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Introduction générale 

D’après la norme ISO/TS 80004 de 2015, les nanotechnologies sont « l’application de connaissances 

scientifiques à des fins de manipulation et de contrôle de la matière principalement à l’échelle 

nanométrique, afin d’utiliser les propriétés et phénomènes dépendant de la taille et de la structure, 

différents de ceux associés aux atomes ou molécules individuels, ou aux extrapolations par rapport à des 

dimensions plus grandes du même matériau » (‘ISO/TS 80004-1:2015(Fr), Nanotechnologies — 

Vocabulaire — Partie 1: Termes “Coeur”’ n.d.). Sans que l’être humain en ait parfois conscience, les 

nanotechnologies se retrouvent dans tous les domaines (électronique, environnement, défense, 

alimentation, médecine etc…) et objets de son quotidien comme les peintures (nanoparticules de titane), 

les articles de sport (nanotubes de carbone) ou encore les écrans OLED d’ordinateurs. Dans ce projet de 

thèse, l’un des domaines des nanotechnologies qui sera développé est celui du médical et 

pharmaceutique avec l’utilisation des nanoparticules en tant que vecteurs de substances actives, appelés 

nanomédicaments.   

Le monde des nanomédicaments est un domaine multidisciplinaire, générant beaucoup 

d’investissements depuis plusieurs années et en constante progression depuis le début des années 1960 

(Bobo et al. 2016; Park, Otte, and Park 2022; Gadekar et al. 2021; Domingues et al. 2022). En 2019, 

dans une lettre d’opinion publiée dans « Journal of Controlled Release », le professeur émérite Patrick 

Couvreur donnait la définition suivante : « le terme nanomédicament réfère à la formulation d’une 

molécule active sous forme de nanoparticules en vue d’améliorer ou contrôler la biodisponibilité, la 

pharmacocinétique, la biodistribution et/ou le métabolisme d’un principe actif, d’en augmenter l’index 

thérapeutique (efficacité pharmacologique versus toxicité) et de permettre de faire de l’imagerie et du 

diagnostic » (Couvreur 2019). Ainsi, les nanomédicaments permettent de protéger une molécule active, 

d’augmenter l’absorption en facilitant le phénomène de diffusion à travers l’organisme, de modifier la 

pharmacocinétique et donc d’améliorer l’efficacité du principe actif. C’est ainsi tout l’art de la 

galénique : choisir le bon nano-vecteur pour mettre en formulation la molécule active tout en préservant 

ses propriétés initiales. Ainsi, le nano-système utilisé a son importance tout comme la molécule active. 

Il est possible de distinguer 3 phases historiques dans le développement des nanomédicaments. Les 

nanoparticules dîtes de « 1ère génération » présentent une surface qui a été peu ou pas modifiée 

chimiquement par rapport au matériau constitutif principal. Après administration in vivo, ces vecteurs 

s’accumulent rapidement et principalement dans le foie, l’un des principaux organes d’élimination. En 

effet, lors d’une administration par voie intraveineuse, ces nanoparticules vont adsorber à leur surface 

des opsonines présentes dans le plasma. Cette adsorption entrainera ensuite une reconnaissance de ce 

« complexe » nanoparticule – opsonines par les phagocytes mononuclés du système réticulo-endothélial 

du foie (aujourd’hui appelé SPM, système des phagocytes mononucléés) et principalement par les 

cellules de Kupffer (macrophages hépatiques) (Passirani et al. 1998), limitant ainsi leur durée de vie 
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dans l’organisme et donc l’efficacité du nanomédicament. Cependant, c’est dans cette idée d’une 

accumulation rapide dans le foie que certains chercheurs ont tiré parti de ce problème d’opsonisation 

afin de traiter des cancers hépatiques notamment (Qi, Xu, and Chen 2007; Chiannilkulchai et al. 1990). 

Cependant, aucuns nanomédicaments utilisant cette stratégie n’ont été approuvés par les instances 

internationales, contrairement à la deuxième génération de nanoparticules.  

Les nanoparticules dîtes de « 2ème génération » présentent quant à elles une surface modifiée par des 

polymères hydrophiles et flexibles, principalement à base de polyéthylène glycol (PEG). Il a été vu que 

ces polymères permettaient d’éviter les phénomènes d’opsonisation par des répulsions stériques 

(Vonarbourg et al. 2006; Veronese and Pasut 2005). Dans le cas d’une recherche appliquée contre le 

cancer, cette modification de surface des nanoparticules a permis d’améliorer l’accumulation des nano-

systèmes au niveau du site tumoral via l’effet «Enhanced Permeation and Retention » (EPR) (H. Maeda 

et al. 2000). Dans ce cas, les nanoparticules sont dites « furtives » et les chercheurs ont donné à cette 

stratégie le nom de ciblage passif. Cependant, cet effet « EPR » divise aujourd’hui la communauté 

scientifique (Danhier 2016; Sindhwani et al. 2020) car il est plus ou moins présent suivant la nature de 

la tumeur. Il repose sur un phénomène de perméabilité vasculaire due à un espacement des jonctions 

intercellulaires des tissus endothéliaux et à un faible drainage lymphatique au niveau des cellules 

tumorales (Hiroshi Maeda 2012). Cet effet a fait ses preuves au niveau pré-clinique, sur des tumeurs 

solides, mais le passage en clinique a montré plus de difficultés étant donné l’hétérogénéité des tumeurs 

selon chaque patient. 

Les nanoparticules dîtes de « 3ème génération » sont des nanoparticules dont la surface est cette fois-ci 

modifiée par des ligands spécifiques permettant de cibler des récepteurs surexprimés au niveau du site 

d’action (Danhier 2016). Ces ligands peuvent être des anticorps ou des peptides pénétrants. Une fois 

adsorbés ou liés de façon covalente à la surface des nanoparticules, ils vont permettent de cibler des 

récepteurs surexprimés soit à la surface des cellules cancéreuses (récepteur au folate, récepteur de 

glycoprotéines etc…), soit des récepteurs surexprimés au niveau de l’endothélium tumoral (intégrine, 

facteur de croissance endothélial vasculaire etc…). Ainsi, cette stratégie permet un ciblage actif des 

cellules tumorales et donc de réduire les phénomènes de toxicité envers les cellules saines.  

Enfin, les récentes recherches apportées sur la synthèse de polymères biocompatibles et répondant à des 

stimuli physiques et exogènes (variation de température, application d’un champ magnétique ou 

électrique) ou à des stimulis chimiques et endogènes (variation de la concentration enzymatique, 

variation du pH, différence de potentiel redox) ont permis de développer une « 4ème génération » de 

nanoparticules. Ces nanoparticules intelligentes vont par exemple permettent, dans un environnement 

biologique adapté aux propriétés des biomatériaux utilisés, une libération contrôlée de la molécule active 

encapsulée (Mura, Nicolas, and Couvreur 2013; Dheer, Nicolas, and Shankar 2019).  
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Les nanoparticules envisagées sont nombreuses et peuvent être classifiées selon leur composition en 

trois grandes familles : les nanoparticules organiques, inorganiques et organométalliques. Parmi les 

nanoparticules organiques, les nanoparticules à base de phospholipides comme les liposomes (Tejada-

Berges et al. 2002) ou encore les nanoparticules lipidiques solides (Mehnert and Mäder 2001), les 

nanoparticules à base de polymères (Shariati et al. 2020), les micelles de polymère (Deshmukh et al. 

2017) ou encore les dendrimères (Santos, Veiga, and Figueiras 2019) peuvent être citées. Parmi les 

nanoparticules inorganiques, souvent utilisées pour leurs propriétés magnétique et optique en imagerie 

médicale, les nanoparticules métalliques comme celles d’oxydes de fer (Satpathy et al. 2014), d’or ou 

d’aluminium sont particulièrement prometteuses. Enfin, de par leur structure leur conférant un haut 

degré de cristallinité, une surface chimiquement modulable et une grande porosité, les nanoparticules 

organométalliques (« Metal – Organic Framework » (MOF)) peuvent être aussi des nano-vecteurs de 

choix pour l’encapsulation et la délivrance de molécules actives (He et al. 2014). Cette liste est non 

exhaustive et un schéma explicatif plus complet des différents types de nano-systèmes est donné en 

Figure 1.  
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Figure 1. Structures de différents types de nano-vecteurs utilisés dans le domaine des nanomédicaments 

Malgré une progression importante en recherche académique dans ce domaine, il a fallu attendre 

quelques décennies pour voir un premier essor des nanomédicaments sur le marché mondial avec 

notamment l’utilisation de liposomes PEGylés ou encore de nanoparticules conjuguant protéine et 

molécule active. Ainsi, en 1996, l’entreprise Janssen développait le Doxil®, une formulation de 

liposomes PEGylés encapsulant la doxorubicine chlorhydrate. Ces liposomes présentent à leur surface 

une chaîne polymérique à base de PEG ce qui permet d’éviter les phénomènes d’opsonisation. Ce 

médicament est utilisé aujourd’hui pour traiter notamment le cancer de l’ovaire en seconde intention 

lorsqu’il y a des résistances à la chimiothérapie à base de platine (Tejada-Berges et al. 2002). Un autre 

exemple bien connu est l’Abraxane®, développé par l’entreprise Celgene et utilisé dès 2005 pour traiter 

le cancer du sein et depuis 2013 pour traiter le cancer de la prostate (Bobo et al. 2016). Ce 

nanomédicament est composé de protéine d’albumine complexée au paclitaxel, un anticancéreux 

classique.  
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Même s’ils sont principalement orientés contre le cancer, les nanomédicaments sont aussi utilisés et 

certains commercialisés pour traiter des maladies infectieuses (Schoenmaker et al. 2021; Perry and 

Jarvis 2001), des maladies inflammatoires (Patel and Ghosh 2008), des maladies cardiovasculaires 

(Katsuki et al. 2017) ou encore des troubles neurologiques (Jarema et al. 2017). Au regard des 

évènements récents, le point d’orgue international de cette discipline est la recherche et la mise sur le 

marché en une année des vaccins combinant ARN messager et nanoparticules lipidiques développés par 

les entreprises Pfizer/BioNTech et Moderna, afin de répondre en urgence à la pandémie du Covid-19 

(Schoenmaker et al. 2021) : ceci a permis d’assoir une certaine légitimité des nanomédicaments auprès 

de la communauté scientifique et plus encore auprès du grand public.  

Le cancer est considéré comme le fléau du 21ème siècle. D’après les chiffres de l’organisation mondiale 

de la Santé, même si le nombre de cancers diminue depuis 2005, en 2020 (hommes et femmes compris), 

19,3 millions de personnes auront été atteintes d’un cancer dont 9,96 millions de décès, soit près d’un 

cancer sur deux (taux de mortalité de 48 %). Et les estimations pour l’horizon 2040 ne sont pas optimistes 

puisque l’OMS estime que le nombre de cancers s’élèvera à 30,2 millions, soit une augmentation de 36 

% des cas, avec près de 16,3 millions de décès (taux de mortalité de 46 %). Au niveau du cancer de 

l’ovaire, l’Agence Internationale de Recherche sur le cancer prévoit une augmentation de 37 % des 

patientes avec une augmentation de 48 % de la mortalité principalement due à un faible pronostic de 

survie après les traitements classiques aux chimiothérapies à base de taxol et platine (‘Cancer 

Tomorrow’ n.d.; Matulonis et al. 2016). En effet, des mécanismes de défense récurrents se mettent en 

place par la tumeur et sont rencontrés dans de nombreux cancers comme le glioblastome, le cancer du 

sein ou encore le cancer de l’ovaire : ils sont appelés des phénomènes de résistance à la chimiothérapie. 

La communauté scientifique s’attèle ainsi à la recherche de nouvelles molécules actives afin d’améliorer 

les possibilités de traitements thérapeutiques.  

A la fin des années 80, l’équipe du Professeur Jaouen, basée sur Paris, a développé un nouveau type de 

chimie, la chimie bio-organométallique. L’idée était de conférer de nouvelles propriétés biologiques à 

l’anticancéreux tamoxifène en lui ajoutant un complexe organométallique à base de fer, de ruthénium 

ou de rhodium (Jaouen, Vessières, and Top 2015). Parmi ces différents organométalliques, la famille 

des ferrocifènes (Figure 2.a) a montré des propriétés biologiques remarquables, in vitro et in vivo, sur 

plusieurs types de cancer (glioblastome, cancer du sein triple négatif, mélanome métastatique) (Idlas et 

al. 2021). Plusieurs types de structures ont été obtenues, avec une librairie de plus de 300 ferrocifènes 

au total qui ont été synthétisés (Jaouen, Vessières, and Top 2015). L’ensemble de ce travail a permis la 

création d’une start-up appelée Feroscan (collaborateur).  

Dans ce projet, la famille la plus récente sera utilisée, dans laquelle le plus d’espoir est fondé de par son 

efficacité obtenue in vitro notamment sur des lignées cellulaires de cancer de l’ovaire : le succinimide-

ferrocifène P722 (Figure 2.b)) (Pigeon et al. 2017). Les ferrocifènes feront l’objet d’une description 
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plus détaillée dans le chapitre I consacré à l’état de l’art (cf. revue bibliographique « Ferrocifen loaded 

lipid nanocapsules : a promising anticancer medication against multidrug resistant tumors »).  

Cependant, à cause de la lipophilie des ferrocifènes et afin de pouvoir être administrés par voie 

intraveineuse, une étape de formulation est nécessaire. Dans ce projet, les nano-systèmes utilisés sont 

les nanocapsules lipidiques (LNCs). Les LNCs ont été développées et brevetées par le laboratoire MINT 

en 2002 (Heurtault et al. 2002). Ces nano-objets sont composés d’un cœur de triglycérides entouré d’une 

membrane de tensioactifs PEGylés (Figure 2.c). Ainsi cette structure rend possible l’encapsulation de 

molécules lipophiles comme les ferrocifènes (Idlas et al. 2021). De plus, la membrane PEGylée flexible 

des LNCs permet de réaliser des stratégies de ciblage passif (LNCs de base ou après post-insertion de 

phospholipides PEGylés) (Lainé et al. 2014) mais aussi des stratégies de ciblage actif (adsorption ou 

greffage covalent de peptides ou d’anticorps monoclonaux) (Béduneau et al. 2007; Karim et al. 2018). 

Les LNCs seront détaillées dans le chapitre I sur l’état de l’art (cf. revue bibliographique « Ferrocifen 

loaded lipid nanocapsules : a promising anticancer medication against multidrug resistant tumors »).  

 

Figure 2. a) Structure générale des ferrocifènes. Les groupements R1, R2 et R3 peuvent être modulés ; 

b) Structure du P722, appartenant à la famille des succinimide-ferrocifènes ; c) Structure d’une 

nanocapsule lipidique : cœur de triglycéride entouré d’une membrane de tensioactifs PEGylés et de 

phosphatidylcholine. 

Ce projet de thèse, financé par l’ANR PRCE « NaTeMOc », est composé d’un consortium de trois 

entités : le laboratoire MINT pour l’apport de son expertise sur les LNCs ; Feroscan pour la synthèse 

des ferrocifènes ; l’Institut Curie pour la réalisation des études d’efficacité in vivo des formulations. 

Ainsi, dans ce projet, afin de réaliser une stratégie de ciblage passif en premier lieu puis de ciblage 

spécifique des cellules cancéreuses ovariennes en second lieu, la surface des LNCs a été modifiée par 

l’ajout d’un phospholipide PEGylé (DSPE-PEG2000) ou par l’ajout d’un peptide pénétrant, appelé TLS 

(Ma et al. 2013). L’efficacité biologique de ces différentes formulations a ensuite été étudiée par 

l’Institut Curie, sur des modèles de tumeurs épithéliales de l’ovaire dérivées de patientes, greffés sur 

souris (modèles de « Patient-Derived-Xenograft »).  
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Les objectifs de cette thèse étaient donc multiples :  

- Formulation des LNCs encapsulant le succinimide-ferrocifène P722 

- Post-insertion du phospholipide PEGylé à la surface des LNCs 

- Synthèse, purification et caractérisation du peptide pénétrant TLS 

- Adsorption et/ou greffage covalent du peptide pénétrant 

- Activité in vitro et internalisation des LNCs modifiées en surface par le peptide pénétrant 

- Activité in vivo des différentes formulations 

Dans la première partie du manuscrit, le chapitre I, consacré à l’état de l’art, présentera des généralités 

sur le cancer de l’ovaire, une description précise des ferrocifènes ainsi que des LNCs et les différentes 

études in vitro et in vivo réalisées. Une description des peptides pénétrants sera ensuite donnée avec des 

exemples d’application pour le cancer de l’ovaire.   

La seconde partie regroupera l’ensemble des principaux résultats expérimentaux obtenus au cours de 

cette thèse et sera divisée en trois chapitres. Le chapitre II présentera une caractérisation physico-

chimique détaillée des formulations obtenues de LNCs chargées avec différents succcinimide-

ferrocifènes. Ces résultats ont permis de mettre en évidence une relation structure moléculaire – nano-

système selon le ferrocifène utilisé. Ensuite, le chapitre III présentera l’étude in vivo des formulations 

sur des modèles de tumeurs de l’ovaire dérivées de patientes humaines greffés sur souris. Enfin le 

chapitre IV présentera les résultats obtenus lors de la modification de surface des LNCs par le peptide 

pénétrant TLS et l’effet apporté sur l’internalisation des LNCs par des cellules cancéreuses ovariennes. 

La dernière partie du manuscrit sera constituée d’une discussion générale de l’ensemble des résultats 

obtenus permettant ainsi de mettre en avant les perspectives issues de ce travail. 
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Chapitre 1. Etat de l’art 

1. Cancer de l’ovaire 

1.1 Données épidémiologiques, histologiques et facteurs de risques des cancers de l’ovaire 

1.1.1 Données épidémiologiques 

Le cancer de l’ovaire est le 7ème cancer le plus fréquent et le 8ème cancer le plus mortel chez la femme 

dans le monde (Lisio et al. 2019). Il est la principale cause de mortalité chez la femme parmi les cancers 

gynécologiques. En 2018, environ 295 000 femmes étaient diagnostiquées avec un cancer de l’ovaire et 

environ 185 000 en succombaient la même année, dans le monde (Bray et al. 2018). Si l’on s’attarde sur 

les chiffres à l’échelle de la France, le cancer de l’ovaire se place au 5ème rang des décès par cancer chez 

la femme en 2018, avec environ 3500 décès pour 5000 cancers diagnostiqués la même année. Même si 

les nombres de cas diagnostiqués et de décès restent bien en dessous de ceux concernant les cancers du 

sein ou du poumon, ce cancer n'en reste pas moins un cancer très agressif avec un faible taux de survie. 

Le taux de survie est directement lié à l’avancée du cancer lors du diagnostic. Etant donné que le cancer 

de l’ovaire est peu symptomatique et que les biomarqueurs caractéristiques sont difficilement 

détectables, la plupart des cancers de l’ovaire sont diagnostiqués à un stade avancé selon la classification 

de la Fédération Internationale de Gynécologie-Obstétrique (FIGO), stade III ou IV (Tableau 1). Ainsi, 

entre la période 2010 – 2015, le taux de survie globale à cinq ans était de 90 % pour les stades I, versus 

43 % pour les stades III.   

Si l’on regarde les chiffres de l’Agence Internationale de Recherche sur le cancer, pour les deux 

prochaines décennies (2020 – 2040), le nombre de cas de cancers de l’ovaire devrait augmenter de 37 

% avec un taux de mortalité de 48 %. Cela est principalement expliqué par l’augmentation de la 

population mondiale et par le changement de nos modes de vie (pilule, alimentation…). Ces estimations 

ne peuvent évidemment prédire les possibles avancés scientifiques et technologiques qui permettraient 

une meilleure compréhension biologique de ce cancer et une potentielle amélioration des moyens de 

détection et de traitement. 
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Tableau 1. Classification FIGO des différents stades des cancers de l’ovaire. 

Stades FIGO Description 

Stade I La tumeur est limitée aux ovaires (un seul ou les deux) 

Stade IA Le cancer est limité à un seul ovaire et reste contenu à l’intérieur 

Stade IB Le cancer atteint les deux ovaires et reste contenu à l’intérieur 

Stade IC Le cancer touche un ou les deux ovaires, mais les cellules cancéreuses peuvent 

avoir traversé la capsule ovarienne, s’être propagées à la surface de l’ovaire ou se 

trouver dans le liquide de l’abdomen 

Stade II La tumeur se trouve dans un ou deux ovaires, avec une extension locale 

(extension pelvienne) 

Stade IIA Propagation de la tumeur au niveau de l’utérus ou aux trompes de Fallope. Les 

cellules cancéreuses ne sont pas présentes dans le liquide de l’abdomen 

Stade IIB Propagation de la tumeur à d’autres organes pelviens (vessie, rectum etc…). Les 

cellules cancéreuses se trouvent aussi dans le liquide abdominal 

Stade III La tumeur s’est étendue au péritoine et/ou aux ganglions lymphatiques situés 
dans le bassin (ganglions pelviens). Développement de métastases locales 

Stade IIIA Apparition de métastases microscopiques au niveau du péritoine 

Stade IIIB Apparition de métastases mesurant jusqu’à 2 cm au niveau du péritoine 

Stade IIIC Apparition de métastases mesurant plus de 2 cm et/ou propagation aux ganglions 

pelviens 

Stade IV La tumeur s’est propagée vers des organes éloignés (foie, poumon etc…). 
Développement de métastases à distance 

 

1.1.2 Caractérisations génomiques et histologiques des cancers de l’ovaire 

Trois familles histologiques de tumeurs de l’ovaire sont identifiées : (i) les cancers épithéliaux de 

l’ovaire à une fréquence de 90 % ; (ii) les cancers d’origine stromale (3 %) ; (iii) les cancers d’origine 

germinale (2 %). Pour 5 % des cancers de l’ovaire, aucune identification n’est possible (Torre et al. 

2018; Henderson et al. 2021) (Figure 3.a)). Les tumeurs d’origine épithéliale se développent 

principalement sur l’épithélium ovarien de surface (cellules épithéliales recouvrant l’ovaire) ou au 

niveau des trompes de Fallope (Auersperg 2013; Kindelberger et al. 2007). Parmi les tumeurs d’origine 

épithéliale, plusieurs sous-type histologiques ont été répertoriés et regroupés sous deux types (type I et 

type II) selon des facteurs clinico-pathologiques et les mutations génétiques associées.  

Le carcinome (tumeur maligne) séreux de haut grade est un cancer épithélial dit de type II et est de loin 

le plus fréquent des sous-types histologiques, avec une fréquence d’environ 75 % (Tableau 2). Plus de 

80 % de ces carcinomes sont caractérisés par une mutation du gène TP53 (Matulonis et al. 2016; Cancer 

Genome Atlas Research Network 2011; Lisio et al. 2019). Ce gène est un gène suppresseur de tumeur 
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ainsi qu’un gène maintenant la stabilité génomique. Il est en général inactivé et s’active une fois que la 

cellule est endommagée ou stressée. Ainsi, il permet de réguler le cycle cellulaire en arrêtant le processus 

de mitose en phase G1 et peut aussi déclencher le processus d’apoptose (Vogelstein, Lane, and Levine 

2000; Chan et al. 2000; Salani et al. 2008). Ainsi, des mutations sur ce gène vont induire une levée du 

point de contrôle de la mitose. Cela va provoquer une accumulation d’erreurs génomiques et donc une 

grande instabilité chromosomique (Just, Borghese, and Alexandre 2015) (Tableau 2). D’après la Figure 

3.b), c’est un carcinome très agressif et invasif puisque 51 % et 29 % sont diagnostiqués à un stade 

avancé, stade III ou stade IV respectivement, selon la classification FIGO (Torre et al. 2018; Henderson 

et al. 2021). A ces stades, la tumeur se trouve dans un ovaire ou les deux et est métastasée soit dans le 

péritoine (stade III) ou dans d’autres parties du corps situées à l’extérieur de l’abdomen et du bassin 

(stade IV) (Tableau 1). La seconde mutation la plus fréquente est celle des gènes BRAC1 et BRAC2. 

Environ 25 % des patientes atteintes d’un carcinome séreux de haut grade présentent ces mutations. Une 

explication plus détaillée de ces mutations sera faite au paragraphe suivant sur les facteurs de risques.  

Les carcinomes que l’on regroupe sous le type I, avec une fréquence d’environ 25 %, sont les carcinomes 

séreux de bas grade, les carcinomes endométriaux, les carcinomes à cellules claires et les carcinomes 

mucineux (Figure 3.b)). Contrairement aux carcinomes séreux de haut grade, plus de la moitié de ces 

carcinomes sont diagnostiqués à des stades peu avancés, stade I ou stade II, selon la classification FIGO 

(Henderson et al. 2021; Just, Borghese, and Alexandre 2015). C’est-à-dire que ces tumeurs se 

développent principalement dans un ou deux ovaires, avec très peu de métastases locales (Tableau 1). 

Une liste non exhaustive des principales mutations génétiques pour ces différents carcinomes est donnée 

en Tableau 2 ((Kurman and Shih 2011). Ces gènes associés sont impliqués dans des voies de 

signalisation régulant la prolifération et la différenciation cellulaire. Ces tumeurs présentent très 

rarement des mutations du gène TP53, d’où leur stabilité chromosomique. La première voie de 

traitement consiste en une chirurgie suivie d’une chimiothérapie à base de carboplatine / paclitaxel 

(Tableau 2). Ces tumeurs de type I sont peu sensibles à la chimiothérapie mais du fait de leur stade peu 

avancé et de leur croissance lente, le traitement permet d’avoir un taux de survie sur 5 ans supérieur à 

70 % (Kaldawy et al. 2016).  

Dans ce projet, l’intérêt est porté au cancer épithélial séreux de haut grade. Les tumeurs épithéliales de 

type I ne seront donc pas détaillées par la suite.  
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Figure 3. a) Représentation des différentes origines des cancers de l’ovaire et de l’incidence 

correspondante (Torre et al. 2018; Henderson et al. 2021); b) Histologie des cancers épithéliaux de 

l’ovaire ainsi que l’expression en pourcentage des stades selon la classification FIGO (Torre et al. 

2018; Henderson et al. 2021). 

1.1.3 Facteurs de risques 

Le premier facteur de risque est l’âge des patientes. En effet, le cancer de l’ovaire est très rare chez la 

femme jeune. Le risque de développer un cancer de l’ovaire augmente avec l’âge, plus nettement après 

50 ans. La moyenne d’âge d’apparition des tumeurs épithéliales de l’ovaire est de 64 ans. Cependant, 

12,1 % de ces tumeurs sont diagnostiquées avant 44 ans, notamment chez les patientes porteuses des 

mutations des gènes BRAC1 et BRAC2 (Geoffron et al. 2021). Il est ainsi possible de dire que le cancer 

de l’ovaire est principalement un cancer de la femme ménopausée.   

Un second facteur, physiologique, qui accentuerait le risque est lié à l’activité génitale de la femme. En 

effet, l’ovulation a lieu en moyenne une fois par mois. Lors de l’ovulation, l’épithélium ovarien de 

surface, tissu épithélial recouvrant les ovaires, se rompt pour entrainer la libération d’un ovocyte vers 

l’utérus en passant par les trompes de Fallope. Une fois la libération faite, un processus de cicatrisation 

a lieu via la prolifération de cellules épithéliales. Ces répétitions fréquentes pourraient être à l’origine 

de mutations responsables de l’apparition d’un cancer épithélial de l’ovaire, provoquant de possibles 

dommages au niveau de l’ADN (Fathalla 2013). Une hypothèse émise en 1971 (Fathalla 1971) et 

confirmée par plusieurs études épidémiologiques et de méta-analyses depuis 2008 décrit que l’utilisation 

de la contraception orale oestroprogestative est associée à une réduction du risque d’apparition des 
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carcinomes séreux, endométriaux et à cellules claires (Fathalla 2013; Havrilesky et al. 2013).  

Un autre facteur de risque, considéré comme le principal, est la présence d’antécédents familiaux au 

premier degré. Entre 10 à 15 % des cancers épithéliaux de l’ovaire sont d’origine héréditaire, c’est-à-

dire qu’ils sont associés à une mutation d’un gène de prédisposition. Ces gènes de prédisposition au 

cancer de l’ovaire sont les gènes BRAC1 et BRAC2, qui sont aussi des gènes de prédisposition au cancer 

du sein. On parle dans ce cas de syndromes BRAC1 et BRAC2 ou encore de syndromes sein-ovaire 

(Just, Borghese, and Alexandre 2015). La plupart des cancers épithéliaux de l’ovaire associés à une 

mutation BRAC1/2 sont de type séreux de haut grade (Tableau 2). Une large étude de données réalisée 

en 2017 et qui recense les résultats d’études nationales principalement réalisées aux Royaume-Unis, aux 

Pays-Bas et en France entre la période 1997 – 2011, a montré que le risque cumulé à 80 ans de 

développer un cancer de l’ovaire était de 44 % en cas de mutation de BRAC1 et de 17 % en cas de 

mutation de BRAC2 (Kuchenbaecker et al. 2017). Les gènes BRAC1 et BRAC2 sont des gènes 

suppresseurs de tumeurs qui vont coder pour des protéines impliquées dans la réparation de l’ADN (da 

Cunha Colombo Bonadio et al. 2018; De Picciotto et al. 2016). Ils permettent donc de maintenir 

l’intégrité du génome. La principale voie de réparation de l’ADN est la recombinaison homologue qui 

permet de protéger le génome des cassures double-brins de l’ADN, considérées comme la principale 

forme de dommage sur l’ADN (da Cunha Colombo Bonadio et al. 2018; De Picciotto et al. 2016). En 

plus des mutations de BRAC1 et BRAC2, d’autres gènes de la voie de la recombinaison homologue 

peuvent être altérés dans les carcinomes séreux de haut grade. L’ensemble de ces altérations et donc une 

défaillance de la recombinaison homologue seraient présentes dans environ 50 % des tumeurs 

épithéliales séreuses de haut grade (Just, Borghese, and Alexandre 2015; Cancer Genome Atlas 

Research Network 2011).  

Enfin, comme pour beaucoup de cancers, l’environnement a aussi un impact sur l’apparition des cancers 

de l’ovaire. Ainsi, plusieurs méta-analyses ont confirmé que le tabac pouvait provoquer un risque 

supplémentaire de survenue de carcinome mucineux. Aucun lien n’a été montré sur les autres types 

histologiques : endométrial, à cellules claires, séreux de bas ou haut grade (Faber et al. 2013; ‘Ovarian 

Cancer and Smoking: Individual Participant Meta-Analysis Including 28 114 Women with Ovarian 

Cancer from 51 Epidemiological Studies’ 2012). Cependant, une méta-analyse publiée en 2018 a mis 

en évidence un lien entre l’utilisation du talc périnéal et l’apparition de carcinomes séreux (Berge et al. 

2018). 

1.2 Traitements actuels du cancer épithélial de l’ovaire séreux de haut grade 

Comme expliqué précédemment, ce projet se concentrera sur le cancer épithélial de l’ovaire de haut 

grade, dit de type II, représentant 75 % des cancers ovariens d’origine épithéliale (Tableau 2). 
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1.2.1 Chirurgie 

Le cancer épithélial séreux de haut grade est un cancer souvent diagnostiqué à un stade avancé où la 

dissémination des cellules cancéreuses vers le péritoine a déjà commencé. Le standard thérapeutique de 

premier choix reste donc la réalisation d’une chirurgie de cytoréduction si l’exérèse macroscopiquement 

complète est jugée possible par les chirurgiens. C’est une pratique chirurgicale très lourde pour la 

patiente (ablation de l’utérus, ablation des trompes de Fallope, ablation des ovaires). Ainsi, l’état général 

de la patiente et sa capacité à supporter l’intervention est aussi un facteur à prendre en compte avant de 

réaliser l’intervention. La survie de la patiente est significativement corrélée à la taille des résidus 

tumoraux qui n’ont pas pu être retirés lors de l’intervention chirurgicale. Ainsi, une méta-analyse publiée 

en 2012 a montré que la médiane de survie globale (cohorte de 203 patientes) diminuait à 37 mois 

lorsqu’un résidu tumoral de plus de 1 cm était laissé, contre 86 mois pour une chirurgie de cytoréduction 

complète (Chang, Bristow, and Ryu 2012). Cependant, la chirurgie de cytoréduction n’est complète que 

d’un point de vue macroscopique. Il existe très souvent des résidus tumoraux microscopiques en fin 

d’intervention, provoquant ainsi un taux de récidive péritonéal élevé (environ 60 % deux ans après 

intervention). 

1.2.2 Chimiothérapie 

Après chirurgie ou lorsque l’exérèse macroscopique complète n’est pas jugée possible par le chirurgien, 

un traitement par chimiothérapie est prodigué à la patiente. La chimiothérapie de référence consiste à 

associer un traitement à base de platine (cisplatine ou carboplatine) et de paclitaxel toutes les trois 

semaines. Selon le stade de la tumeur (stade III ou stade IV), le nombre de cycles de chimiothérapie 

varie de six à huit. L’association de ces traitements a permis d’améliorer significativement la médiane 

de survie des patientes avec une rémission chez environ 80 % des patientes. La sensibilité initiale de la 

plupart des patientes pour le cisplatine ou le carboplatine s’explique par le fait que plus de 50 % ont une 

défaillance de la recombinaison homologue (da Cunha Colombo Bonadio et al. 2018; De Picciotto et al. 

2016). Comme expliqué précédemment, c’est un processus qui permet de réparer les dommages sur 

l’ADN. Le cisplatine et le carboplatine sont des agents alkylants de l’ADN (Reedijk 2009). Ainsi, étant 

donné la défaillance de la recombinaison homologue, processus principal pour réparer l’ADN, 

l’apoptose des cellules cancéreuses sera dans un premier temps très efficace. Cependant, environ 80 % 

de ces patientes rechutent et développent des résistances aux traitements à base de platine (Matulonis et 

al. 2016). Cela peut s’expliquer notamment par des phénomènes de seconde mutation sur les gènes 

BRAC1 et BRAC2 qui vont restaurer les gènes initiaux. Ainsi, ces gènes pourront à nouveau coder pour 

activer la recombinaison homologue, induisant ainsi des réparations de l’ADN endommagé (De 

Picciotto et al. 2016; da Cunha Colombo Bonadio et al. 2018). 

Certaines techniques ont été développées pour traiter de façon locale, après chirurgie de cytoréduction, 

les résidus tumoraux toujours présents en fin d’intervention. Par exemple, la chimiothérapie 

hyperthermique intrapéritonéale (CHIP) consiste à appliquer une solution à base de carboplatine, 
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chauffée à une température de 40 – 41 °C pour traiter les résidus tumoraux microscopiques. Cela permet 

une application tissulaire locale de la substance active, combinée à l’effet cytotoxique de l’hyperthermie. 

Cependant, son utilisation reste toujours controversée et aucun consensus international n’a été trouvé. 

Par exemple, cette voie de traitement post-chirurgicale est autorisée en France, alors que les instances 

européennes ne la recommandent pas (Lavoue et al. 2019; Colombo et al. 2019). 

1.2.3 Thérapie ciblées 

Les connaissances génomiques des mécanismes biologiques et moléculaires des cellules cancéreuses et 

du micro-environnement tumoral ont particulièrement progressées, permettant des avancées majeures 

dans le domaine des thérapies ciblées. En effet, les processus participant à la croissance tumorale et à la 

dissémination des cellules cancéreuses ou encore les processus participant à la réparation de l’ADN sont 

devenus des cibles de choix dans le traitement du cancer épithélial de l’ovaire séreux de haut grade. 

a. Voies pro-angiogéniques 

Le micro-environnement tumoral est constitué d’une variété de cellules comme les fibroblastes, les 

cellules immunitaires, les cellules endothéliales (vaisseaux sanguins et vaisseaux lymphatiques) mais 

aussi de composés non-cellulaires participant à la composition de la matrice extracellulaire (MEC) 

(protéines fibreuses, protéoglycanes), d’enzymes remodelant la MEC (métalloprotéases matricielles) ou 

encore de facteurs de croissances (Cho, Howell, and Colvin 2015; Petrova et al. 2018). Le micro-

environnement tumoral peut être une source de résistance aux thérapies anti-cancéreuses (Sun 2016) 

mais l’avoir pour cible thérapeutique pourrait être une stratégie de choix (Roma-Rodrigues et al. 2019). 

L’angiogenèse est un phénomène essentiel dans la croissance tumorale et dans la dissémination des 

cellules tumorales, phénomène dû à la surexpression des facteurs de croissances de l’endothélium 

vasculaire. C’est dans l’idée de cibler ces facteurs de croissance qu’ont été développés les anti-

angiogéniques.   

Le bévacizumab est un anticorps monoclonal qui cible les facteurs de croissance de l’endothélium 

vasculaire et qui va permettre ensuite son inactivation. Il est actuellement le seul anti-angiogénique à 

avoir une autorisation de mise sur le marché (AMM) pour traiter, en combinaison avec la 

chimiothérapie, les cancers de l’ovaire, dont le carcinome séreux de haut grade (Matulonis et al. 2016; 

Lisio et al. 2019). 

b. Inhibiteurs de la poly(ADP-ribose) polymérase (PARP) 

➔ Rôle de la protéine PARP 

Au cours de l’existence d’une cellule, l’ADN est continuellement soumis à des dommages provenant de 

produits toxiques ou encore d’une mauvaise réplication de l’ADN. Ces altérations sont d’origines 

multiples : modifications d’une base purique (adénine, guanine) ou d’une base pyrimidique (cytosine, 

thymine, uracile) dans la séquence ; cassure d’un brin de l’ADN ; cassure double-brins de l’ADN ; 

réticulation inter ou intra brin de l’ADN (Papa et al. 2016). Afin de réparer ces lésions et de maintenir 
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l’intégrité génomique, les cellules ont développé des mécanismes de réparation de l’ADN. Par exemple, 

pour réparer les cassures double-brins de l’ADN, la voie de la recombinaison homologue est activée, 

comme déjà abordée précédemment dans cette partie (da Cunha Colombo Bonadio et al. 2018). Quant 

aux cassures simple-brin, qui sont les altérations les plus fréquentes, trois mécanismes de réparation ont 

été identifiés : réparation de mésappariement de bases ; réparation par excision de nucléotides ; 

réparation par excision de base. Ce dernier mécanisme est activé par une protéine nucléaire, PARP-1 

(responsable de plus de 90 % des activations) qui va reconnaître et se lier au brin d’ADN cassé (Papa et 

al. 2016).  

➔ Action des inhibiteurs PARP 

Cette découverte du rôle de la protéine PARP-1 dans les mécanismes de réparation de l’ADN a permis 

de développer une thérapie ciblée à travers l’inhibition de ce mécanisme d’action. Ces nouveaux 

médicaments sont appelés des inhibiteurs PARP. Beaucoup de praticiens considèrent cette avancée 

thérapeutique comme l’une des plus grandes de la dernière décennie.  

Les essais cliniques (Phase I, Phase II et Phase III) réalisés avec le premier inhibiteur PARP appelé 

olaparib, approuvé depuis par les instances internationales de santé (FDA et EMA), ont montré que ce 

médicament induisait une réponse positive uniquement chez les patientes présentant une mutation des 

gènes BRAC1/2 (Audeh et al. 2010; Gelmon et al. 2011). Les cellules des patientes atteintes d’une 

mutation BRAC1/2 et traitées par olaparib sont ainsi privées de deux mécanismes de réparation de 

l’ADN, la voie de la recombinaison homologue via les mutations BRAC1/2, et la voie de la réparation 

par excision de base (Papa et al. 2016) : il a ainsi été déduit qu’un phénomène de létalité synthétique, 

mort cellulaire obtenue par la synergie d’action de deux évènements non létaux individuellement, était 

responsable de l’activité thérapeutique de l’olaparib.  
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Tableau 2. Différence histologique, génomique et de traitement entre les cancers épithéliaux de 

l’ovaire de type I et de type II 

Cancer épithélial de l’ovaire Type I Type II 

Histologie 

Séreux de bas grade 

Endométrial 

Cellules claires 

Mucineux 

Séreux de haut grade 

Fréquence (%) 25 75 

Prédisposition génétique et/ou 

mutation (fréquence en %) 

KRAS et BRAF (> 50 %) 

HER2, PTEN, PI3K 

TP53 (> 80 %) 

BRAC1 et BRAC2 (≃ 15 %) 

Instabilité chromosomique Faible Forte 

Recombinaison homologue Active Défaillante 

Traitement 

Chirurgie 

Peu sensible au carboplatine 

ou cisplatine (mais 1ère voie 

de traitement)  

Chirurgie 

Sensible au carboplatine ou 

cisplatine mais rechute 

fréquente 

Inhibiteur PARP 

Bévacizumab 

 

1.3 Essais cliniques sur le cancer épithélial de l’ovaire séreux de haut grade 

La plupart des essais cliniques réalisés pendant la dernière décennie sur le cancer épithélial de l’ovaire 

de haut grade se sont axés sur la combinaison de différents traitements, souvent approuvés, afin de 

surmonter les résistances développées (Lee, Minasian, and Kohn 2019). Plusieurs traitements par 

immunothérapie (anticorps monoclonaux) ont été combinés avec le Doxil® ou avec la chimiothérapie 

conventionnelle (carboplatine et paclitaxel). Par exemple, l’essai clinique de phase III JAVELIN 

Ovarian 200, consistait à étudier le potentiel bénéfice de l’anticorps monoclonal avélumab, seul ou en 

combinaison avec le Doxil®. Les résultats de l’essai n’ont montré aucune amélioration du taux de survie 

des patientes avec la monothérapie à l’avélumab ou avec la combinaison au Doxil®, par rapport au 

Doxil® seul (Pujade-Lauraine et al. 2021). Ce même anticorps monoclonal a aussi été testé en 

combinaison avec le carboplatine et le paclitaxel (essai clinique JAVELIN Ovarian 100) pour un résultat 

similaire (Monk et al. 2021). A ce jour, aucun bénéfice de l’immunothérapie n’a été mis en évidence sur 

le cancer épithélial de l’ovaire. D’autres essais cliniques ont consisté à combiner des inhibiteurs PARP 

avec des anti-angiogéniques, sans grand succès non plus par rapport à la chimiothérapie classique (Liu 

et al. 2022).  

Des essais cliniques ont aussi été réalisés avec de nouvelles molécules et/ou avec de nouveaux moyens 
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de délivrance en association avec des traitements déjà approuvés (inhibiteurs PARP, Doxil®, 

bevacizumab, carboplatine). Ces nouvelles molécules ont pour but de proposer des alternatives aux 

traitements actuels. Parmi ces molécules, il est possible de trouver des inhibiteurs de la sérine/thréonine-

protéine kinase ATR (enzyme activée pour répondre aux cassures simple-brin de l’ADN), des inhibiteurs 

de points de contrôle du cycle cellulaire ainsi que des modulateurs épigénétiques pour la réactivation de 

certains gènes (McMullen et al. 2020). Par exemple, deux essais cliniques PiSARRO (NCT02098343) 

et PiSARRO-R (NCT03268382) ont utilisé la molécule APR-246, pouvant réactiver la protéine mutante 

p53 exprimé par la mutation du gène TP53, en combinaison avec le carboplatine et/ou le Doxil® 

(Gourley et al. 2016; Aprea Therapeutics 2022). Cette molécule APR-246 est très intéressante car elle 

forme un métabolite actif électrophile, appelé accepteur de Michael, capable de réagir avec des cystéines 

de la protéine mutante p53 (Zhang et al. 2018). Les résultats du premier essai clinique PiSARRO 

(NCT02098343) ont confirmé que APR-246 pouvait surmonter la résistance au carboplatine comme 

observé pré-cliniquement (Mohell et al. 2015). Enfin, l’essai clinique NCT0165207 a cette fois-ci testé 

la combinaison d’un nanomédicament avec l’anti-angiogénique bévacizumab. Le nanomédicament 

utilisé était le CRLX101, un conjugué cyclodextrine-polymère-campthothecine capable de s’auto-

assembler pour former des nanoparticules. Les résultats obtenus ont montré que l’association avec le 

bévacizumab pouvait être une stratégie intéressante avec une toxicité limité sur les patientes (Krasner et 

al. 2021).  

Bien que beaucoup d’essais cliniques aient été réalisées, la plupart font appel à des traitements déjà 

approuvés et pour lesquels certaines résistances apparaissent. Les essais cliniques utilisant un 

nanomédicament ont principalement été menés avec le Doxil®. Quelques-uns ont été réalisés avec des 

nanoparticules de paclitaxel (Abraxane®) ou encore avec le CRLX101 (Martín-Sabroso et al. 2021). 

Cependant leur nombre reste toutefois limité, malgré un nombre important de recherches précliniques 

sur de nouveaux nanomédicaments. 

1.4 Nanomédicaments développés contre le cancer épithélial de l’ovaire séreux de haut grade 

Les thérapies actuelles pour traiter le cancer épithélial de l’ovaire présentent des effets indésirables 

conséquents. Par exemple, même si une administration de la chimiothérapie par voie intrapéritonéale 

contribue à une amélioration de la survie des patientes comparée à une administration par voie 

intraveineuse, elle s’accompagne aussi d’un risque accru de toxicité pour les tissus (Tewari et al. 2015; 

Armstrong et al. 2006). Ainsi, afin d’augmenter l’index thérapeutique des principaux composés de 

chimiothérapie (paclitaxel, carboplatine, doxorubicine), les nano-systèmes sont des outils de choix. Ils 

permettent l’encapsulation et la protection de ces molécules et améliorent leur diffusion à travers les 

différentes barrières biologiques, conférant ainsi une meilleure biodisponibilité de l’actif. La surface de 

ces vecteurs peut également être fonctionnalisée par des ligands, afin de cibler spécifiquement les 

cellules tumorales. Beaucoup de nanomédicaments ont été développés et testés in vitro et/ou in vivo 
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pour cibler spécifiquement les cancers épithéliaux de l’ovaire (majoritairement les séreux de haut grade) 

en jouant sur la surexpression de différents types de récepteurs au niveau des cellules (surexpression de 

glycoprotéines, surexpression de récepteurs aux facteurs de croissances) (Cho, Howell, and Colvin 

2015; Z. Wang, Meng, and Zhong 2021) et en tirant partie de l’effet EPR. Le seul cliniquement approuvé 

est d’ailleurs le Doxil®, liposomes PEGylés encapsulant la doxorubicine, utilisé en seconde intention 

comme expliqué dans l’introduction générale (Tejada-Berges et al. 2002). L’utilisation du PEG confère 

à ce nanomédicament des propriétés de furtivité qui lui permettent de s’accumuler au niveau du site 

tumoral via l’effet EPR. Les principales cibles surexprimées par les cellules cancéreuses ovariennes sont 

les récepteurs folates (glycoprotéines transmembranaires) présents chez plus de 80 % des patientes 

(Birrer et al. 2019), les récepteurs CD44 (glycoprotéines transmembranaires) (Gao et al. 2015), les 

récepteurs de facteurs de croissance épithéliaux (HER1 et HER2 étant les plus exprimés) (Mehner et al. 

2017), les intégrines (glycoprotéines) (Dhaliwal and Shepherd 2022), certaines hormones et enzymes 

(Z. Wang, Meng, and Zhong 2021). Ainsi, plusieurs nano-systèmes ont été formulés, que ce soit des 

dendrimères, des nanoparticules de polymères, des nanoparticules lipidiques ou encore des 

nanoparticules inorganiques dont la surface a été modifiée par des ligands spécifiques ciblant les 

récepteurs précédemment cités, comme l’acide folique (ciblant les récepteurs folate) (Cruz et al. 2020; 

Luiz et al. 2019), l’acide hyaluronique (ciblage de CD44) (Shariati et al. 2020; L. Wang and Jia 2016), 

l’anticorps monoclonal C225 (ciblage de HER1) (Kotcherlakota et al. 2019) et des peptides pénétrants 

(ciblage des intégrines) (Kulhari et al. 2016; Xiao et al. 2012).  

Enfin, lorsque les nanomédicaments sont administrés, il est important de réaliser des études de bio-

distribution et de toxicité au niveau des principaux organes. Les quelques études réalisées sur 

l’accumulation des nanoparticules et l’impact potentiel sur les ovaires sont arrivées aux mêmes résultats. 

Quelle que soit la nature des nanomédicaments utilisés (lipidiques, de polymère, inorganiques), les 

études de biodistribution ont montré qu’ils s’accumulaient au niveau des ovaires (Lainé et al. 2014; 

Schädlich et al. 2012; Poley et al. 2022). De plus, l’étude la plus récente, de 2022, a montré que cette 

accumulation était dépendante du cycle menstruel. En effet, lors de l’ovulation, une accumulation plus 

importante des nanoparticules était observée. Cela s’explique par le fait que lors de l’ovulation, un 

phénomène d’angiogenèse important a lieu au niveau des ovaires et de l’utérus. Cela s’accompagne par 

une augmentation des facteurs de croissance de l’endothélial vasculaire et une perméabilité accrue des 

vaisseaux sanguins (Poley et al. 2022). Cet effet ouvre de nouvelles perspectives pour le traitement du 

cancer épithélial de l’ovaire. En effet, il serait important de prendre en compte le cycle menstruel lors 

de l’administration des nanomédicaments. Cependant, cela amène aussi à une toxicité accrue pouvant 

notamment engendrer un problème de fertilité (Poley et al. 2022; R. Wang et al. 2018). 
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1.5 Rôle du stress oxydant dans la sensibilité à la chimiothérapie du cancer épithélial de 
l’ovaire séreux de haut grade 

1.5.1 Effet paradoxal des espèces réactives de l’oxygène (ROS) 

Parmi les différentes caractéristiques des cancers, l’hétérogénéité du métabolisme des cellules 

cancéreuses, notamment du métabolisme énergétique, est devenu l’objet d’études approfondies. La 

prolifération cellulaire chronique des cellules cancéreuses, souvent incontrôlée, est aussi due au 

métabolisme énergétique des cellules (Hanahan2011). La production de l’énergie (ATP) se fait via les 

mitochondries selon deux principaux mécanismes complémentaires : le cycle de Krebs (cycle de l’acide 

citrique) et la phosphorylation oxydative. De par le mécanisme de la phosphorylation oxydative, les 

mitochondries sont l’un des organites produisant le plus d’espèces réactives de l’oxygène (ROS). 

Les ROS sont des métabolites de l’oxygène, hautement réactifs, dont le niveau est maintenu par des 

systèmes de défense anti-oxydants dont les principaux sont le système du glutathion et le système de la 

thioredoxine (Kardeh, Ashkani-Esfahani, and Alizadeh 2014; Arnér and Holmgren 2006). Les 

différentes études menées sur le rôle des ROS d’un point de vue biologique ont mis en évidence un effet 

paradoxal de ces composés (Kardeh, Ashkani-Esfahani, and Alizadeh 2014). En effet, les ROS jouent 

un rôle dans le maintien de l’homéostasie cellulaire, dans la protection des cellules, dans la régulation 

des facteurs de transcription ainsi que dans le contrôle de la prolifération cellulaire en induisant des 

phénomènes d’apoptose et donc dans la défense contre le cancer. Paradoxalement, un excès de ROS 

peut endommager les protéines cellulaires et l’ADN, provoquer la peroxydation des lipides, menant à 

des dommages fatals au niveau cellulaire. Ces espèces sont aussi responsables de la carcinogénèse via 

notamment l’induction de phénomènes d’angiogenèse et d’inflammation (Kardeh, Ashkani-Esfahani, 

and Alizadeh 2014). C’est en connaissant cette dualité de mécanismes que des thérapies générant des 

ROS au sein des cellules cancéreuses ont vu le jour, comme le carboplatine ou la doxorubicine. 

Cependant, du fait d’un stress oxydatif chronique plus élevé que dans les cellules normales, les cellules 

cancéreuses ont développé leur propre système de défense anti-oxydants. Ainsi, combiner plusieurs 

générateurs de ROS ou un composé ciblant les systèmes de défense anti-oxydants avec un générateur 

de ROS pourrait être une stratégie thérapeutique intéressante. 

1.5.2 Rôle du stress oxydant dans le cancer épithélial de l’ovaire séreux de haut grade 

L’équipe du Dr. Mechta-Grigoriou de l’Institut Curie s’est intéressée à catégoriser de manière précise 

le cancer épithélial de l’ovaire séreux de haut grade en se concentrant en particulier sur le rôle du stress 

oxydant. L’objectif était de déterminer de nouvelles pistes thérapeutiques permettant de traiter le 

carcinome séreux de haut grade, sous-type histologique le plus récurrent. Ainsi, dans une étude publiée 

en 2011, l’équipe a fait une corrélation entre l’expression d’une famille de micro-ARN, miRNA-200, et 

deux catégories de patientes, celle présentant une signature type « fibreuse » et celle présentant une 

signature de type « stress oxydant ». De plus, bien que l’ accumulation chronique de ROS favorise la 

croissance tumorale, les patientes à la signature « stress oxydant » ont une meilleure sensibilité à la 
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chimiothérapie, notamment à base de paclitaxel (Mateescu et al. 2011; Batista, Gruosso, and Mechta-

Grigoriou 2013). Une étude plus récente publiée en 2019 a confirmé le rôle du stress oxydant dans la 

sensibilité des carcinomes séreux de haut grade à la chimiothérapie. En effet, en combinant des analyses 

génomiques, protéomiques et bioénergétiques, la même équipe a cette fois-ci classifié les carcinomes 

séreux de haut grade selon leur métabolisme mitochondrial. Les tumeurs caractérisées par un 

métabolisme mitochondrial reposant sur la phosphorylation oxydative et le cycle de Krebs, présentent 

un stress oxydatif chronique et sont sensibles au carboplatine. Les tumeurs caractérisées par une 

production d’énergie via le métabolisme du glucose et présentant donc peu de stress oxydant, sont peu 

sensibles au carboplatine. Ces différences de métabolisme ont permis la catégorisation suivante : les 

tumeurs séreuses de haut grade dites « High OXPHOS » et les tumeurs séreuses de haut grade dites 

« Low OXPHOS ».  

Comme décrit précédemment, le cancer épithélial de l’ovaire séreux de haut grade est un cancer souvent 

diagnostiqué à un stade avancé (stade III ou stade IV), nécessitant une chirurgie de cytoréduction suivi 

d’un cycle de traitement par chimiothérapie. Les inconvénients des traitements actuels pour la patiente, 

les rechutes fréquentes liées aux phénomènes de résistance, responsables du faible taux de survie à 5 

ans, entrainent la nécessité de trouver de nouveaux traitements ou de nouvelles combinaisons de 

traitements. Ainsi, en s’appuyant sur les travaux de l’équipe du Dr. Mechta-Grigoriou et sur le rôle des 

ROS comme stratégie thérapeutique, imaginer une thérapie qui associerait un générateur de ROS à la 

chimiothérapie actuelle pourrait être une stratégie intéressante pour traiter le carcinome séreux de haut 

grade, notamment pour sensibiliser les tumeurs dites « Low OXPHOS ». C’est donc dans cette optique 

que les ferrocifènes ont été utilisés dans ce projet. Les différents mécanismes d’action de ces molécules 

ainsi que les résultats in vivo obtenus sur des cancers multi-résistants (glioblastome, mélanome 

métastatique, cancer du sein triple-négatif) seront décrits dans la partie suivante, à travers une revue 

bibliographique publiée dans Cancers en 2021.  
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Simple Summary: One of the primary causes of chemotherapy failure is the occurrence of cancer mul-
tidrug resistance (MDR). Uncontrolled growth of resistant tumor cells leads to metastasis and recurrence,
associated with high mortalities. Ferrocifens have been shown to possess anticancer properties via
an original mechanism dependent on redox properties and generation of active metabolites that can
cause disruption of cell metabolism. However, these molecules are highly insoluble in water, requir-
ing a formulation stage before being administered in vivo. Lipid nanocapsules (LNCs) have already
demonstrated their ability to successfully encapsulate various hydrophobic therapeutic agents, such as
ferrocifens, and offer the option of surface modification, making it possible to adapt the pharmacological
behavior of the nanocarrier. The aim of this review is to give, for the first time, an overview of the
in vitro and in vivo studies performed with ferrocifen-loaded LNCs on several MDR cancers.

Abstract: Resistance of cancer cells to current chemotherapeutic drugs has obliged the scientific
community to seek innovative compounds. Ferrocifens, lipophilic organometallic compounds
composed of a tamoxifen scaffold covalently bound to a ferrocene moiety, have shown very interesting
antiproliferative, cytotoxic and immunologic effects. The formation of ferrocenyl quinone methide
plays a crucial role in the multifaceted activity of ferrocifens. Lipid nanocapsules (LNCs), meanwhile,
are nanoparticles obtained by a free organic solvent process. LNCs consist of an oily core surrounded
by amphiphilic surfactants and are perfectly adapted to encapsulate these hydrophobic compounds.
The different in vitro and in vivo experiments performed with this ferrocifen-loaded nanocarrier
have revealed promising results in several multidrug-resistant cancer cell lines such as glioblastoma,
breast cancer and metastatic melanoma, alone or in combination with other therapies. This review
provides an exhaustive summary of the use of ferrocifen-loaded LNCs as a promising nanomedicine,
outlining the ferrocifen mechanisms of action on cancer cells, the nanocarrier formulation process
and the in vivo results obtained over the last two decades.

Keywords: nanomedicine; bioorganometallic drug; cancer; preclinical trial; combination therapy

1. Introduction

Nanomedicine is a multidisciplinary field embracing researchers from chemistry,
galenic pharmacy, biochemistry and biology, with the aim of developing innovative ther-
apies using biologically active molecules (drugs) formulated in nanoparticles (NPs) to
treat a panel of diseases such as cancer, inflammatory diseases or neurological disorders.
The field of oncology is predominant and has been of increasing interest since the anti-
cancer nanomedicine Doxil® became the first to win FDA approval [1–3]. Over recent
decades, many small active molecules (cisplatin, doxorubicin, tamoxifen, paclitaxel, etc.)
were synthesized and are now used in current chemotherapy treatments. For example,
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platinum-based chemotherapy, akin to cisplatin, has been used alone or in combination
in 70% of cancer treatments [4]. The main target of platinum coordination complexes
and doxorubicin is DNA, leading to the apoptosis of cells. However, one drawback of
these current treatments is the resistance developed by some cancer cells to proapoptotic
stimuli, for example, in glioblastoma and melanoma, resulting in the ineffectiveness of
these molecules [4,5]. Tamoxifen, the usual treatment molecule for breast cancer, is known
as a selective estrogen receptor modulator (SERM). Conversely, its nonselectivity against
hormone-independent cancer such as triple-negative breast cancer significantly reduces
the spectrum of its applications [6]. Paclitaxel is a microtubule-stabilizing drug able to
block cell cycle progression, thus inhibiting the growth of cancer cells, with interesting
recent results observed in immunotherapy [7]. However, many studies have proved that
paclitaxel is a substrate of the membrane-bound drug efflux pump P-glycoprotein (P-gp)
and shows limited efficacy against the resistant tumors [8].

In the late 1980s, Jaouen et al. synthesized a new class of bio-organometallic molecules [9,10].
The idea was to use an organometallic complex based on iron, ruthenium or rhodium covalently
bound to a tamoxifen scaffold, which could offer new curative properties with a wide range of
biological applications due to its direct metal-carbon covalent bond. The potential efficacy of these
innovative compounds is conferred by the chemical reactivity of the organometallic complex,
different from that of the metal or the organic ligands alone. Amongst these complexes, the
ferrocifen family consists of a ferrocene moiety covalently bound to a tamoxifen skeleton that
has shown promising in vitro results against MDR cancer cell lines [11–13]. However, ferrocifen
compounds are hydrophobic and need a suitable formulation strategy for intravenous injection,
the most commonly used route of administration in cancer patients.

Three generations of nanoparticles (NPs) can be differentiated. In the 1970s, the
first nanomedicines were biodegradable but accumulated mainly in the liver. The sec-
ond generation is characterized by the surface modification with hydrophilic molecules,
mainly polyethylene glycol (PEG), in order to confer stealth properties and to passively
accumulate in solid tumor tissues via the so-called enhanced permeation and retention
(EPR) effect [14,15]. However, the EPR effect still divides the scientific community [16,17].
Explored since the 1990s [18–20], the third generation of nanomedicines concerns their
surface modification by an active ligand such as a monoclonal antibody or a peptide for
specific cancer cell targeting called “active targeting”. Since the beginning of the 21st cen-
tury, these innovative NPs have received the most attention, with this surface modification
aiming to improve the biodistribution and limit the side effects of the drugs [21–23]. Within
this array of nanocarriers, Heurtault et al. patented a hybrid structure between polymer
NPs and liposomes, called lipid nanocapsules (LNCs). LNCs are prepared by a solvent-free
process and are composed of an oily core surrounded by a shell of lecithin and PEGylated
surfactants [24,25]. More than a hundred studies have confirmed the real promise of this
NPs as a drug delivery system, especially suitable for the ferrocifen molecules [26–32].

The aim of this review is to give, for the first time, an exhaustive overview on the
in vitro and in vivo studies performed with ferrocifen-loaded LNCs. Firstly, ferrocifen
mechanisms of action at the cellular level will be detailed in relation to potential anti-
MDR activity. Then, the specificities of LNCs will be described, especially through their
potential as ferrocifen nanocarriers, and the in vivo experiments on MDR cancers such as
glioblastoma, metastatic melanoma and breast cancer will be reviewed.

2. Ferrocifens: Promising Molecules against Cancer

Ferrocifen compounds were synthesized for the first time in 1996 by Jaouen et al. [33,34].
The general molecular structure is composed of a tamoxifen scaffold bound to a ferrocene
moiety (Figure 1). The initial idea was to use an old drug, tamoxifen, and add a metallocene
such as ferrocene or ruthenocene in order to confer new properties on the molecule. The
ferrocifen family exhibited the best bioactivity [35].

The ease of ferrocene functionalization and the ability to shape the overall structure
by adding a basic side chain (Figure 1, group R1) or to change the functional group
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R2 has allowed the synthesis of more than three hundred complexes over the last two
decades, some of them showing anticancer properties on a large panel of MDR cancer cell
lines including glioblastoma, metastatic melanoma, breast cancer and leukemia [36–39].
Indeed, structure–activity relationship studies have allowed for the identification of the
best potential candidates for in vivo studies. In this section, the link between the structure
of 5 ferrocifen molecules (P5, P15, P53, P722 and DP1, see Table 1) and their biological
efficiency on cancer cells will be detailed.

 

Figure 1. General structure of tamoxifen and ferrocifen compounds.

2.1. Ferrocifen Mechanisms of Action

Since the first synthesis of ferrocifen compounds was performed, the mechanism of
action has been increasingly well-understood. It has been shown to vary depending on
whether the molecule is used as an anticancer agent or as immunomodulator or antiparasitic
compounds [40,41]. This review focuses on the anticancer properties of ferrocifens. All
the studies performed have demonstrated that the cell death pathway induced by these
organometallic molecules differs according to the structure of the complexes, the cell lines
tested and the ferrocifen concentration [41]. The use of these complexes is particularly
potent as they can confer both antiproliferative and cytotoxic effects, as schematically
summarized in Figure 2. The formation of the quinone methide (QM) and its effects at the
cellular level, discussed subsequently, are elements needed to be determined to understand
this phenomenon.

 

≤ −

−

π

π

Figure 2. Ferrocifen mechanisms of action at the cellular level: at a concentration ≤ 10−7 M, ferrocifens present a cytostatic
effect; at a concentration > 10−7 M, ferrocifens present a cytotoxic effect.
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Table 1. Structure of P5, P15, P53, DP1 and P722 ferrocifens and their corresponding quinone
methides.

Ferrocifen Quinone Methide

 

P5 (FcdiOH)

 

Vinyl-QM-P5

 

P15 (FcOHTam)
 

Vinyl-QM-P15

 

P53 (FcTriOH)

 
Furane-QM-P53

Vinyl-QM-P53

 

DP1 (Ansa-FcdiOH)
Radical DP1
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Table 1. Cont.

Ferrocifen Quinone Methide

 

P722 QM-P722

2.1.1. Formation of the Quinone Methide

The formation of quinone methide (QM) can only occur if the ferrocenyl group is
located on carbon 2 of the but-1-ene group and if the phenol is on carbon 1 (Figure 1).
This configuration allows a conjugated π-system between the ferrocenyl and the phenol
groups [11,42]. Moreover, the unique redox properties of ferrocene could lead to the
reversible oxidation of Fe(II) to Fe(III) in the presence of Reactive Oxygen Species (ROS),
molecules overexpressed in cancer cells. Indeed, the ferrocene has a redox potential
similar to the redox potential found in the cell and is thus favorable for in vitro electron
transfer [43]. Then, as shown in Figure 3, a redox process involving two electrons and
two protons leads to the formation of a phenoxy radical and then to the QM. All the steps
presented in Figure 3 have been confirmed by electrochemistry and electron paramagnetic
resonance [42,44]. The authors of these studies attribute this QM formation to the role of the
ferrocene as a “redox antenna”, followed by an electronic delocalization [45,46]. However,
according to the initial ferrocifen structure, the QMs obtained for P5, P15, P53 and P722
will not have the same structures, as presented in Table 1, and this difference will confer
variable biological efficacy [47–49]. Indeed, P53 showed a better efficacy than P5 and P15
on several MDR cancer cell lines such as MDA-MB-231 triple-negative breast cancer and
cisplatin-resistant A2780cisR human ovarian cancer cells, due to its ability to form two
QMs: a vinyl QM such as P5 or P15 but also a QM involving a furan heterocycle, conferring
good stability on its structure. From these two QMs, several metabolites could be produced
in vitro and bind to various cell targets, such as glutathione [50]. For P722, its exceptional
antiproliferative effect may be explained by the atypical lone pair-π interaction between
one carbonyl group of the imide and the center of the aromatic QM ring, responsible for
an improvement of the stability of the QM-P722 [48]. No QM could be isolated from DP1
(ansa-FcdiOH) by electron paramagnetic resonance spectroscopy studies; more precisely,
its QM was too unstable, with a short half-life. Nevertheless, the high cytotoxicity of
DP1 compared to the acyclic series P5 and P15 could come from the formed free radical
QM [51,52].

Figure 3. Mechanism of quinone methide formation from ferrocifen. This mechanism was confirmed by electrochemistry
and electron paramagnetic resonance.
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2.1.2. Ferrocifen Mechanisms of Action at the Cellular Level

Early studies proposed some possible tumor cell mechanisms due to the well-known
antiestrogenic effect of ferrocifens (cytostatic effect) [12,53]. Interestingly, ferrocifens can
also drive senescence (another cytostatic effect) as well as apoptosis (cytotoxic effect),
depending on the initial concentration used [41,54]. Senescence is an irreversible arrest of
proliferation via different pathways, such as genomic damage caused by the activation of
p53, a tumor-suppressor protein controlling the expression of numerous activation factors
in cells. Tables 2 and 3 show the values of half maximal inhibitory concentration IC50
(concentration inhibiting 50% of a specific activity of a biological target) and of growth
inhibition concentration GI50 (concentration inhibiting 50% of cell proliferation), found
for the different ferrocifens: all the different values are in the low or submicromolar range.
This can be explained by the multiple pathways of activity, as discussed below.

Table 2. IC50 values in µM on some cancer cell lines (breast, glioblastoma, melanoma and ovarian) of
P5 and P15 ferrocifens.

Cell Line P5 P15

Breast
MCF7 [55] [55]

MDA-MB-231 [56] [56]

Glioblastoma
U87MG [57] -

9L [58] -

Melanoma

WM35 [37] [37]
WM793 [37] [37]

WM9 [37] [37]
SK-Mel28 [59] -

Ovarian
A2780 [56] -

A2780cisR [56] -
IC50 (µM)

0.5–2
2–10

Table 3. GI50 values in µM on some cancer cell lines (breast, central nervous system (CNS) cancer,
melanoma, ovarian cancer and leukemia) of the DP1, P53 and P722 ferrocifens.

Cell Line DP1 [51] P53 [50] P722 [48]

Breast
MCF7

MDA-MB-231

CNS
SF-295
SF-539
SF-268

Melanoma
SK-MEL-2

SK-MEL-28
SK-MEL-5

Ovarian
IGROV1
SK-OV-3

Leukemia
HL-60(TB)

MOLT-4
GI50 (µM)

<0.1
0.1–0.5
0.5–2
2–10
>10

Antiestrogenic Proliferative Effect

The antiestrogenic proliferative effect of the ferrocifens has been well-discussed in
the literature. With their molecular structures, they can bind to the estrogen receptor,
filling the hydrophobic pocket [60] and, by modulating the expression of oxidative stress
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proteins, block the binding of 17β-oestradiol, which plays an important role in regulating
hydrogen peroxide levels in ERα+ cells [61]. This can lead to an interruption of breast
cancer cell proliferation. Even if the relative binding affinity (RBA) of ferrocifens for the
estrogen receptor is lower than with tamoxifen, probably due to the steric effect of the
ferrocenyl group, the values are still satisfactory, at around 10% [38,41]. According to
Paterni et al., a good ER-ligand should possess two OH groups (one should be a phenol
or a phenol bioisostere) linked by a lipophilic central scaffold and placed at a distance of
about 11 Å [62]; this is the case for P15, whose structure corresponds to this description
and presents the highest RBA values (11.5%) compared to P5 (9.6%) [41]. Moreover, Jaouen
et al. showed that modifying one phenol by adding a basic chain, such as -O(CH2)3NMe2
in P15 (group R1 in Figure 1), could improve the antiestrogen effect of ferrocifens [38,53,63].
Moreover, the length of this chain is an important parameter as no antiestrogenic effect
was found with the basic chain -O(CH2)2N(CH3)2. This can be explained by the fact that
the lone pair of the nitrogen needs to interact by hydrogen bonding with the Asp351 of
the estrogen receptor to provide the right position in the ER pocket, leading to the correct
ER conformation [38]. This is why P15, due to its structure, has a better antiestrogenic
effect than P5. This antiestrogenic effect is only observed at low concentration (0.1 µM) and
will induce senescence [50,52,54]; it is considered to be the first organometallic selective
estrogen receptor modulator.

Cytotoxic Effect

The cytotoxic effect of the ferrocifens seems to be related to the unique redox properties
of ferrocene, able to induce a reversible oxidation of Fe(II) to Fe(III) (Fenton reaction),
followed by the production of ROS known for their bioreactivity [64,65], and related to
the structure of the ferrocifen molecule [38,42,48,66,67]. Studies on compounds possessing
other moieties instead of iron, such as ruthenium, titanium or rhenium, showed that these
compounds did not produce the cytotoxic effect observed with ferrocifens at the same
concentration (1 µM) [13].

As mentioned above, the formation of QM has been suggested as one of the principal
causes of the cytotoxic effect [35,38,68]. It corresponds to the major active metabolite
obtained in the reaction between the ferrocifen and the nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate (NADPH) present in the P450 cytochrome [68], except for DP1 (QM half-life too
short). Depending on the initial ferrocifen used, other metabolites are obtained but their
biological efficiency is less convincing or is still under investigation. It has been shown
that the QM, being electrophilic, could react with various cell targets such as thiols from
thioredoxin reductase (TrxR), via a Michael addition [36,52,56,67]. TrxR is a selenoenzyme
permitting cellular redox regulation by activating transcription factors that alter gene
expression and peroxiredoxins, allowing a decrease in ROS [61,69]. This enzyme is found
both in cytosol and mitochondria of cells and is often overexpressed in cancer cells [61].
For DP1, as previously mentioned, electron paramagnetic resonance studies did not detect
formation of the QM (or it was too unstable to be detected) but only the QM radical, which
is also highly cytotoxic, especially on TrxR (IC50 = 0.15 µM) [52]. The higher cytotoxicity of
DP1 compared to P5 or P15 on cancer cells could be explained as follows: DP1 can react
with both the selenocysteine and thiols from TrxR, whereas P5 and P15 selectively react with
only the selenol group [36,52]. Another example of how the ferrocifen structure can change
the biological reactivity of the compound is presented by a comparison between P5 and P15.
It has been shown that both could inhibit TrxR present in cytosol in MCF-7 and MDA-MB-
231 breast cancer cells, but only P15 had showed inhibitive action on mitochondrial TrxR in
Jurkat cells (leukaemia cell line) [36,67,70]. Indeed, whereas P5 induces a redox imbalance
leading to lipid peroxidation in cytoplasm, P15 has an additional effect on mitochondria
due to the dimethylamine propyl chain -O(CH2)3N(CH3)2, a lipophilic cation in the cancer
cell environment, allowing a preferential localization in mitochondria. According to Scalcon
et al., this overexpression of oxidized thioredoxin in mitochondria led to an increase in ROS
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and the release of cytochrome c, which can activate the caspase-cascade system, enzymes
responsible for apoptosis [70–72].

Thus, ferrocifens could be seen as promising anticancer compounds as they provide a
variety of mechanisms of action, depending on the cell line treated, the concentration used
and their molecular structure. For example, by forming QM, ferrocifens behave as ROS-
producing compounds by increasing the ROS level inside an oxidative stress environment.
Moreover, it may be possible to consider ferrocifen as a prodrug: the corresponding QM
inhibits cytosolic and mitochondrial TrxR more efficiently than the parent compound.
However, in order to further analyze the efficacy of these molecules and to perform in vivo
studies, ferrocifens need to be formulated in nanocarriers. Indeed, due to their high
lipophilicity, they cannot be injected as a solution into the circulatory system and lipid
nanocapsules could represent one potential answer to this.

3. Lipid Nanocapsule Characteristics

3.1. Composition and Formulation Process

Nanometric colloidal systems, as drug carriers, are dispersed systems, often oil in
water dispersions, in which solid or liquid phases are in suspension in a fluid medium. The
main process to obtain these systems is to use emulsification or nanoprecipitation methods.
However, one drawback of these methods is the use of organic solvents, required to
solubilize the excipients, mainly lipids or polymers [24]. Moreover, the size of nanoparticles
(NPs) is one of the main parameters to be controlled for pharmaceutical applications, as they
influence cell internalization and in vivo biodistribution. To avoid instability mechanisms,
such as droplet coalescence, high amounts of surfactants and cosurfactants are often
needed, leading to potential toxicity for human use. With the objective of optimizing these
different parameters, Heurtault et al. developed a new process patented in 2001 [25]: lipid
nanocapsules (LNCs) exhibiting a core–shell structure composed of a liquid oily core and
an amorphous surfactant shell (Figure 4), without the use of any organic solvent. The
formulation process is described in Figure 4a: a mixture of the various constituents is
made, followed by three temperature cycles to pass through the phase inversion zone (PIZ)
described below.

Figure 4. (a) Lipid nanocapsule (LNC) formulation: a free organic solvent process; (b) schematic behavior of polyethy-
lene glycol (15)-hydroxystearate under temperature variation (polyethylene glycol (15)-hydroxystearate becomes more
hydrophobic when the temperature increases, which leads to the phase inversion from oil in water to water in oil emul-
sions); (c) general structure of LNC: an oily core composed of caprylic/capric triglycerides surrounded by a shell made of
phosphatidylcholine from soybean and polyethylene glycol (15)-hydroxystearate.
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LNCs are composed of three main parts: an oily phase, an aqueous phase and non-
ionic surfactants. The oily phase is composed of caprylic/capric triglycerides (commercial
name: Labrafac® WR 1349), nonionic hydrophilic polyethylene glycol (15)-hydroxystearate
surfactant (Solutol® HS 15) and, as an amphiphilic cosurfactant, phosphatidylcholine from
soybean (Lipoid®). The last principal component is the aqueous phase, MiliQ® water, con-
taining a fixed amount of sodium chloride (NaCl) to make the suspension injectable [24–27].
The size can be adjusted within a very narrow distribution. Thus, in order to obtain LNCs
with an average size between 20 and 100 nm, the amounts of triglycerides, nonionic surfac-
tants and water to be added are: 10–40% (w/w) of polyethylene glycol (15)-hydroxystearate;
35–80% (w/w) of water; 10–25% (w/w) of caprylic/capric triglycerides. It should be noted
that each constituent has an influence on LNC formulation and stability [73]. For example,
when the proportion of polyethylene glycol (15)-hydroxystearate increases, the average
diameter and size distribution of the LNCs decrease. This phenomenon could be attributed
to both the strong hydrophilic character of the nonionic surfactant due to the PEG part and
the strong hydrophobic property from the stearate chain, bringing a great stability to the oil
in water system (Figure 4b) [73]. According to its structure and properties, this molecule is
responsible for the phase inversion of the system from oil in water to water in oil emulsion
(Figure 4b). Briefly, the phase inversion temperature method is a low-energy emulsifica-
tion method first introduced by Shinoda and Saito in 1969 [74]. This method is based on
the specific ability of the usual nonionic surfactants, such as PEG surfactants, to modify
their affinity for water and oil depending on temperature. As the temperature increases,
the lipophilic property of nonionic surfactants becomes preponderant as a consequence
of the dehydration of ethylene oxide groups from the PEG moiety. This dehydration is
due to the rupture of the hydrogen bonds between oxide groups and water molecules,
following the thermal agitation (Figure 4b). Thus, when the balance between lipophilicity
and hydrophilicity appears in the phase inversion zone (PIZ), the system is a bicontinuous
microemulsion and it is suddenly broken up by a rapid cooling step, immediately generat-
ing a nanoemulsion of small droplets constituting the LNCs (Figure 4a) [24,75]. Moreover,
the use of polyethylene glycol (15)-hydroxystearate is of interest due to its ability to block
P-glycoprotein (P-gp) related drug efflux, one of the main factors leading to tumor cell
resistance in chemotherapy [76].

Concerning the surface structure of LNCs, several studies have shown that phos-
phatidylcholine is anchored in the oily phase, whereas the polyethylene glycol (15)-
hydroxystearate is oriented towards the water phase (Figure 4c) [24,73,77].

3.2. Surface Modification (Passive and Active Targeting)

The principal drawback of NPs for drug delivery is the fact that these nanocarriers are
recognized by the mononuclear phagocyte system (MPS) as foreign bodies. Indeed, after a
systemic injection, the clearance of nanocarriers from the blood can be very rapid, due to
the macrophages of the MPS, particularly Kupffer cells in the liver, and the complement
system. Plasma protein such as C3b molecules (named opsonins), mostly present in
blood, can bind to the surface of the NPs due to weak forces such as electrostatic and
hydrophobic interactions, forming a protein corona (opsonization). Then, opsonins are
recognized by macrophages, leading to the phagocytosis of the NPs [78–81]. However, one
of the advantages of LNCs is their ability to carry out surface modifications, as shown in
Figure 5, to improve the efficacy of the nanocarrier after administration. Several studies
have shown the value of the PEG-based (DSPE-PEG2000) coating in the design of long-
circulating LNCs [77,82–86]. PEG was chosen due to its physico-chemical characteristics: it
is uncharged and hydrophilic [86,87]. Due to these characteristics, the PEG layer makes it
possible to avoid the adsorption of opsonins and thus reduce clearance by the MPS [80,81].
Through surface modification of the LNCs with PEG, the nanocarriers acquire stealth
properties, improving their blood circulation time and leading to a better accumulation
in the tumor site. This is the so-called “passive targeting”. Indeed, Béduneau et al.
have studied the stealth properties of LNCs decorated with PEG1500 stearate after an
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intravenous injection in a murine model. The results obtained revealed that this LNC
modification allowed a very weak complement consumption and an increase in the blood
circulation half-time, by reducing the protein adsorption, and hence the opsonization, due
to an efficient steric hindrance [82]. These results were confirmed by other studies where
PEG2000-coated LNCs improved the biodistribution in a murine model by extending the
blood circulation time associated with good structural stability over several hours, after
intravenous injection [26,83,88,89].

Figure 5. Schematic structure of LNCs: (a) conventional LNCs (without surface modification); (b) stealth LNCs with surface
modification by DSPE-PEG2000; (c) active targeting LNCs with surface modification by peptides.

Moreover, the use of DSPE-PEG can be of interest for covalent functionalization,
offering the possibility of shaping the terminal group of the molecule [90]. For example,
Béduneau et al. used DSPE-PEG2000 functionalized with reactive-sulfhydryl maleimide
groups (malDSPE-PEG) to perform an active targeting strategy via the covalent grafting of
a homing moiety such as monoclonal antibody to the maleimide function [91]. In another
study, Resnier et al. used the same molecule (malDSPE-PEG) to covalently bond a small
artificial affinity protein named affitins, used as an alternative to antibodies [92]. Moreover,
according to the structure of polyethylene glycol (15)-hydroxystearate possessing an acyl
PEGylated group, a direct covalent bonding between this group and the amine on the
N-terminal chain of a peptide can also be performed via a transacylation reaction. This
process to prepare active functionalized LNCs by transacylation reaction was patented by
Benoit and Perrier in 2010 [93]. Finally, the surface decoration can also be performed by a
simple physico-chemical adsorption. This last strategy was particularly developed using a
cell penetrating peptide, permitting improved capacity for NPs to cross cellular membranes
with low toxicity and via energy-dependent and/or -independent mechanisms [28,94].
Indeed, Karim et al. used the NFL peptide, known to specifically enter glioblastoma
cells and disturb the microtubule network [29], to functionalize the surface of ferrocifen-
loaded LNCs [95]. Due to this functionalization, the uptake in U87MG cells (glioma cancer
cell line) of the corresponding functionalized LNCs was higher than with conventional
LNCs and lower in astrocytes (normal human astrocytes). This uptake seemed to be an
energy-dependent process—a combination of micropinocytosis, clathrin-mediated and
caveolin-mediated endocytosis [95].

4. Ferrocifen-Loaded LNCs: In Vitro Studies

Most of the ferrocifen compounds synthesized in recent decades have shown a promis-
ing efficacy on the National Cancer Institute (NCI) panel of 60 cancer cell lines (lung, breast,
brain, ovary, kidney, prostate, melanoma, leukemia, colon, CNS, etc.), as presented in
Tables 2 and 3.
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Several studies demonstrated that the IC50 values were not affected by the encapsula-
tion of ferrocifens into LNCs, whatever the formulation used. Indeed, Lainé et al. showed
that the IC50 of free P15 on MDA-MB-231 breast cancer cells was 2 µM. The same value
was found after LNC encapsulation [55]. For P53, Karim et al. obtained a similar IC50
on U87 mg glioma cells free or encapsulated into LNCs, with even a better efficacy after
NFL peptide adsorption on P53 LNCs [95]. It was shown in this study that LNCs did
not lead to any additional toxicity to the cancer cells. This was confirmed on SK-Mel28
melanoma cells by Resnier et al., where P5 and DP1 had the same toxicity profiles as
free compounds or were encapsulated into LNCs, with no variation of the IC50 [59]. The
same conclusion can be drawn for another melanoma cell line, B16F10, for free P722- or
P722-loaded LNCs [96]. Moreover, several in vitro assessments showed that ferrocifens
could induce both senescence and apoptosis depending on the concentration used. Indeed,
Vessières et al. showed that P15 led to a higher percentage of senescence in both MCF-7
and MDA-MB-231 breast cancer cells by using a senescence-associated β-galactosidase
assessment (one of the markers of senescence), compared to the tamoxifen (OH-TAM) [54],
as shown in Figure 6a. The encapsulation of P15 in LNCs did not hamper its effect on
MDA-MB-231 cells, as revealed by Lainé et al., who found that flow cytometry analysis con-
firmed a senescence phenomenon with an S phase cycle arrest after two days of treatment
at the corresponding P15 IC50, 1 µM (Figure 6b) [55].

β

Figure 6. (a) Percentage of cells in senescence obtained by SA-galactosidase staining, 5 days after treatment on MCF-7 cells
and MDA-MB-231 cells (no treatment as control in yellow; OH-TAM at 1 µM in orange; P15 at 1 µM in blue); (b) flow
cytometric analysis profile of the MDA-MB-231 cell cycle 24 and 48 h after stealth P15-LNC treatment. A cell cycle arrest in
S phase was observed corresponding to a senescence phenomenon (adapted with permission from [54,55], Copytight 2021
Elsevier).

Moreover, flow cytometry analysis allowed determination of the effect of concentration
on the apoptotic or senescence pathways. Indeed, Lainé et al. showed that at 0.1 µM, DP1-
loaded LNCs induced cell cycle blockage in the S phase in 9L glioma cells, a characteristic of
senescence, whereas at a higher concentration (0.5 µM), DP1-loaded LNCs blocked cells in
the G0/G1 phase and led to apoptosis. This was confirmed by the counting of the apoptotic
cells: 15% of apoptotic cells at 0.5 µM of DP1 compared to 5% at 0.1 µM [55]. Using a
different method, Topin-Ruiz et al. demonstrated that P722-loaded LNCs potentiated
apoptosis via the intrinsic pathway: increase in procaspase 9, cleaved caspase 9 and
procaspase 3 in B16F10 melanoma cells after treatment, opening up a new therapeutic
strategy with encapsulated P722 [96].

Finally, while ferrocifens demonstrated outstanding effects on various cancer cell lines,
it is important to note that these compounds resulted in little or no toxicity on healthy
cells, such as melanocytes and astrocytes, even after encapsulation into LNCs [37,39].
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Indeed, Allard et al. showed that at a concentration up to 10 µM for P5, the cell viability of
astrocytes was still higher than 80%, whereas the IC50 of P5 on glioma 9L cells was about
0.5 µM. This phenomenon was explained by the fact that P5 could take advantage of the
microenvironment of the cancerous cell, rich in ROS and leading to the corresponding
QM, whereas the high amount of antioxidant proteins such as glutathione in astrocytes
allowed an efficient scavenging of ROS. Another explanation advanced by the authors
would be due to the easier accessibility of ferrocifens to the intracellular target during cell
division. The same result was observed with conventional loaded LNCs, confirming the
theory that the low toxicity observed in healthy cells is due to the mechanism of action of
these organometallic compounds and not to an active targeting strategy. However, in some
studies, the surface modification of the LNCs with active ligands (antibody, peptide, etc.)
was studied, either because they did not contain ferrocifens [26] or because the recognition
of certain cancer cells by active targeted LNCs was expected to allow an even more specific
accumulation in the tumor cells, as observed, for example, with NFL P53 LNCs [95].

5. Ferrocifen-Loaded Lipid Nanocapsules: In Vivo Experiments

All the in vivo studies carried out on ferrocifen-loaded lipid nanocapsules (LNCs)
are summarized in Table 4 below. Several ferrocifens (P5, P15, DP1, P53 and P722) were
successfully encapsulated in LNCs. The efficiency of these drug delivery systems on several
cancer cells lines (glioma, melanoma, breast cancer) was discussed. No cytotoxicity or
hepatotoxicity was found, whatever the number of injections, administration route or
formulation strategy.

Table 4. In vivo studies performed with P5-, P15-, P53- and DP1-loaded LNCs on glioblastoma, metastatic melanoma and
breast cancers.

Ferrocifens Used
(Names)

Pathology LNC Formulation
Encapsulation Efficiency

(Drug Loading)
In Vivo Studies

 

P5 (FcdiOH)

Glioblastoma
(9L glioma cells) Conventional LNCs >98% (1.0 mg/g or

6.5 mg/g)
Single intratumoral injection
(400 µL); ectopic model [39]

Glioblastoma
(9L glioma cells) Conventional LNCs 96% (1.0 mg/g or

6.5 mg/g)

Single intracranial injection by
CED (60 µL, 0.36 mg/rat) + 3

irradiations of 6 Gy doses;
orthotopic model [58]

Glioblastoma
(9L glioma cells)

NFL-TBS-63
peptide-coated LNCs

(6.1 mg/mL)
Intracarotid injection (400 µL,

2.5 mg/rat); orthotopic
model [28]

(5.5 mg/mL)
Injection by CED (60 µL,

0.36 mg/kg rat); orthotopic
model [28]

Glioblastoma
(9L glioma cells) Stealth LNCs >98% (6.5 mg/g)

Single intravenous injection
(400 µL, 2.4 mg/rat); ectopic

model [88]

Single intravenous injection
(400 µL, 2.4 mg/rat);

orthotopic model [88]

Glioblastoma
(9L glioma cells)

Stealth LNCs and
conventional LNCs

(6.5 mg/g)

Intracarotid injection (400 µL,
2.4 mg/rat), orthotopic

model [97]

CED injection (60 µL,
0.36 mg/rat), orthotopic

model [97]

Glioblastoma
(U87MG cells) LNC-loaded MIAMI cells (2.6 mg/mL) Intratumoral injection (100 µL),

heterotopic model [98]

Glioblastoma
(U87MG cells) LNC-loaded MIAMI cells (6.0 mg/g of LNCs)

20 pg of P5/MIAMI cells

Intratumoral injection
(3.6 µg/mouse), orthotopic

model [57]

Melanoma (SK-Mel28
human cells) Stealth LNCs 92% (6.0 mg/mL) Repeated intravenous injection

(45 mg/kg); ectopic model [59]
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Table 4. Cont.

Ferrocifens Used
(Names)

Pathology LNC Formulation
Encapsulation Efficiency

(Drug Loading)
In Vivo Studies

 

P15 (FcOHTam)

Breast cancer
(MDA-MB-231 cells) Stealth LNCs 100% (8.0 mg/mL)

Repeated intraperitoneal
injection (2×) (20 mg/kg);

ectopic model [55]

 

DP1 (Ansa-FcdiOH)

Melanoma (SK-Mel28
human cells)

Stealth LNCs 96% (6.0 mg/mL) Repeated intravenous injection
(45 mg/kg); ectopic model [59]

Stealth LNCs with Bcl-2
siRNA 85% (6.0 mg/mL) Repeated intravenous injection

(45 mg/kg); ectopic model [59]

Glioblastoma
(9L glioma cells) Stealth LNCs (6.4 mg/g)

Repeated intravenous injection
(10×) (20 mg/kg); ectopic

model [99]

 

P53 (FctriOH)

Glioblastoma
(U87MG cells)

NFL-TBS40-63
peptide-coated LNCs >99% (2.67 mg/g)

Intravenous injection (2×)
(70 µL, 20 mg/kg); ectopic

model [95]

 

P722

Melanoma
(B16F10 cells) Stealth LNCs 65%

Intraperitoneal injection
(7 mg/kg); orthotopic

model [96]

5.1. Glioblastoma

Malignant brain tumors are among the most severe cancers due to their poor diagnosis
and life expectancy. Glioblastoma is the most common and aggressive type of primary
malignant brain tumor, resulting in the assignment of grade IV, the highest grade in the
World Health Organization classification [100]. Glioblastoma remains a difficult cancer
to treat; surgery followed by radiotherapy and/or chemotherapy only slightly increases
survival rates. Indeed, even if some improvements in diagnosis and treatments have been
made, the survival rate still remains low, with most patients dying within two years after
diagnosis. One of the main problems in treating glioblastoma is the need to cross the
blood–brain barrier (BBB). Thus, discovering new strategies and treatments to cross the
BBB and target the tumoral microenvironment remains a challenge. For example, in recent
decades, convection-enhanced delivery (CED) has been developed (in the early 1990s) and
is now considered as a promising administrative route [101,102]. This technique is a local
delivery method (direct intracranial delivery) that enhances the drug brain distribution
by continuously injecting a therapeutic fluid under positive pressure [102,103]. According
to MacKay et al. [103], the ideal nanoparticle for CED would be smaller than 100 nm
in diameter with a neutral or negative surface charge. Thus, LNCs seem to have the
required characteristics as they can be formulated with a diameter of around 50 nm, with
a zeta potential that is often negative. Allard et al. and Huynh et al. demonstrated that
using P5-loaded LNCs for CED injection was promising but strongly dependent on the
formulation strategy [39,97]. Indeed, several studies demonstrated the importance of the
formulation process chosen (conventional P5-LNCs; stealth P5-LNCs; peptide-coated P5-
LNCs) depending on the administration route: local administration via CED, intravenous
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injection or intracarotid injection. Indeed, Huynh et al. obtained an increase in the median
survival time (28 days compared to 25 days for untreated group) of orthotopic 9L glioma-
bearing rats after CED injection of conventional P5-LNCs compared to stealth P5-LNCs.
The opposite was observed after a single intracarotid injection (30 days with the stealth P5-
LNCs compared to 27 days with the conventional LNCs) [97], as shown in Figure 7a. These
results can be linked to the PEGylation paradox. On the one hand, PEG allows an increase
in blood circulation time, avoiding the opsonization phenomenon and resulting in a higher
accumulation of nanocarriers at the tumor site. On the other hand, PEG can prevent the
cell internalization of nanocarriers [16]. The passive targeting strategy is thus more suitable
for a systemic injection than for a local injection. In another study, Lainé et al. made the
same observation: the administration route had to be decided based on the formulation
strategy. The authors formulated NFL peptide-coated P5-loaded LNCs and injected them
into an orthotopic rat model (9L glioma cells) by a single intracarotid or by CED injections.
No improvement in the median survival rate was obtained by CED injection, compared to
the intracarotid injection, for which the survival of rats was improved, with some animals
surviving until 44 days with a treatment by NFL peptide-coated P5-LNCs (a median
survival time of 27 days for the untreated rats was obtained) [28]. It is a clear improvement
compared to the 30 days of median survival time obtained with stealth P5-LNCs and the
27 days obtained for the conventional P5-LNCs in the same orthotopic model [97]. These
results, shown as Kaplan–Meier plots in Figure 7a, demonstrated the advantage of active
targeting for systemic administration, by using peptide-coated ferrocifen LNCs.

α

α
α

α

Figure 7. (a) Kaplan–Meier survival plots for 9L glioma-bearing rats receiving CED injection of conventional P5-LNCs (red
triangle) or intracarotid injection of NFL-coated P5-LNCs (orange diamond), stealth P5-LNCs (blue diamond) and conven-
tional P5-LNCs (red diamond). The red arrow indicates the injection day: day 6 (adapted with permission from [28,97],
Copytight 2021 Elsevier); (b) ABC phenomenon evaluation of stealth LNCs between the first (blue square) and second
injection (unfilled blue square) (adapted with permission from [99], Copytight 2021 Elsevier); (c) in vivo treatment efficiency
of stealth DP1-LNCs (dark blue square) on ectopic 9L glioma-bearing rats, the red arrows indicated the days of injections
(adapted with permission from [99], Copytight 2021 Elsevier).

Finally, it is well-known that repeated intravenous injections may allow the increase
in the drug concentration in tumor tissue but may lead to some side effects such as
the Accelerated Blood Clearance (ABC) phenomenon and hepatotoxicity [104]. Even if
only one study was performed on this ABC phenomenon with ferrocifens, the results
obtained by Lainé et al. were unusual. Indeed, the second injection of stealth DP1-loaded
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LNCs did not show any drastic decrease in LNC blood circulation time, as shown in
Figure 7b, in comparison with several studies where PEGylation of nanocarriers such
as liposomes or gold NPs induced an immune response, leading to a rapid clearance of
the nanocarriers [99,104,105]. Moreover, repeated intravenous injections (10 injections)
of stealth DP1-LNCs did not induce any hepatotoxicity according to immunohistological
analyses. A promising tumor volume reduction was even obtained, from 1400 mm3 for
untreated rats to 300 mm3 for treated rats after 21 days (Figure 7c), showing that this
drug delivery nanocarrier could be injected into animals several times with good benefits.
These results could be explained by the senescence phenomenon, with an S phase arrest
evidenced during the cell cycle and confirmed by previous observations made with DP1,
such as the inhibition of pluripotent cancer cells [106]. Thus, all the studies performed on
ferrocifen-loaded LNCs showed very promising results in glioma models.

5.2. Other Cancers

5.2.1. Breast Cancer

Breast cancer is one of the most common cancers, corresponding to 15% of all cancer
deaths among women. Metastasis to other organs such as the liver, lung, brain and bones,
is frequent and accounts for the majority of deaths from this cancer [107,108]. Hopefully,
the mechanism involved in breast cancer metastasis is now better understood (discovery of
genes related to breast cancer), aiding the development of new therapeutic strategies. The
estrogen receptor (ER) is known as a major target for breast cancer chemotherapy. Indeed,
more than 70% of breast cancers are ERα+. This is the reason selective estrogen receptor
modulators (SERMs) have been developed in recent decades. The best known SERM is
tamoxifen (TAM). However, one major drawback of this chemotherapeutic molecule is
its selective activity against only hormone-dependent estrogen receptor ERα+ cases and
not hormone-independent estrogen receptor ERα- cases. Moreover, TAM therapy presents
some side effects such as risk of endometrial cancer, pulmonary embolism, stroke and deep-
vein thrombosis [109]. As previously mentioned, ferrocifens were effective in vitro against
breast cancer cell lines such as MCF-7 cells (ERα+ cells) and MDA-MB-231 cells (ERα-
cells). The in vivo efficacy of P15 was explored in triple-negative breast cancer (TNBC)
cell lines, MDA-MB-231 cells, using stealth P15-LNCs [55]. An ectopic model was chosen
and two intraperitoneal injections of the suspension were applied. This study provided
evidence that blank stealth LNCs did not have any biological effect on the MDA-MB-231
cells compared to the stealth P15-LNCs, confirming the in vitro results obtained on the
nontoxicity of LNCs. A significant 36% decrease in the tumor volume was found for
mice treated with stealth P15-LNCs after 24 days of treatment injection compared to the
blank stealth LNC control (Figure 8a). This tumor volume reduction was associated with
the cytostatic effect of the stealth P5-LNCs on MDA-MB-231 cells, as shown in vitro by
flow cytometry, with an S cell cycle arrest. This is the first result evidenced in vivo with
ferrocifens on this highly resistant cancer and it appears to be very promising [55].

5.2.2. Metastatic Melanoma

Malignant melanoma is the leading cause of death from skin cancer with a 5-year
survival rate of less than 10%. Normally, surgery is an adequate treatment when the
tumor is diagnosed early enough. A chemotherapy treatment with dacarbazine (DTIC)
is additionally applied, with a low response rate [110]. There is a real need to overcome
the high resistance phenomena of melanoma cells against chemotherapy. Thus, Resnier
et al. decided to test ferrocifen-LNCs against this pathology. They showed promising
results with ferrocifen-loaded LNCs on metastatic melanoma compared to dacarbazine
treatment. Stealth DP1-loaded LNCs and stealth P5-loaded LNCs were intravenously
injected (1 injection per day, 5 days consecutively) for 3 weeks on an ectopic murine model
of human SK-Mel28 melanoma cells. The results demonstrated that stealth DP1-loaded
LNC treatment was more efficient than stealth P5-loaded LNCs and DTIC treatment.
Indeed, the tumor volume reduction was better with the use of formulated DP1, 21 days
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after the first injection, as shown in Figure 8b. The tumor volume was reduced by 40% with
stealth DP1-LNCs and 9% with stealth P5-LNCs compared to the untreated group and a
difference of around 13% was observed between stealth DP1-LNCs and DTIC treatments.
This result confirmed the highest sensitivity of DP1 observed in vitro (compared to P5)
on human SK-Mel28 melanoma cells (IC50 = 1 µM for DP1; IC50 = 3 µM for P5 and IC50 >
100 µM for DITC) [59].

Moreover, as previously mentioned for 9L glioma cells [99], this study confirmed
that LNCs did not present any hepatoxicity. Indeed, after several injections, the amount
of aspartate aminotransferase (ASAT) and alanine aminotransferase (ALAT), enzymatic
biomarkers of liver inflammation, were similar between blood samples from untreated
mice and blood samples from treated mice [59].

Finally, it was shown for the first time, in another recent study, that some ferrocifens
could induce a new therapeutic pathway in resistant melanoma cancer. Indeed, as previ-
ously described, P722-loaded LNCs were used on an orthotopic murine model of human
B16F10 melanoma. In addition to an induction of apoptosis via the intrinsic pathway, the
results revealed a significant increase in activated CD8

+ T lymphocytes after treatment of
stealth P722-LNCs, leading to immunogenic cell death [96].

Figure 8. (a) Tumor volume evolution after intraperitoneal injections of stealth P15-LNCs in mice bearing ectopic
MDA-MB-231 cells. The red arrows indicate the days of treatment. Bioluminescence has been measured in radiance
(pixels/second/cm2/square) in order to obtain the tumor volume (adapted with permission from [55], Copytight 2021 Else-
vier); (b) tumor volume evolution after repeated intravenous injections of stealth DP1-LNCs (blue dark square), P5-LNCs
(blue square), dacarbazine/DTIC (dark cross), stealth siBcl-2-LNCs (orange triangle) and stealth siBcl-2/DP1-LNCs (red
diamond) on SK-Mel28 cells bearing mice. The abscissa axis starts after the treatment injections (adapted with permission
from [59], Copytight 2021 Elsevier).

6. Association with Other Therapies: An Interesting Perspective

6.1. Ferrocifens and Radiotherapy

As previously described, glioblastoma remains difficult to treat despite improvements
in chemotherapy and radiotherapy [111–113]. In previous work, Allard et al. showed
that using LNCs to encapsulate a lipophilic radiopharmaceutical compound for internal
radiotherapy could be promising [32]. External sources of radiation remain the chief
radiotherapeutic treatment method; however, ferrocifen-loaded LNCs were indeed used
in combination with external radiotherapy on an orthotopic 9L glioma model in rats.
After administration of P5-loaded LNCs by CED at a corresponding dose of 0.36 mg/rat,
followed by three irradiations of 6 Gy doses, a synergic effect between ferrocifen treatment
and radiotherapy was observed. With only chemotherapy treatment using P5-loaded LNCs,
the median survival time of rats was improved: 25 days for the untreated rats and 27.5 days
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for the treated rats [58,88]. Better yet, combination with external irradiation treatments
led to a clear improvement: the median survival time of rats was 40 days, similar to that
for NFL-coated P5-LNCs [28,58]. Local irradiation was able to potentiate the cytotoxic
action of P5 with the production of ROS inside the tumor microenvironment, allowing
the formation of the corresponding QM. Indeed, it is well-known that the level of ROS in
the brain is low due to the high concentration of antioxidants. Thus, ionizing radiation
probably allowed the formation of ROS followed by the oxidation of Fe(II) to Fe(III) of
the ferrocifen. Ferrocifen-loaded LNCs could thus be used as an efficient radiosensitive
anticancer drug delivery system.

6.2. Ferrocifens and Gene Therapy

Several studies highlighted the idea that overexpression of Bcl-2 could be responsible
for the chemoresistance of melanoma [114,115]. Bcl-2 is a gene regulating the apoptotic
pathway by blocking the oligomerization of proapoptotic proteins such as Bax and Bak.
Small interfering RNA (siRNA)-mediated gene therapy could be a promising strategy
to inhibit the expression of Bcl-2 in melanoma. However, one major problem of siRNA
is its low bioavailability in the bloodstream and incapacity to diffuse through the cell
membrane [116]. Nevertheless, it has been demonstrated that LNCs could be used as
DNA and siRNA delivery systems [31,89,117–119]. Previously, Resnier et al. showed
that siRNA preformulated in lipoplexes could be incorporated in stealth LNCs with an
encapsulation efficiency of around 60%, and no cytotoxicity of this nanocarrier was seen in
SK-Mel28 melanoma cells [85]. The same authors then decided to combine gene therapy
and chemotherapy by the association of Bcl-2 siRNA and stealth DP1-loaded LNCs to
treat SK-Mel28 melanoma cells. DP1 was used for the in vivo study as it was the most
efficacious in SK-Mel28 melanoma cells compared to P5, as mentioned previously [59,85].
After repeated intravenous injections of the stealth siBcl-2/DP1-LNCs for one week fol-
lowed by two weeks of stealth DP1-LNC treatment, a synergic effect was observed in an
ectopic murine model. This allowed a tumor reduction of about 50% compared to 25%
for an individual administration of siBcl-2-LNCs and stealth DP1-LNCs. Bcl-2 siRNA
would inhibit Bcl-2 expression, allowing melanoma cells to respond to the action of DP1,
thereafter inducing apoptosis as well as senescence [59]. This was the first confirmation
that ferrocifen-loaded LNCs could be very promising nanocarriers combined with gene
therapy (Figure 8b)) in a multitherapy strategy.

6.3. Ferrocifen-LNC-Loaded Cellular Vectors

Another potent strategy to target cancer cells with NPs is to use mesenchymal stro-
mal cells (MSCs), such as marrow-isolated adult multilineage inducible (MIAMI) cells, a
subpopulation of MSCs. In glioblastoma studies, it has been highlighted that MIAMI cells
were mainly localized at the border between tumor cells and healthy brain cells. For this
application, LNCs were efficiently internalized into MIAMI cells without any negative ef-
fects on cell viability and differentiation, allowing their migration towards U87MG glioma
cells. However, such modified MIAMI cells did not modify the survival of U87MG-bearing
mice [98,120–122]. In further studies, ferrocifens were encapsulated into LNC-loaded
MIAMI cells in order to target U87MG glioma cells [57,98]. The internalization of the P5-
loaded LNCs in MIAMI cells did not induce any cytotoxic effect on MIAMI cells. A single
intratumoral injection of this new vector on an orthotopic U87MG glioma model in nude
mice resulted in a significant reduction in the tumor volume [98]. This was confirmed by a
study of Clavreul et al., where they compared the efficacy of a single intratumoral injection
of P5 LNC-loaded MIAMI cells (treatment 1) with the efficiency of a single intratumoral
injection of P5-loaded LNCs (treatment 2). Magnetic resonance imaging (MRI) indicated
that treatment 1 induced a better reduction in the tumor volume. Even though the median
survival time was still modest (29 days), this increase was obtained with a single injection
(dose of 3.6 µg/animal) [57], whereas chemotherapy with ferrocifen-loaded LNCs usually
involved several injections [99], or a higher dose of treatment (2.4 mg/animal with a CED
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injection, 0.36 mg/animal with an intravenous injection) [28,39,88]. Combining stem cell
therapy with ferrocifen-loaded LNCs could be another promising alternative tool.

7. Conclusions

Since their first synthesis at the end of the 1990s, ferrocifens, molecules of the organometal-
lic family of compounds, have been under constant investigation to understand their mecha-
nisms of action. They have shown remarkable in vitro antiproliferative and cytotoxic effects
on various cancer cell lines. Their mechanisms of action are different from those of the
usual chemotherapeutic compounds (cisplatin, doxorubicin, paclitaxel and tamoxifen), well-
known DNA-damaging or microtubule-stabilizing agents and SERMs. Indeed, ferrocifens are
molecules endowed with multiple biological properties, including anticancer activity, that
induce inhibition of cancer cell growth through apoptosis and/or senescence according to the
conditions previously described (structure of the complexes, ferrocifen concentration, cell lines
tested depending on whether they are healthy or cancerous). Additionally, by taking advan-
tage of the microenvironment of the tumor (acid pH and oxidative stress), these organometallic
compounds might overcome the resistance of MDR cancer to apoptosis. Moreover, ferrocenyl
quinone methide, which has selective electrophilic reactivity, can interact with thioredoxin
reductase and so inhibit its activity, leading to the production of ROS. These promising in vitro
results have been confirmed widely in in vivo experiments by using LNCs as nanocarriers
to encapsulate the highly lipophilic ferrocifens. Whether on ectopic or orthotopic models,
whatever the cancer cell lines tested—glioblastoma, breast cancer, metastatic melanoma, all
well-known for their chemoresistance to current therapy—in vivo treatment by ferrocifen
LNCs revealed, in most cases, an increased median survival rate in animal models. The
rationale for combining therapies using drugs or other strategies (gene therapy, radiotherapy,
stem cell therapy, etc.) operating via different mechanisms and/or acting synergistically, and
thus decreasing the likelihood that resistant cancer cells will develop, was also successfully
tested with ferrocifen LNCs.

However, even if there is evidence for the effictiveness of these nanomedicines, it is
important to keep a critical eye on the results obtained as they can vary depending on the
selected model—ectopic or orthotopic. For example, it is well-known that orthotopic tumor
models develop a tumor microenvironment closer to the reality than the ectopic tumor
models [123]. Moreover, for most of the studies, the cell lines were not directly derived from
patients. Thus, to go deeper into the promising preclinical studies with ferrocifen-loaded
LNCs, it should be interesting to perform experiments in vivo on PDX models to reduce,
as far as possible, the gap between human tumors and preclinical models, so as to be more
representative of the tumor microenvironment of human patients [124,125].
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3. Peptides pénétrants 

Dans la revue bibliographique précédente ont été recensées les différentes applications in vivo étudiées 

avec les LNCs encapsulant un ferrocifène. La plupart des stratégies envisagées reposaient sur l’effet 

« EPR » en modifiant la surface des LNCs avec un phospholipide PEGylé. Cependant, bien que cette 

technique permette d’éviter des phénomènes d’opsonisation et que des résultats prometteurs aient été 

obtenus, la chaîne PEGylée peut aussi empêcher l’internalisation cellulaire des nanoparticules au niveau 

de la tumeur. Ce problème d’internalisation et éventuellement d’incapacité à atteindre la cible cellulaire 

souhaitée est d’ailleurs l’un des principaux obstacles à l’administration de molécules actives encapsulées 

dans des NPs PEGylées. Afin de cibler plus spécifiquement l’environnement tumoral et ses cellules 

cancéreuses, plusieurs stratégies ont été développées pour « décorer » la surface des NPs reposant sur 

l’utilisation d’anticorps, de protéines ou encore de peptides pénétrants. La décoration des LNCs par un 

peptide pénétrant est la stratégie envisagée dans ce projet de thèse. La dernière partie de l’état de l’art 

porte donc sur les peptides pénétrants, les voies d’internalisation empruntées et les stratégies de 

décoration des NPs par ces molécules.  

3.1 Généralité sur les peptides pénétrants 

3.1.1 Historique et définition 

La recherche sur les peptides pénétrants est aussi récente que celle sur les nanomédicaments. En effet, 

en 1965, dans une étude publiée dans le journal « Science », Ryser et Hancock ont montré que les 

histones (protéines riches en lysine et arginine) et des polyamines cationiques stimulaient 

l’internalisation de l’albumine par les cellules tumorales (Ryser and Hancock 1965). Deux décennies 

plus tard, en 1988, Frankel et Pabo et aussi Green et Loewenstein ont découvert que la protéine 

transactivatrice de transcription du VIH « transactivator of transcription protein of VIH », plus connue 

aujourd’hui sous le nom de TAT, pouvait traverser la membrane cellulaire et être internalisée 

efficacement par les cellules (Frankel and Pabo 1988; Green and Loewenstein 1988). Cette protéine est 

composée de 86 acides aminés. Cependant, toute la chaîne peptidique n’est pas utile à l’internalisation 

par la cellule comme cela est montré en 1997 par Vivès et al.(Vivès, Brodin, and Lebleu 1997). Pour 

une internalisation efficace, le peptide TAT peut être composé uniquement de 13 acides aminés voire 

même de 9 acides aminés (RKKRRQRRR) (Park et al. 2002). Un autre exemple est la découverte 

française d’une hémoprotéine de Drosophila melanogaster dont une séquence de 16 acides aminés est 

responsable d’une internalisation cellulaire (Joliot et al. 1991; Derossi et al. 1994). Ce peptide cationique 

(RQIKIWFQNRRMKWKK) est connu sous le nom de pAntp(43-58) ou encore pénétratine. 

A partir de ces premières découvertes, une définition des peptides pénétrants a été donnée. Les peptides 

pénétrants regroupe une famille de peptides dont la séquence varie entre 5 et 30 acides aminés et qui ont 

la propriété de pouvoir traverser efficacement la membrane cellulaire de tout type de cellules via des 

mécanismes d’internalisation dépendante et/ou indépendante en énergie (Bechara and Sagan 2013; 
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Guidotti, Brambilla, and Rossi 2017). Ils ont également la capacité d’améliorer l’internalisation de 

cargos qui leur sont liés covalemment, comme des petites molécules, des protéines ou encore des 

nanoparticules (Bechara and Sagan 2013; Milletti 2012). Cependant, beaucoup de ces peptides 

pénétrants ne sont pas spécifiques à un type de cellule, ce qui peut être une limite à un ciblage spécifique 

dans le cas d’une thérapie cancéreuse par exemple. Les peptides pénétrants peuvent être classés selon 

leur origine (naturelle, chimérique, synthétique) mais aussi selon leurs propriétés physico-chimiques 

comme développé ci-dessous   

3.1.2 Classification des peptides pénétrants 

a. Peptides cationiques 

Les peptides pénétrants cationiques sont des peptides dont la charge est largement positive à un pH 

physiologique. Ils sont composés principalement d’une séquence d’acides aminés basiques comme 

l’arginine R et la lysine K. Les exemples les plus répandus sont le peptide TAT48-60, la pénétratine, qui 

sont d’origine naturelle, mais aussi les polyarginines Rn, les polylysines et DPV1047, d’origine 

synthétique (Tableau 3) (Milletti 2012; Guidotti, Brambilla, and Rossi 2017). Les études réalisées sur 

les polyarginines indiquent qu’au minimum 7 charges positives sont nécessaires afin d’avoir une 

internalisation efficace (Bechara and Sagan 2013).  

Enfin, il existe une classe particulière de peptides pénétrants cationiques dont la séquence va permettre 

une localisation nucléaire (Milletti 2012). Ce sont des peptides dont la séquence en acides aminés est 

principalement composée de lysine, d’arginine et/ou de proline. Cependant, ils ne sont pas considérés 

comme de bons peptides pénétrants car la charge positive est souvent faible.  

b. Peptides amphiphiles 

Beaucoup de peptides pénétrants amphiphiles sont chimériques, c’est-à-dire qu’ils résultent d’une 

conjugaison chimique entre un domaine hydrophobe et un domaine plus hydrophile (Milletti 2012), 

notamment l’association d’un peptide hydrophobe avec un peptide à localisation nucléaire peu 

cationique. Du fait de leur caractère amphiphile mais aussi des acides aminés qui les composent, ces 

peptides vont avoir des structures secondaires variées comme une structure hélice-α ou une structure 

feuillet-β. Quelques exemples sont le Pep-1, association d’une séquence d’acides aminés riche en 

tryptophane (KETWWETWWTEW) et du peptide à localisation nucléaire SV40 (PKKRKV), et le 

transportane qui résulte de l’association des peptides galanine et mastoparane (Tableau 3).  

c. Peptides hydrophobes 

L’hydrophobicité d’un peptide pénétrant est déterminée par le nombre d’acides aminés hydrophobes 

présents dans la séquence peptidique (alanine, leucine, tryptophane, tyrosine etc…). Sa charge globale 

est proche de la neutralité. Ces peptides vont être composés en partie d’acides aminés apolaires et 

d’acides aminés hydrophobes. Certaines fonctions chimiques présentes sur des acides aminés vont aussi 

avoir un rôle essentiel sur l’internalisation des peptides hydrophobes comme c’est le cas pour le 
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tryptophane (Bechara and Sagan 2013; Milletti 2012). Le rôle du tryptophane sera détaillé plus 

longuement dans la sous-partie sur les voies d’internalisation. 

d. Peptides activables et peptides ciblant la tumeur 

Comme évoqué précédemment, beaucoup de peptides pénétrants ne sont pas spécifiques à un type 

cellulaire. Ainsi, afin de contourner cette limitation, des peptides pénétrants activables ont été 

synthétisés. Ces nouvelles molécules, composées d’un peptide pénétrant cationique lié à une espèce 

poly-anionique par une liaison covalente clivable, vont répondre à un stimuli endogène (variation de 

pH, température, surexpression d’une enzyme etc…) ou à un stimuli exogène (rayonnement infrarouge, 

rayonnement ultraviolet etc…) pour être déprotégées dans l’environnement tumoral et ainsi exercer leur 

effet de ciblage et d’internalisation au niveau des cellules cancéreuses (Yang et al. 2015; Xia et al. 2013). 

  

Un autre moyen de gagner en spécificité a été de trouver des peptides pénétrants ciblant spécifiquement 

des récepteurs surexprimés au niveau des cellules tumorales, comme les récepteurs aux facteurs de 

croissance épidermiques (EGFR), aux facteurs de croissance endothéliaux vasculaires (VEGFR) ou 

encore aux intégrines αvβ3 ou αvβ6 (Liu et al. 2017). Un des exemples les plus connus sont les peptides 

ciblant les intégrines αvβ3 pour lesquels il a été montré qu’un motif RGD était indispensable (Witt et al. 

2009; Sugahara et al. 2009). Enfin, certains peptides pénétrants possèdent deux fonctions, l’une de 

ciblage et d’internalisation, et l’autre d’activité biologique (Kebebe et al. 2018). C’est notamment le cas 

du peptide TLS (TLSGAFELSRDK) (Tableau 3), peptide utilisé dans le cadre de ce projet, qui est un 

peptide ciblant spécifiquement la lignée cellulaire SKOV3 de cancer de l’ovaire (surexprimant des 

protéoglycanes en surface) et ayant une activité pro-apoptotique en régulant l’expression du facteur 

apoptotique Bcl-2. Du fait de son activité thérapeutique, une synergie a été mise en évidence avec la 

doxorubicine sur un effet antiprolifératif sur les cellules SKOV3 (Ma, Yin, You, et al. 2013). Cette 

même équipe de recherche a aussi montré que le peptide WSG (WSGPGVWGASVK) (Tableau 3) 

pouvait être un peptide de choix pour le ciblage des cellules cancéreuses ovariennes, avec en supplément 

une activité anti-métastatique (Ma, Yin, Yan, et al. 2013; Pu et al. 2014).  
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Tableau 3. Liste non-exhaustive de peptides pénétrants selon leurs caractéristiques physico-chimiques. 

Peptide pénétrant Séquence Classe 

TAT48-60 GRKKRRQRRRPPQ Cationique 

pénétratine RQIKIWFQNRRMKWKK Cationique 

polyarginine Rn, 7 < n < 15 Cationique 

DPV1047 VKRGLKLRHVRPRVTRMDV Cationique 

Pep-1 KETWWETWWTEWSQPKKRVK Amphiphile 

MAP KLALKLALKALKAALKLA Amphiphile  

transportane GWTLNSAGYLLGKINLKALAALAKKL Amphiphile 

Pep-7 SDLWEMMMVSLACQY Hydrophobe 

RGD Séquence avec motif RGD 
Cibleur de la matrice 

extracellulaire 

TLS TLSGAFELSRDK 
Cibleur de tumeur 

(SKOV3) 

WSG WSGPGVWGASVK 
Cibleur de tumeur 

(SKOV3) 

 

L’effet de ces différentes classes de peptides pénétrants est relié à différentes voies d’internalisation 

cellulaire.  

3.2 Voies d’internalisation des peptides pénétrants 

Depuis la découverte des premiers peptides pénétrants, les mécanismes par lesquels ces composés 

étaient internalisés dans le cytoplasme des cellules ont beaucoup été étudiés, et en tirer une règle 

systématique est particulièrement complexe. En effet, l’internalisation dépend de plusieurs facteurs liés 

au peptide lui-même comme sa taille (nombre d’acides aminés), sa concentration, sa nature physico-

chimique, mais aussi à des facteurs externes comme la cellule étudiée. Ainsi, selon les conditions 

expérimentales choisies, il est possible de mettre en évidence plusieurs voies d’entrées possibles pour 

un même peptide. Par exemple, des études distinctes ont montré que le peptide TAT s’internalisait par 

différentes voies d’entrées comme la macropinocytose, l’endocytose médiée par les cavéoles et 

l’endocytose médiée par les clathrines.  

3.2.1 Les voies d’internalisation 

Les voies d’internalisation des peptides pénétrants sont divisées en deux groupes, l’une indépendante en 

énergie (translocation directe), l’autre dépendante en énergie (endocytose) (Figure 4). Ces mécanismes 

d’internalisation sont également les principaux mécanismes qui ont été recensés pour les nanoparticules 

(Sousa de Almeida et al. 2021) (Figure 4).  
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L’endocytose est la principale voie d’internalisation des peptides pénétrants ainsi que des conjugués 

peptide-NPs (Tian and Zhou 2021). C’est un mécanisme naturel, dépendant en énergie (ATP) et 

ubiquitaire à toutes cellules. Plusieurs chemins sont exploitables comme la macropinocytose, 

l’endocytose médiée par les clathrines, l’endocytose médiée par les cavéoles, l’endocytose indépendante 

des clathrines et/ou cavéoles (Figure 4) (Bechara and Sagan 2013; Guidotti, Brambilla, and Rossi 2017). 

La prédominance d’une voie par rapport à une autre va dépendre des caractéristiques physico-chimiques 

du peptide ou du conjugué peptide-NPs et de la membrane cellulaire. Cependant, une fois que le peptide 

pénétrant se trouve dans l’endosome, celui-ci doit pouvoir être libéré pour éviter une dégradation 

lysosomale. Ce problème d’échappement à l’endosome peut être contourné en jouant sur les propriétés 

physico-chimiques des peptides pénétrants : les peptides ayant une charge cationique importante 

pourront bénéficier d’un effet « éponge » et un échappement endosomal sera alors observé (Erazo-

Oliveras et al. 2012). Il est à noter que cette charge positive pourra ensuite représenter un problème au 

regard de la toxicité sur les tissus sains.  

La pénétration directe ou encore appelée translocation directe est une voie d’entrée dans la cellule qui 

se fait de manière indépendante en énergie et en température mais dépendante de la concentration 

extracellulaire en peptide (Bechara and Sagan 2013). Cette voie d’entrée repose sur l’interaction entre 

le peptide pénétrant chargé positivement et la membrane cellulaire chargée négativement 

(phosphatidylsérines, protéoglycanes, glycosaminoglycanes). Cette interaction va provoquer une 

déstabilisation des phospholipides de la membrane plasmatique (Kosuge et al. 2008; Fretz et al. 2007). 

Ainsi, plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer l’entrée dans le milieu intracellulaire, 

comme la formation de micelles inverses, la formation de pores ou encore le « carpet model ». Dans ce 

modèle, le peptide interagit avec la membrane cellulaire via des interactions hydrophobes, provoquant 

la formation de pores (Figure 4) (Bechara and Sagan 2013; Guidotti, Brambilla, and Rossi 2017). 

Comme expliqué précédemment, beaucoup des peptides pénétrants ne sont pas spécifiques. Cependant 

il peut y avoir une plus grande sélectivité des peptides cationiques à interagir avec la membrane 

plasmatique des cellules cancéreuses car celles-ci comportent plus de charges négatives que les cellules 

saines. En effet, cela vient de la surexpression de certaines molécules de surface comme les sulfates 

d’héparanes, notamment dans le cas des cellules cancéreuses ovariennes (Jobin and Alves 2014; 

Knelson, Nee, and Blobe 2014; Hillemeyer et al. 2022), ou encore de phospholipides comme la 

phosphatidylsérine (Jobin and Alves 2014). L’avantage majeur de la translocation directe est l’évitement 

d’une dégradation endolysosomale. 
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Figure 4. Voies d’internalisation des peptides pénétrants dans le cytoplasme des cellules. 

 

3.2.2 Les facteurs physico-chimiques influençant l’internalisation 

Plusieurs facteurs peuvent influencer le mécanisme d’internalisation dans le milieu intracellulaire et de 

nombreux laboratoires se consacrent à leur étude, comme le Laboratoire des Biomolécules, à Paris, où 

a été découvert la pénétratine.   

Beaucoup de ces facteurs sont liés à la présence ou non de certains acides aminés. Ainsi, le tryptophane 

W, acide aminé hydrophobe, a un fort « pouvoir » d’internalisation. En effet, la présence du groupement 

indole, hétérocycle aromatique, sur la chaîne latérale, va permettre notamment des interactions électrons 

π – anions provenant des composés tels que les protéoglycanes de la membrane plasmatique (Bechara 

and Sagan 2013). Quelques études ont d’ailleurs montré que l’ajout d’un ou plusieurs résidus 

tryptophane sur des oligo-arginines favorisait l’internalisation cellulaire (Maiolo, Ferrer, and Ottinger 

2005; Rydberg et al. 2012). Un autre acide aminé important est l’arginine R, le nombre optimal 

d’arginines sur les polyarginines étant compris entre 7 et 15 (Bechara and Sagan 2013). La charge 

positive apportée par cet acide aminé à pH physiologique, favorisant ainsi l’interaction avec la 

membrane plasmatique, n’est pas la seule explication en faveur d’une internalisation cellulaire. En effet, 

plusieurs études ont montré que la substitution d’une lysine, cationique à pH physiologique également, 

dans la séquence peptidique par des arginines favorisait le processus d’interaction et d’internalisation 

cellulaire (Tünnemann et al. 2008; Mitchell et al. 2000). Cela s’explique par le fait que contrairement à 

la lysine, l’arginine, via son groupement guanidine sur la chaîne latérale, peut avoir des interactions 
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hydrogènes bidentées avec des groupements sulfates, carboxylates et phosphates présents à la surface 

des cellules (Rothbard et al. 2004; Nakase et al. 2008). Enfin, la présence d’acide aspartique D et d’acide 

glutamique E confèrent aux peptides une propriété pH-dépendante. Ces peptides sont appelés PMAP 

« pH-dependent membrane-active peptides ». C’est l’une des stratégies développées pour améliorer 

l’échappement endosomal du peptide. En effet, le pH de l’endosome diminue au cours du temps. Cette 

diminution de pH va entrainer une protonation des acides aspartique et glutamique, donnant un caractère 

plus hydrophobe au peptide d’origine. Cette hydrophobicité accrue va permettre une amélioration de la 

perméabilité membranaire de l’endosome pour le peptide et donc favoriser son échappement (Berger et 

al. 2021; Erazo-Oliveras et al. 2012). Un autre facteur déterminant dans l’internalisation est la position 

des acides aminés dans la séquence. En effet, sur des polyarginines, l’espacement entre les résidus 

arginines a son importance. En effet, une étude a montré qu’espacer des résidus arginines sur un hepta-

arginine R7 favorisait l’internalisation. Les auteurs expliquent cela par une plus grande flexibilité de la 

chaîne peptidique, facilitant ainsi l’interaction des groupements guanidines avec la membrane chargée 

négativement des cellules (Rothbard et al. 2002). De plus, une étude a montré des différences 

d’internalisation entre des peptides d’origine et leurs « scrambles », peptides ayant les mêmes acides 

aminés mais dans des positions différentes aléatoires (Mueller et al. 2008). Ces différences de position 

vont finalement amener à des changements de structures secondaire et tertiaire, un facteur qui semble 

être plus important que la présence de charges positives (Scheller et al. 1999).  

L’internalisation est aussi liée à la stéréochimie des peptides pénétrants. Afin d’étudier l’effet de la 

stéréochimie sur l’internalisation, une technique consiste à remplacer les acides aminés de stéréochimie 

L (naturelle) par les acides aminés de stéréochimie D (non naturelle). Ainsi, une étude a montré que les 

peptides polyarginine R9-D et pénétratine D sont moins bien internalisés que les peptides de 

stéréochimie L correspondante (Verdurmen et al. 2011). Cependant, il existe des contradictions quant à 

cet effet puisqu’une autre étude a démontré le contraire pour le polyarginine R9 (Tünnemann et al. 2008). 

Enfin, il semblerait que les peptides de stéréochimie D possèdent une meilleure stabilité et permettent 

d’échapper plus facilement à l’endosome que les peptides de stéréochimie L, malgré une internalisation 

cellulaire plus faible (Najjar et al. 2017).   

Enfin, un dernier facteur recensé est la différence d’internalisation entre un peptide linéaire, et ce même 

peptide sous forme cyclique. En effet, en plus d’une stabilité accrue, le peptide TAT cyclisé et le 

polyarginine R10 cyclisé s’internalisent plus rapidement que leurs homologues linéaires (Friedler et al. 

2000; Lättig-Tünnemann et al. 2011). Lättig-Tünnemann et al. explique cela par la rigidité apportée sur 

la conformation pour le polyarginine R10 cyclisé. Cela est en contradiction avec ce qui était supposé par 

Rothbard et al.. Cependant, à partir de ces deux études, ils semblerait  que ce soit l’espacement entre les 

résidus guanidine qui soit le facteur clé. En effet, pour le polyarginine R10 cyclique, les groupements 

guanidines sont plus espacés que dans le polyarginine linéaire.  
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Bien que plusieurs voies d’internalisation cellulaire aient été recensées, elles restent tout de même 

difficiles à étudier comme le montre les quelques exemples cités pour lesquels un même peptide 

pénétrant va s’internaliser par des mécanismes différents. De plus, dans le cas d’une étude de 

translocation directe, les méthodes choisies sont souvent une déplétion en énergie (ATP) ainsi qu’une 

diminution de la température (de 37 °C à 4 °C) afin d’inhiber l’endocytose. Or, ces méthodes contribuent 

aussi à diminuer la translocation directe puisqu’à faible température, la fluidité et la dynamique de la 

membrane est affectée (Bechara and Sagan 2013). Ainsi, même si l’importance de certains facteurs ne 

sont plus à questionner, il est nécessaire de garder un regard critique quant aux méthodes expérimentales 

utilisées et toujours souligner que ces conclusions sont peptides et cellules-dépendantes.  

3.3 Méthodes de fonctionnalisation de surface des nanoparticules par les peptides pénétrants 
et application au traitement du cancer épithélial de l’ovaire 

Les peptides pénétrants peuvent être conjugués à différents types de cargos (peptide, protéine, acide 

nucléique, nanoparticule) via des méthodes physiques comme l’adsorption, reposant sur des interactions 

électrostatiques, hydrophobes, des liaisons hydrogènes ou encore des interactions de Van der Waals ou, 

via des méthodes chimiques reposant sur une liaison covalente entre le peptide et le cargo (Koren and 

Torchilin 2012; Tashima 2017). Les réactions chimiques qui peuvent être utilisées sont aussi 

nombreuses que la variété de réactions chimiques existantes : chimie des carbodiimides, chimie du 

soufre, métathèse, réaction de Diels-Alder … Cependant, l’un des principaux inconvénients de la liaison 

covalente est le risque de modifier l’activité biologique du peptide dû à un changement de conformation 

par exemple. Un exemple est celui du peptide NFL avec les LNCs (Karim et al. 2018). En effet, les 

auteurs de l’étude stipulent que la liaison covalente du peptide NFL à la surface des LNCs a diminué 

drastiquement les propriétés biologiques initiales du peptide, ce qui n’était pas le cas lorsqu’il était 

adsorbé à la surface des LNCs. Mais, l’un des inconvénients majeurs à l’utilisation de l’adsorption 

comme méthode de décoration est la disparition du peptide de manière prématurée, avant qu’il n’ait pu 

atteindre sa cible cellulaire.   

A travers une liste non exhaustive d’exemples avec pour application le cancer épithélial de l’ovaire, 

différentes méthodes de modification de surface vont être présentées (Tableau 4 et Figure 5). 

Comme décrit dans l’état de l’art sur le cancer de l’ovaire, les principales cibles cellulaires sont les 

récepteurs aux facteurs de croissance épithéliaux, les intégrines, les hormones et aussi les enzymes. 

Kulhari et al. ont choisi de cibler l’intégrine αvβ3 pour proposer une nouvelle voie de traitement du 

cancer épithélial de l’ovaire. Les auteurs ont ainsi formulé des NPs de PLGA encapsulant la 

gemcitabine. Les peptides ayant un motif RGD permettant de cibler cette sous-unité d’intégrine, la 

surface de ces NPs a été modifiée par un peptide cyclique de 5 acides aminés, le cRGDfK (Tableau 4). 

Un lien covalent a été réalisé grâce à la chimie des carbodiimides (couplage EDC/NHS) entre le PLGA 

et le peptide (Figure 5). Les auteurs ont démontré une internalisation dans les cellules SKOV3 plus 
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importante des NPs lorsque celles-ci étaient modifiées en surface par le peptide cibleur de tumeur 

(Kulhari et al. 2016).   

Les récepteurs aux facteurs de croissance épithéliaux sont surexprimés au niveau des cellules 

cancéreuses ovariennes. Cibler ces récepteurs peut donc être une stratégie particulièrement intéressante. 

Dans une étude publiée en 2018, Zhou et al. ont préparé un polymersome encapsulant la doxorubicine, 

modifié en surface par le peptide GE11 (Tableau 4). L’un des copolymères formant le polymersome a 

été lié de façon covalente au peptide par une liaison peptidique en utilisant la chimie des carbodiimides 

(Figure 5). Les auteurs ont montré par la suite une meilleure internalisation dans les cellules SKOV3 

des nanoparticules modifiées par le peptide GE11, comparées aux polymersomes non-modifiés. Enfin, 

en comparant avec la formulation Doxil®, qui est un traitement de second choix pour les cancers de 

l’ovaire, le GE11-polymersome encapsulant la doxorubicine s’avère avoir un meilleur index 

thérapeutique (Zou et al. 2018).  

Une autre possibilité est de cibler des hormones surexprimées au niveau tumoral. Par exemple, 80 % 

des cancers épithéliaux de l’ovaire surexpriment l’hormone de libération de la lutéinostimuline (LH-

RH). Dans ce cadre, une équipe a modifié des NPs de polycaprolactone, stabilisées par de l’albumine 

de sérum bovin (BSA), avec un peptide ciblant les récepteurs LH-RH (Tableau 4). Afin de réaliser cette 

modification covalente, une réaction permettant de produire une base de Schiff (imine) a été réalisée en 

utilisant un linker, le glutaraldéhyde (Figure 5). Les études in vitro réalisées ont montré que les NPs 

modifiées par le peptide s’internalisaient mieux dans les cellules SKOV3-TR30, lignée cellulaire 

résistante au paclitaxel, que celles non-modifiées. Les études in vivo ont confirmé l’intérêt de cette 

stratégie puisqu’une réduction significative du volume tumoral est obtenue avec les NPs modifiées en 

surface (Pan et al. 2020).  

Certaines enzymes sont aussi surexprimées par les tumeurs ovariennes. C’est notamment le cas de la 

protéase hepsine (Miao et al. 2008). En 2018, Lee et al. ont synthétisé un peptide chimérique (RIPL) 

dont une séquence de 5 acides aminés sur les 16 permettent de cibler spécifiquement cette protéase 

(Tableau 4). Ce peptide a été utilisé pour modifier la surface de nanoparticules lipidiques via une 

conjugaison thiol-maleimide (Figure 5). Les études de cytométrie en flux et de microscopie confocale 

ont permis de montrer que les nanoparticules lipidiques fonctionnalisées ciblaient spécifiquement les 

cellules SKOV3, avec une internalisation plus importante que les vecteurs non-modifiés (Lee et al. 

2018). 

Une autre stratégie consiste à cibler des protéines. Dans le cas du cancer épithélial de l’ovaire, la protéine 

plectine est surexprimée (Perez et al. 2021). C’est la stratégie qui a été envisagée par une équipe en 

2018. En effet, des liposomes possédant des groupements maleimide en surface ont été modifiés par le 

peptide KTLLPTP-GGSK(FAM)C via la liaison covalente thiol-maleimide (Tableau 4 et Figure 5). 

Ces nano-vecteurs, modifiés ou non, sont chargés avec un inhibiteur PARP. La modification réalisée a 

permis d’améliorer significativement l’internalisation dans les cellules SKOV3 et OVCAR8. Cela a été 

confirmé par les études in vivo réalisées sur un modèle de tumeur OVCAR8 sur souris où une diminution 
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significative du volume tumoral a été obtenue après traitement par les liposomes décorés en surface et 

encapsulant un inhibiteur PARP, comparée à l’inhibiteur PARP seul ou aux vecteurs non-décorés (Dasa 

et al. 2018).  

Enfin, Van den Brand et al. ont obtenu des nanoparticules résultant de la complexation électrostatique 

entre le peptide pénétrant PepFect14 chargé positivement, et un ARN messager (mRNA) chargé 

négativement (Figure 5). La stratégie envisagée par l’équipe n’a pas été de cibler la tumeur ovarienne 

en utilisant un peptide spécifique mais d’utiliser un peptide pénétrant et d’administrer les nanoparticules 

par voie locale via une approche intrapéritonéale. La comparaison faite avec une formulation 

lipide/mRNA a montré que le complexe peptide/mRNA possédait une meilleure capacité 

d’internalisation sur un modèle sphéroïde de SKOV3, ce qui a par la suite été confirmé in vivo (van den 

Brand et al. 2019).  

 

Figure 5. Liste non-exhaustive de méthodes de fonctionnalisation de surface de NPs par un peptide 

pénétrant. 
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Tableau 4. Liste non-exhaustive de peptides pénétrants utilisés pour modifier des NPs afin de traiter 

le cancer épithélial de l’ovaire. 

Peptide (séquence) Cible 
Méthode de 

modification 

Modèle 

cellulaire 
Ref 

cRGDfK Intégrine αvβ3 Couplage EDC/NHS SKOV3 
(Kulhari et al. 

2016) 

GE11 (YHWYGYTPQNVI) EGFR Couplage EDC/NHS SKOV3 (Zou et al. 2018) 

LHRH (GPRLGYSWHE) 
 Récepteur 

LHRH 

Réaction produisant une 

base de Schiff 

SKOV3-

TR30 
(Pan et al. 2020) 

RIPL (IPLVVPLRRRRRRRRC) 
Enzyme 

hepsine  

Conjugaison thiol-

Maleimide 
SKOV3 (Lee et al. 2018) 

KTLLPTP-GGSK(FAM)C 
Protéine 

plectine 

Conjugaison thiol-

Maleimide 

SKOV3 

OVCAR8 
(Dasa et al. 2018) 

PepFect14 

(Stearyl-

AGYLLGKLLOOLAAAALOOLL-

NH2) 

Aucune 
Complexation avec un 

mRNA) 
SKOV3 

(van den Brand et 

al. 2019) 

 

Les avancées scientifiques réalisées autour de la compréhension du micro-environnement tumoral ont 

ouvert le champ à plusieurs stratégies de ciblage actif des tumeurs, comme l’utilisation des peptides 

pénétrants, dans le but de traiter les cancers, notamment celui du cancer épithélial de l’ovaire. 

Cependant, malgré 30 années de recherches sur les peptides pénétrants, aucun des principaux peptides 

à pénétration cellulaire n’est encore approuvé par les instances internationales (FDA et EMA). Cela peut 

s’expliquer par l’instabilité de ces peptides (dégradation par les protéases), une libération prématurée du 

peptide avant d’avoir atteint la cible cellulaire et/ou la formation de la protéine corona qui pourrait 

masquer en partie le peptide après administration in vivo. C’est d’ailleurs dans cet objectif que des 

stratégies de protection par des polymères sensibles à un stimuli interne (pH, température etc…) ou 

externe (rayonnement infrarouge, rayonnement UV, magnétique etc…) ont vu le jour, afin d’assurer une 

protection du peptide jusqu’au site tumoral et permettre ensuite une déprotection de celui-ci dans 

l’environnement adéquat et donc un ciblage des cellules par le peptide pénétrant.  
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Chapitre 2. Caractérisation physico-chimiques de nanocapsules 
lipidiques chargées en ferrocifènes 

1. Introduction 

Les ferrocifènes sont des composés organométalliques développés par l’équipe du Professeur Jaouen. 

La première synthèse remonte à la fin du XXème siècle avec le composé nommé Fc-OHTAM, encore 

nommé P15. Ces molécules organométalliques sont des dérivés de l’anticancéreux appelé tamoxifène. 

Fc-OHTAM était considéré comme le premier composé organométallique modulateur des récepteurs 

estrogènes, conférant ainsi des propriétés antiprolifératives contre le cancer du sein Erα+. De plus, il a 

été vu que ce composé possédait des propriétés cytotoxiques sur le cancer du sein triple négatif Erα-, 

non retrouvées avec le tamoxifène. Depuis, plus de 300 ferrocifènes ont été synthétisés. Comme 

expliqué précédemment dans l’état de l’art, des études mécanistiques ont permis d’établir des relations 

structures-activités sur différents types de cancers résistants selon les ferrocifènes testés. Au regard des 

différents résultats obtenus, le succinimide-ferrocifène, le P722, pourrait être caractérisé de 

molécule « lead » dans cette famille prometteuse d’organométalliques.   

Cependant, l’un des problèmes majeurs de ces molécules est leur grande lipophilie. Ainsi, pour les 

administrer par voie intraveineuse, l’utilisation d’un vecteur adéquat est nécessaire. Les nanocapsules 

lipidiques (LNCs), développées par le laboratoire MINT au début du XXIème siècle, ont démontré être 

un vecteur de choix pour encapsuler les ferrocifènes (P5, P15, P53, P722 etc…). En effet, leur structure 

cœur huileux-écorce PEGylée permet efficacement l’encapsulation de molécules lipophiles (paclitaxel, 

ferrocifènes etc…).  

L’objectif de ce chapitre a été dans un premier temps de déterminer la charge maximale en P722 pouvant 

être encapsulée dans les LNCs. Étant donné la faible charge finale obtenue en P722, des dérivés du P722 

ont été synthétisés par notre partenaire Feroscan afin d’accroître la lipophilie de la molécule initiale et 

donc d’augmenter la charge dans la nanocapsule lipidique. Des analyses de diffusion dynamique de la 

lumière ont été réalisées afin de déterminer le diamètre des LNCs obtenu selon le ferrocifène et la charge 

initiale introduite. En outre, un résultat inattendu a été obtenu avec deux des ferrocifènes étudiés, le bi-

acétyle succinimide P769 et le (E)-mono-acétyle succinimide P998. En effet, une forme galénique sans 

précédent avec un ferrocifène a été obtenue : un gel. Afin de caractériser et de comprendre la formation 

de ce gel, des études de rhéologie et de tensiométrie pour déterminer la position des différents 

ferrocifènes ont été réalisées. A ce jour, aucune structure similaire n’avait été obtenue avec ces composés 

organométalliques ouvrant ainsi la possibilité d’un traitement local. Enfin, ces différents résultats 

physico-chimiques ont été complétés par des études de viabilité cellulaire, après traitement pendant 72 

h, sur les lignées cellulaires SKOV3 de cancer de l’ovaire (cf article ‘Physico-chemical characterization 

of ferrocifen lipid nanocapsules : customed drug delivery systems  guided by the molecular structure ») 
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et U87MG de glioblastome (cf. complément du chapitre 2), dans le but de vérifier que les modifications 

chimiques apportées au P722 ne modifiaient pas l’efficacité de ce dernier. 

2. Article soumis dans Langmuir : Physico-chemical charactérization of 
ferrocifen lipid nanocapsules: customed delivery systems guided by the 
molecular structure 
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ABSTRACT 

Ferrocifens, lipophilic organometallic complexes, are made of a biologically redox motif [ferrocenyl-
ene-p-phenol] confering to this family very interesting cytotoxic properties. However, because of their 
high lipophilic nature, formulation stage is required before being administered in vivo. In last decades, 
ferrocifen lipid nanocapsules (LNCs) have been successfully formulated and have demonstrated 
anticancer properties on multidrug-resistant cancers on several mice models (glioblastoma, breast 
cancer, metastatic melanoma). A recent family of ferrocifens (succinimide-ferrociphenols) seems to be 
the most efficient on several resistant cancer cell lines, with IC50 in the nanomolar range, and promising 
in vivo results on murine ovarian cancer models. As LNCs are composed of an oily core (caprylic/capric 
triglycerides), to modulate succinimide-ferrociphenol lipophilicity could be interesting to improve the 
drug loading in LNCs. Here, as P722 drug loading in LNCs was low, P722 was structurally modified in 
order to increase its lipophilicity and so the payload in LNCs. Chemical modification led to a series of 
five new succinimide-ferrocifens. Results confirmed that these slight structural modifications allowed 
to increase the drug loading in LNCs for all ferrocifens, without any modification of the cytotoxicity on 
SKOV3 ovarian cancer cell line. Interestingly, encapsulation of two of the ferrocifens, P769 and (E)-
P998 led to the formation of a gel: it was unprecedent. This phenomenon could be explained by 
ferrocifen position in LNCs as showed by the decrease of interfacial tension measurements at the 
water/oil interface. Moreover, results highlighted the importance of the [succinimide-ene-cis-phenyl-
acetyl] motif to obtain a gel. Promising perspectives to use these ferrocifen loaded LNC to treat 
glioblastoma could be concretely imagined by local application of the gel in the cavity after tumour 
resection.  
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INTRODUCTION 

Nanomedicine is a very active multidisciplinary field with large investments, internationally recognized 
since notably the Covid-19 vaccination nanoplatform by Pfizer/BioNTech and Moderna. Since the 
sixties, one of the main objectives of the field is to develop new therapeutic strategies to treat cancers.1 
A lot of progress has been notably done to increase the amount of conventional chemotherapeutic 
reaching the cancer site, in avoiding healthy tissues, by the use of vectors such as liposomes, polymeric 
nanoparticles, lipid-prodrug nanoparticles ...2–5 However, resistance phenomena to classic 
chemotherapies is too often observed: that is why there is still a need to bring on market new small 
active molecules to overcome it. In the late 1980s, Prof. Jaouen’s team synthesized a new class of 
bioorganometallic molecules.6,7 Among all the organometallic complexes based on a metal ion (iron, 
ruthenium, osmium, rhodium) tested, ferrocifen family was the most promising.8 Ferrocifens, lipophilic 
organometallic complexes, are made of a biologically redox motif [ferrocenyl-ene-p-phenol]. The first 
ferrocifen synthesized was a ferrocenyl analog of hydroxytamoxifen, named P15 or Fc-OH-Tam, 
showing an anti-estrogenic effect on estrogen receptor-positive (ER+) breast cancer and also a cytotoxic 
effect on ER- triple negative breast cancer.9,10 The cytotoxic behavior was related to the unique redox 
properties of this molecule. Indeed, several studies highlighted the role of the reversible iron oxidation 
of the ferrocenyl moiety, leading to an electrophilic quinone methide (QM) and the production of 
reactive oxygen species (ROS), inducing senescence and/or apoptosis.11,12 Over time, structure-activity 
relationship studies have allowed to elaborate mechanisms of action according to ferrocifen molecular 
structure.8 Recently, another family of ferrocifens, the succinimide one, was synthesized, with a leading 
compound named P722 (Figure 1).13 Compared to previous ferrocifens, P722 showed an increase of 
cytotoxicity on several cancer cell lines. This improvement was explained by its atypical lone pair-π 
interaction between one carbonyl group of the imide and the center of the aromatic QM ring,  improving 
its stability.13,14   
However, as for most anticancer drug candidates, ferrocifen compounds are poorly soluble in water, 
requiring a formulation stage before in vivo administration. For two decades, lipid nanocapsules (LNCs) 
have demonstrated their ability to successfully encapsulate lipophilic drugs such as paclitaxel and 
ferrocifens.15–18 LNCs are obtained by a low-energy emulsification method based on a phase-inversion 
process.19 They are composed of a liquid oily core and a polyethylene glycol hydroxystearate surfactant 
shell. Recent studies have highlighted the successful encapsulation of P722 in LNCs, with promising in 

vivo results on metastatic melanoma, glioblastoma and epithelial ovarian cancer.20–22 However, 
compared to other ferrocifens, drug loading of this compound in LNCs remains particularly weak. 

The aim of this study was thus to modify the chemical structure of P722, to obtain succinimide-
ferrocifens with higher lipophilicity, to finally improve the payload in LNCs. P722 was structurally 
modified by leading to 5 new ferrocifens: P769, (E)-P849, (Z)-P849, (E)-P998 and (Z)-P998 (Figure 
1). Interestingly, an unprecedented gel was obtained for P769 and (E)-P998. Viscoelastic properties of 
the obtained ferrocifen-LNC gel were measured, depending on ferrocifen and particle concentrations. 
To understand gel formation, tensiometry measurements and kinetic of LNC destabilization were 
studied. Finally, cell viability experiments on ovarian cancer cell line SKOV3 were performed to verify 
if chemical modifications on P722 hampered its efficiency.  
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Figure 1: Molecular structure of the different succinimide-ferrocifens used. 

EXPERIMENTAL SECTION 

Materials. All components of conventional blank LNCs are FDA-approved for parenteral 
administration. Macrogol 15 hydroxystearate (Kolliphor® HS 15) was purchased from BASF 
(Germany). Phosphatidylcholine from soybean (Lipoïd S 100) was provided by Lipoïd GmbH 
(Germany) and caprylic/capric triglycerides (Labrafac® WL 1349) were supplied by Gattefosse 
(France). Ultra-pure water (UPW) was obtained from a Millipore filtration system. All the other reagents 
or solvents used (acetonitrile, methanol, dimethyl sulfoxide DMSO) for the chromatography analysis 
were of analytical grade. Ferrocifens P72213, P84914, P769 and P998 were synthesized and provided by 
PSL Chimie ParisTech (France), Feroscan SME. Esterase from porcine liver was purchased from Merck 
(SigmaAdlrich, Germany). 

Preparation of ferrocifen lipid nanocapsules (LNCs). LNCs were prepared using a phase inversion 
process as thoroughly described in litterature.19 Briefly, the studied ferrocifen was added with 
Kolliphor® HS 15 (16.9 % w/w) and Labrafac® WL 1349 (20.7 % w/w) and stirred for 30 min at 60 °C. 
Then the other compounds (Lipoïd S 100 (1.5 % w/w), NaCl (1.3 % w/w, physiological osmolarity) and 
UPW(59.6 % w/w) were added and mixed under magnetic stirring at 60°C for 10 min. Three heating-
cooling cycles were performed between 90 °C and 60 °C to obtain a phase inversion of the emulsion 
(O/W emulsion for temperature lower than phase inversion temperature (PIT) and W/O emulsion for 
temperature higher than PIT). During the third cycle, when the temperature decreased and reached the 
PIT (78 °C < PIT < 83 °C), ice-cold UPW (31.5 % v/vtot) was added to induce an irreversible shock to 
obtain the LNCs. Afterward, the suspension was stirred for 10 min under a slow magnetic stirring at 
room temperature. To finish, the LNC formulation was filtered through 0.2 µm sterile polyethersulfone 
(PES) membrane (Dutscher, Bernolsheim, France) to remove any unloaded ferrocifen before being 
stored at 4 °C. In order to show benefits of filtration as separation technique of free ferrocifen, a 
sedimentation step of unloaded ferrocifen from LNC formulation was performed. Concretely, 
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formulations were left to rest for 1h after LNC formulation process, before sample preparation for 
chromatography analysis. 

Characterization of LNCs. Average hydrodynamic diameter (Z-average) and polydispersity index 
(PDI) were determined by dynamic light scattering (DLS) at 25 °C with a backscatter angle of 173° 
using a Zetasizer Nano ZS system (Malvern Panalytical Ltd, Worcestershire, UK) after a dilution by 
6650 of the formulations in UPW. The measured average values were calculated from the correlation 
functions fitted using an exponential fit (Cumulant approach), based on 3 runs, with more than 10 
measurements for each run.  
Zeta potential of the nano-systems was measured using the laser Doppler micro-electrophoresis 
technique by a Zetasizer Nano ZS system (Malvern Panalytical Ltd, Worcestershire, UK). The measured 
average values were calculated from 3 runs with more than 10 measurements for each run, after a 
dilution by 100 of the formulations with UPW (pH = 8.3 at 25 °C). Smoluchowski’s approximation was 
used to determine electrophoretic mobility for determination of the zeta potential. The measured average 
values were calculated from 3 runs, with more than 10 measurements for each run. 
For Z-average, PDI and zeta potential of P769-LNCs, measurements were performed before gel 
formation. 

Determination of encapsulation efficiency (E.E) and drug loading (D.L). Encapsulation efficiency 
and drug loading of the ferrocifens were determined using two Ultra-High-performance liquid 
chromatography (UPLC) methods. A C18 analytical column (ACQUITY UPLC® BEH C18 1.7 µm, 
2.1 x 50 mm, Waters, Molsheim, France) was used at 20 °C. Quantification of the encapsulated 
ferrocifens was obtained by measurement of UV absorbance at λ = 450 nm, after a filtration step through 
a 0.2 µm pore size filter or by sedimentation to separate the encapsulated from the free ferrocifens. A 
dissolution step of LNCs was performed before analysis with the optimal solvent or mix of solvents for 
each ferrocifens. Analysis of the data was performed using Empower 3 software (Waters). For P722 and 
the two isomers of P849, the C18 column was eluted at a flow rate to 0.2 mL.min-1 with an isocratic 
method: acetonitrile/water (65/35 v/v). Calibration curves were established (at each analysis) by 
quantifying the area under the curves (AUCs) of [0.01 – 0.2] mg.mL-1 ferrocifen solutions in blank 
LNCs dissolved by a 40-fold dilution in methanol/DMSO (90/10 v/v). The loaded LNCs were dissolved 
by a 40-fold dilution with methanol/DMSO (90/10 v/v) to have P722 and P849 concentrations in the 
appropriate concentration range, and quantification of ferrocifens was performed using the calibration 
curve. The injection volume was of 5 µL and the retention times were of 1.2 min, 1.9 min and 3.1 min 
for P722, (Z)-P849 and (E)-P849 respectively.   
For analysis of P769 and the two isomers of P998, the C18 column was eluted at a flow rate of 0.2 
mL.min-1 with a gradient of acetonitrile and water (Table 1). Calibration curves were established (at 
each analysis) by quantifying the area under the curves (AUCs) of [0.01 – 0.2] mg.mL-1 ferrocifen 
solutions in blank LNCs dissolved by a 40-fold dilution in a mix of methanol/acetonitrile/DMSO 
(45/45/10 v/v/v). The loaded LNCs were dissolved by a 40-fold dilution with 
methanol/acetonitrile/DMSO (45/45/10 v/v/v) to have P769 and P998 concentrations in the appropriate 
concentration range, and quantification of the samples was performed using the calibration curve. The 
injection volume was of 5 µL and the retention times were of 3.4 min, 3.0 min and 2.8 min for P769, 
(Z)-P998 and (E)-P998, respectively.  
Encapsulation efficiency (E.E, %) of the corresponding ferrocifen into LNCs was calculated using the 
following equation:  𝐸. 𝐸 (%) =  (𝐼𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙 𝑓𝑒𝑟𝑟𝑜𝑐𝑖𝑓𝑒𝑛 𝑐𝑜𝑛𝑐. 𝑖𝑛 𝐿𝑁𝐶𝑠 − 𝑢𝑛𝑒𝑛𝑐𝑎𝑝𝑠𝑢𝑙𝑎𝑡𝑒𝑑 𝑓𝑒𝑟𝑟𝑜𝑐𝑖𝑓𝑒𝑛 𝑐𝑜𝑛𝑐. 𝑖𝑛 𝐿𝑁𝐶𝑠)𝐼𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙 𝑓𝑒𝑟𝑟𝑜𝑐𝑖𝑓𝑒𝑛 𝑐𝑜𝑛𝑐.  𝑖𝑛 𝐿𝑁𝐶𝑠× 100 
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Drug loading of the corresponding ferrocifen into LNCs was calculated using the following equation: 𝐷. 𝐿 (% 𝑤𝑤)=  𝑀𝑎𝑠𝑠 𝑜𝑓 𝑒𝑛𝑐𝑎𝑝𝑠𝑢𝑙𝑎𝑡𝑒𝑑 𝑓𝑒𝑟𝑟𝑜𝑐𝑖𝑓𝑒𝑛 𝑖𝑛 1 𝑚𝐿 𝑜𝑓 𝐿𝑁𝐶 𝑑𝑖𝑠𝑝𝑒𝑟𝑠𝑖𝑜𝑛𝑚(𝑓𝑒𝑟𝑟𝑜𝑐𝑖𝑓𝑒𝑛) + 𝑚(𝐿𝑎𝑏𝑟𝑎𝑓𝑎𝑐® 𝑊𝑅 1349 ) + 𝑚(𝐾𝑜𝑙𝑙𝑖𝑝ℎ𝑜𝑟® 𝐻𝑆 15 ) + 𝑚(𝐿𝑖𝑝𝑜ï𝑑 𝑆 100)× 100 

Table 1. Gradient elution for analysis of P769, (E)-P998 and (Z)-P998 with UPLC system. 

Time (min) Flow rate (mL/min) 
Phase A: Water/ACN 

(95/5 v/v) (%) 
Phase B: ACN (%) 

0 0.2 50 50 
0.5 0.2 15 85 
4 0.2 15 85 
5 0.2 50 50 

15 0.2 50 50 
 

Rheological measurements. Viscoelastic properties of gels were measured using a Kinexus® 
rheometer (Malvern Instruments S.A., United Kingdom) with a cone plate geometry (diameter 40 mm, 
angle 2°) at 20 °C. Linear viscoelasticity domain was first determined by oscillatory strain sweeps at 
constant frequency of 1 Hz. In this regimen (strain amplitude fixed at 0.1 % for all analyses), the 
viscoelastic properties: elastic moduli G’ and viscous moduli G’’, were measured by varying the 
oscillation frequency (from 0.1 to 10 Hz). Values of G’ and G’’ were taken at 1 Hz. All these 
experiments were performed at least three times.  

Interfacial tension measurements. Measurements of interfacial tension were performed using a drop 
tensiometer device (Tracker Teclis, Longessaigne, France). Concretely, a 10 µL rinsing drop of 
triglyceride (Labrafac® WL 1349) was generated with an Exmire microsyringe (Probablo, Paris, 
France) in an optical glass container filled with a water phase. To keep the volume of the drop constant 
and so the surface area, piston movements of the syringe were controlled by a stepping motor. Interfacial 
tension, surface area and volume of the drop were obtained using Laplace equation after analysis of the 
drop profile recorded in real time (1 measurement each 10 s) for 6 h using a video camera connected to 
a computer. The triglyceride phase was concentrated with different ferrocifens in the range of [0.1 – 1.6] 
mg/g of triglyceride. All measurements were performed at least three times, at a temperature of 20.8 ± 

0.3 °C.  

LNC degradation by esterase. A solution of esterase from porcine liver, at a molar ratio of 1:1 in  
P769, was added respectively to the suspensions of blank LNCs, P722-LNCs and P769-LNCs at 1.6 
mg/mL (eq. 5.6 mg/g). Soon after, samples were put at 37 °C for 96 h. At different time intervals, 
samples were collected and analysed by DLS to follow the hydrodynamic diameter of LNCs. P769 
hydrolysis was also followed by liquid chromatography coupled to mass spectrometry (LC/MS) system 
(Waters 2695 Separations Module and micromass Quattro microTM, software Quattro micro, Waters, 
Molsheim France), with single ion recording (SIR) analysis. Method was developed on an Alliance® 
2695 system (with a 150 x 2.0 mm, 5 µm Uptisphere C18 5ODB column (Interchim, France). Samples 
were eluted at 20 °C, at a flow rate of 0.2 mL.min-1 with a gradient of water + 0.1% formic acid/ACN + 
0.1% formic acid (Table 2). Detection was obtained by measurement of UV absorbance at λ = 450 nm. 
Retention time for P769 was 8.6 min, for (Z)-P998 was 7.8 min and (E)-P998 was 7.4 min. Then, after 
the elution through the Uptisphere column, samples were analysed by MS using a SIR mode. P769, (Z)-
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P998 and (E)-P998 were detected at m/z 620, 578 and 578 respectively. All measurements were 
performed at least three times.  

Table 2. Gradient elution of the LC-MS/MS method for P769 hydrolysis 

Time (min) Flow rate (mL/min) 
Phase A: Water +  

0.1 % formic acid (%) 
Phase B: ACN +  

0.1 % formic acid (%) 
0 0.2 50 50 

0.5 0.2 15 85 
4 0.2 15 85 
5 0.2 50 50 

15 0.2 50 50 
 

Cell Culture. Ovarian cancer cell line SKOV3 was obtained from the American Type Culture 
Collection (ATCC) and maintained as recommended. The SKOV3 cell lines were grown in McCoy’s 
5A Medium, modified with sodium bicarbonate, without L-glutamine and supplemented with 10 % of 
Fetal Bovine Serum (FBS) and 1 % of penicillin/streptomycin. Cells were maintained in a humid 
atmosphere at 37 °C with 5 % CO2. Cells were passaged once they were at about 70 % of confluence.  

In vitro activity of free ferrocifens and ferrocifen LNCs. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(-4-sulfo-phenyl)-2H-tetrazolium salt (MTS) assay was used to test the 
cytotoxicity of free ferrocifens and ferrocifen-LNCs (colorimetric assay based on the conversion of a 
tetrazolium salt into formazan). For in vitro mitochondrial activity, ferrocifen-LNCs at a concentration 
of 2 mM in ferrocifen were prepared. It was corresponding to a concentration (mg/g of lipophilic 
excipient) of 3.74 mg/g, 3.63 mg/g,  4.33 mg/g and 4.03 mg/g for P722, P849 (two isomers), P769 and 
P998 (two isomers) respectively.  
Briefly, SKOV3 cells were seeded at 2.5 x 103 cells/well in 96-well plates containing 100 µL growth 
medium. After 24 h at 37 °C with 5 % CO2, the medium was removed and cells were treated with the 
tested ferrocifens and ferrocifen LNCs at 2 mM diluted with McCoy’s 5A Medium in order to test 8 
concentrations. After 72 h of incubation, treatments were removed and 100 µL per well of a mix MTS 
+ McCoy’s 5A Medium was added for 2 h. Absorbance was measured at 490 nm using a 
spectrophotometric plate reader (SPECTRAmax M2, Molecular Devices, San Jose, USA). The Dose-
Response curves were plotted with GraphPad Prism Software and the IC50 values were calculated using 
the polynomial curves. All experiments were performed at least three times. 

Statistical analysis. Results obtained from the experiments were analyzed statistically using GraphPad 
Prism® software. Mean and standard deviation (SD) were determined, and values are represented as 
Mean ± SD. Significant differences between means, for all experiments, were analysed using a Kruskal-
Wallis test followed by a Dunn’s test for multiple comparisons. Differences were considered statistically 
significant for p < 0.05.  

 

RESULTS AND DISCUSSION 

Physico-chemical characterization of LNC formulations. Encapsulation efficiency was obtained 
after separation of unloaded ferrocifen by filtration on 0.2 µm (Figure 2.a)) or by sedimentation (Figure 
2.b)), as its density is higher than the dispersive water phase. From these two techniques of separation, 
results obtained were in adequation with macroscopic observations made after LNC formulation: an 
orange precipitation was observed at the bottom of the vial corresponding to unloaded ferrocifen when 
initial amount of ferrocifen was too high.   
More precisely, the encapsulation efficiency (E.E) of the bi-phenol succinimide-ferrocifen P722 in 
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LNCs decreased with the initial amount added, from around 100 % of E.E with an initial amount below 
7.0 mg/g of lipophilic excipients (P722 + Labrafac® WL 1346 + Kolliphor® HS 15 + Lipoïd S100 ) 
(eq. 2 mg/mL of formulation) to values lower than 55 % with an initial amount above 13.9 mg/g (eq. 4 
mg/mL of formulation). Maximal drug loading for P722 was 7.0 mg/g of lipophilic excipients. It was a 
low amount compared to another potent ferrocifen, P53, for which the maximal drug loading was of 
43.6 mg/g. It was recently explained by the higher lipophilicity of P53 compared to P722.22   
Thus, to improve the drug loading of the succimide-ferrocifen family in LNCs, some slight structural 
modification was done on P722 leading to five new succinimide ferrocifens expected to be more 
lipophilic: (E)-P849, (Z)-P849, P769, (E)-P998 and (Z)-P998.   
The solubility experiment performed in caprylic/capric triglyceride (Labrafac® WL 1346) confirmed 
that these five molecules were more lipophilic than P722 (Table S1 in supplementary information). 
Moreover, solubility values also explained encapsulation behaviour of the different ferrocifens. Indeed, 
for P849, (Z)-P849, more lipophilic than (E)-P849, had an E.E higher than 90 % whatever the initial 
amount added whereas the E.E for (E)-P849 decreased with the initial amount added. It might be 
explained by difference of polarity between the two isomers. Same observation was done with mono-
acetyl succinimide-ferrocifen P998. (E)-P998 had a good E.E, higher than 90 % whatever the initial 
amount added, whereas (Z)-P998 had a decrease of its E.E until 60 % for an initial amount of 17.2 mg/g 
(eq. 5 mg/mL). Finally, E.E obtained from the bi-acetyl succimide-ferrocifen P769 were higher than 90 
% but it was not possible to determine the E.E above an initial amount of 8.7 mg/g because a gel was 
obtained (Figure 2).  
All hydrodynamic diameters were around 50 nm whatever the initial amount of ferrocifen added. All 
the PDI measured were below the limit value of 0.2, allowing to consider each ferrocifen-LNCs as a 
monodisperse suspension. Moreover, whatever the ferrocifen encapsulated, zeta potential of LNCs were 
not impacted with values below - 5 mV, close to neutrality (Figure S1 in supplementary information). 
Results obtained were in accordance with previous studies performed in the MINT laboratory.18,23,24 

 
Figure 2: Encapsulation efficiency (E.E) (%) of succinimide-ferrocifen molecules in LNCs according 
to initial amount of ferrocifens: a) E.E obtained after filtration through 0.2 µm pore size filter; b) E.E 
obtained after sedimentation of unloaded ferrocifen. Ferrocifen concentration is expressed according to 
the weight of all lipophilic excipients (ferrocifen + Labrafac® WL 1349 + Kolliphor® HS 15 + Lipoïd 
S100).  
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Figure 3: Physico-chemical characteristics of ferrocifen lipid nanocapsules (LNCs) obtained by 
Dynamic Light Scattering (DLS): a) Hydrodynamic diameter of ferrocifen-LNCs. A gel was obtained 
for P769 at 10.4 mg/g, 13.8 mg/g and 17.2 mg/g as shown on the photo; b) Polydispersity index (PDI) 
of ferrocifen-LNCs. Values for P769-LNCs, from 10.4 mg/g to 17.2 mg/g, were obtained before the 
formation of the gel. Results are repetitions of three measurements for each sample (n = 1).  

Rheological characterisation of acetyl-ferrocifen-LNC gel. As explained previously, a gel was 
obtained with P769 for a payload higher than 8.7 mg/g (Figure 2.a)). Measurement of viscoelastic 
properties of P769-LNC gel, from 10.4 mg/g to 17.2 mg/g, were performed after gel formation (one 
night at 4 °C). First, the linear viscoelasticity region was determined by amplitude sweep measurements 
at oscillation frequency of 1 Hz. Linear regime, corresponding to strain-independent elastic moduli (G’) 
and viscous moduli (G”), was identified (Figure S2 in supplementary information). Then, the 
viscoelastic properties were measured with frequency sweep from 0.1 to 10 Hz at fixed strain amplitude 
of 0.1 % (Figure S2 in supplementary information). For each measurement, G’ and G” values were 
constant and G’ was higher than G” with tan(δ) = G”/G’ < 1 (Table S2 in supplementary information). 
These preliminary results confirmed that this system obtained after encapsulation of P769 in LNCs (for 
concentration higher than 10.4 mg/g) can be phenomenologically defined as a gel.25   
Then, the influence of P769 concentration and LNC concentration (number of particle per mL of 
formulation) on the rheological behaviour of the gel was studied. First, G’ and G” values increased 
significantly from 17.9 ± 4.4 to 144.4 ± 8.1 Pa for G’ and 2.9 ± 1.3 to 28.3 ± 4.4 Pa for G” when P769 
concentration increased from 10.4 to 17.2 mg/g, respectively (Figure 4.a)). Even if gel hardness seemed 
being lost with the decrease of P769 concentration (from macroscopic observations), P769-LNCs gel 
elasticity was not significantly changed whatever P769 concentration: 7.9 ± 4.5, 4.9 ± 1.7 and 5.4 ± 1.2 
for P769 payload of 10.4 mg/g, 13.8 mg/g and 17.2 mg/g, respectively (Table S2 in supplementary 
information). The same rheological behaviour was obtained with variation of LNC concentration, for a 
constant P769 concentration of 17.2 mg/g. Indeed, when decreasing the concentration in nanoparticles 
(from 2.72  1015 to 6.6  1014 LNC/mL), G’ and G’’ values significantly decreased, from 144.43 ± 8.1 
to 13.68 Pa for G’ and from 28.3 ± 4.4 to 2.9 ± 1.3 Pa for G’’ (Figure 4.b)). As the results obtained with 
variation of P769 concentration, elasticity of the gel was unchanged whatever the LNC concentration 
(Table S2 in supplementary information). To conclude on this part, P769 concentration and LNC 
concentration are two important parameters to obtain P769-LNC gel. It is not the first time that a gel 
made of LNCs is obtained. Indeed, Moysan et al. already described in 2013 a gel made of LNCs loaded 
with an amphiphilic gemcitabine, modified by a lipid tail. They showed that rheological behaviour was 
depending on LNC concentration and also on modified-gemcitabine concentration with a constant 
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elasticity.26 Another article published in 2021 showed also the same characteristic of a gel made of LNCs 
and an amphiphilic cytidine.27 The gel formation was explained notably by hydrogen bounds between 
cytidine heads localized at the LNC surface. 

 
Figure 4: a) Elastic G’ (dark blue) and viscous G’’ (light blue) moduli according to P769 concentration, 
with 2.72x1015 LNC/mL ; b) Elastic G’ (dark blue) and viscous moduli G’’ (light blue) according to 
nanoparticle concentration, at a P769 concentration of 17.2 mg/g. G’ and G’’ values are taken at a strain 
amplitude of 0.1 % and a frequency of 1 Hz at T = 20 °C (n = 3, mean ± SD, *: p < 0.05 for elastic 
modulus, $: p < 0.05 for viscous modulus).  

In our study, a P769 was synthesized with the idea of an esterification of the two alcohol functions to 
increase the P722 lipophilicity. This modification allowed to obtain P769-LNC gel. To our knowledge, 
this is the first time that such a structure is obtained with ferrocifen. All studies already performed on 
ferrocifen-LNCs showed only the obtention of a suspension, compatible for an intravenous 
administration route, with promising results on several cancers.20,28–30 With P769-LNC gel, a use as local 
therapy to treat glioblastoma after tumour resection could be imagined, as ferrocifens already shown 
efficiency on this cancer.31–33 Indeed, Vessières et al. showed a large heterogeneity of response to P722 
on Patient-Derived-Cell-Line glioblastoma depending on transcriptomic subtypes.34 A more recent 
study also highlighted the efficiency of P722 complexed with cyclodextrines on glioblastoma.21 
Moreover, P769 compound was tested on U87MG glioblastoma cell line, with or without LNCs, and 
the obtained IC50 were 67 nM and 46 nM respectively, close to the 27 nM obtained with P722 alone, 
after 96 h of treatment.35 Considering all these results together, it could open new opportunities for 
personalized treatment of glioblastoma.  

Then, to check injectability of P769-LNC gel, at 17.2 mg/g, rheological measurements were performed 
after extrusion through 18 G and 26 G needles. Results obtained were compared to the control, without 
extrusion (Figure 5). After extrusion through a 26 G needle, significant differences were obtained on 
G’ and G’’ values. Indeed, a decrease was obtained, from 144.4 ± 8.1 to 50.0 ± 15.3 Pa for G’ and from 
28.3 ± 4.4 to 14.2 ± 4.0 Pa for G’’, without or after extrusion, respectively. However, elasticity and 
tan(δ) remained constant (Table S2 in supplementary information). After an extrusion through 18 G 
needle, no significant difference was observed even if a small decrease was obtained from 144.4 ± 8.1 
to 90.1 ± 6.5 Pa for G’ and from 28.3 ± 4.4 to 18.4 ± 1.4 Pa for G’’, without or after extrusion, 
respectively. As after extrusion through a 26 G needle, elasticity and tan(δ) remained constant (Table 
S2 in supplementary information). These results confirmed the injectability of P769-gel. The same 
results were obtained after an extrusion through 18 G needle for modified gemcitabine-LNCs and 
modified cytidine-LNC hydrogels.26,27 
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Figure 5: Elastic G’ and viscous G’’moduli after extrusion through 18 G and 26 G needles of P769-
LNC gel at 17.2 mg/g. G’ and G’’ values are taken at a strain amplitude of 0.1 % and a frequency of 1 
Hz at T = 20 °C (n = 3, mean ± SD; *: p < 0.05 for elastic modulus, $: p < 0.05 for viscous modulus). 

In using the mono-acetyl succinimide-ferrocifen P998 (two isomers), an unexpected and interesting 
phenomenon was observed. Indeed, a gel made of (E)-P998-LNCs was obtained above a limit 
concentration, whereas no gelification process was observed with (Z)-P998-LNCs whatever the 
ferrocifen concentration. Rheological measurements allowed to show the influence of (E)-P998 
concentration on the viscoelastic properties. Indeed, G’ and G’’ values increased significantly from 14.4 
± 14.1 to 542.0 ± 103.5 for G’ and 1.9 ± 1.7 to 108.8 ± 28.6 for G’’ when (E)-P998 concentration 
increased from 17.2 mg/g to 33.9 mg/g, respectively (Figure 6). Moreover, above 17.2 mg/g, whatever 
the (E)-P998 concentration, elasticity and tan(δ) remained constant, as for P769 (Table S2 in 
supplementary information).  

 
Figure 6: Elastic G’ (dark green) and viscous G’’ (light green) moduli according to the (E)-P998 
concentration. G’ and G’’ values are taken at a strain amplitude of 0.1 % and a frequency of 1 Hz at T 
= 20 °C (3 < n < 5, mean ± SD; *: p < 0.05, **: p < 0.01 for elastic modulus, $: p < 0.05, $$: p < 0.01 
for viscous modulus). 
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The measured complex viscosity according to the oscillation frequency for (Z)-P998-LNCs, (E)-P998-
LNCs and P769-LNCs confirmed the macroscopic observations. At a same concentration, 17.2 mg/g, 
(Z)-P998-LNCs showed a constant viscous behaviour whatever the oscillation frequency, whereas a 
linear decrease of the viscosity was obtained for (E)-P998-LNCs (Figure 7), characteristic of the shear 
thinning flow behaviour of gels. A higher concentration in (E)-P998 was needed to obtain a gel with 
similar viscoelastic properties compared to P769 (Figure 6 and Figure 7). It could be explained by the 
quick isomerisation of P998 observed leading to a mixture of (E)-P998 and (Z)-P998.   

 
Figure 7: Complex viscosity (μ’(ω ) = G”/ω, with G’’ the viscous modulus in Pa and ω the oscillation 
frequency in s-1) according to the oscillation frequency for: P769 loaded LNCs, 17.2 mg/g (dark blue 
diamond), (E)-P998 loaded LNCs, 17.2 mg/g (dark green square), (E)-P998 loaded LNCs, 20.6 mg/g 
(dark green triangle) and (Z)-P998 loaded LNCs, 20.6 mg/g (light green triangle). Strain amplitude of 
0.1 %, at T = 20 °C (3 < n < 5, mean ± SD). 

These results highlighted the importance of the acetyl position on the succinimide-ferrocifen structure. 
Having the acetyl group in trans position to the ferrocene moiety seems to be an essential condition to 
obtain a gel structure. However, it was not the first time that an esterification of the hydroxyl group of 
ferrocifen was performed. In 2009, Allard et al. performed formulations of LNCs loaded with acetyl-
ferrocifens (named Fc-diAc), without succinimide moiety, to treat glioblastoma. Whatever the 
concentration used, no gel was obtained with these ferrocifens.36 Moreover, P996-LNC formulations at 
17.2 mg/g and 34.4 mg/g in P99637was performed and no gel were obtained at these concentrations 
(Figure S3 in supplementary information). P996 has same alkyl chain length ((CH2)3) than P769 but 
with a third acetyl function instead of a succinimide function. These results seem to confirm the 
importance to have a succinimide moiety in trans position to the acetyl group for the gel formation.  

Position in the LNCs depending on the molecular structure. To understand the gel formation, 
interfacial tension measurements were performed using drop tensiometry to determine the ferrocifen 
position in LNCs. Surface tension, at molecular level, results from the difference in energy between 
molecules at a fluid interface and in the bulk.38 Here, the followed hypothesis was done: P769 would be 
at the surface of LNCs and would act as a surfactant, whereas P722 and the corresponding monophenol 
succinimide-ferrocifen P849 would be encapsulated into the core of the LNCs.  
First of all, interfacial tension of a pendant drop mimicking blank LNCs, P722-LNCs and P769-LNCs 
suspensions at the air/water interface was measured (Method description in supplementary information). 
The surfactant properties of blank LNCs have already been described in literature, leading to a decrease 
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of the surface tension of air/water interface.39 However, the results obtained in this study did not allow 
to see any difference of interfacial tension whatever the suspension used (Figure S4 in supplementary 
information). It could be explained by the low amount of ferrocifens compared to the amount of 
hydroxystearate polyethylene glycol, the main surfactant in LNCs.  
That is why, a simplified model was used to verify the hypothesis. A triglyceride (Labrafac® WL 1346)-
water interface study was performed by measuring interfacial tension of a rising triglyceride drop, with 
or without ferrocifen, in a bulk water phase. Because of its lowest solubility in triglyceride, no 
measurement with P722 could be performed.   
P769 showed amphiphilic properties (Figure 8.a)). Indeed, the interfacial tension significantly 
decreased with the P769 concentration, from 22.83 ± 1.21 to 16.45 ± 0.35 mN/m at 0 mg/g and 1.6 mg/g 
respectively. The same observations were done with the modified-gemcitabine and the modified-
cytidine.26,27 During the adsorption kinetics, P769 would move from the Labrafac drop to the 
Labrafac/water interface and would act as a surfactant. This behaviour was not observed for P849 as, at 
a same concentration of 1.0 mg/g, it did not decrease the interfacial tension (Figure 8.b)). For P998, it 
was more difficult to interpret the results, maybe due to the quick isomerisation of P998 leading to a 
mixture of both isomers. Both (Z)-P998 and (E)-P998 led to a small decrease of the interfacial tension, 
from 22.83 ± 1.21 to 21.28 ± 0.39 and 20.23 ± 0.68 mN/m respectively.  

 
Figure 8: a) Interfacial tension measurements of a 10 µL triglycerides (Labrafac) drop in contact with 
a water phase according to P769 concentration in the oil drop; b) Interfacial tension of a 10 µL 
triglyceride drop in contact with a water phase according to the ferrocifen used, at 1.0 mg/g of 
triglycerides in ferrocifens (3 < n < 4, mean ± SD; *: p < 0.05, **: p < 0.01).  

To confirm results of interfacial tension measurements, a kinetic of LNC destabilisation was performed 
in presence of esterase at 37 °C. LNCs exhibit a core-shell structure composed of liquid triglyceride core 
and an amorphous polyethylene glycol hydroxystearate surfactant shell.19 An esterase should catalyse 
the hydrolysis of esterified PEGylated surfactant of LNCs, as shown in literature for PEGylated vesicles 
and PEGylated solid lipid nanoparticles.40,41 This “dePEGylation” could result to LNC membrane 
destabilisation and so an increase of the LNC diameter. Moreover, from the interfacial measurement, 
P769 seems to be at the LNC surface. Its acetyl functional group could be predisposed to be hydrolysed 
by esterase (Figure S5 in supplementary information). Thus, the possible competitive cleavage of the 
P769 acetyl group or of the PEG was followed by DLS and by LC/MS (SIR analysis) (Figure 9). 
Whatever the formulation, as expected, the LNC hydrodynamic diameter was not modified after an 
incubation with water for 96 h at 37 °C. However, it was possible to see differences in presence of 
esterase. Indeed, a significant difference was obtained on the P769-LNC and the P722-LNC diameters 
with an increase of 7.8 ± 1.7 and 24.6 ± 3.8 % respectively, after 24 h of incubation. After 96 h of 
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incubation, the same tendency was observed between P722-LNCs and blank LNCs. A significant 
difference was still obtained between P769-LNCs and P722-LNCs with an increase of LNC diameter 
of 11.9 ± 1.0 % and 39.2 ± 4.7 respectively. This difference of behaviour with esterase may be associated 
to a competitive hydrolysis of P769 and of polyethylene glycol hydroxystearate at the surface of the 
LNCs, as explained. Indeed, by mass spectrometry, a stability study was performed of P769-LNC and 
the two isomers of P998 were obtained after 24 h of incubation with esterase, with retention times of 
8.63 min, 7.83 min and 7.39 min for P769, (Z)-P998 and (E)-P998 respectively (Figure 9.b).  
To study the possible molecular interactions responsible for the gel formation, ethanol, urea and NaCl 
were added to determine possible Van der Walls, hydrogen or electrostatic interactions, respectively 
(Method description and Figure S6 in supplementary information): no difference in terms of rheological 
properties was observed on P769-LNC gel. Hence, from all these results, the followed hypothesis was 
drawn: P769 would be at the LNC surface and the possible interaction at the origin of the network could 
come from interaction between a lone pair of the carbonyl group from the succinimide moiety and the 
π-electrons from the phenol moiety (Figure 10). This possible interaction was already demonstrated to 
confer a great stability to the corresponding quinone methide of P722.14 However, this phenomenon 
could not be observed with P722 as it would be localized in the oily core of LNCs. 
Even if some ferrocifens have already been supposed to be at the LNC surface30, it is however the first 
time that a gel is observed. Indeed, for the ferrocifen named P15 or Fc-OHTam, the zeta potential, 
representing the surface charge of the LNCs, became positive: it remained negative with the other 
ferrocifens (Figure S1 in supplementary information). This increase of zeta potential was probably due 
to the positively charged amino moiety in cis-position of the ferrocene moiety for P15.30  
As for the modified gemcitabine-LNC gel, this P769-LNC gel is different by nature from the 
conventional ones. Indeed, in literature, most nanoparticle-loaded hydrogels are obtained with the use 
of a natural or synthetic polymer matrix.42 In this study, P769-LNC gel obtained is polymer-free, only 
made of the drug loaded nanoparticles, limiting a potential side effect from the polymer, and improving 
the global drug loading of the system.  
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Figure 9: a) Relative increase of LNC diameter in presence of water (circle) or in presence of esterase 
(diamond) for blank LNCs (black), P769-LNCs, 1.6 mg/mL (dark blue) and P722-LNCs, 1.6 mg/mL 
(orange) (3 < n < 5), mean ± SD; *: p < 0.05).; b) Chromatograms (LC-MS) showing the kinetic of 
deacetylation of P769: t0 (red), t = 6 h (green), t = 24 h (blue) and t = 24 h (dark) for control. P769 
deacetylation led to the mono-acetyl P998. The chromatograms have been shifted for better clarity. 
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Figure 10: Graphical representation of the possible interaction at the origin of P769-LNC gel network. 
The red dotted line represents the lone pair-π electron interaction between carbonyl group from the 
succinimide moiety and the π electrons from the phenol moiety. 
 
In vitro activity of ferrocifen-LNCs on ovarian SKOV3 cell line. In vitro activity of free ferrocifens 
and ferrocifen-LNCs suspensions was studied on the ovarian tumour cell line SKOV3 after 72 h of 
treatment (Figure 11 and Figure S7 in supplementary information).  
For all the ferrocifen-LNC suspensions, the IC50 obtained were in the range of [0.1 – 0.6] µM, attributed 
to the ferrocifen action. Indeed, blank LNCs did not show any cytotoxicity effect at the same dilution 
than for ferrocifen-LNCs, with a corresponding IC50 of 368 µg/mL (Figure 11). Moreover, no difference 
of IC50 was observed when the different ferrocifens were free or encapsulated in LNCs, confirming 
results from literature that LNCs did not alter the ferrocifen efficiency.18,20,43 Moreover, it was possible 
to distinguish two slopes on cell viability depending on ferrocifen concentration. This could be 
associated to a senescence mechanism at low concentrations, as already described for P72221 and also 
for the ansa-ferrocifen DP144, followed by an apoptotic mechanism at higher concentrations21. Finally, 
chemical modification performed on the initial P722 did not significantly hamper its efficiency. For the 
monophenol-succinimide-ferrocifen, (Z)-P849, a similar biological activity was indeed already obtained 
on MDA-MB-231 breast cancer cell line.14 Moreover, previous studies performed with another bi-acetyl 
ferrocifen, named Fc-diAc, showed that its activity was the same than with the bi-phenol one, Fc-diOH, 
suggesting that esterase found in living cells leaded to a quick hydrolysis of the acetyl groups.36,45 Thus, 
the same event certainly occurs with P769, (E)-P998 and (Z)-P998, to recover the initial P722, whatever 
the position in the LNCs.  
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Figure 11: Cell viability of SKOV3 cells after 72 h of treatment with several concentrations of: a) Blank 
LNCs (black circle), P722-LNCs (orange circle), (Z)-P849-LNCs (dark red circle) and (E)-P849-LNCs 
(pink circle) ; b) Blank LNCs (black circle), P769-LNCs (dark blue circle), (E)-P998-LNCs (dark green 
circle) and (Z)-P998-LNCs (green circle). For each ferrocifen, at equal concentration, same dilution of 
LNCs was done (n = 3, mean ± SD).  

 

CONCLUSION 

In this study, one of the most promising ferrocifen, named P722, from the succinimide-ferrocifen family, 
was first encapsulated in LNCs. Because of its weak drug loading, small chemical structural 
modifications were performed to increase the lipophilicity of P722. These modifications allowed to 
increase the maximal drug loading in LNCs by a factor of three for some ferrocifens ((E)-P998 and (Z)-
P849). Interestingly, the second isomers (Z)-P998 and (E)-P849 did not show the same tendency with 
a decrease of the encapsulation efficiency when drug concentration increased. Another unexpected result 
was the formation of a gel with two ferrocifens, the bi-acetyl succimide-ferrocifen P769 at concentration 
higher than 10.4 mg/g, and the mono-acetyl succinimide-ferrocifen (E)-P998 at concentration higher 
than 17.2 mg/g. The rheological measurements highlighted the injectability of the P769-LNC gel using 
syringe and the importance of the motif [succinimide-ene-cis-phenyl-acetyl] on the drug delivery system 
obtained. This gel formation was explained by the spatial position of P769 at the LNC surface, shown 
by interfacial measurements. To our knowledge, it is the first time that a structure-drug delivery system 
relationship is showed for ferrocifens. Knowing that ovarian cancer developed mostly metastases in the 
peritoneal cavity and the great in vivo efficiency on several cancer of P722 (glioblastoma21, metastatic 
melanoma20, ovarian cancer22), it is giving rise to new opportunities of treatment as local therapies with 
P769-LNCs gel to fight against the glioblastoma or the peritoneal metastatic ovarian cancer. 
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EXPERIMENTAL SECTION (Supplementary information) 

Solubility study in caprylic/capric triglycerides (Labrafac® WL 1349). Solubility of P722, P769, 
the two isomers of P849 and the two isomers of P998 was determined as followed: excess amount of 
ferrocifen were added in vial containing Labrafac® WL 1349. The mixture was put under stirring in 
water bath heated at 60°C for 90 min. Subsequently, the mixture was then centrifuged at 1,400 g for 5 
min. Finally, the supernatants concentration was determined using UPLC method described in the 
experimental section. The experiment was performed once for each ferrocifen.  

Interfacial tension measurements (first method). Measurements of interfacial tension were performed 
using a drop tensiometer device (Tracker Teclis, Longessaigne, France). First, a 9 µL pendant drop of 
blank LNCs formulation, P722-LNCs formulation at 5.2 mg/g or P769-LNCs formulation at 5.2 mg/g, 
in contact with air, was generated with an Exmire microsyringe (Probablo, Paris, France). To keep the 
volume of the drop constant and so the surface area, piston movements of the syringe were controlled 
by a stepping motor. Interfacial tension, surface area and volume of the drop were obtained using the 
Laplace equation after analysis of the drop profile recorded in real time (1 measurement each 10 s) for 
6 h using a video camera connected to a computer. All measurements were performed twice.  

Determination of the molecular interactions for the gel formation. P769-LNCs at 17.2 mg/g was 
prepared using the phase inversion process. During the third cycle, when the temperature decreased and 
reached the PIT (78°C < PIT < 83°C), cold urea aqueous solutions (50, 100, 200 urea/P769 mol/mol), 
NaCl solutions (50, 100, 200 NaCl/P769 mol/mol), or ethanol-water mixtures (50, 100, 200 EtOH/P769 
mol/mol) were added, instead of cold water, to induce the irreversible shock to obtain LNCs. 
Formulations were stored at 4°C for one night. Gel viscoelastic properties were measured as explained 
in the experimental section. Elastic moduli G’ and viscous moduli G’’, were measured by varying the 
oscillation frequency (from 0.1 to 10 Hz), using a Kinexus® rheometer (Malvern Instruments S.A, 
United Kingdom). Values of G’ and G’’ were taken at 1 Hz. All these experiments were performed 
twice.  
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Table S1: Solubility in caprylic/capric triglycerides (Labrafac® WL 1349) of the different succinimide-
ferrocifens. 

Ferrocifen Solubility in Labrafac® WL 1349 (mg/g) 
P722 0.12 

(Z)-P849 5.45 
(E)-P849 2.11 

P769 4.04 
(Z)-P998 0.87 
(E)-P998 2.64 

 

 

 
Figure S1: Zeta potential of ferrocifen lipid nanocapsules (LNCs) obtained by the laser Doppler micro-
electrophoresis technique. Results are the repetition of three measurement for each sample (n = 1). 
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Figure S2: Mechanical properties of P769-LNC gel. a) Elastic moduli G’ and viscous moduli G’’ 
measured during oscillatory strain sweep experiments, at a constant oscillation frequency of 1 Hz, to 
determine the linear regime, for P769-LNCs at 17.2 mg/g ; b) Elastic moduli G’ and viscous moduli G’’ 
measured during oscillatory strain sweep experiments, at a constant oscillation frequency of 1 Hz, to 
determine the linear regime, for P769-LNCs at 10.4 mg/g ; c) Elastic moduli G’ and viscous moduli G’’ 
measured during oscillatory frequency sweep experiments, at a constant oscillation strain amplitude of 
0.1 % for P769-LNCs at 17.2 mg/g ; d) Elastic moduli G’ and viscous moduli G’’ measured during 
oscillatory frequency sweep experiments, at a constant oscillation strain amplitude of 0.1 % for P769-
LNCs at 10.4 mg/g. 
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Table S2: Rheological properties of the P769-LNC and (E)-P998-LNC gels (n = 3, mean ± SD). 

Gel 
P769 concentration 

(mg/g) 
LNC concentration 

(LNC/mL) 
Extrusion G’/G’’ tan(δ) 

P769-LNCs 

10.4 2.72x1015 No 7.88 ± 4.45 0.17 ± 0.07 
13.8 2.72x1015 No 4.91 ± 1.65 0.17 ± 0.01 
17.2 2.72x1015 No 5.37 ± 1.23 0.20 ± 0.04 
17.2 6.59x1014 No 4.17 ± 1.21 0.26 ± 0.06 
17.2 1.14x1015 No 4.95 ± 0.80 0.21 ± 0.03 
17.2 2.72x1015 No 5.37 ± 1.23 0.20 ± 0.04 
17.2 2.72x1015 18 G needle 4.90 ± 0.16 0.20 ± 0.01 
17.2 2.72x1015 26 G needle 3.49 ± 0.08 0.29 ± 0.01 

(E)-P998-
LNCs 

17.2 2.72x1015 No 5.72 ± 2.02 0.24 ± 0.13 
20.6 2.72x1015 No 5.55 ± 0.61 0.18 ± 0.02 
27.3 2.72x1015 No 4.17 ± 0.83 0.25 ± 0.04 
33.9 2.72x1015 No 5.21 ± 0.70 0.20 ± 0.03 

 

 

Figure S3: Molecular structure of P996 and physico-chemical characterization of P996-LNCs at 17.2 
mg/g and 36.4 mg/g. No gel was obtained at these concentrations as shown on the photo.   
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Figure S4: Interfacial tension measurement of a 9 µL LNC suspension drop, with or without ferrocifen, 
in contact with air, after 6 h of adsorption kinetic. Ferrocifen concentration was fixed at 5.2 mg/g of 
lipophilic compounds (n = 2, mean ± SD).  

 
Figure S5: Schematic representation of the possible competitive hydrolyse by esterase between 
ferrocifen P769 and polyethylene glycol hydroxystearate from LNC shell.  
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Figure S6: a) P769-LNC gel rheological behaviour (elastic G’ and viscous G’’ moduli), at 17.2 mg/g 
in P769, according to the molar ratio between urea and P769; b) P769-LNC gel rheological behaviour 
(elastic G’ and viscous G’’ moduli), at 17.2 mg/g in P769, according to the molar ratio between NaCl 
and P769; c) P769-LNC gel rheological behaviour (elastic G’ and viscous G’’ moduli), at 17.2 mg/g in 
P769, according to the molar ratio between EtOH and P769 (n = 2, mean ± SD). 

 

 
Figure S7: Cell viability of SKOV3 cells after 72 h of treatment with several concentrations of: a) P722 
(orange circle), (Z)-P849 (dark red circle) and (E)-P849 (pink circle); b) P769 (dark blue circle), (E)-
P998 (dark green circle) and (Z)-P998 (green circle) (3 < n < 4, mean ± SD).  
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3. Complément au Chapitre 2: Caractérisation physico-chimiques de 
nanocapsules lipidiques chargées en ferrocifènes 

3.1 Matériels et Méthodes 

3.1.1 Matériels 

Tous les composés des nanocapsules lipidiques sont approuvés par la « Food and Drug Administration » 

(FDA) pour injection parentérale. L’hydroxystéarate de polyéthylène glycol (nom commercial Kolliphor 

HS 15) provient de la société BASF (Allemagne). La phosphatidylcholine (nom commercial Lipoïd S 

100) est fournie par la société Lipoïd GmbH (Allemagne) et l’acide caprylique/caprique de triglycérides 

(nom commercial Labrafac® WL 1349) par la société Gattefossé (France). Tous les autres solvants 

utilisés (acétonitrile, méthanol, DMSO) pour l’analyse chromatographique sont de grade analytique. Les 

différents ferrocifènes sont synthétisés et fournis par PSL Chimie ParisTech.  

3.1.2 Méthodes 

a. Stabilité de la formulation P769-LNCs liquide et du gel P769-LNCs, avec ou sans argon 

La stabilité du ferrocifène P769 dans la formulation à 1,5 mg/mL (eq. 5,2 mg/g) et le gel P769-LNCs à 

5 mg/mL (eq. 17,2 mg/g) a été suivie par UPLC sur une période de 28 jours. De plus, la stabilité du 

P769 sur une période de 28 jours a été vérifiée dans le Labrafac® WL 1349 et le Kolliphor HS 15.  

Pour vérifier l’influence du dioxygène sur la stabilité des formulations, de l’argon a été mis dans les 

vials contenant les formulations et ces vials ont ensuite été fermés hermétiquement. A chaque intervalle 

de temps (0 jours, 2 semaines, 4 semaines), 25 µL de formulation ont été prélevés afin de doser le P769 

par UPLC. La même méthode d’analyse que celle décrite dans l’article «Physico-chemical 

characterization of ferrocifen loaded lipid nanocapsules : different drug delivery systems customed, 

guided by the molecular structure » a été utilisée. Ces études ont été réalisées trois fois pour les 

formulations et une fois pour la stabilité dans le Labrafac® WL 1349 et le Kolliphor HS 15. 

b. Viabilité cellulaire sur la lignée cellulaire U87MG de glioblastome 

La lignée cellulaire U87MG a été fournie par l’ « American Type Culture Collection » (ATCC) et 

cultivée comme recommandé. Le milieu « Eagle’s Minimum Essential » a été supplémenté avec 10 % 

de « Fetal Bovine Serum » (FBS) et 1 % de pénicilline/streptomycine. Les cellules ont été conservées 

sous atmosphère humide à 37 °C avec 5 % de CO2.  

L’efficacité des ferrocifènes P722, (Z)-P849, (E)-P849, P769, (E)-P998 et (Z)-P998, encapsulés ou 

non dans les LNCs a été évaluée sur les cellules U87MG. Comme pour les tests réalisés sur les cellules 

SKOV3, les formulations ferrocifène-LNCs ont été préparées à une concentration de 2 mM en 

ferrocifènes, correspondant à une concentration (mg/g d’excipients lipophiles) de 3,74 mg/g, 3,63 mg/g, 

4,33 mg/g et 4,03 mg/g pour P722, P849 (2 isomères), P769 and P998 (2 isomères) respectivement. Les 

LNCs blanches ont aussi été testées. Le test 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-
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2-(-4-sulfo-phenyl)-2H-tetrazolium salt (MTS) a été utilisé pour détecter les cellules toujours vivantes 

après traitement. Concrètement, 5000 cellules U87MG dans 100 µL de milieu ont été ensemencées par 

puit dans des plaques de 96 puits. Après 24 h d’incubation à 37°C avec 5 % CO2, le milieu de chaque 

puit a été retiré et les cellules ont été traitées avec les différents ferrocifènes, encapsulés ou non, dans 

les LNCs, à 8 concentrations différentes. Après 72 h d’incubation, les traitements ont été retirés et 100 

µL par puits d’un mélange MTS + milieu a été rajouté. Les plaques ont été mises sous incubation pendant 

2 h à 37 °C avec 5 % CO2. L’absorbance a ensuite été mesuré à 490 nm avec un spectrophotomètre 

(SPECTRAmax M2, Molecular Devices, San Jose, USA). Les graphes Dose-Réponse ont été tracés à 

l’aide du logiciel GraphPad Prism. Chaque traitement a été réalisé trois fois.  

3.2 Résultats et Discussions 

3.2.1 Stabilité de la formulation P769-LNCs liquide et du gel P769-LNCs, avec ou sans argon 

Un changement de couleur macroscopique ayant été observé seulement pour la formulation P769-LNCs 

à 5,2 mg/g (Figure 6. a)) après une période de 28 jours, changement non observé avec les autres 

ferrocifènes, une étude de stabilité du P769 dans les LNCs, conservés ou non sous argon, a été réalisée 

par suivi UPLC (Figure 6. b)).   

Premièrement, il a été observé que le P769 n’était pas stable au cours du temps dans les LNCs, que ce 

soit en suspension liquide ou sous forme de gel. En effet, une diminution de 87,4 % et de 71,3 % de la 

concentration initiale en P769 a été obtenue respectivement. Même si la diminution semblait un peu 

moins importante lorsque le P769 était sous forme de gel, aucune différence significative n’a été obtenue 

par rapport à la suspension liquide (P > 0.999 à + 28 jours entre les groupes P769-LNCs, 5,2 mg/g, 4 

°C, sans argon et P769-LNCs, 17,2 mg/g, 4 °C, sans argon). La forme gel P769-LNCs ne permettait 

donc pas d’éviter une dégradation du P769 (Figure 6. b)).   

Ensuite, même si les différences obtenues ne sont pas significatives, une tendance sur la stabilité de 

P769 a été observée quant à l’effet de la conservation sous argon des formulations. En effet, pour la 

suspension liquide, après 28 jours de conservation à 4 °C sous argon, une diminution de 15,3 % de la 

concentration initiale en P769 a été obtenue contre 87,4 % pour la suspension liquide conservée sans 

argon (P = 0.070 entre ces deux groupes). Lorsque le P769 était sous une forme gélifiée et conservé 

sous argon à 4 °C, une diminution de 11,7 % de la concentration initiale en P769 était obtenue contre 

71,3 % pour le gel P769-LNCs conservé sans argon (P = 0.380 entre ces deux groupes) (Figure 6. b)). 

Au vu des résultats, si le nombre de répétition avait été augmenté, il aurait été fort probable que les 

différences deviennent significatives entre la conservation avec ou sans argon.  

Dans l’article « Physico-chemical characterization of ferrocifen loaded lipid nanocapsules : customed 

drug delivery systems guided by the molecular structure », les expériences de tensiométrie et de stabilité 

des LNCs en présence d’estérase ont permis d’avancer que le P769 se trouvait en surface des LNCs. Les 

expériences réalisées avec ou sans argon confirment ainsi cette conclusion. En effet, il semblerait que le 
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P769 au contact du dioxygène se dégrade. Or, si le P769 avait été encapsulé au cœur des LNCs, il n’y 

aurait pas ou très peu d’oxydation de cette molécule. Ceci est donc un argument supplémentaire en 

faveur de la présence du P769 en surface des LNCs (Figure 8).   

Enfin, afin de conserver les formulations, suspension liquide ou forme gélifiée, il est nécessaire de les 

placer sous atmosphère inerte.  

 

Figure 6. a) Observation macroscopique d’une formulation P769-LNCs à 5.2 mg/g à + 1 jours et + 28 

jours après formulation ; b) Stabilité du P769 dans les LNCs, en suspension liquide (bleu clair) ou sous 

forme de gel (bleu foncé), en présence d’argon (motif noir) ou non (pas de motif) (3 < n < 5, moyenne 

± écart type). Analyse statistique réalisée en utilisant le test analyse de Kruskal-Wallis avec un test de 

Dunn pour comparer les groupes entre eux. 

Pour compléter ces résultats, une étude de stabilité du P769 dans les deux principaux constituants des 

LNCs, le Labrafac® WL 1349 et le Kolliphor HS 15, a été réalisée (Figure 7). Des échantillons de 

concentrations en P769 à 1,77 mg/mL dans le Kolliphor HS 15 et à 1,56 mg/mL dans le Labrafac® WL 

1346 ont été préparés. Comme il est possible de le voir sur la Figure 7, le P769 restait stable dans le 

Labrafac® WL 1346 sur toute la durée de l’étude, alors que la concentration diminuait de 1,77 mg/mL 

à 0,43 mg/mL au cours du temps dans le Kolliphor® HS 15. Etant donné que le Kolliphor® HS 15 est 

le composé constituant la membrane PEGylée des LNCs, ces résultats apportaient une information 

supplémentaire quant au fait que le P769 se positionnerait au niveau de la membrane des LNCs et non 

dans le cœur de triglycérides (Figure 8).  
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Figure 7. Stabilité du P769 au cours du temps dans le Labrafac® WL 1349 et le Kolliphor® HS 15 

(hydroxystéarate de PEG) (n = 1). 

 

Figure 8. Schéma explicatif sur la stabilité du P769 en présence de dioxygène, confirmant l’hypothèse 

sur la position du P769 en surface des LNCs. 
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3.2.2 Viabilité cellulaire des cellules U87MG après traitements avec les différents succinimide-
ferrocifènes 

L’activité biologique des six succinimide-ferrocifènes a été évaluée sur la lignée cellulaire U87MG de 

glioblastome (Figure 9 et Figure 10).  

Pour les ferrocifènes testés sans LNCs, solubilisés dans le DMSO, les valeurs d’IC50 obtenues ont été 

de 15 µM pour P722, P769, (E)-P849, 20 µM pour (E)-P998 et (Z)-P998 et 60 µM pour (Z)-P849. 

Après formulation dans les LNCs, les valeurs d’IC50 ont diminué, passant à 2,8 µM, 1,6 µM, 2,6 µM, 

5,3 µM, 2,4 µM et 4,0 µM pour P722, (Z)-P849, (E)-P849, P769, (Z)-P998 et (E)-P998 respectivement. 

Cette diminution est probablement due aux LNCs elles-mêmes puisqu’une IC50 correspondante de 548 

µg/mL (eq. à 4,5 µM en ferrocifène) a été obtenue pour le contrôle LNCs blanches. Cette valeur reste 

d’ailleurs similaire à celle obtenue sur la lignée cellulaire SKOV3 (368 µg/mL).  

A part pour la valeur d’IC50 du (Z)-P849 seule qui est la plus élevée, les valeurs restent similaires pour 

les 5 autres ferrocifènes, quelle que soit la structure. Cela confirme ce qui avait été observé sur la lignée 

cellulaire SKOV3 : les modifications chimiques apportées au P722 n’ont pas entravé son activité 

biologique. 

Ces valeurs d’IC50 restent néanmoins élevées par rapport aux différentes IC50 connues du P722 sur 

d’autres lignées cellulaires (très souvent inférieur à 1 µM) ainsi que sur la même lignée cellulaire 

U87MG pour le même temps de traitement, 72 h.1 Cependant, en regardant les courbes de viabilité 

cellulaire (Figure 9), il est fort probable que si les cellules avaient été traitées 96 h, les IC50 de 27 nM et 

67 nM pour P722 et P769 obtenues dans une autre étude sur les cellules U87MG par Najlaoui et al. 

auraient été réobtenues.2 D’autre part, un fait intéressant est observé sur les courbes de viabilité 

cellulaire : une diminution de la viabilité des cellules U87MG est observée à des faibles concentrations 

en ferrocifènes. En effet, pour P769 par exemple, l’IC50 est de 15 µM mais pourtant, à la concentration 

de 10 nM, la viabilité cellulaire des U87MG diminue à 30 %. Ce phénomène est aussi observé dans de 

moindres proportions pour les deux isomères de P998 (IC50 = 20 µM pour les deux isomères) avec une 

viabilité cellulaire des U87MG passant de 85 % et 78 % pour une concentration de 10 µM en (Z)-P998 

et (E)-P998 à 63 % et 56 % pour une concentration de 0,1 µM. Ce phénomène de diminution de la 

viabilité cellulaire des U87MG avec une diminution de la concentration est aussi observé pour le P722 

(IC50 = 15 µM et viabilité cellulaire de 48 % à 0,1 µM) ainsi que pour les deux isomères du P849. Ce 

phénomène peut être expliqué par les deux mécanismes d’action connus des ferrocifènes, la sénescence 

aux faibles concentrations et l’apoptose, illustré par l’allure des courbes en Figure 9, avec une première 

décroissance de la viabilité cellulaire aux faibles concentrations, un plateau puis une seconde 

décroissance aux concentrations plus élevées : ce mécanisme avait déjà été observé précédemment avec 

l’ansa-ferrocifène DP1 et plus récemment avec le P722.1,3   
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Figure 9. Viabilité des cellules U87MG de glioblastome après 72 h de traitement avec : a) P722 

(triangle orange), (Z)-P849 (triangle rouge foncé) et (E)-P849 (triangle rose) ;  b) P769 (triangle bleu), 

(Z)-P998 (triangle vert clair), (E)-P998 (triangle vert foncé) (n = 3, moyenne ± écart type). 

 

Figure 10. Viabilité des cellules U87MG de glioblastome après 72 h de traitement avec : a) P722-LNCs 

(cercle orange), (Z)-P849-LNCs (cercle rouge foncé) et (E)-P849-LNCs (cercle rose) ;  b) P769-LNCs 

(cercle bleu), (Z)-P998-LNCs (cercle vert clair), (E)-P998-LNCs (cercle vert foncé) (n = 3, moyenne ± 

écart type). 

3.3 Conclusion 

Les résultats présentés sont des compléments à l’article « Physico-chemical characterization of 

ferrocifen loaded lipid nanocapsules : different drug delivery systems customed, guided by the 

molecular structure ».   

Contrairement aux autres ferrocifènes utilisés, il a été vu que le P769 n’était pas stable dans les LNCs 

au cours du temps et était vraisemblablement oxydé. Afin de surmonter ce problème de stabilité, la 
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formulation P769-LNCs à 5,2 mg/g (suspension) a été mise sous argon. En enlevant le dioxygène, le 

P769 dans les LNCs restait plus stable au cours du temps. La stabilité du P769 était légèrement 

améliorée lorsque ce dernier était sous forme de gel. Cependant, il parait évident que pour éviter la 

dégradation du P769 au cours du temps, les formulations, en suspension ou sous forme de gel, devront 

être placées sous atmosphère inerte. Enfin, ces résultats combinés à la stabilité du P769 dans le 

Kolliphor® HS 15 ou le Labrafac® WL 1346 confirment la conclusion établie dans l’article «Physico-

chemical characterization of ferrocifen loaded lipid nanocapsules : different drug delivery systems 

customed, guided by the molecular structure » : le P769 se positionnerait au niveau de la membrane 

PEGylée des LNCs permettant ainsi la formation d’un gel.   

Concernant les tests de viabilité cellulaire sur les cellules U87MG, les résultats obtenus confirment la 

première observation faite sur les cellules SKOV3. Les modifications chimiques apportées au P722 

n’ont pas diminué son activité biologique puisque les valeurs d’IC50 obtenues pour cinq des six 

ferrocifènes restent identiques.  
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4. Conclusion  

Au début de ce projet de thèse, le premier succinimide-ferrocifène utilisé était le P722. Après avoir 

déterminé la charge maximale qu’il était possible d’encapsuler dans les LNCs, des modifications 

chimiques du P722 (acétylation ou réduction du phénol) ont été réalisées. Le but était d’obtenir des 

dérivés du P722 plus lipophiles, tout en conservant son activité biologique, afin d’améliorer la charge 

maximale encapsulable dans les LNCs en vue d’une application in vivo. Ainsi, six ferrocifènes ont été 

utilisés dans cette étude (P722, (Z)-P849, (E)-P849, P769, (Z)-P998 et (E)-P998). Les résultats obtenus 

ont mis en évidence une influence de la structure du succinimide-ferrocifène sur l’efficacité 

d’encapsulation mais aussi sur la forme galénique obtenue (suspension ou gel) (Tableau 5). De plus, 

les tests de viabilité cellulaire réalisés ont permis de confirmer que les modifications chimiques 

apportées ne modifiaient pas l’activité biologique du P722 initial. Pour aller plus loin sur le gel P769-

LNCs, il serait intéressant de le tester in vivo sur des modèles murins de xénogreffe orthotopique de 

cellules de glioblastome.   

Pour la suite de ce projet de thèse, développée dans le chapitre suivant, l’efficacité in vivo de 

formulations P722-LNCs furtives et P53-LNCs furtives, c’est-à-dire ayant du DSPE-PEG2000 post-

inséré dans la membrane des LNCs, a été évaluée sur des modèles de tumeurs derivées de patientes 

greffées sur souris (« Patient-Derived Xenograft model »), étude effectuée par nos partenaires à l’Institut 

Curie, en particulier par le Dr. Didier Decaudin et par Fariba Nemati. 

  



            134 
 

Tableau 5. Résumé de la forme thérapeutique obtenue selon la structure du ferrocifène 

 

 R1 R2 R3 Formation d’un gel 

P722 

 

OH OH Non 

P769 

 
  

Oui 
(à partir de 8,0 mg/g 

d’excipients lipophiles) 

(E)-P998 

 
 

OH 
Oui 

(à partir de 17,2 mg/g 
d’excipients lipophiles) 

(Z)-P998 

 

OH 
 

Non 

(E)-P849 

 

OH H Non 

(Z)-P849 

 

H OH Non 

P81 =  
P5-diacetate 

CH3-CH2 

  
Non 

P5 CH3-CH2 OH OH Non 

P996 

   

Non 
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Chapitre 3. Evaluation de l’efficacité in vivo des formulations 
furtives de P53-LNCs et de P722-LNCs sur des modèles de tumeurs 
dérivés de patientes humaines et greffées sur souris 

1. Introduction 

Le cancer de l’ovaire est le cancer gynécologique le plus mortel. L’Agence Internationale de Recherche 

contre le cancer estime une augmentation de la mortalité de 48 % entre la période 2020 – 2040. Parmi 

les différentes origines histologiques de cancer de l’ovaire (stromale, germinale ou épithéliale), le cancer 

épithélial de l’ovaire est le plus fréquemment rencontré, à hauteur de 90 %, dont 75 % de carcinomes 

séreux de haut grade. Ils sont la plupart du temps traités par chirurgie cytoréductrice suivie de 

combinaisons de chimiothérapie à base de taxol et platine (paclitaxel et carboplatine). Cependant, à ce 

jour, la communauté médicale est en manque de solution de deuxième intention lorsque des résistances 

à ces traitements surviennent. C’est pour cela qu’il est nécessaire de trouver des nouvelles stratégies ou 

combinaisons de traitements pour traiter le cancer épithélial de l’ovaire.  

D’après les travaux de l’équipe du Dr. Mechta-Grigoriou, le cancer épithélial de l’ovaire peut être sous-

défini au regard du métabolisme mitochondrial des cellules cancéreuses. En effet, cette équipe a mis en 

évidence deux types de métabolismes qui pourraient être à l’origine de résistances :  

- Les cellules cancéreuses ayant un métabolisme mitochondrial lié au cycle de Krebs et au 

métabolisme de la glutamine, dites à « forte phosphorylation oxydative » (High OXPHOS). Ces 

cellules présentent un stress oxydatif chronique et une sensibilité au carboplatine et au 

paclitaxel. 

- Les cellules cancéreuses ayant un métabolisme mitochondrial lié au métabolisme du glucose, 

dites à « faible phosphorylation oxydative » (Low OXPHOS). Il a été montré que ces cellules 

étaient moins sensibles à la chimiothérapie.  

En prenant en compte les résultats obtenus par cette équipe, la stratégie envisagée dans cette partie a été 

d’utiliser, seule ou en combinaison avec le paclitaxel et le carboplatine, des molécules 

organométalliques appelées ferrocifènes. Dans le chapitre 1, il a été décrit que ces molécules possédaient 

un mécanisme d’action particulièrement intéressant, via la formation d’un métabolite actif, la quinone 

méthide, et la production d’espèces réactives de l’oxygène selon une boucle de rétroaction positive. 

Ainsi, il est attendu que les ferrocifènes apportés au niveau du site tumoral permettent de sensibiliser les 

tumeurs dites Low OXPHOS à la chimiothérapie, grâce à la production d’espèces réactives de 

l’oxygène.   

Cette famille de molécules organométalliques étant lipophile, une étape de formulation est nécessaire 

afin de pouvoir les utiliser in vivo : ces molécules ont donc été encapsulées dans des nanocapsules 

lipidiques (LNCs), développées par le laboratoire MINT. Composés d’un cœur de triglycérides entourés 
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d’une membrane d’hydroxystéarate de polyétylène glycol, ces nanovecteurs ont déjà démontré dans le 

passé leur capacité à encapsuler de nombreuses molécules (paclitaxel, étoposide, ferrocifènes etc…).

   

Dans cette étude, les ferrocifènes utilisés sont le P53 et le P722. Il a été vu dans la littérature qu’il était 

possible d’encapsuler ces deux molécules au sein des LNCs. De plus, le chapitre 2 concernant la 

caractérisation physico-chimique de formulations de nanocapsules lipidiques chargées en ferrocifènes a 

confirmé qu’il était possible d’encapsuler le P722 ainsi que ses dérivés mono-phénol (P849), mono-

acétyle (P998) ou bi-acétyle (P769). Afin d’apporter des propriétés de furtivité aux LNCs pour éviter 

les phénomènes d’opsonisation et de reconnaissance par les macrophages, la surface des nanovecteurs 

a été modifiée en post-insérant dans la membrane un phospholipide PEGylé, le DSPE-PEG2000, selon un 

procédé bien connu de la littérature et rappelé dans l’état de l’art. Une fois les formulations P53-LNCs 

furtives et P722-LNCs furtives préparées, elles ont été envoyées à l’Institut Curie. La toxicité des 

formulations a d’abord été étudiée. Puis, l’efficacité in vivo des formulations a été testée, seule ou en 

combinaison avec le carboplatine et le paclitaxel, sur des modèles de tumeurs dérivés de patientes et 

greffés sur souris, dits « Patient-Derived-Xenograft » (PDX), considérés plus proche de la réalité 

clinique. A noter que les études réalisées avec les formulations P53-LNCs furtives ont été réalisées en 

amont de ce projet ANR.  

2. Article publié dans International Journal of Pharmaceutics « Ferrocifen 
stealth LNCs and conventional chemotherapy : A promising 
combination against multidrug-resistant ovarian adenocarcinoma 
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A B S T R A C T   

Ovarian cancer is one of the deadliest epithelial malignancies in women, owing to the multidrug resistance that 
restricts the success of conventional chemotherapy, carboplatin and paclitaxel. High grade serous ovarian car-
cinoma can be classified into two subtypes, the chemosensitive High OXPHOS and the Low OXPHOS tumour, less 
sensitive to chemotherapy. This difference of treatment efficacy could be explained by the redox status of these 
tumours, High OXPHOS exhibiting a chronic oxidative stress and an accumulation of reactive oxygen species. 
Ferrocifens, bio-organometallic compounds, are believed to be ROS producers with a good cytotoxicity on 
ovarian cancer cell lines. The aim of this study was to evaluate the in vivo efficacy of ferrocifen stealth lipid 
nanocapsules on High and Low OXPHOS ovarian Patient-Derived Xenograft models, alone or in combination to 
standard chemotherapy. Accordingly, two ferrocifens, P53 and P722, were encapsulated in stealth LNCs. The 
treatment by stealth P722-LNCs in combination with standard chemotherapy induced, with a concentration eight 
time lower than in stealth P53-LNCs, similar tumour reduction on a Low OXPHOS model, allowing us to conclude 
that P722 could be a leading ferrocifen to treat ovarian cancer. This combination of treatments may represent a 
promising synergistic approach to treat resistant ovarian adenocarcinoma.   

1. Introduction 

Ovarian cancer is the leading cause of death among gynaecological 
cancers. The International Agency for Research on cancer estimated that 
ovarian cancer could increase by 37% from 2020 to 2040 with an in-
crease of the mortality of 48%, due especially to late diagnosis and 
current poor prognosis after standard chemotherapy (Tomorrow, 2022; 
Matulonis et al., 2016 Aug 25). Therefore, new treatments need to be 
developed. From histological analysis, three types of ovarian cancer can 
be characterized: stromal tumours, germ line tumours and epithelial 
malignancies, corresponding to 90% of ovarian cancers (De Picciotto 
et al., 2016 May; Cho and Shih, 2009). Among this latter histological 
group, around 75% of tumours are considered as High-grade serous 
ovarian carcinoma (HGSOC) (De Picciotto et al., 2016 May). They are 
currently treated by surgery followed by platinum-based chemotherapy 
and poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) inhibitors. However, most of 
the patients with advanced-stage cancer develop resistance (De Picciotto 
et al., 2016 May; Cho and Shih, 2009; da Cunha Colombo Bonadio RR, 

Fogace RN, Miranda VC, Diz M del PE. Homologous recombination 
deficiency in ovarian cancer: a review of its epidemiology and man-
agement. Clinics (Sao Paulo) [Internet]., 2018). Even if cancers were 
first classified by histological characterization, nowadays it is well 
known that cancer metabolism heterogeneity is a new hallmark of 
tumour development (Hanahan, 2022 Jan 12; Gentric et al., 2017 20;26 
(9):462–85.). Thus, Prof. Fatima Mechta-Grigoriou’s team (Gentric 
et al., 2019), in using genomics, proteomics and bioenergetic analysis, 
showed that HGSOC could be characterized into two well-defined sub-
types according to their mitochondrial metabolism: i) the High oxidative 
phosphorylation (High OXPHOS) tumours, which exhibit chronic 
oxidative stress, accumulation of reactive oxygen species (ROS) and 
chemosensitivity to carboplatin and paclitaxel, and ii) the Low oxidative 
phosphorylation (Low OXPHOS) tumours with a chemoresistance to the 
current treatments. This same team also highlighted the positive impact 
of causing oxidative stress to the Low OXPHOS tumours, as it could 
sensitize them to the chemotherapeutic treatment. 

The use of anticancer organometallic molecules such as ferrocifens 
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may therefore be appropriate. Indeed, since their first synthesis in the 
late 90 s, ferrocifens, whose main series are ferrocenyl analogs of 
hydroxytamoxifen, ansa-ferrocenyl analogs and ferrociphenols, showed 
very interesting antiproliferative, cytotoxic and immunologic effects on 
several multi-resistance cancer cell lines (Jaouen et al., 2000 Apr 1; 
Michard et al., 2008 Nov; Topin-Ruiz et al., 2021 Jan). The cytotoxic 
effect of ferrocifens was related to the unique redox properties of this 
organometallic family (reversible iron oxidation to the ferrocenyl moi-
ety) leading to formation of reactive electrophile quinone methide (QM) 
able to interact with biological targets, and to generate ROS by a positive 
feedback loop (Hillard et al., 2006 May; Wang et al., 2015 Aug 24). 

Among all the ferrocifens synthesized, the 4-ferrocenyl-5,5-bis (Cho 
and Shih, 2009; da Cunha Colombo Bonadio RR, Fogace RN, Miranda 
VC, Diz M del PE. Homologous recombination deficiency in ovarian 
cancer: a review of its epidemiology and management. Clinics (Sao 
Paulo) [Internet]., 2018; Hanahan, 2022 Jan 12; Gentric et al., 2017 
20;26(9):462–85.; Gentric et al., 2019; Jaouen et al., 2000 Apr 1; 
Michard et al., 2008 Nov; Topin-Ruiz et al., 2021 Jan; Hillard et al., 
2006 May; Wang et al., 2015 Aug 24; Wang et al., 2018 Jan 7; Pigeon 
et al., 2017 Oct 26; Lollo et al., 2018 Oct; Najlaoui et al., 2018 Nov; 
Buriez et al., 2008 Sep 19; Idlas et al., 2021 May 11; Karim et al., 2018 
Jul 19; Lainé et al., 2014 Aug; Huynh et al., 2011 Dec; Morille et al., 
2010 Jan; Decaudin, 2011 Oct; Laurent et al., 2013 Jun; Reyal et al., 
2012 Jan 16; Gao et al., 2015 Nov; Izumchenko et al., 2017 Oct 1; Pi-
geon et al., 2014 Jul; Heurtault et al., 2002 Jun; Resnier et al., 2017 Dec; 
Gruosso et al., 2015 Oct; Wang et al., 2019; Vonarbourg et al., 2006 Aug; 
Huynh et al., 2012 Feb 14; Wang et al., 2016 22;55(35):10431–4.; Citta 
et al., 2014 Nov 13; Scalcon et al., 2016; Arnér and Holmgren, 2006 Dec 
1; Arnér, 2017; Cole et al., 2016 May 18; Mohell et al., 2015 Jun; Jaouen 
et al., 2015 Dec 21; Bougherara et al., 2017 Nov 21; Harris et al., 2019 
Feb; Qi et al., 2017 Dec 18; Yang et al., 2015 Feb 17; Hoarau et al., 2004 
Oct; Lacoeuille et al., 2007 Nov 1; Ballot et al., 2006 May)-pent-4-en-1- 
ol, designated P53, and the N-[4-ferrocenyl-5,5-bis (Cho and Shih, 2009; 
da Cunha Colombo Bonadio RR, Fogace RN, Miranda VC, Diz M del PE. 
Homologous recombination deficiency in ovarian cancer: a review of its 
epidemiology and management. Clinics (Sao Paulo) [Internet]., 2018; 
Hanahan, 2022 Jan 12; Gentric et al., 2017 20;26(9):462–85.; Gentric 
et al., 2019; Jaouen et al., 2000 Apr 1; Michard et al., 2008 Nov; Topin- 
Ruiz et al., 2021 Jan; Hillard et al., 2006 May; Wang et al., 2015 Aug 24; 
Wang et al., 2018 Jan 7; Pigeon et al., 2017 Oct 26; Lollo et al., 2018 Oct; 
Najlaoui et al., 2018 Nov; Buriez et al., 2008 Sep 19; Idlas et al., 2021 

May 11; Karim et al., 2018 Jul 19; Lainé et al., 2014 Aug; Huynh et al., 
2011 Dec; Morille et al., 2010 Jan; Decaudin, 2011 Oct; Laurent et al., 
2013 Jun; Reyal et al., 2012 Jan 16; Gao et al., 2015 Nov; Izumchenko 
et al., 2017 Oct 1; Pigeon et al., 2014 Jul; Heurtault et al., 2002 Jun; 
Resnier et al., 2017 Dec; Gruosso et al., 2015 Oct; Wang et al., 2019; 
Vonarbourg et al., 2006 Aug; Huynh et al., 2012 Feb 14; Wang et al., 
2016 22;55(35):10431–4.; Citta et al., 2014 Nov 13; Scalcon et al., 2016; 
Arnér and Holmgren, 2006 Dec 1; Arnér, 2017; Cole et al., 2016 May 18; 
Mohell et al., 2015 Jun; Jaouen et al., 2015 Dec 21; Bougherara et al., 
2017 Nov 21; Harris et al., 2019 Feb; Qi et al., 2017 Dec 18; Yang et al., 
2015 Feb 17; Hoarau et al., 2004 Oct; Lacoeuille et al., 2007 Nov 1; 
Ballot et al., 2006 May)-pent-4-enyl]succinimide, P722, have proven to 
be the most efficient in vitro on carboplatin-resistant ovarian cancer cell 
lines, with IC50 below 0.4 µM, and thus could be suitable molecules to 
treat the Low OXPHOS HGSOC (Wang et al., 2018 Jan 7; Pigeon et al., 
2017 Oct 26) (Fig. 1.a)). 

To perform in vivo studies by systemic administration, the issue of the 
high lipophilicity of P53 and P722 (log P > 4) was overcome by using 
nanocarriers. In parallel to other nanocarriers such as poly(ε-capro-
lactone) nanocapsules or cyclodextrins, lipid nanocapsules (LNCs), a 
core–shell nanovector composed of an oily core and a PEGylated sur-
factant shell, allowed an encapsulation of these organometallic mole-
cules with a good yield due to its oily core (Najlaoui et al., 2018 Nov; 
Buriez et al., 2008 Sep 19; Idlas et al., 2021 May 11) (Fig. 1.b)). Indeed, 
P53-LNCs and P722-LNCs had already been formulated and evaluated in 
vivo on multidrug resistant cancers such as glioblastoma and metastatic 
melanoma, confirming the choice of this nanovector and the biological 
efficiency of these two ferrocifen LNCs (Topin-Ruiz et al., 2021 Jan; 
Karim et al., 2018 Jul 19). Also, in order to improve their chance of 
avoiding opsonization and recognition by the mononuclear phagocyte 
system after a systemic administration, the surface of the LNCs was 
shaped by adding a PEGylated phospholipid, DSPE-PEG2000. These 
stealth nanocarriers have already shown an improved accumulation at 
the tumour site, according to the so-called Enhanced Permeation Effect 
(EPR effect) (Lainé et al., 2014 Aug; Huynh et al., 2011 Dec; Morille 
et al., 2010 Jan). 

However, the effectiveness of a new treatment demonstrated on 
animal models is too often far removed from clinical reality and is 
dependent on the in vivo model selected. To deal with this problem, 
preclinical investigation can be done on well advanced, better charac-
terized and more reproducible Patient Derived Xenograft (PDX) models, 

Fig. 1. a) Molecular structures of P53 (Pigeon et al., 2014 Jul) and P722 (Pigeon et al., 2017 Oct 26) ferrocifens and their corresponding quinone methides (QM). 
Two QM can be obtained from P53 (a furane-QM-P53 and a vinyl-QM-P53); b) Schematic structure of a lipid nanocapsule (LNC). 
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known to be more representative of the human patient tumour micro-
environment and to mimic the clinical situation (Decaudin, 2011 Oct). 
Indeed, the stability of the genomic and gene expression profiles of PDXs 
in mice at first transplantation and during the in vivo maintenance of the 
model, are key relevant characteristics of this approach (Laurent et al., 
2013 Jun; Reyal et al., 2012 Jan 16). Moreover, several studies showed 
that PDX models allowed a more accurate assessment of therapeutic 
efficiency than cell line models (Gao et al., 2015 Nov; Izumchenko et al., 
2017 Oct 1). 

The aim of this study was to evaluate the efficiency of ferrocifen 
stealth LNCs on High Grade and Low Grade serous ovarian cancer in 
mice bearing PDX, in combination or not with the current standard 
chemotherapy treatment of carboplatin and paclitaxel. To achieve this 
goal, ferrocifen-LNCs were formulated and characterized. The surface 
decoration by addition of a PEGylated phospholipid in order to obtain 
stealth nanocarriers was also performed. In vivo studies were first per-
formed by systemic delivery of P53-LNCs on three High OXPHOS PDX 
models (OV10, OV16 and OV26) and three Low OXPHOS models (OV21, 
OV25 and OV54). The stealth P53-LNCs and stealth P722-LNCs were 
then tested on the two Low OXPHOS PDX models (OV21 and OV54), 
where chemotherapy was expected to be potentialized by ferrocifen- 
LNCs. 

2. Materials and methods 

2.1. Chemical materials 

All components of blank LNCs, meaning non-loaded LNCs, are FDA- 
approved for parenteral injection. Macrogol 15 hydroxystearate (Kolli-
phor® HS 15) was purchased from BASF (Germany). Phosphatidylcho-
line from soybean (Lipoïd S 100) was provided by Lipoïd GmbH 
(Germany) and caprylic/capric triglycerides (Labrafac® WR 1349) were 
supplied by Gattefosse (France). Ultra-pure water (UPW) was obtained 
from a Millipore filtration system. Otherwise, all the reagents or solvents 
used (acetonitrile, methanol, ethanol, DMSO) for the chromatography 
analysis were of analytical grade. P53 and P722 ferrocifens were syn-
thesized and provided by PSL Chimie ParisTech (France) according to 
Pigeon et al. (Pigeon et al., 2017 Oct 26; Pigeon et al., 2014 Jul). 1,2- 
distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-[methoxy(poly-
ethylene glycol)-2000] (DSPE-mPEG2000) (Mean Molecular Weight 
(MMW) = 2805 g/mol) was purchased from Avanti Polar Lipids 
(Alabaster, USA). 

2.2. Preparation of blank LNCs 

Blank LNCs were prepared by a phase inversion process as compre-
hensively described in the literature (Heurtault et al., 2002 Jun). Firstly, 
all the excipients, Kolliphor® HS 15 (16.9 % w/w), Lipoïd S 100 (1.5 % 
w/w), Labrafac® WR 1349 (20.7 % w/w), NaCl (1.3 % w/w, with 
respect to physiological osmolarity) and UPW (59.6 % w/w) were mixed 
under magnetic stirring at 60 ◦C for 10 min. Three heating–cooling cy-
cles were performed between 90 ◦C and 60 ◦C to obtain the emulsion 
phase inversion (O/W emulsion for temperature lower than phase 
inversion temperature (PIT) and W/O emulsion for temperature higher 
than PIT). During the third cycles, when the temperature decreased and 
reached the PIT (78 ◦C < PIT < 83 ◦C), ice-cold UPW (31.5 % v/vtot) was 
added to induce an irreversible shock and to finally obtain the LNCs. The 
suspension was then stirred for 10 min under slow magnetic stirring at 
room temperature. To finish, the LNC formulation was filtrated through 
0.2 µm sterile polyethersulfone (PES) membrane to remove any aggre-
gates and to sterilize for intravenous injection before storage at 4 ◦C. 

2.3. Preparation of P53-LNCs 

In order to formulate P53-LNC, ethanol was used (0.01 % V/Vtot) in 
order to improve the dispersion of P53 (powder form) in Labrafac. The 

solvent was then evaporated via argon flow, followed by addition of the 
other excipients. The same phase inversion process was then performed, 
and finally the P53-LNC formulation was filtrated through 0.2 µm sterile 
PES membrane and stored at 4 ◦C. 

2.4. Preparation of P722-LNCs 

In order to formulate P722-LNC, P722 (powder form) was added 
with Kolliphor® HS 15 and Labrafac® WR 1349 and stirred for 30 min at 
60 ◦C. Then the other excipients (Lipoïd S 100, NaCl and UPW) were 
added and the three heating–cooling cycles of the phase inversion pro-
cess were applied. The obtained P722-LNCs were filtrated through 0.2 
µm sterile PES membrane and stored at 4 ◦C. 

2.5. Post-insertion by DSPE-PEG2000 

The PEGylated phospholipid used was the 1,2-distearoyl-sn-glycero- 
3-phosphoethanolamine-N-[methoxy(polyethylene glycol)-2000] 
(DSPE-mPEG2000). To obtain stealth LNCs, this polymer was post- 
inserted at the LNC surface at the concentration of 5 mM, as previ-
ously described (Resnier et al., 2017 Dec). Briefly, the DSPE-mPEG2000 
(powder form) was added to blank LNCs, P53-LNCs or P722-LNCs, put 
under magnetic stirring at 30 ◦C for 4 h and then quenched for 1 min in 
an ice bath. All stealth formulations were then filtrated through sterile 
PES membrane and stored at 4 ◦C. 

2.6. Characterization of the lipid nanocapsules 

Average hydrodynamic diameter and polydispersity index (PDI) 
were determined by the dynamic light scattering technique at 25 ◦C with 
a backscatter angle of 173◦ using a Zetasizer Nano ZS system (Malvern 
Instrument Ltd, UK) after optimum dilution of the formulations in UPW. 
The measured average values were calculated from 3 runs, with>10 
measurements for each run. 

Zeta potential of the nano-systems was measured using the laser 
Doppler micro-electrophoresis technique by a Zetasizer Nano ZS system 
(Malvern Instrument LtD, UK). The measured average values were 
calculated from 3 runs with>10 measurements for each run, after a 
dilution by 100 of the formulations with UPW (pH = 8.3 at 25 ◦C). 
Smoluchowski’s approximation was used to determine electrophoretic 
mobility for determination of the zeta potential. For size, PDI and zeta 
potential, results shown in Table 1 are the average of at least three 
formulations (n > 3). 

Drug loading and encapsulation efficiency (E.E) for each ferrocifen 
(P53 and P722) were determined using Ultra-High-performance liquid 
chromatography (UPLC) methods. A C18 analytical column (Waters, 
France) was used at 20 ◦C. For each molecule, the quantification of 
encapsulated ferrocifens was obtained by a UV detector at λ = 450 nm, 
after the filtration step on 0.2 µm and a dissolution of LNCs with the 
optimal solvent described below. Analysis of the data was performed 
using Empower 3 software (Waters). 

For P53-LNCs, C18 column was eluted at a flow rate to 0.2 mL.min−1 

with ethanol and water (80/20 v/v). Calibration curves were established 
(at each analysis) by quantifying the area under the curves (AUCs) of 
[0.4 – 2] mg.mL−1 P53 solutions in ethanol. The LNCs were dissolved by 
a 10-fold dilution in ethanol and quantification of the P53 was per-
formed using the calibration curve. Injection volume was 2 µL and 
retention time of P53 was 0.7 min. 

For P722-LNCs, C18 column was eluted at a flow rate to 0.2 mL. 
min−1 with acetonitrile and water (65/35 v/v). Calibration curves were 
established (at each analysis) by quantifying the area under the curves 
(AUCs) of [0.025 – 0.125] mg.mL−1 P722 solutions in blank LNCs dis-
solved by a 40-fold dilution in methanol/DMSO (90/10 v/v). The LNCs 
were broken by a 40-fold dilution with methanol/DMSO (90/10 v/v) 
and the quantification of the P722 was performed using the calibration 
curve. Injection volume was 5 µL and retention time of P722 was 1.2 
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min. 
Encapsulation efficiency (E.E, %) of the corresponding ferrocifen in 

LNCs was calculated using the following equation:  

Drug loading of the corresponding ferrocifen in LNCs was calculated 
using the following equation:  

2.7. In vivo study on Patient-Derived Xenograft models 

PDX models of High Grade serous ovarian carcinoma tumours were 
established at the Institut Curie (Paris, France) with patient consent, 
according to the relevant national law on the protection of participants 
in biomedical research. 

Briefly, tumour fragments from patients were grafted into the 
interscapular fat pad, a highly vascularized area, of 6-week-old-female 
Swiss nude mice under avertin anaesthesia. After two to twelve 
months of development, the tumours were retained and cut into three 
new fragments in order to be grafted again in three nude mice. This step 
was repeated three time to reach tumour stability. 

Six models derived from six different patients were selected: three 
High OXPHOS models (OV10, OV16 and OV26) and three Low OXPHOS 
models (OV21, OV25 and OV54). The genomic analysis, homologous 
repair deficiency (HRD) – homologous repair proficiency (HRP) status 
and the mitochondrial metabolism of the six models were well described 
in the literature (Gentric et al., 2019; Gruosso et al., 2015 Oct). The 
protocol for the treatment of mice was adapted over time according to 
the results obtained with the first formulation tested, P53-LNCs. 

In all experiments, LNCs, P53-LNCs or P722-LNCs were injected 
intravenously at 5 mL/kg of mice, twice per week, by tail-vein or retro- 
orbital injections. Conventional chemotherapies, carboplatin and 
paclitaxel, were administered intraperitoneally at 10 mL/kg, every 2 
weeks for the preliminary study and every 3 weeks for the second part of 
the study. The control groups were treated intravenously with NaCl 0.9 
%.  

- Preliminary study 

As a preliminary study, a formulation of P53-LNCs at a drug loading 

of 2.73 % (w/w) was first evaluated on the three High OXPHOS models 
(OV10, OV16 and OV26) and the three Low OXPHOS models (OV21, 
OV25 and OV54). Mice were divided into eight random groups in 

accordance with the eight different treatments or combination of 
treatments to be tested (3 ≤ n ≤ 5 mice per group). Administration of 
conventional chemotherapy was performed at a dose of 66 mg/kg for 

carboplatin and a dose of 30 mg/kg for paclitaxel. Blank and P53-LNCs 
at 2.73 % (w/w) were injected at full dose (38 mg of P53/kg) and half 
dose (19 mg of P53/kg, obtained by dilution). Blank and P53-LNCs were 
administered alone or in combination with the conventional chemo-
therapy for the study. Details of the protocol of treatment are summa-
rized in Table 2.  

- Second part of the study 

For the second part of the study, two PDX models were selected, 
according to the results obtained above: the Low OXPHOS models OV21 
and the OV54. 

Stealth P53-LNCs at a maximum drug loading of 4.36 % (w/w) were 

Table 1 
Physico-chemical characteristics (size, PDI, zeta potential, drug loading and encapsulation efficiency) of blank LNCs, stealth LNCs with or without P53 and P722.  

Formulation Hydrodynamic diameter (nm) PDI Zeta Potential (mV) Drug loading (% w/w) Encapsulation efficiency (E.E) (%) 
Blank LNCs 53.6 ± 1.0 0.05 ± 0.01 −2.7 ± 1.3  – – 

Stealth blank LNCs 60.7 ± 2.3 0.06 ± 0.01 −18.3 ± 1.8  – – 

P53-LNCs 46.0 ± 0.8 0.05 ± 0.01 −1.8 ± 0.1  2.73 > 97 % 
Stealth P53-LNCs 49.1 ± 0.2 0.10 ± 0.01 −20.8 ± 0.1  4.36 > 96 % 
P722-LNCs 50.9 ± 0.2 0.06 ± 0.01 −1.7 ± 0.8  0.56 > 95 % 
Stealth P722-LNCs 57.2 ± 1.0 0.06 ± 0.01 −18.1 ± 0.4  0.56 > 95 %  

Table 2 
Summary of the different groups treated by P53-LNCs at 2.73 % (w/w) alone or 
in combination with conventional chemotherapy (carboplatin and paclitaxel). 
Carboplatin and paclitaxel were intraperitoneally injected once every two weeks 
at full dose (66 mg/kg and 30 mg/kg respectively). Blank or P53-LNCs were 
intravenously administered twice per week at full dose FD (38 mg/kg) or half 
dose HD (19 mg/kg).  

Treatment Composition Dose of anticancer 
drug (mg/kg) 

Control NaCl 0.9 % – 

B-LNCs Full dose, blank LNCs eq. 38* 
FD P53-LNCs Full dose, P53-LNCs 38 
HD P53-LNCs Half dose (by dilution), P53- 

LNCs 
19 

CPt þ TAX Carboplatin + paclitaxel 66 + 30 
B-LNCs þ CPt þ

TAX 
Blank LNCs + carboplatin +
paclitaxel 

eq. 38* + 66 + 30 

FD P53-LNCs þ CPt 
þ TAX 

Full dose P53-LNCs +
carboplatin + paclitaxel 

38 + 66 + 30 

HD P53-LNCs þ
CPt þ TAX 

Half dose P53-LNCs +
carboplatin + paclitaxel 

19 + 66 + 30  

E.E(%) =
(Totalferrocifenconc.inLNC − unencapsulatedferrocifenconc.inLNC)

Initialdrugconc.inLNC
× 100   

D.L(%w/w) =
Massofencapsulatedferrocifenin1mLofLNCdispersion

m(ferrocifen) + m(Labrafac®WR1349) + m(Kolliphor®HS15) + m(LipoïdS100)
× 100   
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evaluated. The mice were divided in ten random groups in accordance 
with the ten different treatments or combination of treatments to be 
tested (5 ≤ n ≤ 8 mice per group). Administration of conventional 
chemotherapy was performed at half dose for both chemotherapy, car-
boplatin (33 mg/kg) and paclitaxel (15 mg/kg) in order to highlight the 
potential effect of the ferrocifen suspensions. The stealth blank and P53- 
LNCs at 4.36 % (w/w) were injected at full dose (65 mg of P53/kg) and 
half dose (32.5 mg of P53/kg mouse, obtained by dilution), alone or in 
combination with the conventional chemotherapy. Details of the treat-
ment protocol are summarized in Table 3. 

Stealth P722-LNCs at a maximum drug loading of 0.56 % (w/w) were 
then evaluated. The mice were divided in six random groups in accor-
dance with the different treatments or combination of treatments to be 
tested (5 ≤ n ≤ 7 mice per group). Administration of conventional 
chemotherapy was performed at half dose for both carboplatin (33 mg/ 
kg) and paclitaxel (15 mg/kg). The stealth blank and P722-LNCs at 0.56 
% (w/w) were injected at a dose of 8 mg of P722/kg, alone or in 

combination with the conventional chemotherapy. Details of the treat-
ment protocol are summarized in Table 4. 

Mice bearing tumours with a volume from 50 to 150 mm3 were 
individually identified and randomly assigned to the control or treat-
ment groups. Tumour growth was assessed twice a week by measuring 
two perpendicular diameters of tumours using a calliper. Individual 
mouse tumour volume was calculated as follows, V = a × b2/2, with a 
the major diameter and b the minor diameter. The tumour volume 
evolution at day n (Vn) was expressed as relative tumour volume (RTV) 
according to the following formula: RTV = Vn/V0 with V0 being the 
initial volume at time of inclusion. 

Antitumour activity was evaluated according to tumour growth in-
hibition (TGI), calculated according to the following formula: TGI% =
100 − (RTVt/ RTVc × 100), where RTVt is the median RTV of treated 
mice and RTVc is the median RTV of controls, both at a given time point 
when the antitumour effect was optimal. A meaningful biological effect 
was defined as a TGI of at least 50%. Statistical significance of differ-
ences observed between the individual RTV corresponding to the treated 
mice and control groups was calculated by the two-tailed Mann-Whitney 
test. Growth delay index was calculated as the time required to reach the 
same RTV in the treated and control groups, at a RTV of 2. 

Moreover, an overall response rate (ORR) was calculated for each 
treated mouse as follows: [(RTVt/mRTVc)], where RTVt is the relative 
tumour volume of the treated mouse and mRTVc is the median relative 
tumour volume of the corresponding control group at the end of treat-
ment. [(RTVV)-1] for each treated mouse was then calculated: a tumour 
was considered to be responding to treatment if [(RTVV)-1] was below 

Table 3 
Summary of the different groups of treatment by stealth P53-LNCs at 4.36 % (w/ 
w) alone or in combination with conventional chemotherapy (carboplatin and 
paclitaxel). Carboplatin and paclitaxel were intraperitoneally injected once 
every three weeks at half dose (33 mg/kg and 15 mg/kg respectively). Stealth 
blank LNCs and stealth P53-LNCs were intravenously administered twice per 
week at full dose FD (65 mg/kg) and half dose HD (32.5 mg/kg).  

Treatment Composition Dose of anticancer 
drug (mg/kg) 

Control Control (NaCl 0.9 %) – 

FD S-B-LNCs Full dose, stealth blank LNCs eq. 65* 
HD S-B-LNCs Half dose, stealth blank LNCs eq. 32.5 
FD P53-S-LNCs Full dose, stealth P53-LNCs 65 
HD P53-S-LNCs Half dose, stealth P53-LNCs 32.5 
CPt þ TAX Half dose, Carboplatin +

paclitaxel 
33 + 15 

FD S-B-LNCs þ CPt 
þ TAX 

Full dose, stealth blank LNCs +
carboplatin + paclitaxel 

eq. 65 + 33 + 15 

HD S-B-LNCs þ
CPt þ TAX 

Half dose, stealth blank LNCs +
carboplatin + paclitaxel 

eq. 32.5 + 33 + 15 

FD P53-S-LNCs þ
CPt þ TAX 

Full dose, stealth P53-LNCs +
carboplatin + paclitaxel 

eq. 65 + 33 + 15 

HD P53-S-LNCs þ
CPt þ TAX 

Half dose, stealth P53-LNCs +
carboplatin + paclitaxel 

eq. 32.5 + 33 + 15  

Table 4 
Relative tumour volume ([RTV] = Vn/V0, n corresponding to the end of 
experiment) and tumour growth inhibition ([TGI] = 100 − (RTVt/ RTVc × 100)) 
after different treatments, summarized in Table 3, on the two Low OXPHOS 
model OV21 and OV54.   

Treatment RTV (%) (day 19) TGI (%) (day 19) 
OV54 Control 39.5 0.0 

FD S-B-LNCs 28.4 28.2 
HD S-B-LNCs 22.0 44.3 
FD P53-S-LNCs 32.5 17.9 
HD P53-S-LNCs 36.4 7.8 
CPt + TAX 27.9 29.4 
FD S-B-LNCs + CPt + TAX 14.4 63.5 
HD S-B-LNCs + CPt + TAX 19.8 50.0 
FD P53-S-LNCs + CPt + TAX 17.2 56.4 
HD P53-S-LNCs + CPt + TAX 23.7 40.0   

RTV (%) (day 26) TGI (%) (day 26) 
0 V21 Control 15.2 0.0 

FD S-B-LNCs 11.6 23.7 
HD S-B-LNCs 13.6 10.8 
FD P53-S-LNCs 10.8 28.9 
HD P53-S-LNCs 11.9 21.6 
CPt + TAX 8.2 46.3 
FD S-B-LNCs + CPt + TAX 9.5 37.8 
HD S-B-LNCs + CPt + TAX 10.1 33.5 
FD P53-S-LNCs + CPt + TAX 5.8 61.9 
HD P53-S-LNCs + CPt + TAX 12.8 15.6  

Table 5 
Summary of the different groups after treatment by stealth P722-LNCs at 0.56 % 
(w/w) alone or in combination with conventional chemotherapy (carboplatin 
and paclitaxel). Carboplatin and paclitaxel were intraperitoneally injected once 
every three weeks at half dose HD (33 mg/kg and 15 mg/kg respectively). 
Stealth blank and stealth P722-LNCs were intravenously administered twice per 
week at a dose of 8 mg/kg.  

Treatment Composition Dose of anticancer 
drug (mg/kg) 

Control Control (NaCl 0.9 %)  
S-B-LNCs Stealth blank LNCs eq. 8* 
P722-S-LNCs Stealth P722-LNCs 8 
CPt þ TAX Half dose, carboplatin +

paclitaxel 
33 + 15 

S-B-LNCs þ CPt þ
TAX 

Stealth blank LNCs +
carboplatin + paclitaxel 

eq. 8 + 33 + 15 

P722-S-LNCs þ CPt 
þ TAX 

Stealth P722-LNCs +
carboplatin + paclitaxel 

8 + 33 + 15 

eq. 8* indicates that the same concentration in excipients than the full dose 
stealth P722-LNCs was administered. 

Table 6 
Relative tumour volume ([RTV] = Vn/V0, n corresponding to the end of 
experiment) and tumour growth inhibition ([TGI] = 100 − (RTVt/ RTVc × 100)) 
after different treatments, summarized in Table 3, on the two Low OXPHOS 
model OV21 and OV54.   

Treatments RTV (%) (day 15) TGI (%) (day 15) 
0 V54 Control 14.4 0.0 

S-B-LNCs 14.9 −3.4 
P722-S-LNCs 17.5 −21.6 
CPt + TAX 13.3 8.0 
S-B-LNCs + CPt + TAX 9.9 31.5 
P722-S-LNCs + CPt + TAX 11.3 21.7   

RTV (%) (day 22) RTV (%) (day 22) 
OV21 Control 8.9 0.0 

S-B-LNCs 12.3 −38.4 
P722-S-LNCs 10.4 −16.9 
CPt + TAX 10.1 −13.7 
S-B-LNCs + CPt + TAX 7.9 11.0 
P722-S-LNCs + CPt + TAX 4.7 47.7  
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−0.5. 
All in vivo experimental procedures were specifically approved by the 

ethics committee of the Institut Curie CEEA-IC #118 (Authorization 
APAFiS# 25870–2020060410487032-v1 given by National Authority) 
in compliance with the international guidelines. 

3. Results and discussion 

3.1. Physico-chemical properties of LNC suspensions 

LNCs were prepared by a phase-inversion process as previously 
described (Heurtault et al., 2002 Jun). The different ferrocifens (P53 and 
P722) were added at the beginning of the process. The P53 drug loading 
was set first at 2.73 % (w/w) for conventional LNCs and reaching its 
maximal value at 4.36 % (w/w) for stealth LNCs with an encapsulation 
efficiency (E.E) higher than 95 % for both formulations. For the P722, 
the maximal drug loading was 0.56 % (w/w) with an E.E also higher 
than 95 %. The difference in drug loading between these ferrocifens may 
be explained by the lipophilicity of the molecules as reported in the 
literature. Indeed, P53 has a logPo/w higher than P722 (4.2 and 4.0 
respectively) (Pigeon et al., 2017 Oct 26), meaning that P53 is 1.6 times 
more lipophilic than P722. It might also be correlated to the 3D structure 
of P722 in which the phenol in trans position to ferrocene would be less 
lipophilic than the trans-one in P53. By analogy to the quinone methide 
from P722, the succinimide from P722 could modify the electronic 
environment of the phenol due to the π-stacking and so modify the lip-
ophilicity of the hydroxyl group (Wang et al., 2019). 

LNC hydrodynamic diameters, polydispersity indexes (PDI) and zeta 
potentials are given in Table 1. Whichever the ferrocifen used and 
whatever the initial amount added, monodispersed formulations were 
obtained: PDIs ≤ 0.1. Blank LNCs, P53-LNCs and P722-LNCs had a hy-
drodynamic diameter of 53.6 ± 1.0 nm, 46.0 ± 0.8 nm and 50.9 ± 0.2 
nm with a zeta potential of −2.7 ± 1.3 mV, −1.8 ± 0.1 mV and −1.7 ±
0.8 mV respectively, close to neutrality. After the post-insertion of the 
PEGylated phospholipid DPSE-PEG2000 at a concentration of 5 mM, a 
slight increase of the diameters was observed (variation between 6 % 
and 12 % according to the formulations), followed by a clear decrease of 
the zeta potential (values lower than −18.0 mV). This classical decrease 
of the zeta potential after surface decoration by a PEG shell is explained 
by the electrical dipole of the PEG moiety (Vonarbourg et al., 2006 Aug). 

The formulations of the P53 and P722 ferrocifens were thus suc-
cessful and in accordance with the previous studies performed in the 
same research laboratory (Topin-Ruiz et al., 2021 Jan; Karim et al., 2018 
Jul 19). 

3.2. Preliminary in vivo studies of P53-LNCs on the different PDX models 

In order to test the efficacy of the formulated P53-LNCs in ovarian 
cancer, three high OXPHOS PDX models (OV10, 0 V16 and OV26) and 
three low OXPHOS PDX model (OV21, OV25 and OV54) were treated. 
Different groups were formed: a control group treated with saline so-
lution (NaCl 0.9 %), and groups treated with different concentrations of 
blank LNCs, P53-LNCs, chemotherapy, and combination of chemo-
therapy with P53-LNCs at full dose and half dose (Table 2). eq. 38* in-
dicates that the same concentration in excipients than the full dose P53- 
LNCs was administered. 

First, tolerance to the treatments was evaluated. The results obtained 
showed the absence of a significant weight loss of the treated groups, 
indicating a good tolerance of the different treatments by the mice 
(Figure S2. in supplementary information). 

The chemotherapy treatment, applied on three High OXPHOS 
(OV10, OV16 and OV26) and three Low OXPHOS (OV21, OV25 and 
OV54) ovarian cancer models, showed a better response on the High 
OXPHOS models confirming the results of Mechta Gregouriou et al. 
(Gentric et al., 2019) (Fig. 2.a and Figure S3 in supplementary infor-
mation). Indeed, on the last day of measurement (last day where all 
animals are alive in all groups), chemotherapy “CPt + TAX” (Table 2) 
led to a significant tumour growth inhibition (TGI) of above 90 % 
compared to NaCl 0.9 % “control” (Table 2) whatever the High OXPHOS 
model used, whereas on the Low OXPHOS models OV21 and OV25, a 
TGI of only 61 %, still significant was obtained with chemotherapy “CPt 
+ TAX” compared to NaCl 0.9 % (Fig. 2.b and Figure S3. in supple-
mentary information). Moreover, whatever the model used, Full Dose 
P53-LNCs “FD P53-LNCs” and Half Dose P53-LNCs “HD P53-LNCs” 

(Table 2) did not impact the tumour growth compared to chemotherapy 
“CPt + TAX”. Hence, it was hypothesized that the majority of P53-LNCs 
could not reach the tumour site due to rapid recognition by the mono-
nuclear phagocyte system. Indeed, even if the surface of the LNCs is 
composed of PEG moieties, the steric hindrance from these short chains 
of PEG (15 PEG monomer units) might not be efficient to avoid the 
opsonization phenomenon. That is why, for the rest of the project, the 
formulations were modified by adding a longer PEGylated phospholipid, 
with 45 PEG monomer units, in order to confer stealth properties to the 
formulation (Karim et al., 2018 Jul 19; Resnier et al., 2017 Dec). 

Furthermore, no difference was obtained between standard chemo-
therapy “CPt + TAX” and in combination with P53-LNCs “FD P53-LNCs 
+ CPt + TAX” (Table 2) on the three High OXPHOS and two Low 
OXPHOS models (OV54 and OV25) (Fig. 2 and Figure S3. in supple-
mentary information). For the Low OXPHOS model OV21, a significant 

Fig. 2. Tumour growth curves (relative tumour volumes [RTV] = Vn/V0 as a function of time) of: a) High OXPHOS model OV10 and b) Low OXPHOS model OV21 
after different treatments, summarized in Table 2. Timelines indicated days of treatment injection for P53-LNCs or blank LNCs (orange arrow) and for chemo-
therapies (blue arrow). Data are means ± SEM (3 ≤ n ≤ 5 mice per group). Statistical analysis was performed with a Mann-Whitney test to compare two groups each 
other. Data were considered significant for p < 0.05. 
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decrease in RTV of 90 % was observed between “FD P53-LNCs + CPt +
TAX” and “CPt + TAX”. However, the same biological response is 
observed with the treatment “B-LNCs + CPt + TAX”. 

Thus, for further studies, the dose of carboplatin and paclitaxel was 
reduced by half with intraperitoneal injection once every three weeks 
instead of once every two weeks and the P53 payload in LNCs increased 
to 4.36 % (the highest possible) in order to highlight the biological effect 
of the ferrocifen-LNCs. Finally, only the low OXPHOS model OV21 and 
OV54 were used for further experiments, as they were the most resistant 
to chemotherapy. 

3.3. In vivo activity of stealth P53-LNCs on the selected PDX models 

eq. 65* indicates that the same concentration in excipients than the 
full dose stealth P53-LNCs was administered. 

In order to test the efficacy of the formulated stealth P53-LNCs in 

ovarian cancer, two PDX models of the Low OXPHOS subtypes of 
ovarian cancer (OV21 and OV54) were chosen. Different groups were 
formed: a control group treated with saline solution (NaCl 0.9 %), and 
groups treated with different concentrations of blank LNCs, stealth P53- 
LNCs, chemotherapy, and combination of chemotherapy with stealth 
P53-LNCs at full dose and half dose (Table 3). 

First, tolerance studies were performed. As in the preliminary 
experiment with P53-LNCs, the absence of a significant weight loss of 
the treated groups was observed, indicating a good tolerance of the 
different treatments by the mice (Figure S4.a in supplementary 
information). 

On the Low OXPHOS model OV54, the stealth P53-LNCs at full dose 
or half dose (“FD P53-S-LNCs” and “HD P53-S-LNCs”) and chemo-
therapy “CPt + TAX” did not impact the tumour growth compared to 
NaCl 0.9 % “control”, with a TGI of 17.9 %, 7.8 % and 29.4 % respec-
tively (Fig. 3.a and Table 4). When combining stealth P53-LNCs with 

Fig. 3. a) Comparison of the RTV as a function of time of the Low OXPHOS model OV54 treated by stealth blank LNCs “FD S-B-LNCs” (blue triangle), stealth P53- 
LNCs “FD P53-S-LNCs” (orange triangle) and chemotherapy “CPt + TAX” (purple diamond); b) Comparison of the RTV as a function of time of the Low OXPHOS 
model OV54 treated with the combination of stealth blank LNCs and chemotherapy “FD S-B-LNCs + CPt + TAX” (empty grey circle), combination of stealth P53-LNCs 
and chemotherapy “FD P53-S-LNCs + CPt + TAX” (red circle) and chemotherapy “CPt + TAX” (purple diamond); c) Comparison of the RTV as a function of time of 
the Low OXPHOS model OV21 treated with stealth blank LNCs “FD S-B-LNCs” (blue triangle), stealth P53-LNCs “FD P53-S-LNCs” (orange triangle) and chemotherapy 
“CPt + TAX” (purple diamond); d) Comparison of the RTV as a function of time of the Low OXPHOS model OV21 treated with the combination of stealth blank LNCs 
and chemotherapy “FD S-B-LNCs + CPt + TAX” (empty grey circle), combination of stealth P53-LNCs and chemotherapy “FD P53-S-LNCs + CPt + TAX” (red circle) 
and chemotherapy “CPt + TAX” (purple diamond). Timelines indicated days of treatment injection for P53-LNCs or blank LNCs (orange arrow) and for chemo-
therapies (blue arrow). Data are means ± SEM (5 ≤ n ≤ 8 mice per group). Statistical analysis was performed with a Mann-Whitney test to compare two groups each 
other. Data were considered significant for p < 0.05. 
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carboplatin and paclitaxel “FD P53-S-LNCs + CPt + TAX”, a TGI of 56.4 
% was obtained but it was not possible to conclude if this efficiency was 
due to P53 as a TGI of 63.54 % was obtained with combination of stealth 
blank LNCs and chemotherapy “FD S-B-LNCs + CPt + TAX” (Fig. 3.b 
and Table 4). These results underline the fact that the excipients of the 
LNC itself can produce a biological response: indeed, due to their lipid 
nature, blank LNCs could enhance the internalization of carboplatin and 
paclitaxel in the cell cytoplasm by destabilizing the cell membrane. This 
potential adjuvant effect of blank LNCs will be tested in further studies. 

On the Low OXPHOS model OV21, the stealth P53-LNCs at full dose 
or half dose (“FD P53-S-LNCs” and “HD P53-S-LNCs”) did not improve 
the biological response, compared to chemotherapy “CPt + TAX”. 
Indeed, a TGI around 25 % at day 26 was obtained with “FD P53-S- 
LNCs” and “HD P53-S-LNCs” compared to NaCl 0.9 % “control” whereas 
a significant TGI of 46 % at day 26 was obtained with chemotherapy 
“CPt + TAX” compared to “control” (Fig. 3.c and Table 4). Interestingly, 
the combination of stealth P53-LNCs with chemotherapy “FD P53-S- 
LNCs + CPt + TAX” improved the efficacy with a significant TGI of 61.9 
% compared to NaCl 0.9 % “control”. Contrary to the Low OXPHOS 
model OV54, the observed improvement could be due to the encapsu-
lated P53 itself. Indeed, a TGI of 37.8 % was obtained after treatment by 
the combination of the stealth blank LNCs and chemotherapy “S-B-LNCs 

+ CPt + TAX”, whereas a TGI of 46 % was obtained after the chemo-
therapy itself “CPt + TAX”. Moreover, the obtained results showed a 
good tendency to improve the anticancer effect of chemotherapy when 
associated with stealth P53-LNCs “FD P53-S-LNCs + CPt + TAX” with a 
decrease of 29 % on the RTV compared to chemotherapy “CPt + TAX” 

(Fig. 3.d and Table 4). Another way to express the efficacy of the 
different treatments consists in using the probability of regression 
curves. These curves are drawn as theoretical survival curves, where the 
death of a mouse corresponds to the time to reach the doubling of 
tumour volume (RTV = 2). The results showed a slight, but not signif-
icant, improvement in the time to reach RTV = 2 with the combination 
of the stealth P53-LNCs and chemotherapy “FD P53-S-LNCs + CPt +
TAX” (Fig. 4.b) compared to chemotherapy “CPt + TAX”, with a median 
survival of 9.25 days and 8.75 days respectively. 

To finish, combining results from the two Low OXPHOS models 
allowed to express the Overall Response Rate. The combination of 
stealth P53-LNCs and chemotherapy “FD P53-S-LNCs + CPt + TAX” 

improved significantly the quality of response compared to chemo-
therapy “CPt + TAX, with an ORR lower than −0.5 for 69 % and 18 % of 
treated mice respectively (p = 0.0218) (Fig. 5). However, it was difficult 
to conclude about the benefit of P53 as 67 % of treated mice with 
combination of stealth blank LNCs and chemotherapy “FD S-B-LNCs +

Fig. 4. a) Probability of tumour progression to reach the doubling of tumour volume (RTVx2) (Kaplan-Meier curves) on Low OXPHOS model OV21 after different 
treatments, summarized in Table 3; b) Comparison of the Kaplan Meier curves obtained on the Low OXPHOS model OV21 with chemotherapy “CPt + TAX” (purple 
line) and the combination stealth P53-LNCs and chemotherapy “FD P53-S-LNCs + CPt + TAX”’ (red line); c) Comparison of the Kaplan Meier curves obtained on the 
Low OXPHOS model OV21 with the combination stealth blank LNCs and chemotherapy “FD S-B-LNCs + CPt + TAX” (grey line) and the combination stealth P53- 
LNCs and chemotherapy “FD P53-S-LNCs + CPt + TAX” (red line). Statistical analysis was performed with the Log-rank (Mantel-Cox) test. Data were considered 
significant for p < 0.05. 
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CPt + TAX” also showed an ORR lower than −0.5 (p = 0.9787). 

3.4. In vivo activity of stealth P722-LNCs on the selected PDX models 

The antitumour activity of stealth P722-LNCs was assessed in vivo on 
two Low OXPHOS PDX models (OV21 and OV54). The formulation was 
administered intravenously twice a week, alone or followed by treat-
ment by carboplatin and paclitaxel (once every three weeks). First, 
tolerance studies were performed, and the results obtained did not show 
any significant weight loss in the treated groups, indicating again a good 
tolerance by the mice of the different treatments (Figure S4.b in sup-
plementary information). 

RTV evolution on the two Low OXPHOS model, OV21 and OV54, is 
shown in Fig. 6. 

On the Low OXPHOS model OV54 (Fig. 6.a and 6.b and Table 6), the 
stealth P722-LNCs “P722-S-LNCs” and chemotherapy “CPt + TAX” did 
not impact the tumour growth compared to NaCl 0.9 % “control”. When 
combining stealth P722-LNCs with carboplatin and paclitaxel “P722-S- 
LNCs + CPy + TAX”, a TGI of 21.7 % was obtained but again, it was not 
possible to conclude that this efficacy was due to P722 as a TGI of 31.5 % 
was obtained after treatment by the combination of stealth blank LNCs 
and chemotherapy “S-B-LNCs + CPt + TAX”. On this model, no anti-
tumour effect was obtained whatever the treatment. 

On the Low OXPHOS model OV21, no antitumour activity was 
induced by chemotherapy, stealth blank LNCs and stealth P722-LNCs 
(“CPt + TAX”, “S-B-LNCs” and “P722-S-LNCs” respectively, Table 6). 
In contrast, the combination of chemotherapy and stealth P722-LNCs 
“P722-S-LNCs + CPt + TAX” showed a tumour growth inhibition of 
54 % on the tumour volume compared to carboplatin and paclitaxel 
alone “CPt + TAX”, similar to what obtained with the combination of 
stealth P53-LNCs and chemotherapy (46 %, “FD P53-S-LNCs + CPt +
TAX”, Table 4). This represents a real improvement given that the dose 
in P722 was eight times smaller than the concentration in P53 (8 mg/kg 
versus 65 mg/kg). Moreover, one mouse showed a complete remission 
after the combination of chemotherapy and stealth P722-LNCs and 
another one presented a large decrease of its tumour volume until 70 
days (RTV < 0.2), as shown in Fig. 7.a. Finally, tumoral evolution 
probability curves showed that the time to reach RTV2 increased 
significantly when mice were treated with the combination of chemo-
therapy and stealth P722-LNCs “P722-S-LNCs + CPt + TAX” compared 
to chemotherapy alone “CPt + TAX” (p = 0.0322), with a median sur-
vival of 12.2 days and 9.55 days respectively (Fig. 7.b). Even if the re-
sults were not significant (p = 0.1849) between combination of stealth 
blank LNCs and chemotherapy “S-B-LNCs + CPt + TAX” and 

combination of stealth P722 and chemotherapy “P722-S-LNCs + CPt +
TAX” (median survival of 10.65) (Fig. 7.c and Table 4), a clear trend 
could be seen, indicating that the efficacy observed could be due to the 
ferrocifen P722 itself. Finally, it was also an improvement compared to 
the median survival of 9.25 days obtained with the combination of 
stealth P53-LNCs and chemotherapy “FD P53-S-LNCs + CPt + TAX” 

(Table 3). 
Next, combining results from the two Low OXPHOS models allowed 

to express the Overall Response Rate. The combination of stealth P722- 
LNCs and chemotherapy “P722-S-LNCs + CPt + TAX” improved signif-
icantly the quality of response compared to chemotherapy “CPt + TAX”, 
with an ORR lower than −0.5 for 54 % and 8 % of treated mice 
respectively (p = 0.0472) (Fig. 8). For the combination of stealth blank 
LNCs and chemotherapy “S-B-LNCs + CPt + TAX”, 33 % of mice re-
sponders were obtained. Even if the percentage of mice responders was 
lower for combination of stealth P722-LNCs and chemotherapy “P722-S- 
LNCs + CPt + TAX” (54 %) compared to combination of stealth P53- 
LNCs and chemotherapy “FD P53-S-LNCs + CPt + TAX” (69 %), it was 
possible to conclude about the benefit of P722, as the concentration was 
eight time smaller than for P53 formulations. One complete remission 
was even obtained with “P722-S-LNC + CPt + TAX” treatment. 

Improvement in the antitumour activity of the treatment combining 
chemotherapy and stealth P722-LNCs (“P722-S-LNCs + CPt + TAX”, 
Table 6), compared to the treatment combining chemotherapy and 
stealth P53-LNCs (“FD P53-S-LNCs + CPt + TAX”, Table 4) could be 
explained by the IC50 values, often lower in various cell lines for the 
P722 than for the P53: for example, on the ovarian cancer SKOV3 and 
A2780 cell lines or the breast cancer MDA-MB-231 cell line (Pigeon 
et al., 2017 Oct 26). This better efficiency in vitro and in vivo might be 
due to the greater stability of the quinone methide (QM) obtained from 
P722 compared to the one obtained from P53. Indeed, P722-QM had a 
half-life in acetone of about 10 days compared to 30 h for P53-QM, due 
to a surprising intramolecular lone-pair-π interaction between the oxy-
gen of the succimido ring and the phenol in the trans position (Wang 
et al., 2019). This extra stabilizing lone pair-π interaction is unprece-
dented and possibly provides an explanation for the exceptional cyto-
toxicity of P722, with IC50 in the nanomolar range. Therefore, it is 
thought that P722-QM could more easily react with biological targets 
such as thioredoxin reductase (TrxR) and glutathione compared to other 
ferrocifens already tested (Wang et al., 2016 22;55(35):10431–4.; Citta 
et al., 2014 Nov 13; Scalcon et al., 2016). Indeed, its electrophilicity 
would allow it to react with the nucleophilic selenocysteine located in 
the active site of thioredoxin reductase TrxR via a Michael addition. 
TrxR, an enzyme of the Trx system involved in redox regulation, is often 

Fig. 5. Overall Response Rate (ORR) of mice from the two Low OXPHOS models, OV21 and OV54, treated with or without P53. Treatments are summarized in 
Table 3.. The ORR was defined as the relative tumour volume variation (RTVV) of each treated mouse calculated from the following formula [(Vt/Vc)-1], where Vt is 
the volume of the treated mouse and Vc the median volume of the corresponding control group at a time corresponding to the end of treatment. 
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expressed in cancer cells. Inhibition of the TrxR could counteract the 
ability of the tumour cell to defend itself against oxidative stress (Arnér 
and Holmgren, 2006 Dec 1; Arnér, 2017). Since QM is known as a 
Michael acceptor, it might be also associated with the reactivation of the 
tumour suppressor gene TP53, for which mutation is identified in 96 % 
of ovarian High-Grade-Serous Carcinoma (Cole et al., 2016 May 18). 
Indeed, it was shown that APR-246, a clinical-stage compound that 
reactivates the mutant gene TP53, was able to sensibilize a cisplatin- 
resistant ovarian cancer cell line to cisplatin by inhibiting intracellular 
free glutathione, a protein known in redox regulation, and to increase 
chemoresistance to platinum therapy (Mohell et al., 2015 Jun). 
Furthermore, these studies highlighted the role of ROS in ovarian can-
cer. ROS are essential to initiate the oxidation of Fe(II) to Fe(III) leading 

to ROS production in a positive feedback loop and so to higher ROS 
content in tumour cells (Jaouen et al., 2015 Dec 21). So, it may be 
possible, as anticipated, that an increase in oxidative stress occurs due to 
the action of ferrocifen in the Low OXPHOS model OV21, leading to 
increased sensitivity to carboplatin and paclitaxel as for the High 
OXPHOS models (Gentric et al., 2019). 

It is not the first time that treatment with ferrocifen LNCs, alone or in 
combination, have shown better in vivo efficiency compared to FDA- 
approved conventional drugs. Indeed, in 2017, Resnier et al. evi-
denced, on a metastatic melanoma model, higher decrease of the tumour 
volume after ferrocifen-LNC treatment than for dacarbazine, a chemo-
therapeutic molecule currently used commercially to treat melanoma 
(Resnier et al., 2017 Dec). Other studies highlighted antitumour effects 

Fig. 6. a) Comparison of the RTV as a function of time of the Low OXPHOS model OV54 treated with stealth blank LNCs “S-B-LNCs” (blue triangle), stealth P722- 
LNCs “P722-S-LNCs” (orange triangle) and chemotherapy “CPt + TAX” (purple diamond); b) Comparison of the RTV as a function of time of the Low OXPHOS model 
OV54 treated with combination of stealth blank LNCs and chemotherapy “S-B-LNCs + CPt + TAX” (empty grey circle), stealth P722-LNCs and chemotherapy “P722- 
S-LNCs + CPt + TAX” (red circle) and chemotherapy “CPt + TAX” (purple diamond); c) Comparison of the RTV as a function of time of the Low OXPHOS model OV21 
treated with stealth blank LNCs “S-B-LNCs” (blue triangle), stealth P722-LNCs “P722-S-LNCs” (orange triangle) and chemotherapy “CPt + TAX” (purple diamond); d) 
Comparison of the RTV as a function of time of the Low OXPHOS model OV21 treated with combination of stealth blank LNCs and chemotherapy “S-B-LNCs + CPt +
TAX” (empty grey circle), stealth P722-LNCs and chemotherapy “P722-S-LNCs + CPt + TAX” (red circle) and chemotherapy “CPt + TAX” (purple diamond). 
Timelines indicated days of treatment injection for P53-LNCs or blank LNCs (orange arrow) and for chemotherapies (blue arrow). Data are means ± SEM (5 ≤ n ≤ 7 
mice per group). Statistical analysis was performed with a Mann-Whitney test to compare two groups each other. Data are considered significant for p < 0.05. 
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Fig. 7. a) Probability of tumour progression to reach the doubling of tumour volume (RTVx2) (Kaplan-Meier curves) on Low OXPHOS model OV21 after different 
treatments, summarized in Table 5; b) Comparison of the Kaplan Meier curves obtained on the Low OXPHOS model OV21 with chemotherapy “CPt + TAX” (purple 
line) and combination of stealth P722-LNCs and chemotherapy “P722-S-LNCs + CPt + TAX” (red line); c) Comparison of the Kaplan Meier curves obtained on the 
Low OXPHOS model OV21 with combination of stealth blank LNCs and chemotherapy “S-B-LNCs + CPt + TAX” (grey line) and combination of stealth P722-LNCs 
and chemotherapy “P722-S-LNCs + CPt + TAX” (red line). Statistical analysis was performed with the Log-rank (Mantel-Cox) test. Data were considered significant 
for p < 0.05. 

Fig. 8. Overall Response Rate (ORR) of mice from the two Low OXPHOS models, OV21 and OV54, treated with or without P722. Treatments are summarized in 
Table 4.. The ORR was defined as the relative tumour volume variation (RTVV) of each treated mouse calculated from the following formula [(Vt/Vc)-1], where Vt is 
the volume of the treated mouse and Vc the median volume of the corresponding control group at a time corresponding to the end of treatment. 
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of different therapies tested on the PDX ovarian cancer model. For 
example, Bougherara et al. showed the potential benefit of targeting 
anti-Müllerian hormone type II receptor (AMHRII) by combining 
3C23K, a humanized monoclonal antibody, with standard chemo-
therapy (Bougherara et al., 2017 Nov 21). Moreover, Harris et al. 
showed that targeting the HER2 tyrosine-protein kinase receptor by 
using pertuzumab, a humanized monoclonal antibody, improved the 
response to standard chemotherapy (carboplatin and paclitaxel) (Harris 
et al., 2019 Feb). In another study, Qi et al. reported that nanoparticle- 
drug conjugates of monomethyl auristatin E (MMAE), a highly potent 
toxin, improved the tumour growth inhibition compared to cisplatin (Qi 
et al., 2017 Dec 18). These studies showed that several strategies could 
be used to treat ovarian cancer. However, to our knowledge, it is the first 
time that a treatment with a ROS producer molecule such as ferrocifen 
potentialized chemotherapy on such advanced preclinical models 
(Mohell et al., 2015 Jun; Yang et al., 2015 Feb 17), known to be closer to 
clinical reality (Decaudin, 2011 Oct). 

4. Conclusion 

Ovarian cancer can be classified according to its mitochondrial 
metabolism, the High OXPHOS ovarian cancer showing a chemo-
sensitivity to standard chemotherapy and the Low OXPHOS ovarian 
cancer showing a chemoresistant (Gentric et al., 2019). The objective of 
this work was to evaluate the efficiency in vivo of ferrocifen LNCs, alone 
or in combination with carboplatin and paclitaxel, on advanced PDX 
ovarian adenocarcinoma models. Two ferrocifens, P53 and P722, known 
for their high in vitro efficiency on several multidrug-resistant cancer cell 
lines like ovarian cancer, were encapsulated in LNCs. First, the surface 
modification of LNCs by the PEGylated phospholipids DSPE-PEG2000 
and the increase of P53 payload in LNCs revealed a potentialization of 
the combination of stealth P53-LNCs and standard chemotherapy. Then, 
the use of stealth P722-LNCs in combination with chemotherapy showed 
a similar therapeutic response (reduction around 50 % of the tumour 
volume). However, P722 concentration was eight times smaller than 
P53 (8 mg/kg versus 65 mg/kg) and one mouse was even in complete 
remission. This dose reduction constitutes an expected improvement 
which could lead to a decrease in side effects and toxicity. For further 
studies, it could be interesting to evaluate the potential adjuvant effect 
of LNCs. Some previous studies highlighted the benefits of using stealth 
LNCs compared to conventional one. Indeed, Hoarau et al. demonstrated 
a blood half-life of 8 h and 1 h for stealth LNCs and conventional LNCs 
respectively, with a renal and splenic clearance (Hoarau et al., 2004 Oct; 
Lacoeuille et al., 2007 Nov 1; Ballot et al., 2006 May). Years later, Lainé 
et al. confirmed that stealth LNCs exhibited a higher circulation time in 
blood than conventional one, allowing a better accumulation in tumour 
site, as shown by Morille et al. without any hepatic damage (Lainé et al., 
2014 Aug; Morille et al., 2010 Jan). 

Nevertheless, this study confirmed the potential therapeutic interest 
of ferrocifen stealth LNCs in combination with chemotherapy in PDX 
models, known to be more representative of the tumour microenviron-
ment of human patients. This is opening the way to potent new organ-
ometallic anticancer drug candidates for the treatment of 
chemoresistant cancers. 
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Figure S1. Calibration curve obtained by UPLC method for P53 and for P722 (n = 3 ± SD).  
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Figure S2. Relative weight (RW) of mice over time after the different treatments, summarized in Table 2. Data 
are means ± SEM (3 ≤ n ≤ 5 mice per group). 

 

Figure S3. Tumour growth curves (relative tumour volumes [RTV] = Vn/V0 as a function of time) after treatment 
with blank LNCs, P53-LNCs, standard chemotherapy (carboplatin and paclitaxel) and association of chemotherapy 
with blank LNCs and P53-LNCs. a) For the High OXPHOS model OV16; b) For the High OXPHOS model OV26; 
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c) For the Low OXPHOS model OV25; d) For the Low OXPHOS model OV54. Table 2 summarizes the different 
treatments. Data are means ± SEM (5 ≤ n ≤ 8 mice per group).  

 

Figure S4. Relative weight (RW) of mice with time after the different treatments tested: a) RW evolution of mice 
after treatment by stealth P53-LNCs on the two selected Low OXPHOS models, OV21 and OV54. Table 3 
summarizes the different treatments; b) RW evolution of mice after treatment by stealth P722-LNCs on OV21 and 
OV54. Table 5 describes the different treatments. Data are means ± SEM (5 ≤ n ≤ 7 mice per group). 
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3. Conclusion  

Cette étude a débuté avant ce projet de thèse, lors de la thèse d’Abdallah Ladaycia, avec les formulations 

P53-LNCs conventionnelles et P53-LNCs furtives à une concentration maximale de 13 mg/mL 

(équivalent à 43,6 mg/g d’excipients lipophiles). Par la suite, des formulations P722-LNCs furtives à 

1,6 mg/mL (équivalent à une charge maximale de 5,6 mg/g d’excipients lipophiles) ont été préparées et 

envoyées à l’Institut Curie. Les différentes formulations ont été administrées par voie intraveineuse en 

traitement seul ou en combinaison avec le carboplatine (33 mg/kg de souris) et le paclitaxel (15 mg/kg 

de souris), injectés en intrapéritonéale, pour étudier l’efficacité sur des modèles « PDX » de cancer de 

l’ovaire greffés sur des souris. Les derniers tests d’efficacité avec les formulations ferrocifène-LNCs 

furtives ont été réalisés sur deux modèles dit « Low OXPHOS », modèle OV21 et modèle OV54.  

Cette étude in vivo a permis de mettre en évidence que le ferrocifène P722 pouvait être considéré comme 

la molécule « lead » de la famille des ferrocifènes. En effet, la combinaison de traitement P722-LNCs 

furtives (8 mg/kg) et chimiothérapie conventionnelle (carboplatine et paclitaxel) a permis d’obtenir une 

réduction tumorale significativement plus importante qu’avec la chimiothérapie conventionnelle seule, 

sur le modèle « Low OXPHOS » OV21, avec une souris en rémission complète et une autre présentant 

un volume tumoral très faible et constant (RTV < 0,05) pendant 70 jours.  

Afin d’aller plus loin et de cibler spécifiquement les cellules cancéreuses ovariennes, la formulation 

P722-LNCs sera fonctionnalisée en ajoutant à la surface des LNCs un peptide pénétrant, spécifique des 

tumeurs de l’ovaire. Cette étude sera décrite dans le chapitre suivant.  
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Chapitre 4 
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Chapitre 4. Modification de surface des nanocapsules lipidiques 
par greffage d’un peptide pénétrant spécifique des cellules 
cancéreuses de l’ovaire et évaluation de la cinétique 
d’internalisation cellulaire 

1. Introduction 

Dans le chapitre 3 concernant l’évaluation in vivo de formulations furtives de P53-LNCs et de P722-

LNCs sur des modèles de tumeurs ovariennes dérivées de patientes humaines et greffées sur souris, il a 

été montré que la formulation P722-LNCs furtives, injectée à 8 mg/kg de souris et associée à la 

chimiothérapie conventionnelle (carboplatine et paclitaxel), permettait de potentialiser cette dernière. 

En effet, le taux de réponse globale des souris à la combinaison de traitement P722-LNCs furtives, 

carboplatine et paclitaxel, a été amélioré significativement par rapport à la chimiothérapie seule. De 

plus, une souris était en rémission complète et une autre possédait un volume tumoral très faible pendant 

70 jours après l’utilisation de cette combinaison de traitements. Ce résultat prometteur a été obtenu avec 

une formulation possédant des propriétés de furtivité due à la présence d’un phospholipide PEGylé, le 

DSPE-PEG2000. Comme expliqué dans l’introduction générale, l’utilisation de composés PEGylés 

permet d’éviter en partie les phénomènes d’opsonisation par répulsion stérique, après injection 

intraveineuse. Cela favorise ainsi l’accumulation du nano-système administré au niveau du site tumoral, 

phénomène plus connu sous le nom d’effet « EPR ». Cette stratégie a été nommé « ciblage passif » par 

la communauté scientifique. Cependant, utiliser cette stratégie ne permet pas de cibler spécifiquement 

les cellules tumorales et donc de réduire les effets de toxicité sur les cellules saines. Ainsi, utiliser des 

molécules permettant de reconnaitre préférentiellement des cibles surexprimées à la surface des cellules 

cancéreuses pourrait permettre de réaliser un ciblage actif. La dernière partie de ce projet de thèse repose 

sur cette idée. 

Dans l’état de l’art, les peptides pénétrants ont été décrits. Ces peptides, dont la chaîne d’acides aminés 

ne dépasse pas 30 résidus, possèdent des propriétés d’internalisation cellulaire particulièrement 

remarquables. Ces peptides sont utilisés pour décorer notamment la surface des nanoparticules. De plus, 

certains peptides pénétrants peuvent aussi reconnaitre préférentiellement des récepteurs cellulaires 

surexprimés. C’est notamment le cas du peptide TLS. En effet, les auteurs d’une étude publiée en 2013 

dans le journal Biotechnology Letter ont mis en évidence que la séquence TLSGAFELSRDK possédait 

des propriétés de ciblage de la lignée cellulaire SKOV3 de cancer de l’ovaire. Cela a été attribué au 

motif RDK en position C-Ter du peptide, permettant d’interagir avec les protéoglycanes, surexprimés à 

la surface des cellules cancéreuses ovariennes, par rapport aux cellule saines. De plus, ce peptide 

posséderait des propriétés cytotoxiques, par un mécanisme d’apoptose.  
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Ainsi, le but de cette dernière partie a été de modifier la surface des P722-LNCs, utilisées lors de l’étude 

d’efficacité in vivo, par le peptide pénétrant TLS. L’adsorption du peptide TLS à la surface des P722-

LNCs a d’abord été étudiée, mais sans succès. Une stratégie de décoration de la surface via une addition 

de Michael entre un thiol et un maléimide a donc ensuite été réalisée.   

Dans un premier temps, le peptide CTLS a été synthétisé par synthèse de Merrifield assistée par 

microondes, en stratégie Fmoc, purifié puis caractérisé. La cystéine a été rajoutée en position N-Ter de 

la séquence TLSGAFELSRDK afin de laisser la position C-Ter accessible. Ensuite, comme pour obtenir 

les P722-LNCs furtives, le phospholipide DSPE-PEG2000-Maléimide a été post-inséré dans la membrane 

des LNCs afin de permettre l’addition de Michael avec le soufre provenant de la cystéine du peptide 

CTLS. Le greffage covalent a été vérifié par analyse RMN ainsi que par analyse chromatographique, de 

manière indirecte. A noter que le peptide CTLS a été greffé aux concentrations de 1 mM et 3 mM. Ces 

formulations P722-LNCs-CTLS ont ensuite été caractérisées par diffusion dynamique de la lumière 

pour obtenir le diamètre, le PDI ainsi que le potentiel zêta des P722-LNCs modifiées. Le comportement 

dans le sang, in vitro, des différentes formulations obtenues a été étudié en regardant l’activation du 

système du complément, groupe de protéines connues dans l’élimination de pathogènes (immunité 

innée). Enfin, une cinétique d’internalisation des différentes formulations a été réalisée par cytométrie 

en flux sur les lignées cellulaires SKOV3 de cancer de l’ovaire et U87MG de glioblastome afin de 

vérifier la capacité de ciblage supposée des cellules du cancer de l’ovaire. 

2. Cell penetrating peptide functionalized lipid nanocapsules to specifically 
target ovarian cancer cell: an in vitro study 
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ABSTRACT 

High grade serous ovarian cancer (HGSOV) is the deadliest gynaecological malignancies due mainly to 
multidrug resistance to standard chemotherapy treatment, carboplatin and paclitaxel. Some studies 
highlighted the role of oxidative stress on HGSOV and classification according to mitochondrial 
oxidative phosphorylation was underlined discerning the chemosensitive “High OXPHOS” tumour and 
the less chemosensitive “Low OXPHOS” tumour. Ferrocifen, a bio-organometallic compound, is a ROS 
producer and have shown promising cytotoxicity on different multi-drug resistant cancer cell lines 
(glioblastoma, breast cancer, metastatic melanoma, ovarian cancer). However, in order to be 
administered in vivo, a formulation step is required. Lipid nanocapsules (LNCs) seems to be an efficient 
nanoparticle to encapsulate and to deliver ferrocifens due to its oily core. Recently, our team already 
obtained promising in vivo results on Low OXPHOS patient derived xenograft (PDX) ovarian cancer 
model treated with a combination of stealth P722-LNCs and classical chemotherapy.  
To go further, the aim of this study was to modify the surface of P722-LNCs by adding an ovarian 
tumour targeting cell penetrating peptide (CPP), CTLS, in order to increase specifically the 
internalization in cancer cells and to reduce potential toxicity on healthy cells. After a solid-phase 
peptide synthesis (SPPS) via a Fmoc strategy, CTLS peptide was covalently bond, at concentrations of 
1 mM and 3 mM, to the surface of P722-LNCs via a thiol-maleimide conjugation. 1H NMR, 2D NMR, 
UPLC chromatography analysis and zeta potential increase confirmed the surface decoration of LNCs 
by CTLS peptide. Complement protein consumption stayed low and showed similar behaviour between 
stealth P722-LNCs and P722-LNCs-CTLS-3mM. However, cell internalization of CTLS modified 
P722-LNCs was not cell-dependant as no significant differences were obtained between ovarian cancer 
cell line SKOV3 and glioblastoma cancer cell line U87MG. Nevertheless, it might be possible that a 
final concentration of 3 mM in CTLS enhance the endosomal escape. P722-LNCs-CTLS-3mM will thus 
be soon tested in vivo on Low OXPHOS PDX ovarian cancer model.  
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1. Introduction 

Ovarian cancer is the seventh most common cancer in women and the eight most common cause of 

cancer death. Among the gynaecological cancers, this cancer is the deadliest1. The origin can come from 

mutations of different type of cells: stromal, germline and epithelial cells. The epithelial malignancy 

(epithelial ovarian cancer) is the most widespread counting for 90 % of ovarian cancer, with 75 % 

considered as high-grade serous ovarian carcinoma (HGSOC)2. It is often detected at late stage (stage 

III or stage IV), with metastases in the peritoneal cavity, according to classification of the Federation of 

Gynecology and Obstetrics (FIGO)2,3. Thus, HGSOC is associated with poor prognosis. The standard 

treatment consists of a debulking surgery followed by chemotherapy of paclitaxel and carboplatin. 

However, tumour recurrence and resistance developed to current chemotherapy are too often met3. Even 

if new medicines were approved recently by the Food and Drug Administration (FDA) such as PARP 

inhibitor4 and monoclonal antibody bevacizumab3, there is still an urgent need to find new molecules 

and to develop new strategies to treat HGSOC.   

Over the last two decades, Pr. Jaouen and his team have developed a new class of organometallic 

compounds, named ferrocifens. The chemical structure of this family is derived from a well-known 

anticancerous compound: hydroxytamoxifen. Since the first discovery, over 200 hundreds ferrocifens 

have been synthesized and some of them have shown very interesting anticancer properties on several 

multidrug resistant cancer cell lines such as glioblastoma, triple negative breast cancer, metastatic 

melanoma and ovarian cancer, with IC50 often in micromolar range5,6. It can be explained by their 

multiple mechanisms of action. Indeed, due to their redox properties (reversible iron Fe2+/Fe3+ 

oxidation), ferrocifens behave as ROS-producing agent. Moreover, the redox properties give rise to 

formation of a selective electrophilic quinone methide (QM) able to react with biological target like 

thioredoxin reductase or DNA7,8. Nowadays, the most potent sub-family of ferrocifens seems to be the 

succinimide one, with its leading compound, the N-[4-ferrocenyl-5,5-bis(4-hydroxyphenyl)-pent-4-

enyl]succinimide, called P722. Indeed, several in vitro and in vivo studies highlighted the potential effect 

of P722 on metastatic melanoma9 and ovarian cancer10, probably due to higher stability of its quinone 

methide11. However, because of their high lipophilicity, ferrocifens are insoluble in water, requiring a 

formulation stage before an in vivo systemic administration.  

Nanoparticles appear as promising strategies for drug delivery in the context of cancer treatment, like 

ovarian cancer12. They can improve bioavailability of hydrophobic drugs, pharmacokinetic and 

biodistribution leading to an increase of therapeutic index (pharmacological efficacy versus toxicity)13. 

Moreover, in modifying their surface, nanoparticles can specifically target the tumour site14. Among all 

nanocarriers, lipid nanocapsules (LNCs) seems to be efficient to encapsulate lipophilic drugs such as 

ferrocifens6. Indeed, LNCs, obtained by a phase-inversion process, are made of a triglyceride core and 

a PEGylated surfactant shell15. Moreover, due to the elasticity of its shell16, LNC surface can be easily 

modified by post-insertion of PEGylated phospholipid, DSPE-PEG2000, to confer stealth properties and 
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to enhance accumulation into the tumour microenvironment via the Enhanced Permeation and Retention 

(EPR) effect17,18. Promising results have been obtained using this strategy with ferrocifen loaded stealth 

LNCs9,19,20. Additionally, it is also possible to modify LNC surface with molecules as aptamers, 

antibodies or cell-penetrating peptides (CPP) in order to target the tumour site. For example, Béduneau 

et al. did a post-insertion of DSPE-PEG2000-Maleimide into LNCs surface in the interest of covalent 

grafting, by a thiol-maleimide conjugation, an antibody Fab’ fragment21. In another example, Karim et 

al. modified LNC surface by adsorption of a CPP, called NFL-TBS-40-63, in order to target 

glioblastoma cells22. Thus, several strategies can be imagined using LNCs as nanomedicine.  

In a previous study, our team already obtained an in vivo significant improvement of therapeutic 

response via the association of conventional chemotherapy (carboplatin and paclitaxel) with stealth 

P722-LNCs on a Low OXPHOS Patient-Derived-Xenograft model.23 Based on these promising results, 

a new strategy was developed by modifying LNC surface with a CPP.   

CPP are short peptide made of maximum 30 amino acids with the capacity to ubiquitously cross cellular 

membranes24. They can transport a variety of covalently or non-covalently linked cargoes such as drugs, 

proteins, and nanoparticles with ability to enhance their intracellular delivery25. However, most of well-

known CPP (penetratin, TAT40-60) are not specific to cancer cells. That is why since few years, specific 

tumour targeting cell penetrating peptides are used to modify nanovectors26. 

In this study, in order to enhance internalization of P722-LNCs in ovarian cancer cells and to avoid a 

potential toxicity on healthy cells, LNC surface was covalently modified by adding a tumour targeting 

cell penetrating peptide, named TLS27. This peptide, made of 12 amino acids (TLSGAFELSRDK), was 

reported to bind preferentially to SKOV3 cells due to its basic residue RDK in C-Ter position. Moreover, 

the authors showed a therapeutic action of this TLS peptide, inducing apoptosis by down regulation of 

the pro-apoptotic transcription factor Bcl-2, with a synergistic effect associated with doxorubicin. 

Concretely, a post-insertion of DSPE-PEG2000-Maleimide was performed at LNC surface. Then, to 

conjugate the TLS to the Maleimide via a Michael addition, a slight modification of TLS N-Ter position 

was first done by adding a cysteine residue. The covalent bond between thiol from the cysteine residue 

and the maleimide function was confirmed by NMR. Then, TLS effect on the physico-chemical 

characteristics of LNCs was studied. Moreover, complement protein consumption experiments for 

conventional P722-LNCs, stealth P722-LNCs, P722-LNCs-Maleimide and CTLS modified P722-

LNCs was performed to check their behaviour in plasma. To finish, in vitro kinetic internalisation was 

performed on two different cell lines, ovarian cancer SKOV3 cell line and glioblastoma U87MG cell 

line, in order to verify the potential specificity of the CTLS modified P722-LNCs to ovarian cancer.  
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2. Material and methods 

2.1. Materials 

All components of conventional blank LNCs are FDA-approved for parenteral administration. Macrogol 

15 hydroxystearate (Kolliphor® HS 15) was purchased from BASF (Germany). Phosphatidylcholine 

from soybean (Lipoïd S 100) was provided by Lipoïd GmbH (Germany) and caprylic/capric 

triglycerides (Labrafac® WL 1349) were supplied by Gattefosse (France). Ultra-pure water (UPW) was 

obtained from a Millipore filtration system. All the other reagents or solvents used (acetonitrile, 

methanol, DMSO) for the chromatography analysis were of analytical grade. 

All Fmoc protected amino acid derivatives, hexafluorophosphate (HBTU), dimethylformamide (DMF) 

and piperidine were purchased from Iris Biotech GmbH (Germany). Phenol was provided by Merck 

KGaA (Darmstadt, Germany). Diethyl ether was purchased from Biosolve Chimie SARL (France). 

Trifluoroacetic acid (TFA), triisopropylsilane (TIS), N-methyl-2-pyrrolidone (NMP) and 

diisopropylethylamine (DIEA) were obtained from Thermo Fischer Scientific (Eugene, Oregon, USA). 

Ferrocifen P722 was synthesized according to Pigeon et al10 and provided by PSL Chimie ParisTech 

(Paris, France), Feroscan SME.  

1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-[methoxy(polyethylene glycol)-2000] (DSPE-

mPEG2000) and 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-[maleimide(polyethylene glycol)-

2000] (DSPE-PEG2000-Maleimide) were purchased from Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA) and 

Broadpharm (San Diego, USA).  

Normal human serum (NHS) was provided by the « Etablissement Français du Sang » (Angers, France). 

Sheep erythrocytes were purchased from Atlantis (Voulmentin, France). Hemolysin was purchased from 

Orgentec GmbH (Mainz, Germany).  

1,1'-Dioctadecyl-3,3,3',3'-Tetramethylindodicarbocyanine Perchlorate (DiD) was purchased from 

Thermo Fischer Scientific (Eugene, Oregon, USA). Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (with or 

without calcium chloride and magnesium chloride), Minimum Essential Medium Eagle and McCoy’s 

5A Medium, modified with sodium bicarbonate, without L-glutamine were purchased from Merck 

KGaA (Darmstadt, Germany). 

2.2. Synthesis of peptide TLS and CTLS, purification and characterization 

Cysteine modified N-Ter TLS (CTLS, M = 1425 g/mol) was synthesized by 9-

fluorenylmethyloxycarbonyl (Fmoc) solid phase peptide synthesis method (Figure S1 in supplementary 

information). Concretely, amino acids were coupled one by one from the C-Ter to the N-Ter on a Rink 

Amid MBHA resin (0.69 mmol/g) using an automated microwave peptide synthesizer (CEM, Orsay, 

France). The first step was to prepare the resin in DMF and stirred it for 2 h at room temperature in order 

to swell it. Amino acid derivatives were solubilized at 0.2 M in DMF. First step of synthesis is Fmoc 

deprotection of resin by a 20 % piperidine/DMF (v/v) deprotection solvent. Then Fmoc amino acid 
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derivatives were added one by one by a standard cycle of deprotection-washing-coupling-washing: 

amino acid (5 eq.), HBTU in DMF (4.5 eq.) and DIEA in NMP (10 eq.). These steps were performed 

under a microwave assisted system. At the end of the synthesis, resin was put in syringe, washed three 

times with methanol and dried under vacuum to eliminate traces of solvents. Subsequently, in order to 

cleave the synthesized peptide from resin and to remove the lateral chain protection groups on each 

amino acid, a cleavage cocktail was added in the syringe. A mix of TFA/phenol/water/TIS (88/5/5/2 

v/v/v/v) was added followed by a stirring step for 4 h at 37 °C. After the cleavage step, the crude peptide 

was precipitated in cold diethyl ether and then centrifuged for 30 min at 4 °C and 2000 rpm. To finish, 

diethyl ether supernatant was removed, and the crude peptide was put under argon in order to remove 

diethyl ether traces. Then a solubilisation in water/ACN (70/30 v/v) was performed before a freeze-

drying step. 

Purification of crude peptide was done using a semi-preparative reversed phase high-performance liquid 

chromatography (RP-HPLC) (Waters, France). Concretely, CTLS peptide was solubilized in 

water/CAN (70/30 v/v) at 10 mg/mL. The solution was vortexed, incubated for 1 h at 37 °C and filtered 

through a 0.22 µm filter. Then, crude solubilized CTLS was eluted at room temperature, using an 

XBridge BEH C18 Prep column (250 x 30 mm) with 5 µm particle and 130 Å pore size, at a flow rate 

of 30 mL/min with a gradient of water 0.1 % TFA/ACN 0.1 % TFA (Table 1). Detection was obtained 

by measurement of UV absorbance at λ = 214 nm. Retention time for CTLS peptide was of 13.5 min. 

After collected corresponding product, a freeze-drying step was performed in order to obtain solid form 

of CTLS. A final yield of 24 % and a purity higher than 95 % were obtained. 

Table 1. Gradient elution for the purification of CTLS peptide with a semi-preparative reversed phase 

high-performance liquid chromatography (RP-HPLC). 

Time (min) Flow rate (mL/min) 
Phase A: Water +  

0.1 % TFA (%) 

Phase B: ACN + 

 0.1 % TFA (%) 

0 30 95 5 

15 30 63 37 

20 30 10 90 

25 30 95 5 

32 30 95 5 

 

Characterization of CTLS peptide was performed via an LC-MS/MS method. The method was 

developed on an Alliance® 2695 system (Waters) with a 150 x 2.0 mm, 5 µm Uptisphere C18 5ODB 

column (Interchim, France). Purified solid CTLS peptide was solubilized in Water/ACN (95/5) at 1 

mg/mL. Purified peptide was eluted at 30 °C, at a flow rate of 0.2 mL/min with a gradient of water + 

0.1 % formic acid/ACN + 0.1 % formic acid (Table 2). Detection was obtained by measurement of UV 
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absorbance at λ = 214 nm. Retention time for CTLS peptide was of 10.0 min. Then, after the elution 

through the column, CTLS peptide went into a Guattro Micro® triple quadrupole mass spectrometer 

(Waters, France). Products ionization was performed by an electrospray in positive ion mode in the m/z 

200 – 2000 range (Figure S2 in supplementary information for LC chromatogram and mass spectra). 

Table 2. Gradient elution of the LC-MS/MS method for the characterization of CTLS peptide. 

Time (min) Flow rate (mL/min) 
Phase A: Water +  

0.1 % formic acid (%) 

Phase B: ACN +  

0.1 % formic acid (%) 

0 0.2 95 5 

1 0.2 95 37 

10 0.2 30 70 

11 0.2 30 70 

12 0.2 95 5 

15 0.2 95 5 

 

2.3. Formulation of lipid nanocapsules 

Preparation of blank LNCs  

Blank LNCs were formulated by a phase inversion process as already described in literature.23 

Kolliphor® HS15 (16.9 % w/w), Labrafac® WL 1349 (20.7 % w/w), Lipoïd S 100 (1.5 % w/w), NaCl 

(1.3 % w/w, in respect with the physiological osmolarity) and UPW (59.6 % w/w) were added in a vial 

and put under magnetic stirring at 60 °C for 10 min. Then, three heating cooling cycles were performed 

between 90 °C and 60 °C in order to switch between O/W emulsion for temperature lower than phase 

inversion temperature (PIT) and W/O emulsion for temperature higher than PIT. During the last cooling 

step, when temperature reached the PIT (78 °C < PIT < 83 °C), ice-cold UPW (31.5 % v/vtot) was added 

to induce irreversible shock and form blank LNCs. Suspension was then stirred for 10 min at room 

temperature. Finally, LNCs formulation was filtrated through 0.2 µm sterile PES membrane and stored 

at 4 °C. 

Preparation of P722-LNCs  

Concretely, P722 (powder form) was added in order to have a final concentration of 5.6 mg/g of 

lipophilic excipients (P722 + Kolliphor® HS15 + Labrafac® WL 1349 + Lipoïd S100). First, P722 was 

mixed with Kolliphor® HS15 and Labrafac® WL 1349 and stirred for 30 min at 60 °C. Subsequently, 

the other components (Lipoïd S 100, NaCl and UPW) were added and the three heating cooling cycles 

of phase inversion process were performed. P722-LNCs formulation was filtrated through 0.2 µm sterile 

PES membrane and stored at 4 °C. 
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Preparation of fluorescent LNCs (P722-LNCs-DiD)  

DiD was first solubilized in acetone at 2 mg/mL. DiD was added at a concentration of 0.1 % (w/wLabrafac) 

with P722, Kolliphor® HS15 and Labrafac in a vial. Final concentration in P722 was fixed at 3.74 mg/g 

of lipophilic excipients (eq. to 2 mM). Mixture was put under stirring at for 30 min at 60 °C. Then the 

other components (Lipoïd S 100, NaCl and UPW) were added and the three heating cooling cycles of 

phase inversion process were performed. P722-LNCs-DiD was filtrated through 0.2 µm sterile PES 

membrane and stored at 4 °C.  

2.4. Post-insertion of DSPE-PEG2000 and DSPE-PEG2000-Maleimide 

The PEGylated phospholipid used was either 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-

[methoxy(polyethylene glycol)-2000] (DSPE-mPEG2000) or 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-

phosphoethanolamine-N-[maleimide(polyethylene glycol)-2000] (DSPE-PEG2000-Maleimide).  

In previous study, the stealth P722-LNCs were obtained as followed.23 DSPE-mPEG2000 was added to 

P722-LNCs formulation, put under magnetic stirring at 30 °C for 4 h and then quenched for 1 min in an 

ice bath. Final concentration of DSPE-PEG2000 was fixed at 5 mM.  

For the post-insertion of DSPE-PEG2000-Maleimide to the surface of blank LNCs, P722-LNCs and 

P722-LNCs-DiD, same protocol was used (Figure 1). Final concentration was fixed at 5 mM, 

corresponding to 1650 maleimide functions per LNC in theory (number of LNCs determined by 

Nanoparticle tracking analysis (NTA)) (Figure S3 in supplementary information).  

All these formulations were then filtrated through 0.2 µm sterile PES membrane and stored at 4 °C. 

2.5. Surface modification of LNCs with CTLS peptide  

Covalent grafting of CTLS peptide at blank LNCs-Maleimide surface, P722-LNCs-Malemide surface 

and P722-LNCs-DiD-Maleimide was performed by a Michael addition of the thiol group from cysteine 

residue in N-Ter position of CTLS peptide and the reactive maleimide from DSPE-PEG2000-Maleimide.  

Concretely, purified CTLS (powder form) was added to blank LNCs-Maleimide, P722-LNCs-

Maleimide and P722-LNCs-DiD-Maleimide at a molar ratio of 3:5 and 1:5 in DSPE-PEG2000-Maleimide 

(eq. to 990 and 330 CTLS peptides per LNC in theory). Then, reaction mixtures were put under inert 

atmosphere to avoid formation of disulfide bond between CTLS molecules. Reaction was then 

performed for 90 min at 37 °C under magnetic stirring (Figure 1).  

As a control, reaction between DSPE-PEG2000-Maleimide and CTLS peptide in water was performed at 

a molar ratio of 3:5 in DSPE-PEG2000-Maleimide. Final product was then analysed by 1H NMR and two-

dimensional NMR (2D NMR) in deuterated DMSO. 
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Figure 1. Steps of surface modification of LNCs by CTLS peptide and corresponding structures of the 

LNCs.  

 

2.6. Characterization of the different formulations 

Characterization of conjugation between CTLS peptide and DSPE-PEG2000-Maleimide  

Blank LNCs-Maleimide and blank LNCs-CTLS-3mM were analysed by 1H NMR and 2D NMR in 

deuterated DMSO. A dialysis step was performed for 24 h at 37 °C in UPW for LNCs-CTLS-3mM 

using a Float-A-Lyzer G2 Dialysis Device, MWCO 100 kD (Merck KGaA, Germany) and the dialysed 

formulation was analysed by 1H NMR and 2D NRM in deuterated DMSO.   

Moreover, indirect proof of conjugation between CTLS peptide and DSPE-PEG2000-Maleimide was 

performed using an Ultra-High-performance liquid chromatography (UPLC) system. A C18 analytical 

column (ACQUITY UPLC® BEH C18 1.7 µm, 2.1 x 50 mm, Waters, France) was used at 30 °C. 

Concretely, P722-LNCs-CTLS-1mM and P722-LNCs-CTLS-3mM were dissolved by a 40-fold dilution 

in methanol/DMSO (90/10 v/v). As a control, CTLS peptide was prepared at 3 mM in a mixture of blank 

LNCs dissolved by a 40-fold dilution in methanol/DMSO (90/10 v/v). This CTLS solution was then 

diluted by a 40-fold dilution with the same mixture. Samples were eluted in the C18 column at a flow 

rate of 0.2 mL/min with a gradient of water + 0.1 % TFA/ACN + 0.1 % TFA (Table 3). CTLS detection 

was obtained by measurement of UV absorbance at λ = 214 nm. Retention time for CTLS was of 5.25 

min (Figure S5 in supplementary information for UPLC chromatograms). 
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Table 3. Gradient elution of the UPLC method used for qualitative analysis of CTLS peptide in 

formulations and quantification of P722 for encapsulation efficiency (E.E). 

Time (min) Flow rate (mL/min) 
Phase A: Water +  

0.1 % TFA (%) 

Phase B: ACN +  

0.1 % TFA (%) 

0 0.2 95 5 

7 0.2 30 70 

8 0.2 30 70 

9 0.2 95 5 

15 0.2 95 5 

 

Determination of encapsulation efficiency (E.E) and drug loading (D.L) in P722  

Encapsulation efficiency and drug loading in P722 were determined using the same UPLC method 

described above. Detection of P722 was obtained by UV absorbance measurement at λ = 450 nm. 

Calibration curve was established (at each analysis) by quantifying the area under the curves (AUCs) of 

[0.01 – 0.2] mg/mL P722 solutions in blank LNCs dissolved by a 40-fold dilution in methanol/DMSO 

(90/10 v/v). After a filtration step through a 0.2 µm pore size filter, P722-LNCs, P722-LNCs-

Maleimide, P722-LNCs-CTLS-3mM and P722-LNCs-CTLS-1mM were dissolved by a 40-fold dilution 

with methanol/DMSO (90/10 v/v) to have P722 concentration in the appropriate concentration range. 

Quantification of P722 was obtained using the calibration curve. Injection volume was of 10 µL and 

P722 retention time was of 8.15 min. Analysis of the data was performed using Empower 3 software 

(Waters). 

Encapsulation efficiency (E.E, %) of P722 into LNCs was calculated using the following equation:  

𝐸. 𝐸 (%) =  (𝐼𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙 𝑓𝑒𝑟𝑟𝑜𝑐𝑖𝑓𝑒𝑛 𝑐𝑜𝑛𝑐. 𝑖𝑛 𝐿𝑁𝐶𝑠 − 𝑢𝑛𝑒𝑛𝑐𝑎𝑝𝑠𝑢𝑙𝑎𝑡𝑒𝑑 𝑓𝑒𝑟𝑟𝑜𝑐𝑖𝑓𝑒𝑛 𝑐𝑜𝑛𝑐. 𝑖𝑛 𝐿𝑁𝐶𝑠)𝐼𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙 𝑓𝑒𝑟𝑟𝑜𝑐𝑖𝑓𝑒𝑛 𝑐𝑜𝑛𝑐.  𝑖𝑛 𝐿𝑁𝐶𝑠× 100 

Drug loading of P722 into LNCs was calculated using the following equation: 

𝐷. 𝐿 (% 𝑤𝑤)
=  𝑀𝑎𝑠𝑠 𝑜𝑓 𝑒𝑛𝑐𝑎𝑝𝑠𝑢𝑙𝑎𝑡𝑒𝑑 𝑓𝑒𝑟𝑟𝑜𝑐𝑖𝑓𝑒𝑛 𝑖𝑛 1 𝑚𝐿 𝑜𝑓 𝐿𝑁𝐶 𝑑𝑖𝑠𝑝𝑒𝑟𝑠𝑖𝑜𝑛𝑚(𝑓𝑒𝑟𝑟𝑜𝑐𝑖𝑓𝑒𝑛) + 𝑚(𝐿𝑎𝑏𝑟𝑎𝑓𝑎𝑐® 𝑊𝑅 1349 ) + 𝑚(𝐾𝑜𝑙𝑙𝑖𝑝ℎ𝑜𝑟® 𝐻𝑆 15 ) + 𝑚(𝐿𝑖𝑝𝑜ï𝑑 𝑆 100)× 100 

Physico-chemical characterization of LNCs  

Average hydrodynamic diameter (Z-average) and polydispersity index (PDI) were determined by 

dynamic light scattering (DLS) at 25 °C with a backscatter angle of 173 ° using a Zetasizer Nano ZS 

system (Malvern Instrument Ltd, UK) after a dilution by 6650 of the formulations in UPW. The 
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measured average values were calculated from 3 runs, with more than 10 measurements for each run. 

Zeta potential of the nano-systems was measured using the laser Doppler micro-electrophoresis 

technique by a Zetasizer Nano ZS system (Malvern Instrument LtD, UK). The measured average values 

were calculated from 3 runs with more than 10 measurements for each run, after a dilution by 100 of the 

formulations with UPW (pH = 8.3 at 25 °C).  Smoluchowski’s approximation was used to determine 

electrophoretic mobility for determination of the zeta potential. For Z-average, PDI and zeta potential, 

results shown in Table 4 are the average of three formulations (n = 3).  

LNC concentration (number of LNCs per mL of formulation) was determined using a Nanoparticle 

Tracking Analysis (NTA) system, NanoSight NS300 (Malvern Instruments Ltd, United Kingdom). 

Blank LNCs, stealth blank LNCs, P722-LNCs and stealth P722-LNCs were diluted by a factor of 2.106 

in UPW and were infused in the sample chamber using a syringe pump at a 30 µL/min flow rate. A 405 

nm laser was used to illuminate the LNCs and their Brownian motion was recorded in five videos of 60 

s by the camera of the device. Then, NTA software (NTA 3.2 Dev Build 3.2.16) analysed the recordings 

by tracking the motion of LNCs and calculated the number of LNCs in the different samples (4 < n < 5) 

(Figure S3 in supplementary information).  

Fluorescence characterization of P722-LNCs-DiD  

Fluorescence of formulation P722-LNCs-DiD, P722-LNCs-DiD-Maleimide, P722-LNCs-DiD-CTLS-

1mM and P722-LNCs-DiD-CTLS-3mM were assessed using a spectrofluorometer FluoroMax-4 

(HORIBA Scientific, Japan). Formulations were diluted by a factor 2.105 in UPW before fluorescence 

analysis. Excitation wavelength was fixed at 644 nm for DiD dye and the emission fluorescence 

spectrum was recorded between 600 nm and 800 nm. 

 

2.7. Complement consumption assay (CH50 assay) 

Complement consumption was assessed in normal human serum (NHS) by measuring the residual 

hemolytic capacity of the complement system after contact with nanoparticles. The technique consisted 

in determining the amount of serum able to lyze 50 % of a fixed number of sensitized sheep erythrocytes 

withs rabbit anti-sheep erythrocyte antibodies (CH50). The CH50 unit consumption by P722-LNCs, 

stealth P722-LNCs, P722-LNCs-Maleimide, P722-LNCs-CTLS-3mM and P722-LNCs-CTLS-3mM, 

dialysed for 24 h, was compared by plotting the percentage of CH50 unit consumption as a function of 

surface area of the different LNCs (Figure 4). 

2.8. Cell culture 

Ovarian cancer cell line SKOV3 and glioblastoma cancer cell line U87MG were obtained from the 

American Type Culture Collection (ATCC) and maintained as recommended. 

SKOV3 cell lines were grown in McCoy’s 5A Medium, modified with sodium bicarbonate, without L-



            171 
 

glutamine and supplemented with 10 % of Fetal Bovine Serum (FBS) and 1 % of 

penicillin/streptomycin. U87MG were grown in Eagle’s Minimum Essential Medium supplemented 

with 10 % of FBS and 1 % of penicillin/streptomycin. Cells were maintained in a humid atmosphere at 

37 °C with 5 % CO2. 

2.9. Kinetic of P722-LNC internalization in SKOV3 cells and U87MG cells.  

Kinetics of internalization of the formulation P722-LNCs-DiD, P722-LNCs-DiD-Maleimide, P722-

LNCs-DiD-CTLS-1mM and P722-LNCs-DiD-CTLS-3mM was assessed by flow cytometry using the 

BD FACSCantoTM II flow cytometer (Biosciences, New Jersey, USA).   

Briefly, cells were seeded in 6-well plates at 1.5 x 105 SKOV3 cells per well and 2.5 x 105 U87 MG 

cells per well. The 6-well plates were maintained in a humid atmosphere at 37 °C with 5 % CO2 for 48 

h. Media in each well were changed after 24 h of incubation. Then, SKOV3 cells and U87MG cells were 

treated with P722-LNCs-DiD, P722-LNCs-DiD-Maleimide, P722-LNCs-DiD-CTLS-1mM and P722-

LNCs-DiD-CTLS-3mM, diluted 200 fold in order to have final concentration of 10 µM in P722, 

corresponding to 1,200 µg/mL in LNCs. Treatments were performed for 1 h, 6 h and 24 h. After 

treatment, cells were washed once with Dulbecco’s Phosphate Buffered (PBS) without calcium and 

magnesium and detached with Trypsin-EDTA by incubating for 4 min. Then, media were added to 

inhibit trypsin effect and cells were centrifuged at 250 g for 3 min. The supernatant was removed and 

dispersion of cells pellet was performed with cold PBS with calcium and magnesium. Cells were 

centrifuged again at 250 g for 3 min and cells pellet was dispersed again with cold PBS. Finally, cells 

were analysed by a flow cytometer with 10 000 events per condition. Experiment was performed in 

triplicate (n=3) on SKOV3 cells and in duplicate (n=2) on U87MG cells 

2.10. Statistical analysis 

Results obtained from experiments were analysed statistically using GraphPad Prism® software. Mean 

and standard deviation (SD) were determined. Values are represented as Mean ± SD. Kruskal-Wallis 

test followed by a Dunn’s test for multiple comparisons was applied. Differences were considered 

statistically significant for p < 0.05. 
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3. Results and Discussions 

3.1. Physico-chemical characterization 

Covalent grafting of CTLS peptide to DSPE-PEG2000-Maleimide  

Maleimide-thiol chemistry has been often used for the design of peptide-decorated drug delivery 

systems.21,28–30 In this study, cysteine modified N-Ter TLS (CTLS) peptide was chosen in order to 

formulate ovarian cancer targeting LNCs. First, maleimide-thiol conjugation was performed in water at 

a molar ratio 3:5 between CTLS peptide and DSPE-PEG2000-Maleimide. After 90 min of reaction under 

nitrogen, the reaction mixture was then analysed by 1H NMR and 2D NRM. 2D NMR spectra of CTLS 

peptide, DSPE-PEG2000-Maleimide and DSPE-PEG2000-Maleimide + CTLS are shown on Figure 2. A 

characteristic chemical shift of a -CH-S- bond was observed for the mixture DSPE-PEG2000-Maleimide 

+ CTLS (Figure 2).31 Indeed, correlation between protons and carbons was found for chemical shift 

between 3 and 4.2 ppm for 1H signals and between 30 and 50 ppm for 13C carbon signals. 

Same signals was observed for the blank LNCs-CTLS-3mM formulation with or without dialyse for 24 

h (corresponding to a molar ration 3:5 between CTLS peptide and DSPE-PEG2000-Maleimide) (Figure 

3 and Figure S4 in supplementary information). It is thus possible to affirm that thiol conjugation 

occurred with DSPE-PEG2000-Maleimide at LNCs surface. Finally, results obtained by UPLC 

chromatography could confirm this affirmation as no signals from CTLS after covalent grafting, at 1 

mM or 3 mM, were obtained compared to control CTLS sample (Figure S5 in supplementary 

information). 
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Figure 2. 2D NMR spectra obtained for CTLS peptide (purple spectrum), DSPE-PEG2000-Maleimide 

(red spectrum) and DSPE-PEG2000-Maleimide + CTLS (blue spectra). The red circles show the chemical 

shift characteristic of a -CH-S- bond.  

 

Figure 3. 2D NMR spectra obtained for: a) CTLS peptide (purple spectrum), blank LNC-Maleimide 

(red spectrum), blank LNC-Maleimide-CTLS-3mM without dialysis (blue spectrum); b) CTLS peptide 

(red spectrum), blank LNC-Maleimide (blue spectrum) and blank LNC-Maleimide-CTLS-3mM 

dialysed for 24 h in UPW (green spectrum). The red circles show the chemical shifts characteristic of a 

-CH-S- bond. 
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Physico-chemical characterization of LNCs  

Particle hydrodynamic diameter, polydispersity index (PDI), zeta potential, drug loading and 

encapsulation efficiency of the different formulations are shown on Table 4, Table S1 and Table S2. 

First, the encapsulation of P722 in LNCs was obtained with a maximum final drug loading of 0.56 % 

(eq. 1.6 mg/mL), as previously obtained23. A Z-average of 49.3 ± 0.6 nm for P722-LNCs and 52.5 ± 0.1 

nm for blank LNCs were characterized, with a PDI lower than 0.2 showing the monodispersity of 

formulations. Zeta potentials for P722-LNCs and blank LNCs were considered as neutral (values around 

-5 mV). After post-insertion of the PEGylated phospholipid DSPE-PEG2000-Maleimide at a final 

concentration of 5 mM, a slight increase was observed on the hydrodynamic diameter for P722-LNCs-

Maleimide compared to P722-LNCs followed by a decrease of zeta potentiel, from -3.4 ± 0.6 mV for 

P722-LNCs to -17.0 ± 0.7 mV for P722-LNCs-Maleimide. Same behaviour was observed after post-

insertion of DSPE-PEG2000 for stealth P722-LNCs (Table 4). As described in literature, this decrease in 

zeta potential is explained by the electrical dipole from the ethylene glycol moiety and by the length of 

the PEGylated chain (45 PEG monomer units).23,32 Finally, no significant difference was observed on 

the LNC concentration (number of LNCs per mL of formulation) after post-insertion of DSPE-PEG2000 

suggesting that the post-insertion process at 30 °C for 4 h did not impact integrity of LNCs. The same 

protocol was used for the DSPE-PEG2000-Maleimide post-insertion with the same result. The diameter 

increase observed after a post-insertion has been classically reported in literature with LNCs.21  

Interestingly, covalent grafting of CTLS peptide at a molar ratio 3:5 and 1:5 in DSPE-PEG2000-

Maleimide modified the zeta potential values (Table 4). Indeed, an increase was observed depending 

on CTLS concentration. Zeta potential for P722-LNCs-Maleimide, P722-LNCs-CTLS-1mM and P722-

LNCs-CTLS-3mM were -17.0 ± 0.7 mV, -14.0 ± 0.9 and -7.2 ± 1.6 mV respectively. This significant 

increase in zeta potential for P722-LNCs-CTLS-3mM could be explained by positive charges from 

arginine R and lysine K amino acids in CTLS peptide sequence. Similar variation of surface charge was 

reported on several studies after adsorption or covalent grafting of CPP at the surface of 

nanoparticle.22,33,34 For example, Karim et al. showed an increase in zeta potential of LNCs, also 

depending on peptide concentration, after adsorption of NFL-TBS-40-63 peptide.22 Moreover, Yin et al. 

obtained an increase of zeta potential of their superparamagnetic NPs after covalent grafting of WSG 

peptide using carbodiimide chemistry.34  

After a dialysis for 24 h, a decrease in zeta potential occurred both for P722-LNCs-Maleimide, P722-

LNCs-CTLS-1mM and P722-LNCs-CTLS-3mM. Differences in zeta potential were not anymore 

significant but values from CTLS modified LNCs were still higher than for LNCs-Maleimide (-19.4 ± 

2.9 for P722-LNCs-CTLS-3mM and -23.3 ± 0.2 for P722-LNCs-Maleimide) (Table S1 in 

supplementary information). It might be possible that this decrease is related to a change of DSPE-PEG-

Maleimide conformation, from mushroom to brush conformation, leading to rearrangement of spatial 

position of ethylene oxide units and so a change in global dipolar moment35.  
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Same results were obtained on physico-chemical characterization of blank LNCs (Table S2 in 

supplementary information) and P722-LNC-DiD (Table S3 in supplementary information). 

Finally, the zeta potential values obtained for each CTLS modified LNCs, combining with NMR results, 

allowed to confirm the successful covalent grafting of CTLS peptide at the LNC surface. 

Table 4. Physico-chemical characteristics (hydrodynamic diameter, PDI, zeta potential, drug loading 

and encapsulation efficiency) of the different formulations. Data are means ± SD (n = 3). Statistical 

analysis was performed using one-way analysis of variance (ANOVA 1F) followed by a Dunn’s test for 

multiple comparisons between zeta potential values of P722-LNCs-Maleimide, P722-LNCs-CTLS 1 

mM, P722-LNCs-CTLS 3 mM (*: P < 0.05).  

Formulation 
Hydrodynamic 

diameter (nm) 
PDI 

Zeta Potential 

(mV) 

Drug loading 

(% w/w) 

Encapsulation 

efficiency (E.E) 

(%) 

P722-LNCs 49.3 ± 0.6 0.05 ± 0.01 -3.4 ± 0.6 0.56 > 95 % 

Stealth P722-LNCs 57.2 ± 1.0 0.06 ± 0.01 -18.1 ± 0.4 0.56 > 95 % 

P722-LNCs-Maleimide 60.7 ± 0.6 0.12 ± 0.02 -17.0 ± 0.7 0.56 > 95 % 

P722-LNCs-CTLS-1mM 66.3 ± 1.6 0.14 ± 0.01 -14.0 ± 0.9 0.56 > 95 % 

P722-LNCs-CTLS-3mM 67.5 ± 3.2 0.15 ± 0.03 -7.2 ± 1.6* 0.56 > 95 % 

 

3.2. Complement consumption (CH50) by different P722-LNCs formulation 

In vitro complement activation was evaluated using the CH50 method. The method consist in the 

evaluation of the consumption of the entire complement system, known to be responsible of 

opsonization of nanoparticles32,36. Results are shown in Figure 4. Excepted for P722-LNCs-Maleimide 

formulation, all formulations had a weak complement consumption. Indeed, for P722-LNCs, stealth 

P722-LNCs, P722-LNCs-CTLS-3mM with or without dialysis, complement consumption were below 

15 % whatever the surface area of LNCs per mL of NHS. For the formulation P722-LNCs-Maleimide, 

the percentage of CH50 unit consumption increased up to 70 % with the surface area of LNCs per mL 

of NHS. This result indicated that this formulation possesses an activating surface and would be removed 

quickly from bloodstream. This phenomenon could be explained by the presence of the reactive 

maleimide function. Indeed, as a Michael acceptor, the maleimide function could react via a Michael 

addition with thiol from plasmatic protein37, leading to the recognition by the mononuclear phagocytic 

system (MPS).   

The low complement consumption of P722-LNCs, stealth P722-LNCs and P722-LNCs-CTLS-3mM 

could be associated with the physico-chemical characteristics of formulations. Indeed, for conventional 

P722-LNCs and stealth P722-LNCs, the PEGylated shell from PEG hydroxystearate (PEG chain length 
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of 15 units) and the post-insertion of DSPE-PEG2000 (PEG chain length of 45 units) could confer stealth 

properties to LNCs as it has already been shown previously20,38,39. Then, it is well known that the 

complement consumption is proportional to the nanoparticle size and to zeta potential value32. For the 

P722-LNCs-CTLS-3mM, even if an increase in zeta potential and size were obtained compared to P722-

LNCs-Maleimide, the complement activation was not altered by the presence of CTLS peptide at LNCs 

surface. Moreover, according to the data obtained after dialysis, it gave another evidence of the covalent 

grafting of CTLS peptide with Maleimide function at LNCs surface as the formulation after dialysis 

showed the same behaviour than the non-dialysis one. The maleimide function from DSPE-PEG2000-

Maleimide was thus still protected by CTLS peptide, preventing interactions between the reactive 

maleimide group and plasmatic proteins.   

Finally, it is very interesting that same behaviour was obtained in vitro between stealth P722-LNCs and 

P722-LNCs-CTLS-3mM. Indeed, in a previous study, stealth P722-LNCs already proved their 

biological benefits, associated with carboplatin and paclitaxel, after an in vivo intravenous 

administration on high grade serous ovarian cancer Low OXPHOS PDX mice model.23 In theory, 

formulation P722-LNCs-CTLS-3mM should not be quickly eliminated from the bloodstream by the 

MPS which should allow them, as for stealth P722 LNCs, to reach their target and act effectively thanks 

to the peptide action. 

 

Figure 4. Complement consumption at 37 °C by P722-LNCs (black diamond), stealth P722-LNCs (red 

triangle), P722-LNCs-CTLS-3mM after dialysis (blue triangle), P722-LNCs-CTLS-3mM (Green 

square) and P722-LNCs-Maleimide (orange circle). 

3.3. Kinetic of P722-LNCs internalization in SKOV3 cells and U87MG cells 

The LNC concentration used for the cellular uptake studies was 1.2 mg/mL corresponding to a 

concentration of 10 µM in P722 whatever the formulation tested. The concentration in CTLS peptide 

was 5 µM and 15 µM for P722-LNCs-DiD-CTLS-1mM and P722-LNCs-DiD-CTLS-3mM 
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respectively. At these concentrations, CTLS peptide and P722 were not cytotoxic after 24 h of treatment 

on SKOV3 cells (Figure S6 in supplementary information).   

First, fluorescence of the formulations used, P722-LNCs-DiD, P722-LNCs-DiD-Maleimide, P722-

LNCs-DiD-CTLS-1mM and P722-LNCs-DiD-CTLS-3mM was measured (Figure S7 in supplementary 

information). No quenching phenomenon was observed.   

Then, SKOV3 cells and U87MG cells were incubated with these formulations for 1 h, 6 h and 24 h. 

U87MG cells were chosen as control to check the potential specificity of CTLS on ovarian cancer: as 

an element of comparison, it was shown previously that less than 20 % of U87MG cells were positive 

to DiA after 24 h of treatment with blank LNCs-DiA.22 First, there is a time dependency for LNCs 

cellular uptake in each cell line (Figure 5). Indeed, percentage of DiD-positive cells increased with time. 

For SKOV3 cells, whatever the formulations (P722-LNCs-DiD, P722-LNCs-DiD-Maleimide, P722-

LNCs-DiD-CTLS-1mM and P722-LNCs-DiD-CTLS-3mM), LNCs uptake was about 20 % after 1 h of 

incubation and above 80 % after 24 h (Figure 5.a)). For U87MG cells, results shown cellular uptake 

about 45 % after 1 h and above 90 % after 24 h, whatever the formulations used (Figure 5. b)). Results 

obtained on U87MG cells for conventional LNCs (P722-LNCs-DiD) were different from the one 

obtained in literature.22 This difference could come from experimental condition differences (number of 

cells seeding for example) as it is well known that it can affects CPP activity.24 Moreover, the use of 

CTLS peptide did not allow to enhance the internalization of LNCs on SKOV3 cells. Indeed, even if a 

slight decrease was observed on the percentage of DiD positive cells with P722-LNCs-DiD-CTLS-

3mM, whatever the incubation time, no significant differences were obtained between the formulations. 

Same results were obtained on U87MG cells. So, the targeting capacity of CTLS peptide on ovarian 

cancer was not demonstrated. However, on the two cell lines, the median of fluorescence after 6 h and 

24 h of incubation, was lower with P722-LNCs-DiD-CTLS-3mM (Figure 6). Indeed, on SKOV3 cells, 

median of fluorescence was 7682, 7774 and 4640 for P722-LNCs-DiD, P722-LNCs-DiD-CTLS-1mM 

and P722-LNCs-DiD-3mM respectively, after 24 h (Figure 6.a)). On U87MG cells, median of 

fluorescence was 9053, 7711 and 6908 for P722-LNCs-DiD, P722-LNCs-DiD-CTLS-1mM and P722-

LNCs-DiD-3mM respectively, after 24 h (Figure 6.b)). It might be possible that the positive charge 

from CTLS peptide enhance endosomal escape after cellular uptake. This enhancement would lead to a 

quicker release and degradation of DiD dye and so a lower fluorescence intensity finally measured.40 

So, even if results were not significant, using CTLS modified LNCs at final concentration of 3 mM in 

CTLS could enhance release of LNCs in cytosol.   
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Figure 5. Internalization kinetics at 37 °C of P722-LNCs-DiD (in red), P722-LNCs-DiD-Maleimide (in 

orange), P722-LNCs-DiD-CTLS-1mM (in light green) and P722-LNCs-DiD-CTLS-3mM (in dark 

green) after incubation for 1 h, 6 h and 24 h on : a) SKOV3 cells ; b) U87MG cells. Results were 

obtained by flow cytometry and were presented according to the percentage of DiD positive cells. 

Experiments were performed in triplicate on SKOV3 cells and in duplicate on U87MG cells.  

 

Figure 6. Internalization kinetics at 37°C of P722-LNCs-DiD (in red), P722-LNCs-DiD-Maleimide (in 

orange), P722-LNCs-DiD-CTLS-1mM (in light green) and P722-LNCs-DiD-CTLS-3mM (in dark 

green) after incubation for 1 h, 6 h and 24 h on: a) SKOV3 cells ; b) U87MG cells. Results were obtained 

by flow cytometry and were presented according to the median of fluorescence of DiD positive cells. 

Experiments were performed in triplicate on SKOV3 cells and in duplicate on U87MG cells. 

 

4. Conclusion 

In this study, the surface of P722-LNCs at 5.6 mg/g of lipophilic excipient was modified by adding a 

cell penetrating peptide, CTLS. First, CTLS peptide was synthesized by solid-phase peptide synthesis 

via a Fmoc strategy, purified and characterized by NMR and LC/MS chromatography. In order to 

perform a covalent grafting of the peptide at the surface of P722-LNCs, a PEGylated phospholipid 

DSPE-PEG2000-Maleimide was post-inserted in LNC membrane. Covalent grafting of CTLS peptide to 
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the maleimide function was then performed at two concentrations: 1 mM and 3 mM. 1H NMR and 2D 

NMR confirmed the successful covalent grafting of CTLS peptide. It was indirectly confirmed by UPLC 

method with an absence of CTLS signal after the decoration process and by the significant increase of 

zeta potential of LNCs with CTLS concentration compared to non-modified LNCs. More interestingly, 

complement consumption experiment showed no activation of the protein complement by P722-LNCs-

CTLS-3mM as for stealth P722-LNCs, a formulation that already showed promising in vivo therapeutic 

activities on high grade serous epithelial ovarian cancer (HGSOC). However, internalization kinetic on 

SKOV3 cells and U87MG cells did not show significant differences in cellular uptake using CTLS 

modified P722-LNCs compared to non-modified formulations. Nevertheless, the lower median 

fluorescence intensity observed using P722-LNCs-CTLS-3mM could come from the positive charges 

of CTLS, improving endosomal escape of LNCs and so the release in cytosol. To go further, P722-

LNCs-CTLS-3mM will be tested in vivo on Patient-Derived Xenograft (PDX) model of high grade 

serous ovarian cancer (HGSOC). 
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Supplementary information 

 

 

Figure S1. Chemical structure of CTLS.  
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Figure S2. LC chromatograms (on the left) and mass spectra (on the right) of purified CTLS peptide 
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Figure S3. LNC concentration (number of LNCs per mL of formulation) determined by NTA for blank 

LNCs (in black), P722-LNCs (in orange), stealth blank LNCs (in white with checkerboard) and stealth 

P722-LNCs (in orange with checkerboard) (4 < n < 5).  
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Figure S4. 1H NMR spectra obtained in DMSO-d6 for: a) CTLS peptide (red spectrum), blank LNC-

Maleimide (blue spectrum), blank LNC-Maleimide-CTLS-3mM without dialysis (green spectrum); b) 

CTLS peptide (red spectrum), blank LNC-Maleimide (blue spectrum) and blank LNC-Maleimide-

CTLS-3mM dialysed for 24 h in UPW (green spectrum). Red circles show characteristic chemical shift 

from CTLS peptide. 
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Figure S5. UPLC chromatograms of CTLS peptide at 3 mM diluted by a factor 40 in a mixture of blank 

LNCs dissolved by a 40-fold dilution in methanol/DMSO (90/10 v/v) (red chromatogram), P722-LNCs-

CTLS-3mM diluted 40-fold in methanol/DMSO (90/10 v/v) (black chromatogram) and P722-LNCs-

CTLS-1mM diluted 40-fold in methanol/DMSO (90/10 v/v) (green chromatogram).  

 

Table S1. Physico-chemical characteristics (hydrodynamic diameter, PDI, zeta potential) of 

formulations P722-LNCs-Maleimide, P722-LNCs-CTLS-1mM and P722-LNCs-CTLS-3mM, dialysed 

for 24 h in water at 37 °C. Data are means ± SD (n = 3). Statistical analysis were performed using one-

way analysis of variance (ANOVA 1F) followed by a Dunn’s test for multiple comparisons between 

zeta potential values of P722-LNCs-Maleimide, P722-LNCs-CTLS-1mM, P722-LNCs-CTLS-3mM. 

Formulation 
Hydrodynamic 

diameter (nm) 
PDI Zeta Potential (mV) 

P722-LNCs-Maleimide, 

dialysed 24 h 
59.3 ± 1.5 0.10 ± 0.03 -23.3 ± 0.2 

P722-LNCs-CTLS-1mM, 

dialysed 24 h 
66.4 ± 0.2 0.15 ± 0.01 -22.0 ± 1.4 (n.s) 

P722-LNCs-CTLS-3mM, 

dialysed 24 h 
69.6 ± 3.5 0.14 ± 0.01 -19.4 ± 2.9 (n.s) 
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Table S2. Physico-chemical characteristics (hydrodynamic diameter, PDI, zeta potential) of blank 

LNCs, blank LNCs-Maleimide, blank LNCs-CTLS-1mM and blank LNCs-CTLS-3mM, with or without 

dialysed for 24 h in water at 37 °C. Data are means ± SD (1 < n < 3). 

Formulation 
Hydrodynamic 

diameter (nm) 
PDI Zeta Potential (mV) 

Blank LNCs 52.5 ± 0.1 0.07 ± 0.02 -3.2 ± 0.8 

Blank LNCs-Maleimide 66.4 ± 2.9 0.14 ± 0.01 -17.2 ± 0.6 

Blank LNCs-CTLS-1mM 74.3 0.16 -13.1 

Blank LNCs-CTLS-3mM 68.4 ± 7.8 0.15 ± 0.05 -8.6 ± 1.9 

Blank LNCs-CTLS-1mM, 

dialysed 24 h 
75.9 0.22 -17 

Blank LNCs-CTLS-3mM, 

dialysed 24 h 
78 0.24 -12.6 

 

Table S3. Physico-chemical characteristics (hydrodynamic diameter, PDI, zeta potential) of fluorescent 

formulation P722-LNCs-DiD, P722-LNCs-DiD-Maleimide, P722-LNCs-DiD-CTLS-1mM and P722-

LNCs-DiD-CTLS-3mM (n=1). 

Formulation 
Hydrodynamic 

diameter (nm) 
PDI Zeta Potential (mV) 

P722-LNCs-DiD 55.4 0.160 -1.5 

P722-LNCs-DiD-Maleimide 65.0 0.159 -15.3 

P722-LNCs-DiD-CTLS-1mM 68.5 0.150 -13.2 

P722-LNCs-DiD-CTLS-3mM 71.7 0.138 -6.6 
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Figure S6. Cell viability on SKOV3 cells after 24 h of treatment with several concentrations of: a) 

CTLS peptide (diluted in DMSO) ; b) P722 (diluted in DMSO). Results were obtained using a MTS test 

after incubation for 2 h. Absorbance was measured at 490 nm using a spectrophotometer plate reader 

(SPECTRAmax M2, Molecular Devices, San Jose, USA). SKOV3 cells were seeded at 10,000 cells/well 

in 96-well plates for 24 h, at 37 °C with 5 % CO2. Then cells were treated for 24 h with different 

concentration in CTLS and P722. Experiments were performed once for each molecule (n = 1). 

 

Figure S7. Fluorescence spectrum of P722-LNCs-DiD (in red), P722-LNCs-DiD-Maleimide (in 

orange), P722-LNCs-DiD-CTLS-1mM (in light green) and P722-LNCs-DiD-CTLS-3mM (in dark 

green). Results were obtained using a spectrofluorometer FluoroMax-4 (HORIBA Scientific, Japan). 
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3. Conclusion 

Cette étude consistait à formuler des LNCs chargées en P722, à 5,6 mg/g d’excipients lipophiles (eq. 

1,6 mg/mL) dont la surface serait modifiée par l’ajout d’un peptide pénétrant ciblant spécifiquement les 

cellules cancéreuses ovariennes. Après avoir synthétisé sur support solide le peptide CTLS en stratégie 

Fmoc, purifié et caractérisé, le peptide a été greffé covalemment à la surface des P722-LNCs-Maléimide 

selon une addition de Michael. La RMN 1H et 2D a permis de vérifier la présence de déplacements 

chimiques caractéristiques d’une liaison C-S. Le greffage du peptide CTLS a aussi été observé 

indirectement par chromatographie et par zétamétrie avec une augmentation significative du potentiel 

zêta parallèlement à la concentration en peptide CTLS. De manière intéressante, la formulation P722-

LNCs-CTLS-3mM n’a montré aucune activation des protéines du complément, tout comme la 

formulation P722-LNCs furtives déjà testées in vivo précédemment, avec un résultat prometteur. 

Cependant, la capacité de ciblage spécifique du cancer de l’ovaire par les P722-LNCs-CTLS n’a pas été 

démontrée. En effet, la cinétique d’internalisation réalisée sur les cellules SKOV3 et U87MG n’a montré 

aucune différence significative entre les deux lignées cellulaires. Il en a été de même entre les différentes 

formulations, que ce soit avec ou sans peptide CTLS. Néanmoins, il est possible d’avancer que le peptide 

CTLS n’empêche pas l’internalisation des P722-LNCs dans le cytoplasme des cellules.  

Pour aller plus loin, il serait intéressant de vérifier in vitro si un effet synergique est obtenu après 

traitement des cellules avec le P722 et le peptide CTLS. En effet, les auteurs de l’article sur le peptide 

TLS avait mis en évidence une synergie entre la doxorubicine et le peptide. Enfin, même si la capacité 

de ciblage du peptide ne semble pas fonctionner dans notre étude in vitro, étant donné l’effet cytotoxique 

publié de TLS, les formulations P722-LNCs-CTLS seront tout de même testées in vivo sur les modèles 

« PDX » Low OXPHOS OV21 et OV54. 
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Discussion Générale 

1. Résumé des travaux 

Le cancer de l’ovaire est le 7ème cancer le plus fréquent et le 8ème cancer le plus mortel chez la femme, 

dans le monde (Lisio et al. 2019). Parmi les cancers gynécologiques, celui-ci reste la principale cause 

de mortalité. Ces cancers sont classifiés histologiquement selon trois familles : les cancers épithéliaux 

de l’ovaire ; les cancers d’origine stromale ; les cancers d’origine germinale. Les cancers épithéliaux de 

l’ovaire restent les plus fréquents, dont 75 % sont des carcinomes séreux de haut grade (Matulonis et al. 

2016). Ces carcinomes sont régulièrement diagnostiqués à un stade avancé selon la classification FIGO, 

ce qui rend la prise en charge et les traitements difficiles. Le traitement de référence consiste en une 

chirurgie de cytoréduction suivie d’une association de chimiothérapies (carboplatine et paclitaxel) 

(Matulonis et al. 2016). Malgré une réponse initiale au traitement, des phénomènes de résistance à la 

chimiothérapie apparaissent très souvent, entrainant inexorablement le décès des patientes.  

Afin de proposer de nouvelles alternatives, l’équipe du Dr. Mechta-Grigoriou de l’Institut Curie s’est 

intéressée au rôle du stress oxydant dans la sensibilité des carcinomes séreux de haut grade à la 

chimiothérapie conventionnelle (Gruosso et al. 2015 ; Batista, Gruosso, and Mechta-Grigoriou 2013). 

Dans une étude publiée en 2019 dans Cell Metabolism, cette même équipe a mis en évidence qu’une 

classification selon le métabolisme mitochondrial des cellules cancéreuses était possible, favorisant ou 

non la réponse à la chimiothérapie (Gentric et al. 2019). Ainsi, deux sous-types de carcinomes séreux 

de haut grade ont été observés : les tumeurs séreuses de haut grade dites « High OXPHOS » ayant un 

stress oxydatif chronique et étant sensibles à la chimiothérapie ; les tumeurs séreuses de haut grade dites 

« Low OXPHOS » présentant peu de stress oxydant et étant in fine peu sensibles à la chimiothérapie. 

L’idée de ce projet a été de proposer une alternative thérapeutique, seule ou en combinaison avec la 

chimiothérapie classique, en utilisant une molécule générant des espèces réactives de l’oxygène (ROS) 

afin de permettre une sensibilisation des tumeurs dites « Low OXPHOS » à la chimiothérapie. Pour 

atteindre cet objectif, les ferrocifènes, famille de molécules bio-organométalliques ayant des propriétés 

cytotoxiques particulièrement intéressantes in vitro sur plusieurs lignées cancéreuses résistantes 

(glioblastome, mélanome métastatique, cancer du sein triple négatif), semblent pouvoir répondre à notre 

objectif (Jaouen, Vessières, and Top 2015). En effet, la capacité des ferrocifènes à produire des ROS au 

niveau cellulaire a déjà été mise en évidence dans des études précédentes (Citta et al. 2014; Scalcon et 

al. 2017). Cependant, du fait de leur nature hydrophobe, ces molécules doivent être formulées dans des 

nano-systèmes afin de pouvoir être administrées par voie intraveineuse. Plusieurs études ont démontré 

la capacité des LNCs, souvent rendues furtives par ajout d’un phospholipide PEGylé, à encapsuler une 

charge en ferrocifènes suffisamment importante pour obtenir des résultats d’efficacité in vivo 

intéressants sur des cancers multi-résistants (Lainé et al. 2013; Huynh et al. 2011; Topin-Ruiz et al. 
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2021).   

Ainsi, dans ce projet, la famille de ferrocifènes la plus récente, ayant un groupement succinimide, a été 

utilisée et formulée dans les LNCs : une concentration inhibitrice CI50  particulièrement faible in vitro 

du P722 sur des lignées cellulaires de cancer de l’ovaire résistantes à la carboplatine avait été observée 

(Pigeon et al. 2017). Les travaux réalisés au cours de cette thèse peuvent ainsi être divisés en trois parties. 

La première partie des travaux, présentée dans le Chapitre 2, comporte l’étude physico-chimique 

approfondie de formulations de LNCs chargées en succinimide-ferrocifènes. Le premier succinimide-

ferrocifène encapsulé dans les LNCs a été le P722. La charge maximale de P722 encapsulée, obtenue 

par UPLC, était de 7,0 mg/g d’excipients lipophiles (eq. à 2 mg/mL), ce qui pouvait être considéré 

comme faible par rapport à d’autres ferrocifènes déjà utilisés précédemment. Ainsi, afin d’augmenter la 

charge maximale encapsulable dans les LNCs, des dérivés du P722 ont été synthétisés, par le Dr. Pascal 

Pigeon, pour rendre la molécule plus lipophile. 5 nouveaux ferrocifènes ont ainsi été étudiés : le (Z)-

P849, le (E)-P849, le P769, le (Z)-P998 et le (E)-P998. La plus grande lipophilie de ces molécules par 

rapport au P722 a été vérifiée par UPLC, après solubilisation dans les triglycérides composant le cœur 

des LNCs, le Labrafac® WL 1349. De façon intéressante, le comportement de ces molécules en 

formulation a été différent, notamment entre les isomères de P849 et les isomères de P998. En effet, les 

isomères (Z)-P849 et (E)-P998 s’encapsulaient mieux dans les LNCs que les isomères (E)-P849 et (Z)-

P998, nous donnant une première information sur le rôle de l’organisation spatiale des ferrocifènes sur 

leur comportement en formulation. Par ailleurs, à partir d’une certaine charge en P769 et (E)-P998, une 

nouvelle forme galénique, jamais observée auparavant avec les ferrocifènes, a été obtenue : un gel. 

Après une caractérisation rhéologique de ces gels en fonction de la concentration en ferrocifènes et du 

nombre de LNCs dans les formulations, les études de tensiométrie notamment ont démontré le caractère 

amphiphile du P769 et, dans une moindre mesure, du (E)-P998. Cette amphiphilie permettrait à ces 

deux molécules de se positionner aux niveau de la membrane des LNCs, générant ainsi des interactions 

entre les différentes LNCs et expliquant l’obtention d’un gel, à partir d’une certaine concentration. Ces 

résultats démontrent l’importance d’avoir un groupement succinimide en position cis d’un groupement 

acétyle sur les ferrocifènes pour obtenir une forme galénique gélifiée. Cette étude a permis l’écriture 

d’un article qui sera soumis dans le journal Langmuir. 

La deuxième partie des travaux, présentée dans le Chapitre 3, a consisté à étudier l’efficacité in vivo de 

formulations ferrocifène-LNCs sur des modèles PDX murins « High OXPHOS » et « Low OXPHOS » 

de cancers épithéliaux séreux de haut grade de l’ovaire. Les deux ferrocifènes étudiés étaient le P53, 

ayant une fonction alcool à la place de la fonction succinimide, et le P722. Les expériences avec le P53, 

d’abord encapsulé dans des LNCs conventionnelles puis dans des LNCs furtives, ont débuté en amont 

de ce projet ANR, pendant la thèse du Dr. Abdallah Ladaycia. Les expérimentations in vivo ont été 

réalisées par l’Institut Curie, avec le Dr. Didier Decaudin et la Dr. Fariba Nemati, qui ont développé les 

modèles PDX murins utilisés.   
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Tout d’abord, dans une première expérience, les résultats démontrés par l’équipe du Dr. Mechta-

Grigoriou sur la sensibilité ou non à la chimiothérapie des tumeurs « High OXPHOS » et « Low 

OXPHOS » ont été revérifiés. De plus, lors de cette expérience, il a été observé que la formulation de 

P53-LNCs conventionnelles, à 27,3 mg/g d’excipients lipophiles en P53, n’induisait pas de réduction 

du volume tumoral des souris significative, en traitement seul ou en association avec le carboplatine et 

le paclitaxel, par rapport à la chimiothérapie seule.   

Dans une deuxième expérience, la formulation de P53-LNCs furtives, à 43,6 mg/g d’excipients 

lipophiles, a été réalisée. Cette formulation a ensuite été testée, seule ou en combinaison avec le 

carboplatine et le paclitaxel, sur deux modèles « Low OXPHOS », OV21 et OV54. Comme pour la 

formulation P53-LNCs conventionnelles, les P53-LNCs furtives, injectées deux fois par semaine n’ont 

montré aucune réduction significative du volume tumoral par rapport au groupe contrôle (NaCl 0,9 %) 

sur les deux modèles OV21 et OV54. Cependant, la combinaison P53-LNCs furtives / carboplatine / 

paclitaxel a montré des résultats prometteurs puisqu’une une réduction du volume tumoral plus 

importante que pour la chimiothérapie seule a été obtenue sur les deux modèles. De plus, un éventuel 

effet thérapeutique des LNCs blanches furtives (sans P53) a été observé puisque, sur le modèle OV54, 

la diminution du volume tumoral la plus importante a été obtenue avec la combinaison LNCs blanches 

furtives / carboplatine / paclitaxel. Enfin, le taux de réponse global des souris aux traitements a été 

significativement amélioré avec la combinaison P53-LNCs furtives / carboplatine / paclitaxel 

comparativement à la chimiothérapie seule.   

Pour la troisième expérience, le P53 a été remplacé par le P722 pour lequel une meilleure activité 

biologique avait été observée in vitro sur plusieurs lignées cellulaires de cancer de l’ovaire (Pigeon et 

al. 2017). Le P722 a été encapsulé, à une concentration de 5,6 mg/g d’excipients lipophiles, dans des 

LNCs furtives. La formulation P722-LNCs furtives a été testée seule ou en combinaison avec le 

carboplatine et le paclitaxel, sur les deux mêmes modèles Low OXPHOS, OV21 et OV54. Les résultats 

obtenus ont confirmé ce qui avait été observé avec la formulation P53-LNCs. Tout d’abord, la 

formulation seule P722-LNCs n’a pas permis d’induire une réduction du volume tumoral significative 

par rapport au groupe contrôle (NaCl 0,9 %). La combinaison P722-LNCs furtives / carboplatine / 

paclitaxel a montré la même tendance qu’avec P53-LNCs / carboplatine / paclitaxel : une réduction 

tumorale plus importante qu’avec la chimiothérapie seule, sur les deux modèles Low OXPHOS, a été 

observée. Cette combinaison de traitement a même permis d’obtenir une souris en rémission complète 

et une autre avec un volume tumoral très faible pendant 70 jours, ce qui n’avait pas été obtenu avec le 

P53, sur le modèle OV21. Enfin, le taux de réponse globale des souris a aussi été amélioré 

significativement avec la combinaison P722-LNCs furtives / carboplatine / paclitaxel. Ces résultats sont 

d’autant plus intéressants qu’ils ont été obtenus avec une concentration 8 fois plus faible en P722 par 

rapport au P53. Cela a permis de confirmer les premières promesses du P722, en tant que ferrocifène 

« lead », observées in vivo sur le mélanome métastatique (Topin-Ruiz et al. 2021). A noter que le même 

phénomène d’effet des LNCs blanches furtives a été ré-obtenu sur le modèle OV54.  
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Enfin, même si aucune analyse de toxicité sur les différents organes n’a été réalisée, il est à noter 

qu’aucune souris traitée par les différentes combinaisons n’a montré de signes de souffrance et de perte 

de masse après administration par voie intraveineuse des formulations. Ces résultats, d’autant plus 

prometteurs qu’ils ont été obtenus sur des modèles PDX murins considérés comme plus proches d’une 

réalité clinique (Decaudin 2011), ont été publiés en 2022 dans le journal International Journal of 

Pharmaceutics (Idlas et al. 2022). 

La troisième partie des travaux, présentée dans le Chapitre 4, a concerné la fonctionnalisation de surface 

des LNCs par greffage covalent d’un peptide pénétrant ciblant potentiellement spécifiquement les 

cellules cancéreuses de l’ovaire. Dans l’étude in vivo réalisée précédemment, les P722-LNCs étaient 

rendues furtives par la post-insertion du DSPE-PEG2000 à la surface des LNCs. Cette stratégie reposait 

donc sur l’effet « EPR » qui permet l’accumulation des nano-systèmes au niveau du site tumoral, nommé 

« ciblage passif ». Cependant cette stratégie ne permet pas de limiter les risques de toxicité sur les 

cellules saines. L’utilisation de peptides pénétrants ciblant spécifiquement des récepteurs surexprimés à 

la surface des cellules cancéreuses permettrait de réaliser un « ciblage actif ». Le peptide pénétrant 

utilisé dans cette dernière partie est nommé TLS. C’est un peptide composé de 12 acides aminés 

(TLSGAFELSRDK) ayant des propriétés de ciblage de la lignée cellulaire de cancer de l’ovaire SKOV3 

et des propriétés cytotoxiques, d’après les auteurs de l’étude publiée en 2013 (Ma, Yin, You, et al. 2013). 

La décoration de la surface par ce peptide des P722-LNCs, à 5,6 mg/g d’excipients lipophiles et des 

LNCs blanches a été réalisée par un greffage covalent via une réaction thiol/maléimide.   

Dans un premier temps, le peptide TLS a été modifié par l’ajout d’un résidu cystéine, portant une 

fonction thiol sur sa chaîne latérale, en position N-Ter, afin d’apporter un site suffisamment nucléophile. 

Ce nouveau peptide a été appelé CTLS. Le peptide CTLS a été synthétisé sur support solide en stratégie 

Fmoc. Il a ensuite été purifié par HPLC semi-préparative puis caractérisé par LC/MS et RMN du proton. 

Puis, afin d’obtenir un site très électrophile à la surface des P722-LNCs et des LNCs blanches, une post-

insertion du DSPE-PEG2000-maléimide a été réalisée selon le même procédé que pour le DSPE-PEG2000. 

L’augmentation du diamètre mais surtout la diminution du potentiel zêta des LNCs, due aux dipôles 

négatifs apparents apportés par les chaînes de PEG, a permis de confirmer la post-insertion du DSPE-

PEG2000-Maléimide.  

Le greffage covalent a ensuite été réalisé entre le peptide CTLS et la fonction maléimide, à deux 

concentrations en peptide CTLS : 1 mM et 3 mM. Les analyses 1H RMN et 2D ont montré l’obtention 

de déplacements chimiques caractéristiques d’une liaison -C-S-C. Le greffage covalent du peptide à la 

surface des LNCs a également été confirmé indirectement par la valeur du potentiel zêta. En effet, après 

le greffage, le potentiel zêta des LNCs a augmenté significativement avec la concentration en peptides 

CTLS. Ceci a été attribué à la charge globale positive du peptide CTLS. De plus, durant ces travaux, il 

a aussi été démontré que la formulation P722-LNCs-CTLS-3mM n’activait pas les protéines du 

complément responsables de l’opsonisation des nanoparticules, tout comme la formulation P722-LNCs 
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furtives, un prérequis important quant à une potentielle administration in vivo de cette formulation.  

Enfin, la capacité de ciblage des formulations P722-LNCs-CTLS-1mM et P722-LNCs-CTLS-3mM a 

été étudiée par cytométrie en flux sur la lignée cellulaire ovarienne SKOV3 et sur la lignée cellulaire de 

glioblastome U87MG (contrôle). La cinétique d’internalisation sur les lignées cellulaires SKOV3 et 

U87MG, après traitement pendant 1 h, 6 h et 24 h par les différentes formulations P722-LNCs, décorées 

en surface ou non par CTLS, n’a pas démontré une amélioration de l’internalisation cellulaire grâce au 

peptide pénétrant. Plus précisément, sur la lignée cellulaire SKOV3, aucune différence n’a été observée 

entre les formulations P722-LNCs décorées ou non par le peptide CTLS. Néanmoins, même si la 

capacité de ciblage du peptide CTLS n’a pas été démontrée, il semblerait que le peptide CTLS 

n’empêche pas l’internalisation cellulaire et ce peptide pourrait même peut-être favoriser l’échappement 

à l’endosome des P722-LNCs lorsqu’une concentration finale de 3 mM en CTLS est utilisée. 

Les principaux résultats obtenus lors de ce projet ANR sont résumés graphiquement sur la Figure 11. 
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Figure 11. Résumé des principaux résultats obtenus lors de projet ANR. 
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2. Amélioration des formulations 

Les LNCs développées et brevetées par le laboratoire au début des années 2000, sont composées d’un 

cœur de triglycérides entouré d’une membrane de lipides PEGylés, le polyéthylène glycol (PEG) 

hydroxystéarate (Kolliphor® HS 15) (Heurtault et al. 2002). Le Kolliphor® HS 15 est l’un des 

principaux constituants de la LNC, à hauteur de 16,9 % (w/wtotal) afin d’obtenir des LNCs de diamètre 

50 nm. Cette quantité de PEG augmente après la post-insertion d’un phospholipide PEGylé, le DSPE-

PEG2000, utilisé dans certaines applications uniquement, afin de les rendre furtives. Le PEG est un 

polymère hydrophile de choix, couramment utilisé dans le monde des nanomédicaments car il crée une 

gêne stérique permettant d’éviter les phénomènes d’opsonisation et ainsi d’augmenter in fine le temps 

de circulation des nanoparticules dans le sang (Shi et al. 2022; Nogueira et al. 2020). Cependant, il a été 

observé dans la littérature que l’utilisation du PEG pouvait présenter plusieurs inconvénients. Cette 

molécule est un composé exogène à l’organisme, biocompatible mais non biodégradable. De plus, ce 

polymère se trouvant dans de nombreux produits de la vie quotidienne (nourriture, cosmétiques...), 

l’organisme humain a développé des anticorps contre le PEG et une réponse immunitaire de l’organisme 

à ce polymère a été caractérisée, provoquant une accélération de la clairance du médicament après une 

deuxième injection (Ishida et al. 2006; Ishida and Kiwada 2008). Une autre étude publiée en 2022 a 

montré que des nanoparticules PEGylées entrainaient une réponse inflammatoire au niveau des cellules 

endothéliales vasculaires (Tehrani et al. 2022). Enfin, celui-ci pourrait éventuellement être à l’origine 

de réactions allergiques, provoquant notamment des chocs anaphylactiques. En effet, des très faibles cas 

de chocs anaphylactiques ont été observés (< 0,1 %), principalement chez les femmes, après la 

vaccination au COVID-19 avec les vaccins à ARN messager développés par Pfizer-BioNTech et 

Moderna, dont une partie de la structure est composée de phospholipides PEGylés (CDCMMWR 2021; 

Kuehn 2021; Schoenmaker et al. 2021). Ainsi, remplacer au minimum le DSPE-PEG2000 par un autre 

polymère, apportant aussi des propriétés de furtivité, dans les formulations P722-LNCs pourrait devenir 

une nécessité. Tout comme avec le DSPE-PEG2000, l’ajout d’un autre polymère amphiphile pourrait se 

faire via un procédé de post-insertion, dans les mêmes conditions opératoires (ajout du polymère post-

formulation des P722-LNCs, puis agitation pendant 4 h à 30 °C). Même si initialement, il avait été 

montré que le polymère devait posséder une double chaîne aliphatique pour être post-inséré dans la 

membrane des LNCs (Perrier et al. 2010), il semblerait que cela ne soit pas nécessaire puisque d’autres 

études plus récentes ont démontré la post-insertion possible de polymères synthétiques ou naturels 

n’ayant qu’une chaîne aliphatique pour partie lipophile (Pautu et al. 2021; Hirsjärvi et al. 2013). Par 

exemple, Pautu et al. ont réalisé la post-insertion de plusieurs copolymères, apportant des propriétés de 

furtivité ainsi que de pH-sensibilité, répondant ainsi à l’environnement légèrement plus acide des 

tumeurs. Le copolymère était composé d’une chaîne aliphatique de 18 carbones et d’une partie 

hydrophile composée de N-vinylpyrrolidone (NVP) et de vinylimidazole (Vim) (Pautu et al. 2021). Le 

N-vinylpyrrolidone permet d’apporter des propriétés de furtivité en améliorant le temps de demi-vie 
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dans le sang des nanoparticules (Kaneda et al. 2004). Le vinylimidazole, monomère basique se protonant 

et devenant cationique dans un environnement acide, est utilisé pour obtenir des nanoparticules 

répondant à un stimulus endogène (variation de pH dans l’organisme) (Zavala-Lagunes et al. 2016). 

Ainsi dans l’étude de Pautu et al., les auteurs ont montré que la post-insertion dans la membrane des 

LNCs du polymère C18H32-P(NVP21-co-Vim15), composé de 21 unités de N-vinylpyrrolidone et de 15 

unités vinylimidazole, était possible et protégeait les LNCs des phénomènes d’opsonisation tout en 

améliorant l’internalisation cellulaire à un pH légèrement acide. Ces résultats ont été obtenus avec une 

concentration finale de 1 mM en polymères, contre 5 mM classiquement utilisés avec le DSPE-PEG2000, 

réduisant ainsi la quantité injectée en polymère dans l’organisme. Ainsi, envisager une post-insertion de 

ce polymère au niveau de la membrane des P722-LNCs permettrait d’obtenir des formulations P722-

LNCs ayant des propriétés de furtivité et répondant à l’environnement tumoral. Sachant que les cellules 

cancéreuses surexpriment certains phospholipides, comme la phosphatidylsérine chargée négativement 

(Virani et al. 2018), provoquant ainsi une différence de charge négative entre les cellules cancéreuses et 

les cellules saines, les P722-LNCs ainsi modifiées pourraient être internalisées préférentiellement dans 

les cellules cancéreuses ovariennes, permettant d’améliorer la quantité de P722 dans le cytosol de ces 

cellules cancéreuses.  

Un autre polymère connu de la littérature, conférant également des propriétés de furtivité aux 

nanoparticules, est la polysarcosine, étudiée notamment par l’équipe du Pr. Matthias Barz. En effet, ce 

polymère présente l’avantage d’être biodégradable, étant composé de sarcosine endogène à l’organisme, 

et confère des propriétés de furtivité meilleures que les composés PEGylés, tout en réduisant la réponse 

immunitaire et inflammatoire de l’organisme (Nogueira et al. 2020; Weber et al. 2016; 2018). 

Cependant, contrairement au polymère pH-sensible C18H32-P(NVP21-co-Vim15), utiliser des 

polysarcosines ne permettrait pas d’obtenir des P722-LNCs répondant au pH de l’environnement 

tumoral.   

Pour répondre à une stratégie de ciblage actif des cellules cancéreuses ovariennes, une autre idée serait 

d’utiliser un autre peptide pénétrant. En effet, même si la formulation P722-LNCs-CTLS-3mM sera 

étudiée prochainement in vivo sur les modèles PDX Low OXPHOS OV21 et OV54, il pourrait être 

envisagé d’utiliser un autre peptide pénétrant et de fonctionnaliser les P722-LNC selon le même 

procédé. La capacité de ciblage de ces nouvelles formulations pourrait être étudiée par cytométrie en 

flux, avec l’étude de la cinétique d’internalisation, et par microscopie confocale afin de confirmer les 

résultats obtenus. Ce nouveau candidat peptide pénétrant pourrait être le peptide WSG auquel un résidu 

cystéine serait rajouté en position N-Ter pour permettre le greffage covalent au DSPE-PEG2000-

Maleimide post-inséré dans la membrane des P722-LNCs. Ce peptide WSG, peptide pénétrant composé 

de 12 acides aminés (WSGPGVWGASVK), a été identifié par la même équipe de recherche ayant publié 

sur le peptide TLS (Ma, Yin, Yan, et al. 2013). Dans cette étude, la capacité du peptide WSG à se lier 

aux cellules cancéreuses ovariennes SKOV3 et A2780 via les récepteurs aux intégrines α9β1 a été mise 

en évidence. Les intégrines sont une famille de glycoprotéines surexprimées à la surface des cellules 
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cancéreuses ovariennes et impliquées notamment dans la métastase tumorale (Cho and Shih 2009; 

Dhaliwal and Shepherd 2022). Cette équipe a montré que le peptide WSG aurait des propriétés anti-

métastatiques et le greffage covalent de ce peptide, par chimie du carbodiimide, à la surface de 

nanoparticules super-paramagnétiques a donné des résultats très intéressants, in vitro et in vivo, sur sa 

capacité à cibler les cellules cancéreuses ovariennes (Pu et al. 2014; Yin et al. 2019). Les méthodes 

expérimentales utilisées avec le peptide CTLS pourraient donc être transposées directement au peptide 

CWSG (synthèse, purification, identification) afin de décorer la surface des LNCs. Pour aller plus loin, 

il serait intéressant de rajouter un polymère apportant des propriétés de furtivité dont la longueur de 

chaîne serait plus longue que celle du DSPE-PEG2000-Maleimide, afin de protéger le peptide d’une 

dégradation enzymatique potentielle après administration intraveineuse. Ce polymère devrait avoir la 

propriété d’être clivable au pH tumoral afin de déprotéger le peptide une fois que P722-LNCs auraient 

atteint le site tumoral. Par exemple, il serait possible de post-insérer le polymère suivant : PEG3000-

hydrazone-PE, le lien hydrazone étant une liaison clivable dans l’environnement légèrement acide des 

tumeurs. Dans une étude publiée en 2012, Koren et al. ont formulé des liposomes dont la surface avait 

été modifiée avec le peptide pénétrant TAT. Afin de le protéger d’une dégradation enzymatique, le 

polymère PEG2000-hydrazone-PE a été rajouté. Les résultats ont montré qu’avec cette protection, à pH 

physiologique, le peptide TAT n'était pas déprotégé alors qu’à un pH = 5, le peptide TAT était déprotégé 

après clivage de l’hydrazone. Cette stratégie de protection vraiment intéressante pour notre formulation 

demanderait cependant d’ajouter une étape de synthèse et purification du polymère pH-sensible.  

Au cours de cette thèse, l’adsorption physico-chimique du peptide TLS n’a pas été concluante. 

Néanmoins cette stratégie de fonctionnalisation simple pourrait être étudiée à nouveau, à condition 

d’apporter une charge négative en surface des LNCs. Par exemple, il serait possible d’ajouter du 

cholestérol de sulfate de sodium, un stéroïde anionique, qui pourrait s’insérer dans la membrane des 

LNCs et amener la charge négative nécessaire à l’adsorption par interaction électrostatique des peptides. 

Cependant, cela demanderait de déterminer le ratio (m/mLNC) nécessaire en stéroïde tout en conservant 

une structure des LNCs stable au cours du temps.   

Enfin, afin d’être spécifique des cellules cancéreuses ovariennes, une autre cible serait la glycoprotéine 

CD44 très largement surexprimée à la surface de ces cellules cancéreuses (Gao et al. 2015). Dans la 

littérature, il a été démontré que l’acide hyaluronique, polysaccharide hydrophile chargé négativement 

à pH physiologique, était un ligand de CD44 et plusieurs études ont mis en évidence la capacité de 

ciblage tumoral de nanoparticules composées d’acide hyaluronique (Shariati et al. 2020; L. Wang and 

Jia 2016). La post-insertion dans la membrane des LNCs a déjà été réalisée précédemment avec des 

polysaccharides modifiés par une chaîne lipidique, comme le chitosane et le dextrane (Hirsjärvi et al. 

2013). Dans un premier temps, il faudrait greffer une chaîne lipidique, par exemple la 

phosphatidyléthanolamine DSPE, à l’acide hyaluronique, via la chimie du carbodiimide (Saadat et al. 

2014). Une fois le composé purifié (dialyse) puis caractérisé, une post-insertion pourrait être réalisée 

dans la membrane des P722-LNCs, à différentes concentrations en acide hyaluronique modifié. La 
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capacité de ciblage de ces nouvelles formulations pourrait ensuite être confirmée par cytométrie en flux 

et par microscopie confocale. 

3. Etudes mécanistiques in vitro 

L’idée générale de ce projet ANR était d’utiliser une molécule générant des espèces réactives de 

l’oxygène (ROS) afin de permettre une sensibilisation des tumeurs dites « Low OXPHOS » à la 

chimiothérapie classiquement utilisée en clinique. Les résultats in vivo obtenus sur les modèles PDX 

Low OXPHOS de cancer de l’ovaire ont montré un effet significatif du traitement P722-LNCs / 

carboplatine / paclitaxel sur la réduction tumorale. Ces résultats étant très prometteurs, il serait 

maintenant nécessaire de déterminer in vitro s’il existe un effet synergétique entre la combinaison 

carboplatine / paclitaxel et le P722, et si cet effet provient bien d’un stress oxydant généré par le P722. 

Cela serait tout à fait probable puisqu’il a été vu dans la littérature que le carboplatine et le paclitaxel 

avaient une activité accrue en présence de ROS (Kleih et al. 2019; Bragado et al. 2007; Yang et al. 

2011). Il faudrait tout d’abord déterminer la valeur d’IC50 du carboplatine et du paclitaxel sur la lignée 

cellulaire SKOV3 après 72 h de traitement. Cette lignée semble la plus intéressante car elle présente une 

résistance au carboplatine et est considérée comme ayant un métabolisme « Low OXPHOS » (Gentric 

et al. 2019). Il faudrait aussi traiter les cellules SKOV3 en faisant varier la concentration en carboplatine 

/ paclitaxel et en ajoutant une concentration constante en P722 (à des concentrations inférieures ou 

égales à l’IC50 de 80 nM du P722). Cela permettrait de mettre en évidence une synergie potentiele entre 

le P722 et la chimiothérapie conventionnelle. Enfin, afin de vérifier que cet effet de synergie pourrait 

venir d’une augmentation cellulaire des ROS grâce au P722, il serait intéressant de doser les ROS avant 

et après traitement en P722 dans les cellules SKOV3.   

Plusieurs études ont mis en évidence aussi le rôle des ferrocifènes, notamment de DP1 et P15 (cf. revue 

bibliographique « Ferrocifen loaded lipid nanocapsules : a promising anticancer medication against 

multidrug resistant tumors ») en tant qu’inhibiteur des thioredoxines réductases présentes dans le cytosol 

des cellules (TrxR) (Scalcon et al. 2016; 2017). Cette propriété est d’autant plus intéressante que le 

système des thioredoxines joue un rôle dans la progression tumorale. L’équipe du Pr. Arnér du 

Karolinska Institute (Suède) s’est beaucoup intéressée à la TrxR1, qui pourrait être une cible 

thérapeutique dans le traitement du cancer (Arnér and Holmgren 2006; Arnér 2017; 2020). A ce jour, 

parmi tous les ferrocifènes étudiés jusqu’alors, il semblerait que P15 inhibe le plus efficacement la 

TrxR1 et cela s’expliquerait par la stabilité relative de son métabolite actif, la quinone méthide qui réagit 

avec la TrxR. Or, dans une étude publiée en 2019, il a été démontré que la quinone méthide du P722 

avait une stabilité inégalée (plus d’une semaine dans l’acétone), due à une interaction intramoléculaire 

entre les électrons π du cycle aromatique en position cis du succinimide, et les électrons d’un doublet 

non liant de l’oxygène sur la fonction succinimide (Y. Wang et al. 2019) (Figure 12). Ainsi, il serait 

intéressant de déterminer si le P722 possède des propriétés inhibitrices de la TrxR1. Cette étude est déjà 
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en cours de réalisation au laboratoire MINT dans le cadre d’un projet ANR appelé Ferrothiored en lien 

avec la start-up Feroscan. La propriété des ferrocifènes à inhiber la TrxR1 s’explique par la capacité de 

la quinone méthide, composé électrophile accepteur de Michael, à réagir avec des molécules biologiques 

nucléophiles comme les TrxR. Cette propriété permet de faire un parallèle avec une molécule, APR-246 

connue comme modulateur épigénétique pouvant réactiver la protéine mutante p53 exprimée par la 

mutation du gène TP53 (Zhang et al. 2018). En effet, APR-246 est une prodrogue formant un métabolite 

électrophile actif, une quinuclidinone, considéré comme un accepteur de Michael également (Figure 

12). Ce métabolite peut se lier covalemment aux résidus de la cystéine de la protéine mutante p53 ainsi 

que sur ceux présents dans la séquence du glutathion et des thioredoxines réductases (Zhang et al. 2018; 

Lambert et al. 2009; Mohell et al. 2015). Une étude publiée en 2015 a d’ailleurs montré que APR-246 

permettait de resensibiliser les cellules cancéreuses ovariennes au cisplatine, dont plus de 95 % 

présentent des mutations du gène TP53 (Mohell et al. 2015). Dans cette même étude, les résultats 

obtenus in vivo sont très similaires à ceux obtenus dans notre étude sur les modèles PDX Low OXPHOS 

de cancer de l’ovaire. Les auteurs attribuaient cela aux propriétés connues du composé APR-246. De 

plus, comme évoqué dans la partie « état de l’art » sur le cancer de l’ovaire, un essai clinique PiSARRO 

(NCT02098343) sur des cancers de l’ovaire séreux de haut grade a confirmé que APR-246 pouvait 

surmonter la résistance au carboplatine. Ainsi, il serait intéressant d’étudier si la quinone méthide du 

P722 permettrait de réactiver la protéine mutante p53, expliquant la re-sensibilisation observée au 

carboplatine / paclitaxel.   

Enfin, concernant l’internalisation cellulaire des P722-LNCs, il serait intéressant de déterminer via quels 

mécanismes ces nanoparticules s’internalisent dans les cellules SKOV3. En effet, étudier ce mécanisme 

permettrait de prédire les différentes barrières biologiques à surmonter par le vecteur, une fois internalisé 

par la cellule. Par exemple, dans le cas d’une endocytose dépendante des clathrines, le nanovecteur devra 

échapper à l’endosome et au lysosome, organelles ayant un pH très acide et pouvant dégrader le vecteur 

et son contenu.  

Dans notre projet, les études d’internalisation ont été réalisées à 37 °C. Afin de pouvoir différencier un 

mécanisme d’endocytose d’une translocation directe, il faudrait refaire ces expériences en incubant les 

plaques à 4 °C, pour diminuer très fortement l’endocytose, mécanisme énergie-dépendant. Enfin, afin 

de distinguer le mécanisme d’internalisation précis, des inhibiteurs des différentes voies 

d’internalisation pourront être utilisés : la méthyl-β-cyclodextrine (MβCD) pour inhiber à la fois 

l’endocytose médiée par les cavéolines et les clathrines ; le 5-(N,N-dimethyl) amiloride (DAM) pour 

inhiber la macropinocytose ; la chlorpromazine pour bloquer la voie par les clathrines ; le Phorbol-12-

myristate-13-acetate (PMA) pour inhiber la voie par les cavéoles (Karim et al. 2018). 

Bien que les mécanismes d’internalisation varient en fonction de la cellule étudiée, dans la littérature, il 

a été rapporté que les LNCs s’internalisaient principalement via un processus d’endocytose sur plusieurs 

lignées cellulaires : U87MG (glioblastome) (Karim et al. 2018), B16F10 (mélanome) (Pautu et al. 

2021) ; SK-Mel 28 (mélanome) (Pautu et al. 2021), MDA-MB-231 (cancer du sein) (Valsalakumari et 
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al. 2021) et MDA-MB-468 (cancer du sein) (Valsalakumari et al. 2021). Il est fort probable que ce même 

mécanisme soit observé avec les P722-LNCs. En revanche, après la décoration en surface par le peptide 

TLS ou WSG, le mécanisme d’internalisation sera très probablement modifié. En effet, il est souvent 

observé que les nanoparticules fonctionnalisées par un peptide suivent le mécanisme d’internalisation 

du peptide en question. Par exemple, pour le peptide TLS, les auteurs ont montré que l’internalisation 

se faisait via un mécanisme d’endocytose (Ma, Yin, You, et al. 2013), ce qui correspondrait au 

mécanisme principalement emprunté par les LNCs. 

 

 

Figure 12. Structure du P722 et de son métabolite actif (à gauche) ; Structure d’APR-246 et de son 

métabolite actif (à droite). 

4. Etudes in vivo 

Les formulations P722-LNCs furtives ont montré des résultats in vivo très encourageants sur des 

modèles PDX Low OXPHOS de cancer de l’ovaire. Comme expliqué précédemment, les formulations 

P722-LNCs-CTLS-3mM seront testées prochainement sur ces mêmes modèles par l’Institut Curie. De 

plus, il a été observé lors de ces expériences un potentiel effet thérapeutique des LNCs blanches elles-

mêmes en combinaison avec le carboplatine et le paclitaxel. Cela a amené à formuler l’hypothèse 

suivante : les LNCs, de par leur structure lipophile, pourraient favoriser l’internalisation cellulaire du 

carboplatine et du paclitaxel, en déstabilisant la membrane cellulaire. Les LNCs blanches pourraient 

donc être utilisées avec la chimiothérapie en traitement adjuvant. Des expériences in vivo vont être 

réalisées par l’Institut Curie. Les modèles PDX choisis cette fois-ci seront des modèles « High 

OXPHOS », en rémission après une première chimiothérapie mais rechutant après un certain temps : 

ceci est malheureusement très souvent la réalité clinique chez les patientes. Concrètement, une fois les 

rémissions complètes obtenues, les souris seraient séparées de façon aléatoire en différents groupes : un 

groupe contrôle sans traitement ; un autre groupe recevant carboplatine et paclitaxel ; un dernier groupe 

recevant une combinaison LNC blanches / carboplatine / paclitaxel. Cela pourrait mettre en évidence 

l’intérêt de combiner LNC blanches et chimiothérapie classique à retarder la rechute voire à l’éradiquer, 
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comparée à la chimiothérapie seule.  

Une autre idée serait de tester le gel P769-LNCs, à 17.2 mg/g d’excipients lipophiles en P769. En effet, 

dans le Chapitre 2 sur l’étude physico-chimique, il a été observé que le P769 conservait la même 

efficacité thérapeutique in vitro que le P722, sur les lignées cellulaires SKOV3 et U87MG. Sachant que 

le cancer épithélial de l’ovaire séreux de haut grade métastase principalement au niveau du péritoine, il 

serait intéressant d’appliquer le gel P769-LNCs en intrapéritonéale, après une chirurgie cytoréductrice. 

Sans utiliser cette fois-ci des modèles PDX, un modèle animal simplifié pourrait être imaginé. Une 

injection de cellules SKOV3 pourrait être réalisée en intrapéritonéale, chez la souris. Lorsque le volume 

tumoral aurait atteint un certain volume, une chirurgie serait réalisée pour retirer la tumeur, puis une 

application locale du gel P769-LNCs serait effectuée. Ensuite, un cycle de traitement avec le 

carboplatine et le paclitaxel par voie intraveineuse pourrait être réalisé. Cette étude permettrait de 

vérifier si le gel P769-LNCs peut présenter une action sur les cellules cancéreuses résiduelles présentes 

dans le péritoine et permettre d’éviter ainsi éventuellement des rechutes chez les patientes.  

Pour poursuivre avec cette idée, en sortant du cadre d’une application pour le cancer de l’ovaire, le gel 

P769-LNCs pourrait être étudié sur des modèles murins de glioblastome. Le glioblastome est la tumeur 

du cerveau la plus agressive et la plus mortelle. En première lieu, environ 70 % des patients reçoivent 

une chirurgie cytoréductrice, laissant place à une cavité dans laquelle se trouvent toujours des cellules 

cancéreuses résiduelles. Un traitement local a été approuvé par la FDA au début des années 2000, le 

Gliadel® (C. Bastiancich et al. 2016). Cependant, malgré l’application de cet implant, beaucoup de 

rechutes ont été rapportées. Ainsi, connaissant les propriétés cytotoxiques particulièrement importantes 

du P722 et P769 sur les cellules de glioblastome (Najlaoui et al. 2018; Vessières et al. 2021), il pourrait 

être envisagé d’appliquer localement, dans la cavité cérébrale, le gel P769-LNCs pour traiter les cellules 

résiduelles (Figure 13). Cette expérience a déjà été réalisée par le Dr. Guillaume Bastiat avec des gels 

ayant une structure similaire au gel P769-LNCs, ces gels étant composés de LNCs chargées en 

gemcitabine modifiée par une chaîne lipidique de 12 carbones. Les résultats obtenus ont montré une 

capacité de ces gels à retarder les phénomènes de récurrence, tout en améliorant la survie des souris (C. 

Bastiancich et al. 2016; C. Bastiancich et al. 2018). 

 

Figure 13. Schéma explicatif de l’application du gel P769-LNCs pour traiter les cellules gliales 

résiduelles après chirurgie cytoréductrice d’une tumeur gliale. 
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Conclusion Générale 

Le cancer épithélial de l’ovaire séreux de haut grade est le cancer gynécologique le plus mortel. Les 

traitements actuels consistent en une chirurgie cytoréductrice suivie de cycles de chimiothérapie au 

carboplatine et paclitaxel. Cependant, ce cancer étant détecté très souvent à un stade avancé déjà 

métastasé, les rechutes des patientes sont très fréquentes. Ainsi, lorsqu’une femme est atteinte de ce 

cancer, son pronostic vital à court terme est très sévèrement engagé.   

Ce projet de thèse, financé par l’ANR, projet PRCE nommé « NaTeMOC », avait pour acteurs un 

consortium de trois entités ; le laboratoire MINT, la start-up Feroscan et l’Institut Curie. Le but de ce 

projet était de proposer une alternative thérapeutique en formulant des nanocapsules lipidiques chargées 

en succinimide-ferrocifènes et fonctionnalisées en surface par un peptide pénétrant dans le but de les 

évaluer, seules ou en combinaison avec le carboplatine et le paclitaxel, sur des modèles PDX murins de 

cancers de l’ovaire séreux de haut grade. Les résultats obtenus au cours de cette thèse peuvent être 

divisés en trois parties : études physico-chimiques des ferrocifènes-LNCs ; efficacité in vivo des 

formulations P722-LNCs sur les modèles PDX murins ; fonctionnalisation de la surface des LNCs par 

greffage covalent d’un peptide pénétrant.  

Dans le premier chapitre, les résultats ont permis de montrer pour la première fois une relation entre la 

structure du ferrocifène étudié et la forme galénique finale obtenue à partir des LNCs. En effet, six 

succinimide-ferrrocifènes ont été étudiés : le bi-phénol P722, les deux isomères mono-phénol (E)-P849 

et (Z)-P849, le bi-acétyle P769 et les deux isomères mono-acétyle (E)-P998 et (Z)-P998. De manière 

surprenante, une différence d’efficacité d’encapsulation dans les LNCs a été observée entre les isomères 

du P849 et les isomères du P998. En effet, l’un des isomères s’encapsulait mieux que l’autre pour ces 

ferrocifènes. Le résultat le plus intéressant a été l’obtention d’un gel composé de LNCs avec le P769 et 

le (E)-P998, ce qui n’avait jamais été obtenu précédemment. Afin de comprendre ce phénomène, les 

expériences ont mis en évidence une position différente des ferrocifènes dans la LNC (cœur ou 

membrane) : le P769 et le (E)-P998 se trouvent au niveau de la membrane des LNCs, alors que les 

autres ferrocifènes se trouvent au cœur de la nanoparticule. De plus, l’importance d’avoir la fonction 

succinimide du ferrocifène en position cis d’une fonction acétyle pour obtenir le gel a été démontré.  

Dans le deuxième chapitre, l’évaluation thérapeutique des formulations P53-LNCs, conventionnelles ou 

furtives, et P722-LNCs furtives, seules ou en combinaison avec le carboplatine et le paclitaxel, sur les 

modèles PDX murins développés par l’Institut Curie a été réalisée. Les résultats obtenus ont été très 

prometteurs, notamment avec les formulations P722-LNCs furtives. En effet, même si les traitements 

P53-LNCs furtives et P722-LNCs furtives, seuls, n’ont pas montré d’amélioration comparée à la 

chimiothérapie seule, la combinaison de traitements a, quant à elle, amélioré significativement le taux 

de réponse globale des souris aux traitements. Ces résultats sont d’autant plus intéressants avec les P722-

LNCs furtives qu’ils ont été obtenus avec une concentration en P722 huit fois plus faible qu’en P53 : 

une souris présentait même une rémission complète et une autre un volume tumoral très faible pendant 
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70 jours sur le modèle Low OXPHOS OV21. Ces résultats ont confirmé le fait que le P722 pouvait être 

considéré comme le ferrocifène « lead » de cette famille de molécules organométalliques. 

Enfin, le dernier chapitre de ce travail de thèse présentait la fonctionnalisation de surface des P722-

LNCs via un greffage covalent du peptide CTLS. L’idée était de mettre en place une stratégie de ciblage 

actif des cellules cancéreuses ovariennes. Après synthèse du peptide CTLS sur support solide selon la 

stratégie Fmoc, le peptide CTLS pur a été greffé covalemment à la surface des P722-LNCs, à deux 

concentrations : 1 mM et 3 mM. La liaison covalente a été rendue possible par la post-insertion du 

DSPE-PEG2000-Maleimide dans la membrane des P722-LNCs. La réaction entre le soufre provenant de 

la cystéine du peptide CTLS et la double liaison du maléimide a été démontrée par RMN 1H et RMN 

2D. Ensuite, il a été observé que la formulation P722-LNCs-CTLS-3mM n’activait pas les protéines du 

complément, tout comme la formulation P722-LNCs furtives. Cela laisse entrevoir un éventuel 

comportement similaire de la formulation P722-LNCs-CTLS-3mM lors de l’administration par voie 

intraveineuse, quant à la furtivité vis-à-vis des protéines du complément. Néanmoins, la cinétique 

d’internalisation réalisée sur les cellules SKOV3 et U87MG n’a pas permis de démontrer la capacité de 

ciblage actif des formulations P722-LNCs modifiées par le peptide CTLS. Cependant, il est possible 

qu’à une concentration de 3 mM en peptide, CTLS favorise l’échappement à l’endosome des 

formulations P722-LNCs, ce qui est un très bon point pour obtenir une efficacité thérapeutique. La 

formulation P722-LNCs-CTLS-3mM sera évaluée in vivo par l’Institut Curie sur les modèles PDX 

murins Low OXPHOS OV21 et OV54. 

Les perspectives de ce projet de thèse sont nombreuses et variées, allant de travaux sur les formulations, 

en passant par des études mécanistiques in vitro sur le P722 et à l’étude in vivo de nouvelles 

combinaisons de traitement. Par exemple, il serait intéressant de modifier les formulations P722-LNCs 

en utilisant des polymères répondant à un stimulus endogène comme une variation de pH et apportant 

la propriété de furtivité. Au niveau du mécanisme d’action du P722, il serait important de vérifier si le 

P722 pourrait, tout comme la molécule APR-246, réactiver le gène TP53, celui-ci étant muté à plus de 

95 % dans les cancers épithéliaux de l’ovaire et ayant une importance dans l’intégrité du génome. Enfin, 

il serait possible d’imaginer l’étude de l’efficacité thérapeutique du gel de P769-LNCs pour traiter des 

cellules cancéreuses résiduelles sur des cancers de l’ovaire séreux de haut grade ou sur des 

glioblastomes, des pistes thérapeutiques qui permettraient de redonner espoir aux patientes. 
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Titre :  Nanocapsules lipidiques chargées en ferrocifènes : évaluations physico-chimiques et biologiques pour 
application dans le traitement du cancer de l’ovaire 

Mots clés : Nanocapsules lipidiques (LNCs), ferrocifènes, gel, cancers multi-résistants,  
xénogreffes dérivées de tumeur de l’ovaire de la patiente 

Résumé :  Le cancer épithélial de l’ovaire séreux de 
haut grade peut être caractérisé selon le métabolisme 
mitochondrial. Deux sous-types sont à distinguer : les 
tumeurs «High OXPHOS» qui sont chimiosensibles et les 
tumeurs «Low OXPHOS» moins sensibles au carboplatine 
et paclitaxel. Le but de cette thèse était d’étudier de 
nouvelles alternatives thérapeutiques pour traiter ces sous-
types. Tout d’abord, 6 ferrocifènes ont été encapsulés dans 
des nanocapsules lipidiques (LNCs). Selon le ferrocifène, 
des différences d’efficacité d’encapsulation ont été 
observées et une nouvelle forme galénique a été obtenue : 
un gel. Ensuite, des formulations ferrocifènes-LNCs 
furtives ont été préparées et caractérisées. Ces 
formulations ont été testées sur des modèles murins de 
tumeurs épithéliales de l’ovaire dérivées de patientes. 
 

Les résultats obtenus ont montré un net ralentissement de 
la progression tumorale sur les modèles Low OXPHOS 
après traitement avec une des formulations ferrocifènes-
LNCs et le traitement de référence (carboplatine et 
paclitaxel), laissant entrevoir une bonne perspective 
quant à l’utilisation de cette combinaison de traitement. 
Enfin, dans le but d’une stratégie de ciblage actif des 
cellules du cancer de l’ovaire, un peptide pénétrant, C-
TLS, a été synthétisé et greffé covalemment à la surface 
des ferrocifène-LNCs. La cinétique d’internalisation de 
ces nanomédicaments, étudiée in vitro sur la lignée 
cellulaire SKOV3 de cancer de l’ovaire, n’a pas permis 
de mettre en évidence une amélioration de 
l’internalisation cellulaire. Néanmoins, l’étude devra être 
reproduite in vivo, le peptide étant connu également pour 
son effet cytotoxique sur les cellules de cancer ovarien 

 

Title : Ferrocifen loaded lipid nanocapsules: Physico-chemical characterization and biological evaluations on  
ovarian cancer 

Keywords : Lipid nanocapsules (LNCs), ferrocifen, gel, multi-drug resistant cancer 
Ovarian Patient-Derived Xenograft model 

Abstract : High grade serous epithelial ovarian cancer 
can be characterized according to mitochondrial 
metabolism. Two sub-types can be distinguished: the High 
OXPHOS tumour which is chemosensitive and the Low 
OXPHOS tumour, less sensible to carboplatin and 
paclitaxel. The purpose of this PhD project was to study 
alternatives to improve treatments for these sub-types.  
Firstly, six ferrocifens from the succinimide family were 
encapsulated in LNCs. Results obtained showed 
differences in terms of encapsulation efficiency, 
depending on ferrocifen structure. Moreover, interestingly, 
two of the six ferrocifens led to the formation of a gel.  
Secondly, ferrocifen stealth LNCs were formulated and 
characterized. In vivo efficacy of these formulations was 
tested on High and Low OXPHOS ovarian Patient-derived 
Xenograft models, alone or in combination to standard 
 

chemotherapy (carboplatin and paclitaxel). Results 
obtained showed a significant improvement of the overall 
response rate on Low OXPHOS model treated with one 
of the ferrocifen-LNCs in association with paclitaxel and 
carboplatin, compared to chemotherapy alone. It 
highlighted a promising approach to treat chemotherapy 
resistant ovarian cancer.  
To finish, a strategy to specifically target ovarian cancer 
was thought. A cell penetrating peptide, C-TLS, was 
synthesized and covalently grafted at the surface of 
ferrocifen-LNCs. However, internalization kinetic, 
followed by flow cytometry, did not show any 
improvement by the decoration. Nevertheless, the study 
will be reproduced in vivo, CTLS peptide being known 
for its cytotoxicity on ovarian cancer. 
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