule a pu être 

calculé pour des liposomes de 137 nm, et une épaisseur bicouche de 4,3 nm (6). Pour 

les calculs, les quantités molaires, les surfaces topologiques des lipides sont 

répertoriées dans le tableau qui suit, la sonde DiD étant négligée en raison de sa 

faible proportion, et le DiLPP étant constitué de deux molécules de DSPE-PEG. 

 

Tableau 3 : Paramètres utilisés pour les calculs du nombre de liposomes en suspension, et du 

nombre de ligands de ciblage par particule. 

Molécule HSPC Cholestérol DSPE-PEG2000 DiLPP 

n (mol) 4,40.10-6 1,96.10-6 6,28.10-7 2x 1,40.10-7 

Surface topologique (nm²) 0,46 (6) 0,34 (7) 0,38 (8) 0,38 

Surface totale des lipides (nm²) 1,22.1018 4,01.1017 1,44.1017 6,41.1016 
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Ainsi, les surfaces externes et internes ont été calculées ainsi que le nombre de diLPP 

par liposome (Tableau 4Tableau ). Le nombre de diLPP/liposome estimé est de 4500 

diLPP de part et d’autre de la bicouche, avec 2400 diLPP à la surface externe d’un 

liposome, en faisant l’hypothèse d’une répartition homogène du diLPP de part et 

d’autre de la bicouche. Ce résultat est cohérent par rapport à l’objectif fixé en densité 

de lipo-peptide et relatif aux données de la littérature. 

Tableau 4 : Surfaces calculées, nombre diLPP par liposome et exposés à la surface externe. 

Paramètre Valeur 

Diamètre hydrodynamique (nm) 137 

Surface interne (nm²) 45900 

Surface externe (nm²) 52600 

Surface totale (nm²) 98500 

Nombre de liposomes/mL 1,86.1013 

Nombre de diLLP par liposome 4500 

Nombre diLLP à la surface externe 2400 

 

3. Biodistribution des liposomes fonctionnalisés par le diLPP 

Les analyses de la biodistribution des liposomes fonctionnalisés par le diLPP et 

encapsulant la sonde DiD ont été effectués chez la souris mâle (n = 5 souris injectées 

par voie rétro orbitaire, 1 souris contrôle non injectée). La fluorescence a été suivie en 

3 dimensions et dans le temps sur l’ensemble des animaux. La fluorescence a été 

quantifiée avant injection et à 20 minutes, 3 heures et 24 heures après injection dans 

l’organisme entier, ainsi que dans les différents organes (foie, rate, cœur, reins, vessie 

et poumons). A la fin de l’expérience, les animaux ont été mis à mort et les organes 

prélevés afin d’évaluer la fluorescence ex vivo par épi-illumination sur les viscères, 

foie, cerveau, poumons, cœur, rate, reins, estomac et testicules. 
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Une diffusion de la fluorescence a été observée dans l’ensemble de 

l’organisme à t = 20 min (Figure 2). Le suivi de la fluorescence totale a permis de voir 

qu’à 24 heures, celle-ci était toujours très présente avec une diminution d’un facteur 

deux par rapport à la mesure à 20 minutes (Figure 3A). En revanche, la fluorescence 

diminue plus rapidement au niveau sanguin (Figure 3B), avec diminution de plus 

d’un facteur 10 de la fluorescence à 24 heures versus 20 minutes après injection, avec 

retour à un niveau basale presque équivalent au contrôle. Cette différence de 

cinétique témoigne d’une disparition de la fluorescence du compartiment sanguin au 

profit des organes. 

  

Figure 2 : Biodistribution des liposomes diLPP marqués avec une sonde DiD. Gauche : contrôle 

avant injection ; Droite : observation 20 minutes après injection.  
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Figure 3 : A, mesure par fluorescence de la quantité de DiD dans tout l’organisme au cours du 

temps lors de l’expérience de biodistribution des liposomes diLPP marqués avec une sonde DiD 

(n = 5 souris par temps). B, suivi de la fluorescence dans 20 µL de sang (n = 5 souris, et n = 1 

souris contrôle).  

 

Si l’on s’intéresse plus particulièrement à la distribution de la fluorescence aux 

niveaux des différents organes, une diminution du signal est observée à 3h puis à 24h 

par rapport à la mesure à 20 min, excepté pour la rate dont le signal augmente au 

cours du temps (Figure 4). Une légère présence cardiaque a été observée, cependant 

l’absence de traitement contrôle (liposomes marqués, sans diLLP) empêche de 

conclure à un éventuel tropisme cardiaque. Ici la stabilité de l’inclusion de la sonde 

DiD au sein des liposomes peut être remise en question. En effet, ces résultats 

pourraient ne refléter que la biodistribution de la sonde et non celle des 

nanoparticules. Dans la littérature, il y a peu de données de biodistribution de la 

sonde libre chez la souris. Cependant, en raison de la lipophile de la sonde, et son 

utilisation usuelle pour le marquage des membranes cellulaires, il est possible 

d’émettre l’hypothèse que la sonde est correctement retenue au sein des 

nanoparticules. Concernant sa quantification dans les différents organes, les résultats 
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exprimés en pourcentage de la dose injectée et pondéré par le poids de l’organe 

(%DI/g) permettent d’observer à 20 minutes un signal pondéré équivalent entre le 

cœur, le foie et les reins, qui ne varie pas de manière significative au cours du temps. 

La rate et les poumons semblent capter de manière plus favorable les liposomes par 

rapport aux autres organes, avec une augmentation significative du signal entre 20 

min et 3h dans la rate après injection, alors qu’au niveau des poumons une 

diminution significative au cours du temps est observée. L’observation ex vivo des 

organes à 24h par épi-illumination confirme la présence de DiD au niveau du foie, de 

la rate et des poumons, ainsi qu’au niveau des viscères, et une absence de signal au 

niveau du cœur (Figure 5Figure ). 
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Figure 4 : Quantification de la DiD dans différents organes, exprimé en pourcentage de la dose 

injectée par gramme d’organe, lors de l’expérience de biodistribution des liposomes diLPP 

marqués avec une sonde DiD (n = 5 souris par temps). ** : p-value < 0,01 ; *** : p-value < 

0,001**** : p-value < 0,0001. 
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Figure 5 : Epi-illumination des organes 24 heures après injection de liposomes diLPP marquées à 

la DiD. S1 à S5 : souris injectées avec la formulation contenant les liposomes diLPP ; S6 : contrôle 

non injecté. 1 : viscères ; 2 : poumons ; 3 : cerveau ; 4 : cœur ; 5 : rate ; 6 : testicules ; 7 : estomac ; 

8 : reins ; 9 : foie. 

 

S’il l’on compare ces résultats de biodistribution avec ceux obtenus par 

l’équipe de Ferrara sur le ciblage cardiaque grâce au CRPPR (1), une distribution au 

niveau des organes différente a été observée à 20 min et à 3h, bien que l’analyse 

décrite dans la publication ait été effectuée 1h30 après injection. Les résultats décrits 

portent sur le « CRPPR-3 » (Figure 6), c’est-à-dire que le CRPPR est couplé à un 

phospholipide greffé par un PEG3600. Dans l’étude publiée, le %DI/g au niveau 

cardiaque est proche de celui observé à 20 min pour le diCRPPR. Avec 4 animaux, un 

%DI/g de 44 ± 10 a été observé pour le CRPPR, alors qu’avec le diCRPPR il était de 31 

± 9 pour 5 animaux. Ces valeurs présentent une différence significative (p =  0,03 ; 

test t bilatéral, égalité des variances vérifiée par test F). Sur l’ensemble des résultats 

issus de l’étude de biodistribution des liposomes marqués par le diCRPPR, la 

différence majeure réside dans la différence de distribution entre les organes. En 
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effet, l’étude de l’équipe de Ferrara présente par ordre décroissant de %DI/g en 

fonction des organes : cœur > rate > foie > poumons > reins. Dans notre étude, cet 

ordre est bouleversé : rate > poumons > foie > cœur = reins. Plusieurs hypothèses 

expliquant ces différences peuvent être posées. La première porte sur le diLPP utilisé, 

car dans l’étude commentée le ciblage a été effectuée avec la forme non dimérisée 

du CRPPR, bien que les auteurs mentionnent de meilleurs résultats de ciblage avec le 

diLPP sans pour autant les présenter. Ensuite la composition lipidique est différente, 

notamment avec la présence d’une forte proportion de cholestérol dans notre étude 

menée alors qu’ils n’en utilisent pas, ceci pouvant modifier les interactions entre le 

diLPP et le liposome. La dernière hypothèse porte sur le procédé de marquage et la 

bonne rétention de la sonde utilisée dans les liposomes : la sonde DiD a été utilisée 

dans notre étude alors qu’un phospholipide radiomarqué a été utilisé dans l’étude 

publiée. Pour cette dernière hypothèse, il est possible que la biodistribution de la 

sonde puisse correspondre à la sonde hors des liposomes comme mentionné 

précédemment.  

 

Figure 6 : Quantification du signal radioactif dans les différents organes 90 minutes après 

injection de liposomes radioactifs présentant des lipides PEGylées modifiées par le CRPPR. Trois 

tailles de PEG ont été utilisées 1 : PEG1200 ; 2 : PEG2400 ; 3 : PEG3600. Résultats exprimés en 

pourcentage de dose injectée par gramme d’organe. (1) 
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Les résultats présentés ont permis de mettre en évidence différents problèmes 

de formulation du diLPP, dont la formulation n’avait été que mentionnée mais non 

décrite dans la littérature. La biodistribution des liposomes est différente de ce qui a 

pu être observé dans la littérature pour le ligand CRPPR non dimérisé. Cependant, les 

résultats restent cohérents avec les propriétés du ligand qui présente une affinité 

pour les endothéliums vasculaire et cardiaque (2) car la fluorescence était majoritaire 

dans les organes très vascularisés (rate, poumons, foie, viscères). Des études 

complémentaires devront être envisagées afin de confirmer ou non l’intérêt du 

CRPPR dans le traitement de pathologies cardiaques. Cependant l’utilisation d’autres 

peptides de ciblage tels que le CTP (cardiac targeting peptide) ou le PCM (primary 

cardiomyocyte binding peptide) devront être aussi explorés en raison des différents 

résultats prometteurs publiés (9–18).  
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Conclusions et perspectives 

 

L’objectif global de cette thèse était la compréhension du devenir biologique 

du (R)-CE3F4 in vivo, et sa modulation par des nanovecteurs dans le but d’optimiser 

son administration en vue du traitement de l’insuffisance cardiaque. Dans un premier 

temps, une méthode analytique a été développée afin de quantifier le (R)-CE3F4 dans 

le plasma murin et humain. Ainsi, la biodistribution du (R)-CE3F4 et son instabilité 

biologique ont été décrites pour la première fois. Dans un deuxième temps, la 

formulation du (R)-CE3F4 dans des nanovecteurs lipidiques a permis d’augmenter 

significativement sa solubilité apparente en milieu aqueux, et de le protéger 

significativement de la dégradation enzymatique dans le plasma murin. Des 

expériences complémentaires seront à envisager afin d’optimiser la stabilité 

d’encapsulation du (R)-CE3F4 dans ces nanoparticules lipidiques. Une piste à explorer 

pour l’amélioration de ces systèmes est le ratio (R)-CE3F4/agents de surface en raison 

de la corrélation existante avec la demi-vie apparente observée in vitro. De plus, les 

méthodes développées au cours de ce travail permettront ultérieurement une 

évaluation plus rapide d’autres nanoparticules lipidiques, voire polymériques, 

notamment grâce au test clé de mesure de la demi-vie apparente du (R)-CE3F4 en 

milieux plasmatique murin. Dans la pratique, ce test permet une sélection rapide des 

formulations et ne nécessite que de faibles volumes d’échantillons, permettant aussi 

une rationalisation dans l’utilisation d’animaux. 

D’autres pistes peuvent être envisagées afin d’améliorer le couple 

nanoparticule/inhibiteur d’Epac1. Les nanoparticules lipidiques solides ou 

polymériques pourraient présenter un intérêt dans l’encapsulation du (R)-CE3F4. Il est 

aussi possible de remplacer le par d’autres molécules apparentées développées dans 

le cadre de la collaboration au sein du LabEx Lermit. En effet certains analogues du 

(R)-CE3F4 conservent une activité vis-à-vis d’Epac1 in vitro tout en ayant des 

propriétés physico-chimiques différentes, comme une plus grande lipophilie, pouvant 

favoriser la stabilité du couple inhibiteur/nanoparticule. 



 

 

Concernant le ciblage cardiaque, des expériences préliminaires ont montré une 

différence dans la biodistribution de liposomes grâce au peptide de ciblage CRPPR 

dimérisé par rapport à la littérature. Cependant des études complémentaires devront 

être envisagées afin de conclure sur l’intérêt de ce peptide. D’autres peptides et 

d’autres stratégies de ciblage peuvent être envisagés, voire combinés afin de 

favoriser le ciblage cardiaque. Cependant dans le cadre d’un traitement récurent de 

l’insuffisance cardiaque chronique, le développement de nanoparticules 

administrables par des voies n’entrainant pas d’effraction serait aussi à envisager. La 

voie orale est une voix de choix, et les nanocapsules lipidiques ont présenté un 

intérêt2,3 dans ce cadre. La voie pulmonaire présente aussi un intérêt en raison de la 

proximité poumon-cœur via la veine pulmonaire. Récemment des nanoparticules de 

phosphate de calcium ont été utilisées pour cibler le cœur grâce à cette voie 

d’administration4,5.  

Pour conclure, le développement de nouveaux traitements contre l’insuffisance 

cardiaque est un sujet d’actualité. Les recherches combinées de nouvelles cibles 

pharmacologiques, molécules, et formulations apportent un espoir d’amélioration de 

la prise en charge de cette pathologie invalidante et mortelle. 
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Résumé : Le projet vise à développer une nouvelle 

stratégie pour traiter spécifiquement le myocarde 

dans l'insuffisance cardiaque via la formulation du 

CE3F4, un inhibiteur de la protéine EPAC1. Cette 

protéine est ubiquitaire, et est notamment 

impliquée dans l’hypertrophie des cardiomyocytes 

et la restructuration cardiaque pathologique. Le 

CE3F4 a été identifié comme candidat pour inhiber 

EPAC1 afin de bloquer le développement 

hypertrophique délétère observé dans l’insuffisance 

cardiaque. Des études préliminaires sur le CE3F4 ont 

mis en évidence une faible solubilité aqueuse ainsi 

qu’une instabilité métabolique sur microsomes 

hépatiques de rats. De plus, en raison de l’ubiquité 

de la cible dans les différents tissus, il est nécessaire 

de contrôler la distribution du CE3F4 en favorisant 

un tropisme cardiaque. Le développement de 

nanovecteurs encapsulant le CE3F4 apparait comme 

une approche prometteuse. En effet, ces vecteurs 

peuvent être fonctionnalisés en surface par des 

ligands spécifiques du cœur, permettant d’obtenir 

un adressage spécifique du CE3F4 encapsulé 

Au cours de cette thèse, des liposomes et 

des nanocapsules lipidiques ont été formulés. 

Ceux-ci ont permis d’augmenter significativement 

la solubilité apparente du CE3F4, et les 

nanocapsules lipidiques ont permis une protection 

du CE3F4 contre la dégradation enzymatique 

observée in vitro dans le plasma de souris 

C57BL/6. En effet, une hydrolyse enzymatique 

rapide du CE3F4 a été observée dans le plasma 

murin grâce au développement d’outils 

analytiques adaptés. De plus, une différence 

interespèces a été observée sur le métabolisme 

plasmatique du CE3F4, qui a été négligeable dans 

le plasma humain. Une étude de biodistribution a 

été menée chez la souris C57BL/6 avec du 3H-

CE3F4 encapsulé ou non dans des nanocapsules 

radiomarquées au 14C. Une distribution très rapide 

en dehors du compartiment sanguin a été 

observée dans les deux groupes, avec une 

dissociation quasi-instantanée du couple 3H-

CE3F4/14C-nanocapsules. 
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Abstract : The project aims to develop a new 

strategy to specifically treat the myocardium in 

heart failure with the formulation of CE3F4, an 

inhibitor of the EPAC1 protein. This protein is 

ubiquitous and is particularly involved in 

cardiomyocyte hypertrophy and pathological 

cardiac restructuring. The CE3F4 has been identified 

as a candidate to inhibit EPAC1 to block the 

deleterious hypertrophic development seen in heart 

failure. Preliminary studies on CE3F4 have shown a 

low aqueous solubility as well as metabolic 

instability in rat liver microsomes. In addition, due to 

the ubiquity of the target in different tissues, it is 

necessary to control the distribution of the CE3F4 by 

promoting cardiac tropism. The development of 

nanovectors encapsulating the CE3F4 appears to be 

a promising approach. Indeed, these vectors can be 

functionalized at the surface by specific ligands of 

the heart, allowing the specific addressing of the 

encapsulated CE3F4. 

During this thesis, liposomes and lipid 

nanocapsules were formulated. These particles 

have significantly increased the apparent solubility 

of the CE3F4, and the lipid nanocapsules provided 

protection of the CE3F4 against the enzymatic 

degradation observed in vitro in the plasma of 

C57BL/6 mice. Indeed, a rapid enzymatic 

hydrolysis of the molecule was observed in murine 

plasma thanks to the development of suitable 

analytical methods. In addition, an interspecies 

difference was observed in the plasma 

metabolism of the CE3F4, which was negligible in 

human plasma. A biodistribution study was carried 

out in C57BL/6 mice with 3H-CE3F4 encapsulated 

or not in lipid nanocapsules radiolabelled with 14C. 

A very rapid distribution outside the blood 

compartment was observed in both groups, with 

almost instantaneous dissociation of the 3H-CE3F4 

from 14C-nanocapsules. 


